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RESUMO

“ADJUVANTES A BASE DE ACIDOS NUCLEICOS”

Descreve-se moléculas de acidos nucleicos
recombinantes. As moléculas tém duas seguéncias de é&cidos
nucleicos, em que a primeira sequéncia de acidos nucleicos
¢ uma regido de codificacédo da subunidade A truncada obtida
ou derivada de uma endotoxina bacteriana de ADP-ribosilacéo
e a segunda sequéncia de &cidos nucleicos é uma regido de
codificacdo da subunidade B truncada. Descreve-se também
vectores e composigdes contendo estas moléculas. Descreve-
se também métodos para melhorar uma resposta imune contra
um antigénio de interesse utilizando estas moléculas e

composicdes de acidos nucleicos recombinantes.
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DESCRICAO

“ADJUVANTES A BASE DE ACIDOS NUCLEICOS”

CAMPO DA INVENCAO

A invencdoc relaciona-se com os campos da biologia
molecular e imunologia, e genericamente relaciona-se com
técnicas de imunizacdo com  acidos nucleicos. Mais
especificamente, a invencéao relaciona-se com
polinucledtidos que codificam um adjuvante, e com
estratégias de imunizacio que utilizam esses

polinucledtidos.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Foram descritas na arte técnicas para a injeccdo de
ADN e ARNm em tecido de mamiferos para fins de imunizacéo
contra um produto de expressdo. Demonstrou-se gue as
técnicas, aqui designadas "imunizacdo com acidos
nucleicos"”, desencadeiam respostas imunes tanto humorais
como mediadas por células., Por exemplo, demonstrou-se que
soros de murganhos imunizados com uma construcdo de ADN que
codifica a glicoproteina do envelope, gploc0, reagem com
gpl60 recombinante em imunocensaios, e demonstrou-se que
linfécitos dos murganhos injectados proliferam em resposta
a gpl20 recombinante. Wang et al. (1993) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90: 4156-4160. Analogamente, murganhos imunizados
com um gene da hormona do crescimento humana @ (hGH)
demonstraram uma resposta imune baseada em anticorpos. Tang
et al. (1992) Nature 356: 152-154. Demonstrou-se gue a

injecc&o intramuscular de ADN que codifica a nucleoproteina
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da gripe activada por um promotor de mamifero desencadeia
uma resposta de células T citotdxicas (CTL) CD8+ que pode
proteger murganhos contra a estimulacdo letal subsequente
com o virus. Ulmer et al. (1993) Science 259: 1745-1749. Os
estudos imuno-histoguimicos do gsitio da injeccdo mostraram
que o ADN foi absorvido pelos mieloblastos, e foi possivel
demonstrar a producdo citoplasmatica de proteina viral
durante pelo menos 6 meses. A US 5980898 relaciona-se com

imunizacdo transcuténea.

SUMARIO DA INVENCAO

Um objectivo principal da invengdo & proporcionar
uma composicdo adjuvante a base de polinucledtidos tal como
definida nas reivindicacdes anexas.

A primeira e segunda sequéncias de acidos nucleicos
podem estar presentes na mesma ou em diferentes construcles
de 4cidos nucleicos. As regides de codificacdo da
subunidade truncada podem ser obtidas ou derivadas da mesma
exotoxina bacteriana de ADP-ribosilacdo e, em certas formas
de realizacdo preferidas, a exotoxina bacteriana de ADP-
ribosilacdo & uma toxina da cdlera (CT, do inglés “cholera
toxin”) ou uma enterotoxina termoldbil de E. coli (LT, do
inglés, “labile enterotoxin”). Além disso, pelo menos uma
das regides de codificacdo da subunidade truncada pode ser
geneticamente modificada para destoxificar o péptido da
subunidade por ela codificado, por exemplo em que a regiédo
de codificacdo da subunidade A truncada foi modificada
geneticamente para afectar negativamente ou inactivar a
actividade da ADP-ribosil transferase no produto de
expressdo constituido pelo péptido da subunidade.

E  também um objectivo principal da invencéo
proporcionar  uma composicédo adjuvante a base de

polinucledétidos contendo uma primeira e segunda sequéncias
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de 4acidos nucleicos, em que a primeira sequéncia de acidos
nucleicos é uma regidoc de codificacdo da subunidade A
modificada obtida ou derivada de uma exotoxina bacteriana
de ADP-ribosilacdo, e a segunda sequéncia de A4cidos
nucleicos €& uma regido de codificacdo da subunidade B
obtida ou derivada de uma exotoxina bacteriana de ADP-
ribosilag¢do. A regido de <codificacdo da subunidade A
modificada e a referida regido de codificacdo da subunidade
B codificam cada uma delas uma subunidade peptidica matura,
e a regido de codificacldo da subunidade A modificada foi
modificada geneticamente para resultar na delecdo de um
motivo KDEL ou RDEL C-terminal no péptido da subunidade por
ela codificado.

Tal como acima, a primeira e segunda sequéncias de
dcidos nucleicos podem estar presentes na mesma ou em
diferentes construcdes de &cidos nucleicos. As regides de
codificacdo da subunidade truncada podem ser obtidas ou
derivadas da mesma exotoxina bacteriana de ADP-ribosilacédo
e, em certas formas de realizacdo preferidas, a exotoxina
bacteriana ribosilante de ADP & uma toxina da cdlera (CT)
ou uma enterotoxina termoldbil de E. coli (LT). Além disso,
pelo menos uma das regides de codificacdo da subunidade
truncada pode ser geneticamente modificada para
destoxificar o péptido da subunidade por ela codificado,
por exemplo em que a regido de codificacdo da subunidade A
truncada foi modificada geneticamente para alterar ou
inactivar a actividade de ADP-ribosil transferase no
produto de expressdo do péptido da subunidade.

Em certos aspectos da invencdo, as composicoes
acima referidas podem ser proporcionadas em forma de
particulas, por exemplo em gque as composigdes sdo
particulas adequadas para administracdo a partir de um
dispositivo para administracdo de ©particulas. A este
respeito, as presentes composicdes podem ser revestidas nas

mesmas ou numa particula transportadora diferente formando
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um nucleo e por 1isso sdo adequadas para administracédo
utilizando uma técnica de transfeccdo mediada ©por
particulas. As particulas transportadoras que formam um
nucleo preferidas vao ter um diédmetro médio de cerca de 0,1
a 10 um, e podem compreender um metal tal como ouro.
Consequentemente, ¢é um objectivo adicional da invengéo
proporcicnar um dispositivo de administracdo de particulas
carregado com (por exemplo, contendo) uma composicdo em
particulas tal como aqui definida.

E  também um objectivo principal da invencéo
proporcionar a utilizacéo de uma composicdo contendo uma
primeira e segunda sequéncia de &cidos nucleicos, em que
cada sequéncia inclui uma regido de codificacdo para uma
subunidade de uma exotoxina bacteriana de ADP-ribosilacéo
no fabrico de um medicamento para melhorar uma resposta
imune num individuo vertebrado contra um antigénio de
interesse no referido individuo. O antigénio de interesse e
a composic¢do sdo administrados ao individuo as subunidades
da toxina codificadas por uma primeira e segunda sequéncias
de 4cidos nucleicos sdoc expressas numa quantidade
suficiente para desencadear uma resposta imune melhorada
contra o antigénio. A primeira sequéncia de 4cidos
nucleicos contém uma regido de codificacdo da subunidade A
truncada obtida ou derivada de uma exotoxina bacteriana de
ADP-ribosilacdo, e a segunda sequéncia de &cidos nucleicos
contém uma regido de codificacdo da subunidade B truncada
obtida ou derivada de uma exotoxina Dbacteriana de ADP-
ribosilacdo, contudo com a condicdc de que cada uma das
regifes de codificacdo da subunidade truncada tem uma
deleccdo 5' e codifica um péptido da subunidade cue nido tem
péptido de sinal bacteriano amino terminal.

Um objectivo principal relacionado da invencdo &
proporcionar um método para melhorar uma resposta imune
contra um antigénio de interesse num individuo. O método

genericamente envolve: (a) administrar o antigénio de
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interesse ao individuo; (b) proporcionar uma composigdo
adjuvante compreendendo primeira e segunda sequéncias de
dcidos nucleicos, em que a primeira sequéncia de A4cidos
nucleicos & uma regido de codificacdo da subunidade A
truncada obtida ou derivada de uma exotoxina bacteriana de
ADP-ribosilacgdo, e a segunda sequéncia de &cidos nucleicos
& uma regi&o de codificagdo da subunidade B truncada obtida
ou derivada de uma exotoxina bacteriana de ADP-ribosilacé&o;
e (c¢) administrar a composicdo adjuvante ao individuo, com
0 que por introducdo no individuo, a primeira e segunda
sequéncias de 4cidos nucleicos sd30 expressas  para
proporcicnar péptidos das subunidades numa guantidade
suficiente para desencadear uma resposta imune melhorada
contra o antigénio de interesse. As regides de codificacéo
da subunidade estdo truncadas porque cada regido de
codificacdo tem uma delecdo 5' e codifica um péptido da
subunidade gue n&oc tem péptido de sinal bacteriano amino
terminal.

Ainda outro objective principal da invencdo é
proporcicnar a utilizacido de uma composicdo compreendendo
uma primeira e segunda sequéncia de 4cidos nucleicos, em
que cada sequéncia inclui uma regido de codificacdo para
uma subunidade de uma exotoxina bacteriana de ADP-
ribosilacdo no fabrico de um medicamento para melhorar uma
resposta imune num individuo vertebrado contra um antigénio
de interesse no referido individuo. O antigénio de
interesse e a composicdo sdo administrados ao individuo de
tal modo que as subunidades de toxina codificadas por uma
primeira e segunda sequéncias de Acidos nucleicos sé&o
expressas numa quantidade suficiente para desencadear uma
resposta imune melhorada contra o antigénio. A primeira
sequéncia de éAcidos nucleicos contém uma regido de
codificacdo da subunidade A modificada obtida ou derivada
de uma exotoxina bacteriana de ADP-ribosilac¢do, e a segunda

sequéncia de 4cidos nucleicos contém uma regido de
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codificacdo da subunidade B obtida ou derivada de uma
exotoxina bacteriana de ADP-ribosilacdc, contudo com a
condicdo de que a regido de codificacdo da subunidade A
modificada e a regido de cocdificacdo da subunidade B
codifica cada uma delas um péptido de subunidade matura, e
com a condig¢do adicional de que a regido de cocdificacdo da
subunidade A modificada fol modificada geneticamente para
delecionar um motivo KDEL ou RDEL C-terminal no péptido da
subunidade por ela codificada.

E um objectivo principal relacionado da invencéo
proporcionar um método para melhorar uma resposta imune
contra um antigénio de interesse num individuo, em que ©
método envolve: (a) administrar o antigénio de interesse ao
individuo; (b) proporcionar uma composigdo adjuvante
compreendendo uma primeira e segunda sequéncias de &cidos
nucleicos, em que a primeira sequéncia de acidos nucleicos
¢ uma regido de codificacdo da subunidade A modificada
obtida ou derivada de uma exotoxina bacteriana de ADP-
ribosilacdo, e a segunda sequéncia de &acidos nucleicos é
uma regido de codificacdo da subunidade B obtida ou
derivada de uma exotoxina bacteriana de ADP-ribosilacédo; e
(c) administrar a composic¢&o adjuvante ao individuo, com ©
que, por introdugdo no individuo, a primeira e segunda
sequéncias de 4acidos nucleicos s80 expressas  para
proporcionar péptidos das subunidades numa quantidade
suficiente para desencadear uma resposta imune melhorada
contra o antigénio de interesse. As subunidades regides de
codificacdo das subunidades estdo modificadas na medida em
que cada uma codifica um péptido de subunidade matura, mas
a regido de codificacdo da subunidade A foli modificada
geneticamente para delecionar um motivo KDEL ou RDEL C-
terminal no péptido da subunidade por ela codificada.

Nas utilizagdes e  métodos da invencéo, a
administracdo das composicles  adjuvantes envolve a

transfecgcdo de células do individuo com uma composicéo
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adjuvante de polinucledtido de acordo com a presente
invencdo. Cassetes e/ou vectores de expressdo contendo as
moléculas de A&cidos nucleicos da presente invencdo podem
ser utilizadas para transfectar as células, e a transfeccéo
& realizada em condigdes que permitem a expressdo dos
péptidos das subunidades no seio do individuo. O método
pode abranger ainda um ou mais passos de administracdo ao
individuo de pelo menos uma composicdo secundaria.

O procedimento de transfeccdo realizado durante a
imunizacdo pode ser efectuado in wvivo ou ex vivo (por
exemplo, para obtencdo de células transfectadas que s&o
subsequentemente introduzidas no individuo antes da
realizacdo de um passo de imunizacdo secundaria). Quando se
utilize a transfeccdo in vivo, as moléculas de acidos
nucleicos podem ser administradas ao individuo por meio de
injecc&o intramuscular ou intradérmica de ADN do plasmideo
ou, de preferéncia, administradas ao individuo utilizando
uma técnica de administracdo mediada por particulas. As
composicdes de vacinas (contendo o antigénio de interesse)
podem ser proporcionadas na forma de qualquer composicdo de
vacina adequada, por exemplo, na forma de uma composicido de
subunidades de péptidos, na forma de uma composicdo de
vacina de &cidos nucleicos ou na forma de uma composicido de
vacina de virus da gripe completo ou fraccionado.

Em certos métodos, o antigénio de interesse e a
composicdo adjuvante sdo administrados ao mesmo sitio no
individuo. Por exemplo, a composicdo adjuvante e o©
antigénio de interesse podem ser administrados
simultaneamente (por exemplo, proporcionados numa Unica
composicdo de wvacina). Em certas formas de rzrealizacdo
preferidas, o adjuvante e, opcionalmente o antigénio de
interesse, ¢é administrado em forma de particulas, por
exemplo em que a composigdo adjuvante foi revestida numa
particula transportadora que forma um nicleo e &

administrada ao individuo utilizando uma técnica de
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administracdo mediada por particulas.

Nestes métodos, a administracdo das composicles
adjuvantes de polinucledétido da presente dinvencdo de
preferéncia resulta numa resposta imune celular aumentada
contra o antigénio de interesse co-administrado. Essa
resposta imune melhorada pode ser genericamente
caracterizada por titulos aumentados de linfdcitos T CD4+
e/ou CD8+ produtores de interferdes, actividade de
linfécitos T citotdxicos (CTL) especificos para ©
antigénio, e uma resposta dimune semelhante a células
auxiliares T de tipo 1 (Thll) contra o antigénio de
interesse (caracterizada por  titulos aumentados de
anticorpo especifico do antigénio das subclasses
tipicamente associadas a imunidade celular (por exemplo,
IgG2a), normalmente com uma reducgdo concomitante de titulos
de anticorpos das subclasses tipicamente associadas a
imunidade humoral (por exemplo, IgGl)) em vez de uma
resposta imune semelhante a células T auxiliares de tipo 1
(Th2) como a que é normalmente produzida quando se imuniza
um individuc utilizando uma exotoxina bacteriana de ADP-
ribosilacdo adjuvante tal como CT ou LT.

As vantagens da presente invencdo incluem, mas sdo
estdo limitadas a aptidido das presentes composicdes
adjuvantes para proporcionar um efeito adjuvante
significativo e melhorar assim a imunogenicidade de um
antigénio co-administrado num individuo imunizado, bem como
a aptidido para favorecer uma resposta imune semelhante a
Thl contra o antigénio co-administrado qgue & vantajosa num
produto de vacina.

Estes e outros objectivos, aspectos, formas de
realizacdo e  vantagens da presente invencao irdo
prontamente ocorrer aos que tém experiéncia corrente da

matéria com base na descric¢do aqui apresentada.
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BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 ¢é um mapa de restricdo e um mapa
funcional do plasmideo pPJdV2002 gque contém uma sequéncia de
codificacdo truncada para um péptido da subunidade A da
toxina da c¢dlera (CT) (CTA), em que o plasmideo contém
ainda 0 promotor do gene precoce imediato do
citomegalovirus humano (hCMV) e a sequéncia do intrdo A
associado, e a sequéncia de codificacdo para o péptido do
sinal do activador de plasminogénio de tecido humano para
permitir a secrecdo de células de mamifero do produtc de
expressdo de CTA truncado. A figura contém ainda a
sequéncia de acidos nucleicos completa (SEQ ID NO: 1) para
0 plasmideo pPJV2002.

A Figura 2 é um mapa de restricdo e mapa funcional
do plasmideo pPJV2003 que contém uma sequéncia de
codificacdo truncada para um péptido da subunidade B da
toxina da cbélera (CT) (CTB), em que o plasmidec contém
ainda o promotor do gene precoce imediato do hCMV e a
seguéncia do intrdoc A associado, e a sequéncia de
codificacdo para o péptido do sinal do activador do
plasminogénio de tecidos humano para permitir a secrecido de
células de mamifero do produto de expressido de CTB
truncado. A figura contém ainda a seguéncia de acidos
nucleicos completa (SEQ ID NO: 2) para o plasmideo
pPJV2003.

A Figura 3 é um mapa de restricdo e mapa funcional
do plasmideo pPJV2006 que contém uma sequéncia de
codificagdo truncada para um péptido de CTA, em gue a
sequéncia de codificacdo de CTA truncada foi adicionalmente
modificada para delecionar um motivo KDEL C-terminal no
péptido da subunidade por ela codificada. O plasmideo

contém ainda o promotor do gene precoce imediato do hCMV e
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a sequéncia de intr&o A associado, e a sequéncia de
codificacdo para o péptido do sinal de activador de
plasminogénio de tecidos humano para permitir a secrecdo de
células de mamifero do produto de expressdo de CTA
truncado. A figura contém ainda a seguéncia de acidos
nucleicos completa (SEQ ID NO: 3) para o plasmideo
pPJV2006.

A Figura 4 é um mapa de restricdo e mapa funcional
do plasmideo pPJdvV2004 que contém uma sequéncia de
codificacdo truncada de um péptido da subunidade A da
enterotoxina termolédbil de E. coli (LT) (LTA), em que O
plasmidec contém ainda o promotor do gene precoce imediato
do hCMV e a sequéncia do intrdo A associado, e a sequéncia
de codificagdo para o péptido do sinal de activador de
plasminogénio dos tecidos humano para permitir a secrecdo
de células de mamifero do produto de expressdo de LTA
truncade. A figura contém ainda a seguéncia de acidos
nucleicos completa (SEQ ID NO: 4) para o plasmideo
pPJV2004.

A Figura 5 é um mapa de restrigdo e mapa funcional
do plasmideo pPJV2005 que contém uma sequéncia de
codificacdo truncada para um péptido da subunidade B de LT
(LTB), em que o plasmideo contém ainda o promotor do gene
precoce imediato do hCMV e a sequéncia de intrdo A
associado, e a sequéncia de codificacdo para o péptido do
sinal do activador de plasminogénio dos tecidos humano para
permitir a secrecdo de células de mamifero do produto de
expressdo de LTB truncado. A Figura contém ainda a
sequéncia de acidos nucleicos completa (SEQ ID NO: 5) para
o plasmideo pPJV2005.

A Figura 6 é um mapa de restrigdo e mapa funcional

do plasmideo pPJV2007 que contém uma sequéncia de
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codificacdo truncada para um péptido de LTA, em gue a
sequéncia de codificacdo de LTA truncada foi adicionalmente
modificada para delecionar um motivo RDEL C-terminal no
péptido da subunidade por ela codificada. O plasmideo
contém ainda o promotor do gene precoce imediato do hCMV e
a sequéncia do intr&o A associado, e a sequéncia de
codificacdo para o péptido do sinal de eactivador de
plasminogénio dos tecidos humano para permitir a secrecdo
de células de mamifero do produto de expressdo de LTA
truncado. A figura contém ainda a seguéncia de acidos
nucleicos completa (SEQ ID NO: 6) para o plasmideo
pPJV2007.

A Figura 7 mostra os resultados do ELISA realizado
no Exemplo 5. O histograma representa a concentracdo
reciproca logaritmica do anticorpo anti-gpl20 presente nos
animais que recebem, da esquerda para a direita na figura,
Formulacdo #1 contendo o vector pWRG7054 vazio ("EmpVec");
Formulacdo #2 contendo o EmpVec (pWRG7054) e o plasmideo
pCIA-EnvT ("gpl20"); Formulacdo #3 contendo o EmpVec
(pPWRG7054) combinado com os vectores adjuvantes pPJV2002 e
pPJV2003 ("CTA/B"); Formulacdo #4 contendo o plasmideo

pCIA-EnvT ("gplZ20") combinado com o0s vectores adjuvantes
pPJV2002 e pPJV2003 ("CTA/B"); Formulacdo #5 contendo o©
plasmideo pCIA-EnvT ("gpl20") combinado com os vectores

adjuvantes pPJV2006 e pPJV2003 ("CTAKDEL/B"); ou nenhuma

composicdo de vacina e/ou adjuvante ("natural").

A Figura 8 mostra os resultados do ELISA in situ
realizado no Exemplo 5. O histograma representa o nivel
relativo da produgdo de IFN-Y especifica para gpl20 nos
esplenbécitos obtidos de animais que recebem, da esquerda
para a direita na figura, Formulacdo #1 contendo o vector
PWRG7054 vazio ("EmpVec"); Formulacdo #2 contendoc o EmpVec
(PWRG7054) e o plasmideo pCIA-EnvT ("gpl20"); Formulacdo #3
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contendo o EmpVec (pWRG7054) combinado com o©s vectores
adjuvantes pPJV2002 e pPJV2003 ("CTA/B"); Formulacdo #4
contendo o plasmideo pCIA-EnvT ("gpl20™) combinado com os
vectores adjuvantes pPJv2002 e pPJV2003 ("CTA/B"); ou
Formulacado #5 contendo o plasmideo pCIA-EnvT ("gpl20™)
combinado com os vectores adjuvantes pPJV2006 e pPJV2003
("CTA-KDEL/B") .

A Figura 9 ilustra os resultados do ensaio ELISPOT
realizado no Exemplo 5. O histograma representa os niveis
relativos de esplendcitos produtores de IFN-yY obtidos de
animais que recebem, da esquerda para a direita na figura,
Formulac&o #1 contendo o vector pWRG7054 vazio ("EmpVec");
Formulac&o #2 contendo o EmpVec (pWRG7054) e o plasmideo
pCIA-EnvT ("gpl20"); Formulacdo #3 contendo o EmpVec
(PWRG7054) combinado com os vectores adjuvantes pPJV2002 e
pPJV2003 ("CTA/B"); Formulacdo #4 contendo o plasmideo
pCIA-EnvT ("gpl20™) combinado com os vectores adjuvantes
pPJdV2002 e pPJV2003 ("CTA/B"); ou Formulacdo #5 contendo o
plasmidec pCIA-EnvT ("gpl20") combinado com os vectores
adjuvantes pPJV2006 e pPJV2003 ("CTA-KDEL/B").

A Figura 10 mostra os resultados do ELISA realizado
no Exemplo 6. Nesta figura, os valores da média geométrica
da absorvéncia representam a concentragdo do anticorpo
anti-HBcAg presente em amostras de soro (a quatro diluicGes
diferentes) colhido na imunizacdo de reforgo (semana ¢ do
estudo) de animais que recebem ou Formulacdo #1 contendo o
plasmideo do vector HBcAg/HBsAg (pWRG7193); ou Formulacdo
#2 contendo o plasmideo do vector HBcAg/HBSAg (pWRG7193)
combinado com os vectores adjuvantes pPJV2002 e pPJV2003
("CT2/B") .

A Figura 11 mostra os resultados do ELISA realizado

no Exemplo 6. Nesta figura, os valores da média geométrica
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da absorvéncia representam a concentrag¢do de anticorpo anti
HBcAg presente em amostras de soro (a guatro diluicBes
diferentes) colhidas 2 semanas apds a imunizacdo de reforco
(semana 8 do estudo) de animais que recebem ou Formulacdo
#1 contendo o plasmideo do vector HBcAg/HBsSAg (pWRG7193);
ou Formulacdo #2 contendo o plasmideo do vector HBcAg/HBsAg
(PWRG7193) combinado com os vectores adjuvantes pPJV2002 e
pPJV2003 ("CTA/B").

A Figura 12 mostra os resultados do ELISA realizado
no Exemplo 7. O histograma representa as razdes log IgGl::
IgG2a logaritmicas de cada grupo de imunizacdo que recebe,
da esquerda para a direita na figura, Formulacdo #1
contendo o plasmideo pM2-FL ("M2") combinado com o controlo
do plasmideo do vector wvazio (pWRG7054); Formulacdo #2
contendo o plasmideo pM2-FL combinado com o8 vectores
adjuvantes CTA/B de pPJV2002 e pPJV2003 ("M2 + CT™); ou
Formulacdo #7 contendo o plasmideo pM2-FL combinado com o0s
vectores adjuvantes LTA/B pPJV2004 e pPJV2005 ("M2 + LT").

As Figuras 13A-13D mostram os resultados dos
ensaios ELISPOT de IFN-Y e IL4 utilizados para avaliar a
resposta imune & superficie do virus da Hepatite B e
antigénios do nacleo num primeiro estudo do Exemplo 8. Os

. , 5
histogramas representam o nlimero de manchas por 1x10

células de bago dos varios grupos experimentais.
A Figura 14 mostra os resultados de sobrevivéncia

do estudo de estimulacdo com virus HSV-2 realizado no

Exemplo 9.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA INVENCAO

Antes de descrever a presente invencdo em pormenor,
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entender-se-a4 que esta 1invencdo ndo estd limitada as
moléculas especificamente exemplificadas ou aos parédmetros
de processo que podem, ¢é <claro, variar. Entender-se-a
também que a terminologia aqui utilizada ¢é apenas para
efeitos da descricido de formas de realizacdo especificas da
invencdo, e ndo tem intencdc de ser limitativa. Além disso,
a pratica da presente invencdo vai utilizar, salvo
indicacdo em contrério, métodos convencionais de virologia,
microbiologia, biologia molecular, técnicas de ADN
recombinante e imunologia, de que todos estdo dentro do
conhecimento corrente na arte. Essas técnicas estéo
plenamente explicadas na literatura. Ver, por exemplo,
Sambrook, et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual
(2nd Edition, 1989); ADN C(Cloning: A Practical Approach,
vol. I & IT (D. Glover, ed.); Oligonucleotide Synthesis (N.
Gait, ed., 1984); A Practical Guide to Molecular Cloning
(1984); e Fundamental Virology, 2nd Edition, wvol. I & 11
(B. N. Fields e D. M. Knipe, eds.).

Deve notar-se que, tal como wutilizadas nesta

especificacdo e reivindicacdes anexas, as formas no

" " "

singular "um", "uma" e "o, a" incluem referentes plurais

salvo se o teor claramente determinar o contrario.

Definicdes

Salvo outra definicdo, todos os termos técnicos e
cientificos aqui utilizados tém o mesmo significado que o
vulgarmente entendido por uma pessoa com conhecimentos
correntes da matéria a qual respeita a invencdo. Embora
varios métodos e materiais semelhantes ou equivalentes aos
aqui descritos possam ser utilizados na pratica da presente
invenc&o, o0s materiais e métodos preferidos estdo aqui
descritos.

Na descricdo da presente invencgdo, serdo utilizados

08 termos seguintes, e pretendem ser definidos tal como
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indicado adiante.

0 termo "adjuvante" pretende significar material ou
composicdo capaz de especificamente ou ndoc especificamente
alterar, aumentar, direccionar, redireccionar, potenciar ou
iniciar uma resposta imune especifica para o antigénio.
Assim, a co-administracdo de um adjuvante com um antigénio
pode resultar em que seja necessaria uma dose mais baixa ou
menos doses de antigénio para se obter uma resposta imune
desejada no individuo ao qual o antigénio é administrado,
ou a co-administracdo pode resultar numa resposta imune
qualitativamente e/ou quantitativamente diferente no
individuo. A eficacia de um adjuvante pode ser determinada
pela administracdo do adjuvante com uma composicdo de
vacina em paralelo com uma composicdo de vacina s6 a
animais e comparando a imunidade mediada por anticorpos
e/ou celular nos dois grupos utilizando ensaios
normalizados tais como radioimunoensaio, ELISA, ensaios CTL
e outros semelhantes, todos Dbem conhecidos na arte.
Tipicamente, numa composicdo de vacina, o adjuvante é uma
unidade separada do antigénio, embora uma Unica molécula
possa ter propriedades adjuvantes e antigénicas.

Una "composicdo adjuvante" pretende significar
qualguer composicido farmacéutica contendoc um adjuvante. As
composicdes adjuvantes podem ser administradas nos métodos
da invencdo enquanto em qualquer forma farmacéutica
adequada, por exemplo, como um liquido, pd, creme, locéo,
emulsdo, gel ou outro semelhante. Contudo, as composicdes
adjuvantes preferidas vdo estar na forma de particulas.
Pretende-se, embora nao esteja sempre afirmado
explicitamente, que as moléculas tenham actividade
biclégica semelhante ao péptido de tipo selvagem ou
purificado ou adjuvantes quimicos.

O termo "péptido™ ¢é utilizado no seu sentidc mais

lato para referir um composto de duas ou mais subunidades
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de aminoédcidos, andlogos de aminoacidos, ou outros
peptidomiméticos. As subunidades podem estar ligadas por
ligacdes peptidicas ou por outras ligacbes, por exemplo
éster, éter, etc. Tal como aqui wutilizado, o termo
"aminodcido™ refere-se a aminodcidos naturais e/ou néo
naturais ou sintéticos, incluindo glicina e ambos o0s
isOmeros Opticos D ou L, e anadlogos de amincacidos e
peptidomiméticos. Um péptido de tré&s ou mais aminodcidos é
vulgarmente chamado um "oligopéptido" se a cadeia peptidica

for curta. Se a cadeia peptidica for longa, o péptido &

tipicamente referido como um "polipéptido"™ ocu uma
"proteina”.
Un  "antigénio"  refere-se a qualquer agente,

genericamente uma macromolécula, que pode desencadear uma
resposta imunoldégica num individuo. O termo ©pode ser
utilizado para referir a uma macromolécula individuo ou uma
populacdo homogénea ou heterogénea de macromoléculas
antigénicas. Tal como agui utilizado, Tantigénio" é
genericamente usado para fazer referéncia a uma molécula de
péptido ou hidrato de carbono gue contém um ou mais
epitopos. Para efeitos da presente invenc&o, os antigénios
podem ser obtidos ou derivados de uma qualquer fonte
apropriada. Além disso, para efeitos da presente invencéo,
um "antigénio" inclui um péptido que tem modificacdes, tais
como delegdes, adigdes e substituicdes (genericamente
conservadoras quanto a natureza) em relagdo & sequéncia
nativa, desde que o péptido mantenha imunogenicidade
suficiente. Estas modificac¢®es podem ser deliberadas, por
exemplo através de mutagénese dirigida ao sitio, ou podem
ser acidentais, tais como através de mutacdes de
hospedeiros que produzem o0s antigénios.

Uma "resposta imune" contra um antigénio de
interesse é o desenvolvimento num individuo de uma resposta
imune humoral e/ou celular a esse antigénio. Para efeitos

da presente invencdo, uma "resposta imune humoral” refere-
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se a uma resposta imune mediada por moléculas de anticorpo,
enguanto uma "resposta imune celular" & uma mediada por
linfécitos T e/ou outros leucdcitos.

O termo "imunizacdo com acidos nucleicos™ é aqui
utilizado para referir a introducdo de uma molécula de
dacido nucleico que codifica um ou mais antigénios
seleccionados numa célula hospedeira para a expressdo in
vivo do antigénio ou antigénios. O termo também abrange a
introducdo de uma molécula de acido nucleico que codifica
um ou mais adjuvantes seleccionados numa células hospedeira
para a expressdo in vivo do adjuvante ou adjuvantes. A
molécula de acido nucleico pode ser introduzida
directamente no individuo receptor, tal como por injeccédo
intramuscular ou intradérmica corrente; administracdo de
particulas transdérmica; inalacdo; topicamente, ou pelas
vias de administra¢do oral, intranasal ou mucosal. A
molécula alternativamente pode ser introduzida ex vivo em
células que foram retiradas de um individuo. Neste Ultimo
caso, células contendo a molécula de 4&cido nucleico de
interesse sdo reintroduzidas no individuo de modo gue possa
ser montada uma resposta imune contra o© antigénio
codificado pela molécula de &cide nucleico, ou de tal modo
que o adjuvante codificado pela molécula de acido nucleico
possa exercer o seu efeito adjuvante.

Os  termos "molécula de  acido  nucleico” e
"polinuclebtido" sdoc aqui utilizados intercambiavelmente e
referem-se a uma forma polimérica de nucledtidos de
qualguer comprimento, quer desoxirribonucledtidos  ou
ribonucledétidos, ou os seus anadlogos. 0Os polinucledtidos
podem ter qualquer estrutura tridimensional, e podem
desempenhar qualquer funcdc, conhecida ou desconhecida. Os
exemplos ndo limitativos de polinucledtidos incluem um
gene, um fragmento de gene, exbes, intrdes, ARN mensageiro
(ARNm), ARN de transferéncia, ARN ribossdémico, ribozimas,

ADNc, polinucledtidos recombinantes, polinucledtidos
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ramificados, plasmideos, vectores, ADN isolado de qualquer
sequéncia, ARN isolado de gqualquer seguéncia, sondas de
dcidos nucleicos e iniciadores.

Um polinucledtido € tipicamente constituido por uma
sequéncia especifica de quatro bases nucleotidicas: adenina
(A); citosina (C); guanina (G); e timina (T) (uracilo (U)
por timina (T) quando o polinucledtido é ARN). Assim, o©
termo sequéncia de 4Acidos nucleicos & a representagdo
alfabética de uma molécula de ©polinucledtido. Esta
representacdo alfabética pode ser introduzida em bases de
dados de um computador que tem uma unidade de processamento
central e utilizada para aplicacdes de bicinformatica tais
como a pesquisa de gendmica funcional e homologia.

Um "vector" & capaz de transferir sequéncias de
acido nucleico para células alvo (por exemplo, vectores
virais, vectores ndo virais, veiculos em particulas e
lipossomas). Tipicamente, “construcdo de vector”, “vector
de expressdo” e “vector de transferéncia do gene”
significam qualquer construcdo de acido nucleico capaz de
direccionar a expressdo de um gene de interesse e que pode
transferir sequéncias do gene para células alvo. Assim, ©
termo inclui veiculos de clonagem e expressdo, bem como
vectores virais. Um "plasmideo” & um vector na forma de um
elemento genético extracromossémico.

Uma sequéncia de acidos nucleicos gue "codifica" um
adjuvante e/ou antigénio seleccionado é uma molécula de
dcidc nucleico que ¢é transcrita (no caso de ADN) e
traduzida (no caso de ARNm) num polipéptido in vivo quando
colocado sob o controlc de sequéncias reguladoras
apropriadas. As fronteiras da sequéncia de codificacdo séo
determinadas por um coddo de 1iniciacdo no terminal b5
(amino) e um coddo de terminacdo da traducldo no terminal 3!
(carboxilo) . Para efeitos da invencdo, essas seguéncias de
acidos nucleicos podem incluir, mas sdo estdo limitadas a,

ADNc de ARNm wviral, procariota ou eucariota, sequéncias
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gendémicas de ADN ou ARN viral ou procariota, e até
sequéncias de ADN sintéticas. Uma sequéncia de terminacéo
da transcricdo pode estar localizada 3' em relacdo a
seguéncia de codificacéo.

Um "promotor™ ¢é uma sequéncia de nucledbtidos gque
inicia e regula a transcricdo de um polinucledtido que
codifica um polipéptido. 0Os promotores podem incluir
promotores indutiveis (em que a expressdo de uma sequéncia
de polinucledétido 1ligada operativamente ao promotor é
induzida por um analito, cofactor, proteina reguladora,
etc.), promotores repressiveis (em que a expressido de uma
sequéncia de polinuclebtido 1ligada operativamente ao
promotor estd reprimida por um analito, cofactor, proteina
reguladora, etc.), e promotores constitutivos. Pretende-se
que o termo "promotor" ou "elemento de controlo" inclua as
regides promotoras de comprimento total e segmentos
funcionais (por exemplo, controla a transcricdo ou
traducédo) destas regibes.

"Ligado operativamente" refere-se a uma disposicéo
de elementos em que o0s componentes assim descritos estédo
configurados para efectuar a sua funcido usual. Assim, um
dado promotor ligado operativamente a uma sequéncia de
acidos nucleicos é capaz de efectuar a expressdo dessa
sequéncia cuando as enzimas apropriadas estdo presentes. O
promotor ndo precisa de estar contiguo a sequéncia, desde
que funcione para dirigir a sua expressdo. Por conseguinte,
por exemplo, sequéncias transcritas mas ndo traduzidas
interpostas podem estar presentes entre a seguéncia
promotora e a sequéncia de Aacidos nucleicos e a sequéncia
promotora pode ainda ser considerada "ligada
operativamente"” a sequéncia de codificacéo.

"Recombinante” & aqui utilizado para descrever uma
molécula de &cido nucleico (polinucledtido) de origem
gendémica, de ADNc, semissintética, ou sintética, que, em

virtude da sua origem ou manipulac&c, n&o estéd associada a
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totalidade ou a uma porcdo do polinucledtido ao qual esta
associada na natureza e/ou estd ligada a um polinucleétido
diferente daquele ao qual estd ligada na natureza. Duas
sequéncias de acidos nucleicos que estdo contidas dentro de
uma Unica molécula de A&cido nucleico recombinante sé&o
“heterdlogas" relativamente uma a outra quando ndo estéo
normalmente associadas uma a outra na natureza.

Um "polinucledtido isolado” é uma molécula de &cido
nucleico separada e discreta do organismo completo no qual
a molécula é encontrada na naturaza; ou uma molécula de
dcido nucleico desprovida, na totalidade ou em parte, das
seguéncias normalmente a ela associadas na natureza; ou uma
seguéncia, tal como existe na natureza, mas que tem
sequéncias heterdlogas (como definidas a seguir) em
associacdo com ela. A sequéncia & "derivada de ou obtida a
partir de" uma molécula se tiver a mesma ou
substancialmente a mesma sequéncia de pares de bases que
uma regido da molécula fonte, o© seu ADNc, o0s seus
complementos, ou se apresentar identidade de sequéncia como
descrito adiante.

As técnicas para determinar a “identidade de
sequéncias” ou “homologia de sequéncias” de Aacidos
nucleicos e aminocadcidos também s&o conhecidas na arte.
Tipicamente, essas técnicas incluem a determinacdoc da
sequéncia dos nucledtidos do ARNm para um gene e&/ou a
determinacdo da  sequéncia de aminoacidos por @ ele
codificada, e a comparacdo destas sequéncias com uma
segunda sequéncia de nucledtidos ou aminodcidos. Em geral,
“identidade” refere-se a uma correspondéncia exacta
nucledétido-a-nucledtido ocu aminodcido-a-aminodcido de duas
sequéncias de polinuclebtidos ou polipéptidos,
respectivamente. Duas ou mais sequéncias (de polinucledtido
ou de aminoécidos) podem ser comparadas por determinacdo da
sua “identidade percentual”. A identidade percentual de

duas sequéncias, sejam sequéncias de Aacidos nucleicos ou de
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aminoacidos, € o numero de emparelhamentos exactos entre
duas sequéncias alinhadas dividido pelo comprimento das
sequéncias mais curtas e multiplicado por 100. Um
alinhamento aproximado para sequéncias de acidos nucleicos
& proporcionado pelo algoritmo de homologia local de Smith
e Waterman, Advances 1in Applied Mathematics 2: 482-489
(1981). Este algoritmo pode ser aplicado & sequéncia de
aminoadcidos por utilizacdc da matriz de avaliacédo
desenvolvida por Davhoff, Atlas of Protein Sequences and
Structure, M. O. Dayhoff ed., 5 suppl. 3: 353-358, Natiocnal
Biomedical Research Foundation, Washington, D. C., EUA, e
normalizada por Gribskov, Nucl. Acids Res. 14(6): ©6745-6763
(1986) . Uma implementacdoc exemplificativa deste algoritmo
para determinar a identidade percentual de uma sequéncia &
proporcionada pelo Genetics Computer Group (Madison, WI) na
aplicacdo utilitédria "BestFit". 0Os pardmetros implicitos
para este método estdo descritos no Wisconsin Sequence
Analysis  Package  Program Manual, Version 8 (1995)
(disponivel de Genetics Computer Group, Madison, WI). Um
método preferido para estabelecimento da identidade
percentual no contexto da presente invencdo é utilizar o
pacote MPSRCH de programas com direitos de autor da
Universidade de Edimburgo, desenvolvido por John F. Collins
e Shane S. Sturrok, e distribuido por IntelliGenetics, Inc.
(Mountain View, CA). A partir desta série de pacotes pode
ser utilizado o algoritmoc de Smith-Waterman em que os
pardmetros por defeito sdo utilizados para a tabela de
avaliacdo (scores) (por exemplo, penalizacdo de abertura de
intervalo (gap open penalty) 12, penalizacdo por extenséo
do intervalo (gap extension penalty)um, e um intervalo
(gap) de seis). A partir dos dados gerados o valor da
"Emparelhamento" (“Match”) reflecte a "identidade da
seqguéncia”. Outros programas adequados para calcular a
identidade percentual ou semelhanca entre sequéncias séo

genericamente conhecidos na arte, por exemplo, outro
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programa de alinhamento é o BLAST, utilizado com pardmetros
implicitos. Por exemplo, BLASTN e BLASTP podem ser usados
utilizando os seguintes pardmetros implicitos: cdédigo
genético = padré&o; filtro = nenhum; cadeia = ambas; corte =
60; esperado = 10; Matriz = BLOSUM62; Descricdes = 50
sequéncias; classificar por = HIGH SCORE; Bases de dados =
ndo redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + traducdes
GenBank CDS + Swiss protein + Spupdate + PIR. Pormenores
destes programas podem ser encontrados na seguinte morada
da Internet: http://www.ncbi.nlm.gov/cgi-bin/BLAST.
Alternativamente, a homologia pode ser determinada
por hibridacdc de polinucledtidos em condig¢des que foram
duplexes estédveis entre regides hombdlogas, seguida por
digest&do com nuclease(s) especificas de cadeia simples, e
determinacdo do tamanho dos fragmentos digeridos. Duas
sequéncias de ADN ou de polipéptidos s&o “substancialmente
homélogas” entre si quando as sequéncias apresentam pelo
menos cerca de 80%-85%, de preferéncia pelo menos cerca de
90%, e mais preferencialmente pelo menos cerca de 95%-98%
de identidade das sequéncias num comprimento definido das
moléculas, determinada wutilizando os métodos referidos
acima. Tal como aqui utilizado, substancialmente homélogo
também se refere a sequéncias que apresentam identidade
completa c¢com a sequéncia de ADN ou de polipéptido
especificada. As sequéncias de ADN gue sdo substancialmente
homélogas podem ser identificadas numa experiéncia de
hibridacdo de Southern em, por exemplo, condicbes estritas,
como definido para esse sistema especifico. Por exemplo,
condicBes de hibridacdo estritas podem incluir formamida a
50%, 5x solucdo de Denhardt, 5x SSC, SDS a 0,1% e 100 g/mL
de ADN de esperma de salmdo desnaturado e as condigdes de
lavagem podem incluir 2x SSC, SDS a (0,1% a 37 °C seguido
por 1x SSC, SDS a 0,1% a 68 °C. A definicgdo de condicles
hibridag&o apropriadas estd dentro da experiéncia na arte.

Ver, por exemplo, Sambrook et al., supra; ADN C(loning,
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supra; Nucleic Acid Hybridization, supra.

O termo administracdo Ttransdérmica" significa
administracdo intradérmica (por exemplo, na derme ou
epiderme), transdérmica (por exemplo, "percutdnea") e
transmucosa, isto &, administracdo por passagem de um
agente para a ou através da pele ou tecido mucoso. Ver, por
exemplo, Transdermal Drug Delivery: Developmental Issues
and Research Initiatives, Hadgraft e Guy (eds.), Marcel
Dekker, Inc., (1989) ; Controlled Drug Delivery:
Fundamentals and Applications, Robinson e Lee (eds.),
Marcel Dekker 1Inc., (1987); e Transdermal Delivery of
Drugs, Vols. 1-3, Kydonieus e Berner (eds.), CRC Press,
(1987). Assim, o termo abrange a administracdoc de um agente
utilizando um dispositivo de administracidoc de particulas
(por exemplo, uma seringa sem agulha) como os descritos na
patente U.S. N° 5630796, Dbem como a administracéo
utilizando dispositivos de administragdo mediada por
particulas como os descritos na patente U.S. N° 5865796.

Por "particula transportadora que forma um nucleo”
significa-se um elemento transportador no qual é revestido
um &cido nucleico hoéspede (por exemplo, ADN, ARN) para
conferir um tamanho de particula definido bem como uma
densidade suficientemente elevada para atingir o momento
necessario para penetracdo na membrana celular, tal que a
molécula héspede possa ser administrada utilizando técnicas
mediadas por particulas (ver, por exemplo, patente U.S. N°
5100792). As particulas transportadoras que formam um
nucleo tipicamente incluem materiais tais como tungsténio,
ouro, platina, ferrite, poliestireno e 1l4tex. Ver por
exemplo, Particle Bombardment Technology for Gene Transfer,
(1994) Yang, N. ed., Oxford University Press, New York, NY,
paginas 10-11.

Por "dispositivo de administracdo de particulas”
significa-se um instrumento gue administra uma composicgéo

em particulas transdermicamente sem a ajuda de uma agulha
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convencional para perfurar a pele. Os dispositivos de
administracdo de particulas para utilizacdo com a presente
invencdo s&o discutidos ao longo deste documento.

Tal como aqui wutilizado, o termoc "tratamento"
inclui qualquer dos seguintes: a prevencdo de infeccdo ou
reinfeccdo; a reducdo ou eliminacdo de sintomas; e a
reducdo ou eliminac&o completa de um agente patogénico. O
tratamento pode ser efectuado profilacticamente (antes da
infeccdo) ou terapeuticamente (depois da infecgdo).

Os termos "individuo™ e "sujeito" sdo aqui
utilizados intercambiavelmente para referir qualquer membro
do subfilo dos cordados, incluindo, sem limitacdo, seres
humanos e outros primatas, incluindo primatas n&do humanos
tais como chimpanzés e outras espécies de simios e macacos;
animais de exploragdo tais como gado bovino, ovelhas,
porcos, cabras e cavalos; animais domésticos tais como cées
e gatos; animais de laboratdrio incluindo roedores como
murganhos, ratos e cobaios; aves, incluindo aves
domésticas, selvagens e de cacga tais como frangos, perlUs e
outros galindceos, patos, gansos e outros semelhantes. Os
termos n&do indicam uma idade especifica. Assim, pretende-se
que estejam abrangidos tanto individuos adultos como recém-
nascidos. Os métodos agui descritos destinam-se a
utilizacdo em qualquer das espécies de vertebrados acima
referidas, uma vez que 0s sistemas imunes de todos esses

vertebrados funcionam de modo semelhante.

Stmula geral

Antes da descrigcdo da presente invencdo em
pormencr, deve entender-se que esta 1invencdo nido esta
limitada a formulacdes ou  parémetros de  processo
especificos dado que podem, é claro, variar. Deve-se também
entender que a terminologia aqui utilizada é para efeitos

da descricdo de formas de realizacdoc especificas da
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invencdo, e ndo pretende ser limitativa.

A presente invencdo proporciona novas composicdes
contendo sequéncias de acidos nucleicos, em que a primeira
sequéncia da composicdo & uma sequéncia de codificacédo de
uma subunidade A obtida ou derivada de uma toxina
bacteriana de ADP-ribosilacdo, e a segunda sequéncia da
composic&o & uma sequéncia de codificacdo de uma subunidade
B obtida ou derivada de uma toxina bacteriana de ADP-
ribosilacdo. A primeira e segunda sequéncias s&o Uteis em
métodos de imunizacdo em gue sdc administradas a um
individuo para proporcionar um efeito adjuvante (contra um
antigénio de interesse co-administrade) no individuo
imunizado. As toxinas bacterianas de ADP-ribosilacdo sao
uma familia de exotoxinas bacterianas aparentadas e incluem
a toxina da difteria (DT), toxina pertussis (PT), toxina da
cblera (CT), as toxinas termoldbeis de E. coli (LT1 e LT2),
endotoxina A de Pseudomonas, exotoxina S de Pseudomonas,
exoenzima de B. cereus, toxina de B. sphaericus, toxinas C2
e C3 de C. botulinum, exoenzima de C. limosum, bem como as
toxinas de (. perfringens, C. spiriforma e C. difficile,

Staphylococcus aureus EDIN, e mutantes da toxina bacteriana
de ADP-ribosilac&o tais como CRMjg7, um mutante da toxina

da difteria n&o toxico (ver, por exemplo, Bixler et al.
(1989) Adv. Exp. Med. Biol. 251: 175; e Constantino et al.
(1992) Vaccine). A maioria das toxinas bacterianas de ADP-
ribosilacdo estdo organizadas como um multimero A:B, em que
a subunidade A contém a actividade de ADP-
ribosiltransferase, e a subunidade B actua como a unidade
de ligacdo. As toxinas bacterianas de ADP-ribosilacéo
preferidas para utilizacdo nas composic¢des da presente
invenc&o incluem a toxina da cdlera e as toxinas
termolédbeis de E. coli.

A toxina da cdlera (CT) e as enterotoxinas labeis (LT) de
E. coli sdo produtos da secrecdo das suas respectivas

estirpes Dbacterianas enterotdxicas que sdo imunogénios
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potentes e apresentam forte toxicidade guande administradas
sistematicamente, oralmente ou por via mucosa. Sabe-se que
a CI e a LT proporcionam efeitos adjuvantes para o
antigénio quando administradas pelas vias intramuscular ou
oral. FEstes efeitos adjuvantes foram observados a doses
abaixo da necessdria para toxicidade. As duas toxinas sédo
moléculas extremamente semelhantes, e sdo pelo menos cerca
de 70-80% homdélogas ao nivel dos aminocacidos.

As toxinas CT e LT sdo hexdmeros, constituidas por
uma Unica molécula de uma subunidade A rodeada por um anel
em forma de donute composto por 5 moléculas da subunidade
B. A subunidade A possui uma actividade de ADP-ribosilase
que resulta em modificacdes da proteina G que levam a
regulagdo positiva da cAMP e proteina guinase A apds
internalizacdo da subunidade A numa célula de mamifero. A
subunidade A pode ser cortada por proteases exdgenas dando
os fragmentos Al e A2 ligados por uma duUnica ponte
dissulfureto. A subunidade A da CT contém um motivo
peptidico KDEL no terminal C (RDEL para a subunidade A de
LT) que estd associado & recuperacdo de proteinas da rede
trans-Golgi para o ER. Isto é provavelmente importante para
0 transporte do fragmento A ao compartimento celular
correcto para toxicidade apds a internalizacdo, e retengdo
da toxina dentro desse compartimento celular. A subunidade
Al entra no citoplasma da célula e desencadeia o efluxo de
Cl ao catalisar a ADP-ribesilacdo de uma proteina G, que
activa a adenilato ciclase conduzindo a niveis elevados de
CAMP. O cAMP elevado faz com que a proteina gquinase A
fosforile e abra o canal de <cloreto regulador da
conduténcia transmembranar da fibrose cistica.

O papel principal do fragmento A2 é na interacgéo
com a subunidade B. A internalizacdo da toxina é mediada
pelas cinco copias da subunidade B que tém actividade de
ligacéo ao gangliésido GML, um glicoesfingolipido

encontrado ubiquamente na superficie das células de
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mamifero.

A importéncia relativa das subunidades A e B para a
adjuvanticidade é controversa. Ha especulacdc no campo que
a actividade téxica da subunidade A pode modular os efeitos
adjuvantes associados a subunidade B. Alguns estudos
demonstram que muta¢es na subunidade A suprimem a
actividade adjuvante enquanto que outros mostram que as
mutacdes da subunidade A bloqueiam a actividade de ADP-
ribosilase ndo tém efeito na adjuvanticidade. Outros
relatérios mostram niveils varidveis de efeitos adjuvantes
para as subunidades B purificadas ou ©preparacdes de
subunidades B recombinantes. é provavel gque as subunidades
A e B tenham funcdes separadas que contribuem
independentemente para a adjuvanticidade. Estas fung¢8es sdo
actividade de ADP-ribosilase e actividade activacido de
receptores, respectivamente. No gque se refere a subunidade
da LT em particular, a ligacdoc ao receptor GM1 em células B
resulta em activacdo policlonal, ocorre na auséncia de
proliferacdo significativa e envolve a regulacdo positiva
de varias moléculas importantes tais como MHC da classe II,
R7, CD40, ICAM-1 e ILZ2-Ra. Para células T, a adicdo de
holotoxinas de CT ou LT ou subunidades B recombinantes a
células T estimuladas com concanavilina A resulta numa
reducdo da incorporacdo de timidina. Nado foram descritos
efeitos destas moléculas em macrdéfagos e  células
dendriticas. Em culturas de PBMC, EtxB estimula um nivel
elevado de TNF-0 e producdo de IL-10 mas ndo de IL-12.
Isto & consistente «com as observagdes de respostas
predominantemente semelhantes a Th2 associadas a utilizacédo
das formas CT e LT como adjuvantes.

E portanto wuma caracteristica surpreendente da
presente invencdoc que a administracdo das presentes
composicdes adjuvantes de polinucledtidos produzam de
preferéncia uma resposta imune semelhante a Thl aumentada

contra o antigénio de interesse co-administrado, em vez da
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resposta semelhante a ThZ que seria esperada & partir da
utilizac&o de uma composicdo adjuvante de exotoxina de ADP-

ribosilacéo.

Sequéncias de codificacdo de subunidades de

exotoxina de ADP-ribosilacéo

Numa forma de «realizacdo, ¢é proporcionada uma
composicdo que inclui uma ou mais moléculas de acidos
nucleicos recombinantes, contendo as referidas uma ou mais
moléculas uma primeira e segunda sequéncias de 4acidos
nucleicos em que (a) & primeira sequéncia de A4cidos
nucleicos é uma regiZo de codificacdo de um péptido da
subunidade A truncada obtida ou derivada de uma exotoxina
de ADP-ribosilacdo, e (b) uma segunda sequéncia de acidos
nucleicos é uma regido de codificacdo de um péptido da
subunidade B truncada obtida ou derivada de uma exotoxina
de ADP-ribosilacdo. As regibes de codificacéo proporcionam
péptidos de subunidades "truncadas" na medida em que cada
uma das referidas regides de codificacdo das subunidades
foi geneticamente alterada de modo a criar uma deleccdo 57,
com o que o péptido das subunidades codificadas n&o tem um
péptido do sinal bacteriano amino terminal.

Noutra forma de realizacdo, ¢é proporcionada uma
composicdo que inclui uma ou mais moléculas de acidos
nucleicos recombinantes, contendo as referidas uma ou mais
moléculas uma primeira e segunda sequéncias de acidos
nucleicos em que (a) & primeira sequéncia de A4cidos
nucleicos é uma regi&do de codificacdo de um péptido da
subunidade A, modificado, maturo, obtida ou derivada de uma
exotoxina de ADP-ribosilacdo, e (b) a segunda sequéncia de
acidos nucleicos é uma regido de codificac&o de um péptido
da subunidade B matura obtida ou derivada de uma exotoxina

de ADP-ribosilacdo. A primeira sequéncia de Acidos
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nucleicos contém uma regidc de codificacdo que proporciona
um péptido da subunidade A "modificado" na medida em que a
referida regido de codificac&o foil geneticamente alterada
para delecionar um KDEL ou RDEL C-terminal de quatro
residuos de aminodcidos normalmente encontrada no péptido
da subunidade codificada.

Ainda noutra forma de realizacdo, ¢é proporcionada

uma composicdo que incluil uma ou mais moléculas de acidos
nucleicos recombinantes, contendo as referidas uma ou mais
moléculas uma primeira e segunda sequéncias de acidos
nucleicos em que (a) a primeira sequéncia de A4cidos
nucleicos é uma regi&do de codificacdo de um péptido da
subunidade A truncada e modificada, obtida ou derivada de
uma exotoxina de ADP-ribosilacdo, e (b) a segunda sequéncia
de 4&cidos nucleicos é uma regiido de codificac&o de um
péptido da subunidade B truncado, obtida ou derivada de uma
exotoxina de ADP-ribosilacéo.
Em formas de realizacdo especialmente ©preferidas, as
sequéncias de codificacdo da subunidade do péptido da
exotoxina de ADP-ribosilacdo sdo obtidas ou derivadas de
uma toxina da célera (CT). Noutras formas de realizacéo
particularmente preferidas, as sequéncias de codificacio da
subunidade do péptido da exotoxina de ADP-ribosilacdo séo
obtidas ou derivadas de uma enterotoxina termoldbil de E.
coli (LT), por exemplo LT1 ou LT2.

Porgbes dos genomas de varias espécies bacterianas
enterotdxicas, particularmente as porcdes que contém as
sequéncias de codificacé&o de exotoxinas de ADP-ribosilacéo,
sdo genericamente conhecidas e as suas sequéncias estéo
disponiveis ao publico, por exemplo na World Wide Web, e/ou
estdo depositadas em repositdrios tais como a base de dados
GenBank. Por exemplo, uma entrada do GenBank para as
sequéncias completas dos genes das subunidades A e B de CT
pode ser encontrada no sitio VIBCTXABB (N° de ordem

D30053), enguanto gque uma entrada do GenBank para as
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sequéncias completas dos genes das subunidades A e B de LT
pode ser encontrada no sitic AB0116677 (N° de ordem
AB011677). As wvariantes ou fragmentos activos destas
sequéncias da toxina também podem ser utilizadas nas
composicbes e métodos da presente invencdo. Para uma
discussdo geral das exotoxinas de ADP-ribosilacdo, ver por
exemplo, Krueger et al. (1995) Clin. Microbiol. Rev. 8:34-
47. Além disso, em certos aspectos da invencdo, uma ou
ambas das regides de codificacdo do péptido da subunidade
da toxina podemn ser adiciconalmente modificadas
geneticamente para destoxificar o ou os péptidos da
subunidade por elas codificada. Por exemplo, os mutantes da
toxina alterada geneticamente que tém uma actividade de
ADP-ribosilagdo alterada, mutacdes do sitio de clivagem de
tripsina, ou uma actividade de ligag¢ido alterada, 7j& séo
conhecidos na arte. Ver, por exemplo, Burnette et al.
(1994) "Recombinant microbiol ADP-ribosylating toxins of
Bordetella pertusis, Vibrio cholerae, and Escherichia coli
enterotoxigenic: structure, function and toxoid wvaccine
development", em Bioprocess Technology, Burnette et al.,
eds., paginas 185-203; Rappuoli et al. (1995) Int. Archiv.
Allergy Immunol. 108:327-333; e Rappuoli et al. (19%96) Ad.
Exp. Med. Biol. 397:55-60. As sequéncias que codificam as
subunidades da  toxina  seleccionada s&o  tipicamente
inseridas num vector apropriado (por exemplo, uma estrutura
base de plasmideo) utilizando técnicas conhecidas e como se
descreve adiante nos Exemplos.

A sequéncia ou sequéncias que codificam os péptidos
da subunidade de exotoxina de ADP-ribosilacdo podem ser
obtidas e/ou preparadas utilizando métodos conhecidos. Por
exemplo, podem ser obtidas preparacdes substancialmente
puras utilizando  ferramentas de biologia molecular
correntes., Isto &, as sequéncias de polinucledtidos que
codificam as subunidades da toxina descritas anteriormente

podem ser obtidas utilizando métodos recombinantes, tais
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como bancos de ADNc de separacdo por exclusdo que exprimem
as subunidades de toxina, ou derivando a sequéncia de
codificacdo das subunidades de toxina a partir de um vector
conhecido que as inclui. As sequéncias de codificacdo das
subunidades de toxina de varias estirpes bacterianas estéo
depositadas na American Type Culture Collection ATCC, e
outras ainda estdo disponiveis em organizagdes nacionais e
internacionais de satde tais como Centers of Disease
Control (Atlanta, GA). Ver, por exemplo, Sambrook et al.,
supra, para uma descricdo das técnicas utilizadas para
obter e isolar as moléculas de é&cidos nucleicos. As
sequéncias de polinucledtidos também podem ser produzidas
sinteticamente, em vez de clonadas.

Ainda outro método conveniente  para isolar
moléculas de &acidos nucleicos especificos é pela reacgido em
cadeia da polimerase (PCR). Mullis et al. (1987) Methods
Enzymol. 155:335-350. Esta técnica utiliza ADN polimerase,
usualmente uma ADN polimerase termostavel, para replicar
uma regido de ADN desejada. A regido de ADN a ser replicada
é identificada por oligonucledtidos de sequéncia
especificada complementar a extremidades opostas e cadeias
opostas do ADN desejado para iniciar a reaccgido de
replicac&o. O produto do primeiro ciclo de replicacidc & ele
prépric um molde para a replicacdo subsequente, e assim 0s
ciclos sucessivos de replicagdo repetidos resultam em
amplificacdo geométrica do fragmento de ADN delimitado pelo
par de iniciadores utilizado.

Uma vez obtidas as sequéncias relevantes das
subunidades de exotoxina de ADP-ribosilacdo de interesse,
podem ser ligadas umas a outras para dar uma ou mais
moléculas de &cidos nucleicos contiguas utilizando técnicas
correntes de Dbioclogia molecular ou de clonagem. Mas
particularmente, depois de ter sido obtida a informagdo da
seguéncia da combinacdo de subunidades da  toxina

seleccionada, as sequéncias de codificacdo podem ser
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combinadas entre si ou com outras sequéncias para formar
uma sequéncia hibrida, ou tratadas em separado. Em
sequéncias hibridas, as seguéncias de codificacdo dos
péptidos das subunidades podem ser posicionadas de qualquer
maneira uma em relacdo a outra, e podem ser incluidas numa
tnica molécula de varias formas, por exemplo, como uma
copia Unica, repetidas aleatoriamente na molécula como
cbpias multiplas, ou incluidas na molécula como repeticdes
em série miltiplas ou motivos repetidos ordenados de
maneira diferente.

Embora se ©possa utilizar qualquer de varias
técnicas correntes de biologia molecular para construir
essas moléculas de 4acido nucleico recombinante, um método
conveniente abrange a utilizacdo de um ou mais sitios de
restricdo Unicos num vector de vai-vem ou de clonagem (ou
inserir um ou mais sitios de restricdo Unicos numa
sequéncia do vector adequada) e as técnicas de clonagem
correntes para dirigir a sequéncia ou sequéncias de
codificacdo dos péptidos das subunidades para localizacdes
alvo especificas dentro de um vector.

Alternativamente, podem ser produzidas moléculas
hibridas sinteticamente em vez de serem clonadas. A
sequéncia de nucledtidos pode ser concebida com os codaos
apropriados para a sequéncia de aminoidcidos especifica
desejada. Em geral, selecciona-se os coddos preferidos para
0 hospedeiro pretendido em que vai ser expressa a
sequéncia. A sequéncia completa pode ser entdc montada a
partir de oligonucledtidos de sobreposicdo preparados por
métodos correntes e montados numa sequéncia de codificacéo
completa. Ver, por exemplo, Edge (1981) Nature 292:756;
Nambair et al. (1984) Science (1984) 223:1299; Jay et al.
(1984) J. Biol. Chem. 259:6311.

Uma vez obtidas ou construidas as sequéncias de
codificacdo dos péptidos da exotoxina de ADP-ribosilacéo

relevantes, as mesmas podem ser inseridas em um ou mais
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vectores adequados que sequéncias de controlo ligadas
operativamente a sequéncia ou sequéncias  inseridas,
proporcicnando assim cassetes de expressido que permitem a
expressdo dos péptidos das subunidades da toxina in vivo
numa espécie de individuo alvo.

Os promotores tipicos da expressdo de células de
mamiferos incluem o promotor do gene de expressdo precoce
de Sv40, um promotor de CMV tal como o promotor do gene
imediato de expressédo precoce (immediate early promoter) de
CMV, o promotor LTR do virus do tumor da mama de murganho,
o promotor major de expressdo tardia de adenovirus (Ad
MLP), e outros sistemas promotores com eficacia adequada.
Os promotores ndo virais, tais como um promotor derivado do
gene de metalotioneina de murino, também podem ser
utilizados para a expressdo de mamiferos. 0Os promotores
indutiveis, repressiveis ou controlaveis de outro modo
também podem ser utilizados. Tipicamente, as sequéncias de
terminacdo da transcrigdo e poliadenilacdo também vac estar
presentes, localizadas 3' em relacdoc a cada coddo de
terminacdo da traducdo. De ©preferéncia, também esté
presente uma sequéncia para optimizacdo da iniciacido de
traducdo, localizada 5' em relacdo a cada sequéncia de
codificacdo. Os exemplos dos sinais de terminacdo da
transcricdo/poliadenilacdo incluem os derivados de SV40,
como descrito em Sambrook et al., supra, bem como uma
sequéncia terminadora da hormona de crescimento de bovino.
Os intrdes, que contém sitios doadores e aceitadores de
splicing, também podem ser concebidos na cassete de
expressdo.

Além disso, os elementos intensificadores podem ser
incluidos dentro das cassetes de expressdo para aumentar os
niveis de expressdo. Exemplos de intensificadores adequados
incluem o intensificador do gene de expressdo precoce de
Sv40 (Dijkema et al. (1985) EMBO  J. 4:7¢1), o)

intensificador/promotor derivado da repeticdo terminal



_34_

longa (LTR) do Virus de Sarcoma de Rous (Gorman et al.
(1982) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 79:6777), e os elementos
derivados do CMV de ser humano ou de murino (Boshart et al.
(1985) Cell 41:521), por exemplo, o0s elementos incluidos na
sequéncia do intrdo A de CMV.

Estd incluida uma seguéncia auxiliar adicional que
proporciona a secrecdo do péptido da subunidade da
exotoxina de ADP-ribosilacdo ligada de wuma c¢élula de
mamifero. Essas sequéncias lideres da secregdo Jja sdo
conhecidas pelos especialistas na arte, e incluem, por
exemplo, a sequéncia de sinal lider do activador do
plasminogénio do tecido (tpa).

Depois de terem sido produzidas wuma ou mais
cassetes de expressido adequadas (ou construgdes de acidos
nucleicos tais como vectores do plasmideo) gue contém as
sequéncias de codificacdo dos péptidos das subunidades da
exotoxina de ADP-ribosilacdo de interesse, as cassetes de
expressdo podem ser  proporcionadas num vector de
transfeccédo adequado tal como um vector do plasmideo de ADN
ou um vector viral para administracdc subsequente a um
individuo. A este respeito, as composicdes de
polinucledtidos da invengdo podem ser utilizadas como
composicdes adjuvantes por si sés, ou cc-administradas com
um antigénio de interesse, por exemplo, como parte de uma
composicdo de vacina de componentes miltiplos. Por exemplo,
numa composicdo de vacina de componentes multiplos, as
presentes moléculas de &cidos nucleicos (gue contém as
sequéncias de codificacdo dos péptidos das subunidades de
exotoxina de ADP-ribosilacdo de interesse) podem ser
combinadas com moléculas de acidos nucleicos adicicnais que
codificam um ou mais antigénios que se sabe que vao ser
importantes para proporcionar proteccdo contra um agente
patogénico, por exemplo, as moléculas que contém sequéncias
que codificam os antigénios de HA ou NA de influenza, ou as

moléculas que contém sequéncias que codificam os antigénios
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de VIH. Alternativamente, a composicdo de wvacina de
componentes multiplos pode conter, além dos polinucledtidos
que codificam as subunidades da toxina, o antigénio na
forma de wvirus completo convencional, virus fraccionado,
polissacarido, ou preparacdes de vacina das subunidades

purificadas como aqui descrito adiante.

Antigénios

As composicgles e métodos aqui descritos s&o Uteis
como adjuvantes de uma resposta imune contra uma ampla
variedade de antigénios co-administrados, por exemplo
antigénios obtidos ou derivados de células ou tecidos
doentes, ou de agentes patogénicos humanos ou animais. Para
efeitos da presente invencdo, um adjuvante é& utilizado para
melhorar a resposta imune a um antigénio especifico, por
exemplo quando um adjuvante ¢é co-administrado com uma
composicdo de wvacina, a resposta imune é maior do que a
resposta imune desencadeada por uma quantidade equivalente
da composicdo de vacina administrada sem o adjuvante, ou ©
adjuvante é utilizado para direccionar um tipo ou classe
particular de vresposta imune contra um antigénio co-
administrado. A co-administracdo de uma "quantidade eficaz"
das composicdes adjuvantes da presente invencdo vai ser a
quantidade que melhora uma resposta imunoldgica ao
antigénio co-administrado de tal modo que, por exemplo, séo
necessarias doses menores ou inferiores do antigénio para
produzir uma resposta imune eficiente.

Tal como aqui utilizado, o termo “co-administrado”,
tal como gquando uma composicdo adjuvante que codifica as
subunidades da exotoxina de ADP-ribosilacdo de acordo com a
presente invencdo é "co-administrada™ com um antigénio de
interesse (por exemplo, uma composigdo de vacina),
significa a administracdo simulténea ou concorrente da

composicdo adjuvante e do antigénio, por exemplo, guando 0sS
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dois estdo presentes na mesma composicéo ou sdo
administrados em composi¢des separadas gquase ao mesmo tempo
mas em sitios diferentes, bem como a administracdo da
composicdo adjuvante e do antigénio em composicdes
separadas em diferentes momentos, incluindo a administracéio
em sitios diferentes. Por exemplo, a composicido adjuvante
pode ser administrada antes ou depois da administracdo do
antigénio no mesmo sitio ou num sitio diferente. O 1 entre
a administracdo do adjuvante e do antigénio pode variar
desde aproximadamente varios minutos, até varias horas, até
varios dias.

Para efeitos da presente invencdo, o termo “agente
patogénico” é utilizado num sentido lato para se referir a
um agente causal especifico de uma doeng¢a ou patologia, e
inclui qualquer agente que proporcione uma fonte de uma
molécula que desencadeia uma resposta imune. Assim, 08
agentes patogénicos incluem, mas ndo estdo limitados a
virus, bactérias, fungos, protozoadrios, parasitas, células
cancerosas e outras semelhantes. Tipicamente, a resposta
imune é produzida por um ou mais antigénios de péptido ou
hidrato de carbono produzidos pelo agente patogénico. Os
métodos para identificar os antigénios adequados, obter e
preparar essas moléculas, e determinar depois as dosagens
adequadas, avaliar a imunogenicidade adequada e ©
tratamento com esses antigénios Jj& s&o bem conhecidos na
arte. Ver, por exemplo, Plotkin et al. (1994) Vaccines, 2nd
Edition, W. B. Saunders, Philadelphia, PA. Exemplos né&o
limitativos de fontes dos antigénios que podem ser
utilizados para vacinar individuos vertebrados,
particularmente mamiferos humanos e n&o humanos, incluem
assim virus, |bactérias, fungos, e outros organismos
patogénicos.

Os antigénios virais adequados incluem, mas néo
estdo limitados aos obtidos ou derivados da familia de

virus da hepatite, incluindc o virus da hepatite A (VHA), o
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virus da hepatite B (VHB), o virus da hepatite C (VHC), o
virus da hepatite delta (VHD), o virus da hepatite E (VHE)
e o virus da hepatite G (VHG). Ver, por exemplo, as
publicacbes internacionais N°s WO 89/04669; WO 90/11089; e
WO 90/14436. O genoma do VHC codifica varias proteinas
virais, incluindo El1 e E2. Ver, por exemplo, Houghton et
al. (1991) Hepatology 14:381-388. Os fragmentos gendmicos
contendo sequéncias que codificam estas proteinas, bem como
fragmentos antigénicos delas, vao encontrar utilizagdo nos
presentes métodos. Analogamente, a sequéncia de codificacdo
do antigénio d6de VHD é conhecida (ver, por exemplo, a
patente U.S. N° 5378814).

De modo semelhante, uma grande variedade de
proteinas da familia do virus do herpes pode ser utilizada
como antigénios na presente invencdo, incluindo as
proteinas derivadas do virus do herpes simplex (VHS) dos
tipos 1 e 2, tais como as glicoproteinas gB, ¢D e gH de
VHS-1 e VHS-2; os antigénios do virus da varicela zoster
(VVZ), o virus de Epstein-Barr (VEB) e o citomegalovirus
(CMV) incluindo gB e gH de CMV; e os antigénios de outros
virus do herpes humano tais como VHH6 e VHH. (Ver, por
exemplo, Chee et al. (1990) Cytomegaloviruses (J.K.
McDougall, ed., Springer-Verlag, péginas 125-169; McGeoch
et al. (1988) J. Gen. Virol. ©69:1531-1574; patente U.S. N°
5171568; Baer et al. (1984) Nature 310:207-211; e Davison
et al. (1986) J. Gen. Virol. 67:1759-1816).

Os antigénios do virus de imunodeficiéncia humana
(VHI), tais como as moléculas gpl20 para um grande nUmero
de isolados de VIH-1 e incluindo os membros de varios
subtipos genéticos de VIH, s&o conhecidos e estdo descritos
(ver, por exemplo, Myers et al., Los Alamos Database, Los
Alamos National Laboratory, Los Alamos, New Mexico (1992);
e Modrow et al. (1987) J. Virol. 61:570-578) e os
fragmentos gendémicos que contém o antigénio, derivados ou

obtidos a partir de qualquer destes isclados vdo ter
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utilizagdo na ©presente invencdo. Além disso, outras
proteinas imunogénicas derivadas ou obtidas a partir de
qualguer dos varios isolados de VIH vao encontrar
utilizacdo aqui, incluindo os fragmentos contendo uma ou
mais das varias proteinas de envelope tais como gpl60 e
gp4l, os antigénios de gag tais como p24gag e pbbgag, bem
como as proteinas derivadas das regides pol, env, tat, vif,
rev, nef, vpr, vpu e LTR de VIH.

Os antigénios derivados ou obtidos a partir de
outros virus também tém aqui utilizacdo, tais como sem
limitacao, antigénios dos membros das familias
Picomaviridae (por exemplo, poliovirus, rinovirus, etc.);
Caliciviridae; Togaviridae (por exemplo, virus da rubéola,
virus do dengue, etc.); Flaviviridae; Coronaviridae;
Reoviridae (por exemplo, rotavirus, etc.); Birnaviridae;
Rhabdoviridae (por exemplo, o virus da raiva, etc.);
Orthomyxoviridae (por exemplo, os tipos A, B e C do virus
da gripe, etc.); Filoviridae; Paramyxoviridae (por exemplo,
virus da papeira, virus do sarampo, virus sincicial
respiratdrio, virus Parainfluenza, etc.); Bunyaviridae;
Arenaviridae; Retroviridae (por exemplo, HTLV-1; HTLV-II;
VIH-1 (também conhecido como HTLV-III, LAV, ARV, hTLR,

etc.)), incluindo mas sem estar limitado aos antigénios dos

isoclados de VIH111p, VIHgF2, VIH12AY, VIH12aT, VIMN ; VIH-

lecmpss,  VIH—1yga; VIH-2, entre outros; o virus da

imunodeficiéncia do simio (VIS); Papilomavirus, os virus de
encefalite transmitidos por carracas; e outros semelhantes.
Ver, por exemplo, Virology, 3rd edition (W. K. Joklik ed.
1988); Fundamental Virology, 2nd edition (B. N. Fields e D.
M. Knipe, eds. 1991), para uma descrigdo destes e de outros
virus.

Em alguns contextos, pode ser preferivel que os
antigénios virals seleccionados sejam obtidos ou derivados
de um agente patogénico viral que tipicamente & introduzido

no corpo através de uma superficie mucosa e se sabe que
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provoca ou estd associado a uma doenca humana, tais como,
mas n&c limitados a VIH (SIDA), virus da gripe (gripe),
virus do herpes simplex (infeccdo genital, herpes labial,
STDs), rotavirus (diarreia), virus parainfluenza (infeccdes
respiratérias), poliovirus (poliomielite), virus sincicial
respiratério (infeccgdes respiratdrias), virus da papeira e
do sarampo (papeira, sarampo), virus da rubéola (rubéola),
¢ rinovirus (resfriado comum) .

Os fragmentos gendmicos que contém antigénios
bacterianos e parasitas podem ser obtidos ou derivados dos
agentes causais conhecidos responsaveis por doencas que
incluem, mas ndo estdo limitadas a difteria, tosse
convulsa, tétano, tuberculose, pneumonia bacteriana ou
fungica, otite média, goncrreia, coélera, febre tifdide,
meningite, mononucleose, peste, shigelose ou salmonelose,
doenca do legionario, doenca de Lyme, lepra, mnmaléaria,
ancilostomlase, ancilostomiase, oncocercose, bilharziose,
doenca do sono, leishmaniose, glardiase, amebiase,
filaricse, borreliose e triquinose. Pode ainda obter-se ou
derivar-se outros antigénios de virus n&o convencionais
tais comc o©0s agentes causais de @ kuru, doenca de
Creutzfeldt-Jakob (CJD), tremor epizodtico, encefalopatia
transmissivel do wvison, doengas debilitantes crénicas, ou
de particulas infecciosas proteinéceas tais como prides que
estdo associados a doenca das vacas loucas.

Os agentes patogéniccos especificos podem incluir M.
tuberculosis, Chlamydia, N. gonorrhoeae, Shigella,
Salmonella, Vibrio Cholera, Ereponema pallidua,
Pseudomofaas, Bordetella pertussis, Brucella, Franciscella
tulorensis, Helicobacter pylori, Leptospria interrogans,
Legionella pneumophila, Yersinia pestis, Streptococcus
(tipos A e B), Pneumococcus, Meningococcus, Hemophilus
influenza (tipo b), Toxoplasma gondic, Complylobactericsis,
Moraxella catarrhalis, Donovanosis, e Actinomycosis;

agentes patogénicos fungicos 1incluindo candidiase e da
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aspergilose; agentes patogénicos parasiticos incluindo
ténias, planérias, ascarideos, amebilase, giardiase,
criptosporidio, bilharziose, Pneumocystis carinii,
tricomoniase e triquinose. Assim, a presente invencéo
também pode ser utilizada para proporcionar uma resposta
imune adequada contra numerosas doencas veterinarias, tais
como febres aftosas, coronavirus, Pasteurella multocida,
Helicobacter, Strongylus vulgaris, Actinobacillus
pleuropneumonia, virus da diarreia viral dos bovinos
(BVDV) , Klebsiella  pneumoniae, E. coli, Bordetella
pertussis, Bordetella parapertussis e brochiseptica.

Em algumas formas de realizacdo, o antigénio de
interesse pode ser um alergénio. Um “alergénio” ¢é um
antigénio gque pode iniciar um estado de hipersensibilidade,
ou que provoca uma reaccdo de hipersensibilidade imediata
num individuo j& sensibilizado com o alergénio. Os
alergénios sdo vulgarmente proteinas ou substancias
guimicas ligadas a proteinas que tém a propriedade de ser
alergénicas; contudo, os alergénios também podem incluir
materiais orgédnicos ou 1inorgédnicos derivados de uma
variedade de fontes artificiais ou naturais tais como
materiais wvegetais, metais, ingredientes em cosméticos ou
detergentes, latexes, ou outros semelhantes. As classes de
alergénios adequados para wutilizacdo nos métodos da
invenc¢do podem incluir, mas ndo estdo limitadas a pélen,
escamagao de animais, ervas, bolores, poeiras,
antibiéticos, venenos de insectos que picam, e uma
variedade de alergénios ambientais (incluindo substéncias
quimicas e metais), farmacos e alimentos. Os alergénios das
&drvores comuns incluem pdlen de choupo do Canadéd, choupo,
freixo, bétula, bdrdo, carvalho, ulmeiro, nogueira
americana e carias; os alergénios de plantas comunsg incluem
os de centeio, ambrdsia, tanchagem menor, azedas e
amarantos; os alergénios de contacto de plantas incluem os

de sumagre, hera venenosa e urtigas; os alergénios das
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ervas comuns incluem capim rabo-de-gato, sorgc bravo,
grama-das-boticas, festuca e erva-de-febra; os alergénios
comuns também pode ser obtidos a partir de bolores ou
fungos tais como Alternaria, Fusarium, Hormodendrum,
Aspergillus, Micropolyspora, Mucor e actinomicetes
term6filos; a penicilina e a tetraciclina sdo alérgenos
antibiéticos comuns; os alergénios epidérmicos podem ser
obtidos a partir de poeiras domésticas ou orgdnicas
(tipicamente de origem fungica), de insectos tails como
dcaros (Dermatphagoides pterosinyssis), ou de fontes
animais tais como penas, e escamacdes de gatos e cées; 0s
alergénios comuns dos alimentos incluem leite e queijo
(lacteo), ovo, trigo, frutos sSecos (por exemplo,
amendoins), mariscos (por exemplo, crustaceos), ervilhas,
feijdes e alergénios de gluten; os alergénios ambientais
comuns incluem os alergénios de metais (niquel e ouro),
produtos quimicos (formaldeido, trinitrofenol e aguarréas),
latex, Dborracha, fibras (algoddo ou 14), serapilheirs,
tintas para o cabelo, cosméticos, detergentes e perfumes;
os alergénios de farmacos comuns incluem alergénios
anestésicos locais e salicilatos; 0S alergénios
antibiéticos incluem 0s alergénios penicilina e
sulfonamida; e os alergénios de insectos comuns incluem o
veneno de abelha, vespa e formiga, e alergénios do atrio de
escaravelhos. Os alergénios especialmente bem
caracterizados incluem, mas ndo estdo limitados aos
epitopos principais e cripticos do alergénio de Der pl
(Hoyne et al. (1994) Immunology 83190-195), fosfolipase AZ
de veneno de abelha (PLA) (Akdis et al. (1996) J. (Clin.
Invest. 98: 16761683), alergénio de pdlen de bétula Bet v 1
(Bauer et al. (1997) Clin. Exp. Immunol. 107: 536-541), e o
alergénio de erva recombinante multi-epitépico rKBG8.3 (Cao
et al. (1997) Immunology 90: 46-51). Estes e outros
alergénios adequados estdo disponiveils comercialmente e/ou

podem ser prontamente preparados como extractos seguindo
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técnicas conhecidas.

Em certas outras formas de realizacdc, o antigénio
de interesse pode ser um antigénio especifico de tumores.
Para efeitos da  presente invencdao, 0s antigénios
especificos de tumores incluem, mas ndo estdo limitados a
qualguer dos varios MAGEs (antigénio E associado a
melanoma), incluindo MAGE 1, MAGE 2, MAGE 3 (péptido HLA-
Al), MAGE 4, etc.; qualquer das varias tirosinases (péptido
HLA-A2); ras mutante; pS53mutante; e antigénio do melanoma
p97. Outros antigénios especificos de tumores incluem o
péptido Ras e o péptido pb3 associado a cancros avancados,
0s antigénios HPV 16/18 e E6/E7 associados a cancros do
colo do Utero, antigénio MUC1-KLH associado ao carcinoma da
mama, CEA (antigénio carcincembrionério) associado ao
cancro colorrectal, antigénios gp 100 ou MART1 asscciados a
melanoma, e © antigénio PSA associado ao cancro da. A
sequéncia do gene p53 é conhecida (ver por exemplo, Harris
et al. (1986) Mol. Cell. Biol. ©6: 4650-4656) e esta
depositada no GenBank com o N° de ordem M14694. Assim, as
composicGes adjuvantes da presente invencdo podem ser
utilizadas para realizar métodos imunoterapéuticos para o
tratamento de cancros do colo do atero, da mama,
colorrectal, da prbstata, do pulmdo, e melanomas.

Os antigénios para wutilizacdo com a presente
invencdo podem ser obtidos ou produzidos utilizando uma
variedade de métodos conhecidos pelos especialistas na
matéria. Em particular, os antigénios podem ser isolados
directamente de fontes naturails, utilizando técnicas de
purificacdo correntes. Alternativamente, o©0s antigénios
podem ser produzidos recombinantemente utilizando técnicas
conhecidas. Ver, por exemplc, Sambrook, Fritsch & Maniatis,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Vols. I, II, III,
Second Edition (1989); DNA (Cloning, Vols. I, II (D. N.
Glover ed. 1985). Os antigénios para utilizacdo aqui também

podem ser sintetizados, com base em seguéncias de
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aminoacidos descritas, através da sintese quimica de
polimeros tal como a sintese de péptidos em fase sélida.
Esses métodos sdoc conhecidos pelos especialistas na
matéria. Ver, por exemplo, J. N. Stewart e J. D. Young,
Solid Phase Peptide Synthesis, 2nd ed., Pierce Chemical
Co., Rockford, IL (1984) e G. Barany e R. B. Merrifield,
The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology, editors E.
Gross and J. Meienhofer, Vol. 2, Academic Press, New York,
(1980), paginas 3-254, para as técnicas de sintese de
péptidos em fase sdélida; e M. Bodansky, Principles of
Peptide Synthesis, Springer-Verlag, Berlin (1984) e E.
Gross e J. Meierhofer, &Eds., The Peptides: Analysis,
Synthesis, Biology, supra, Vol. 1, para a sintese classica
em solucao.

Se desejado, as sequéncias de polinucledtidos que
codificam os antigénios acima descritos podem ser obtidas
utilizando métodos recombinantes, como © rastreio de
bibliotecas de ADNc e gendmicas de células que exprimem o
gene, ou derivando o gene de um vector que se sabe que o
inclui. Além disso, o gene desejado pode ser isolado
directamente das células e tecidos gque o contém, utilizando
técnicas correntes, tais como a extraccgdo com fenol e uma
PCR de ADNc ou de ADN genémico. Ver, por exemplo, Sambrook
et al., supra, para uma descricdo das técnicas utilizadas
para obter e isolar ADN. As sequéncias de polinucledtidos
também podem ser produzidas sinteticamente, em vez de
clonadas.

Nas composicdes em que o componente antigénio vai
ser proporcionado por meio de uma sequéncia de 4acidos
nucleicos que codifica um antigénic de interesse, a
sequéncia de codificacdo para o antigénio seleccionado pode
ser combinada com uma ou ambas as sequéncias de codificacéo
dos péptidos das subunidades de exotoxina de ADP-
ribosilacdo para proporcionar uma uUnica construcdo que tem

a totalidade das trés sequéncias codificacdo, combinadas
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com uma sé sequéncia de codificacdo de ume subunidade da
toxina para proporcionar, por exemplo, uma composicdo de
dois plasmideos, ou proporcionada numa construcdo separada
de uma Unica construcdo, ou construcdes multiplas que tém
as sequéncias de codificacdo das subunidades da toxina. Em
cada um dos casos acima referidos, o antigénio pode esta
ligado operativamente e sob o controlo transcricional dos
mesmos ou de diferentes elementos de controlo, por exemplo
promotores e intensificadores. Nestas construcgdes em que é
utilizado um elemento de controlo Unico para dirigir a
transcricdo de duas ou mais sequéncias de codificacdo, pode
ser utilizada uma sequéncia de local interno de entrada do
ribossoma (IRES) para facilitar a transcricdo das

sequéncias maltiplas.

Administracdo de polinucleétidos

Os polinucledtidos (moléculas de &cidos nucleicos
que contém as sequéncias de codificacdo dos péptidos das
subunidades da exotoxina de ADP-ribosilac¢do) descritos aqui
podem ser administrados por qualquer método adequado. Numa
forma de realizacdo preferida, descrita adiante, 08
polinucledtidos sdo administrados por revestimento de uma
ou mais construcgdes adequadas (por exemplo, uma ou mais
construcgdes de plasmideos de ADN) contendo as sequéncias de
codificacdo dos péptidos das subunidades de exotoxina de
ADP-ribosilacdo de interesse (e, em certas formas de
realizacdo, uma sequéncia de codificacdo de um antigénio de
interesse na mesma construcdo ou numa construcdo diferente)
em particulas transportadoras que formam um nuicleo e depois
administra-se as particulas revestidas aoc individuo ou as
células. Contudo, o0s polinucledtidos da presente invencédo
também podem ser administrados utilizando um vector viral
ou utilizando sistemas ndo virais, por exemplo,

administracdo de acido nucleico nf.
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Vectores virais

Varios sistemas de base viral foram utilizados para
administracéao de genes. Por exemplo, 0s sistemas
retrovirais j& s&o conhecidos e utilizam geralmente linhas
de empacotamento que tém um provirus defeituoso integrado
(0 "auxiliar™) que exprime a totalidade dos genes do virus
mas ndo pode empacotar o seu proprio genoma devido a uma
deleccdo do sinal de empacotamento, conhecido como a
sequéncia psi. Por conseguinte, a linha celular produz
invélucros virais vazios. As linhas produtoras podem ser
derivadas das 1linhas de empacotamento que, além do
auxiliar, contém um vector viral que inclui sequéncias
necessarias em cis para replicacdc e empacotamento do
virus, conhecidas como as repeticdes terminais longas
(LTRs) . A ou as moléculas) de polinucledtidos de interesse
podem ser inseridas no vector e empacotadas nos invélucros
virais sintetizados pelo auxiliar retroviral. O wvirus
recombinante pode entdoc ser isolado e administrado a um
individuo. (Ver, por exemplo, patente U.S. N° 5219740). Os
vectores wvirals representativos incluem mas ndo estdo
limitados a vectores tais como 08 vectores LHI, N2, INSAL,
LSHL e LHLZ descritos por exemplo na patente U.S. N°
5219740, bem como o0s derivados destes vectores, tais como o
vector N2 modificado descrito agui. Os vectores retrovirais
podem ser construidos utilizando técnicas bem conhecidas na
arte. Ver, por exemplo, a Patente U.S. N° 5219740; Mann et
al. (1983) Cell 33:153-159.

Foram desenvolvidos sistemas & base de adenovirus
para administracdo de genes e sdo adequados para
administrar as moléculas de Aacidos nucleicos aqui
descritas. Os adenovirus humanos s&o virus de ADN de cadeia
dupla, gque entram nas células por endocitose mediada por

receptores. Estes virus sdo particularmente adequados para
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transferéncia genética porque sdo faceis de fazer crescer e
manipular e apresentam uma ampla gama de hospedeiros in
vivo e in vitro. Por exemplo, o0s adenovirus podem infectar
células humanas de origem hematopoiética, 1linfdide e
mieldide. Além disso, os adenovirus infectam células alvo
tanto guiescentes como em replicagdo. Ao contrario dos
retrovirus que se integram no genoma do hospedeiro, os
adenovirus persistem extracromossomicamente minimizando
assim o risco associado a mutagénese de insercdo. 0 virus é
produzido facilmente em concentracles elevadas e é estavel
pelo que pode ser purificado e armazenado. Mesmo em forma
competente para replicacdo, os adenovirus s provocam um
baixo nivel de morbidez e ndo estdo associados a doencas
malignas humanas. Em conseguéncia, foram desenvolvidos
vectores de adenovirus que utilizam estas vantagens. Para
uma descricdo de vectores de adenovirus e das suas
utilizacdes ver, por exemplo, Haj-Ahmad e Graham (1986) J.
Virol. 57:267-274; Bett et al. (1993) J. Virol. 67:5911-
5921; Mittereder et al. (1994) Human Gene Therapy 5:717-
728; Seth et al. (1994) J. Virol. 68:933-940; Barr et al.
(1994) Gene Therapy 1:51-58; Berkner, K. L. (1988)
BioTechniques 6:616-629; Rich et al. (1993) Human Gene
Therapy 4:461-476.

Os vectores virais adeno-associados (RAV) também
podem ser wutilizados para administrar as moléculas de
polinucledtidos aqui descritas. A este respeito, os
vectores AAV podem ser derivados de qualquer serotipo de
AAV, incluindo sem limitacdo AAV-1, AAV-2, AAV-3, ARAV-4,
AAV-5, AAVX7, etc. Os vectores AAV podem ter um ou mais
genes do tipo silvestre de AAV delecionados no todo ou em
parte, de preferéncia os genes rep e/ou cap, mas retém uma
ou mais seguéncias de repeticido de terminal invertido (ITR)
de flanqueio funcional. Uma sequéncia de ITR funciocnal é em
geral considerada necessaria para a recuperacdo, replicacédo

e empacotamento do virido de AAV. Assim, um vector AAV
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inclui pelo menos as sequéncias requeridas em c¢is para
replicacdo e empacotamento (por exemplo, uma ITR funcional)
do virus. A ITR n&o precisa de ser uma sequéncia de
nucledétido do tipo silvestre, e pode ser alterada, por
exemplo, por uma insercdo, delecdoc ou substituicido de
nucledétidos, desde que a sequéncia proporcione uma
recuperacdo funcional, replicacdo e empacotamento.

Os vectores de expressdo de AAV s&o construidos
utilizando técnicas conhecidas para proporcionar pelo menos
como componentes ligados operativamente na direcgdo da
transcricédo, elementos de controlo incluindo uma regido de
inicio da transcricdo, o ADN de interesse e uma regido de
terminacdo da transcricdo. Os elementos de controlo séo
seleccionados para serem funcionais numa célula de
mamifero. A construgdo resultante que contém os componentes
ligados operativamente estd ligada (5' e 3') as sequéncias
ITR do AAV. As construcdes de AAV adequadas podem ser
concebidas utilizando técnicas bem conhecidas na arte. Ver,
por exemplo, as patentes U.S. N°s 5173414 e 51399%941;
publicac¢des internacionais N°s WO 92/01070 (publicada em 23
de Janeiro de 1992) e WO 93/03769 (publicada em 4 de Marcgo
de 1993); Lebkowski et al. (1988) Molec. Cell. Biol.
8:3988-3996; Vincent et al. (1990) Vaccines 90 (Cold Spring
Harbor Laboratory Press); Carter, B. J. (1992) Current
Opinion 1in Biotechnology 3:533-539; Muzyczka, N. (1992)
Current Topics 1in Microbiol. and Inmunol., 158:97-129;
Kotin, R.M. (1994) Human Gene Therapy 5:793-801; Shelling e
Smith (1994) Gene Therapy 1:165-169; e Zhou et al. (1994)
J. Exp. Med. 179:1867-1875.

Prepara¢fes Farmacéuticas Convencionais

A formulacdo de uma preparagdo gue compreenda
moléculas de polinucledtidos da presente invengdo, com ou

sem adicdoc de uma composicdo de antigénio, pode ser feita
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utilizando o©os procedimentos quimicos e as metodologias de
formulacdo  farmacéutica  correntes, todas disponiveis
facilmente disponiveis a um técnico com conhecimentos
correntes. Por exemplo, as composicdes que contém um ou
mais vectores adequados podem ser combinadas com um ou mais
excipientes ou veiculos farmaceuticamente aceitaveis para
proporcionar uma preparacdo ligquida.

As substldncias auxiliares, tais como agentes
molhantes ou emulsionantes, substincias tamponantes do pH e
outras semelhantes, podem estar presentes no excipiente ou
no veiculo. Estes excipientes, veiculos e substdncias
auxiliares sdo geralmente agentes farmacéuticos gue néo
induzem wuma resposta imune no individuo gue recebe a
composicdo, e que podem ser administrados sem toxicidade
indevida. Os excipientes farmaceuticamente aceitaveis
incluem, mas ndo estdo limitados a liquidos tais como agua,
soro fisiolégico, polietileno glicol, 4acido hialurénico,
glicerol e etanol. Os sais farmaceuticamente aceitéveis
também podem estar al incluidos, por exemplo, sais de
&dcidos minerais tais como cloridratos, bromidratos,
fosfatos, sulfatos, e outros semelhantes; e salis de acidos
organicos tais como acetatos, propionatos, malonatos,
benzoatos, e outros semelhantes. E também preferido, embora
ndo necessario, que as preparacdes contenham um excipiente
farmaceuticamente aceitavel que sirva Como um
estabilizador, particularmente para moléculas de péptido,
proteina ou outras semelhantes a antigénios se forem para
ser incluidas na composicdo de vacina. Exemplos de veiculos
adequados que também actuam como estabilizadores de
péptidos incluem, sem limitacdo, qualidades farmacéuticas
de dextrose, sacarose, lactose, trealose, manitol,
sorbitol, inositol, dextrano, e outros semelhantes. Outros
veiculos adequados incluem, ncovamente sem limitagdc, amido,
celulose, fosfatos de sédio ou calcio, &cido citrico, acido

tartarico, glicina, polietileno glicdéis de peso molecular
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elevado (PEGs), e combinag¢bes suas. Uma discussé&o completa
de excipientes, veiculos e substéncias auxiliares
farmaceuticamente aceitaveis esté disponivel em
REMINGTONS'S PHARMACEUTICAL SCIENCES (Mack Pub. Co., N.J.
1991), aqui incorporada por citacéo.

Certos facilitadores da absorcdo e/ou expressido de
acidos nucleicos ("agentes facilitadores da transfeccgédo")
também podem ser incluidos nas compeosicdes, por exemplo,
facilitadores tais como bupivacaina, cardiotoxina e
sacarose, e velculos facilitadores da transfeccdc tais como
preparacbes lipossomais ou lipidicas que s&o utilizadas
rotineiramente para administrar mocléculas de acidos
nucleicos. 0Os lipossomas anidénicos e neutros estéo
amplamente disponiveis e sdo bem conhecidos para
administrar molécules de &cidos nucleicos (ver, ©por
exemplo, Liposomes: A Practical Approach, (1990) RPC New
Ed., IRL Press). As preparacdes lipidicas catidnicas também
S80 veiculos bem conhecidos para utilizacdo na
administracdo de moléculas de 4cidos nucleicos. As
preparacdes lipidicas adeguadas incluem DOTMA (cloreto de
(N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilaménio),
disponivel com o nome comercial Lipofectin™, e DOTAP (1,2-
bis(cleiloxi)-3-(trimetilaménio)propano), ver, por exemplo,
Felgner et al. (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413-
7416; Malone et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:6077-6081; patentes U.S. N°s 5283185 e 5527928, e
publicac¢des internacionais N°s WO 90/11092, WO 81/15501 e
WO 95/26356. Estes lipidos catidnicos podem ser utilizados
de preferéncia em associacdo com um lipido neutro, por
exemplo DOPE (dioleil fosfatidiletanolamina). Ainda outras
composicBes facilitadoras da transfeccdo, que podem ser
adicionadas as preparacbes lipossomais ou lipidicas acima
referidas incluem derivados de espermina (ver, por exemplo,
publicacdo internacional N° WO 93/18759) e compostos de

permeabilizacdo da membrana tais como GALA, granlicidina S
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e sals biliares catidnicos (ver, por exemplo, publicacéo
internacional N° WO 93/19768).

Alternativamente, as moléculas de &cidos nucleicos
da presente invencdo podem ser encapsuladas, adsorvidas em,
ou associadas a veiculos em particulas. 0Os veiculos em
particulas adequados incluem os derivados de polimeros de
poli (metacrilato de metilo), bem como microparticulas de
PLG derivadas de poli(lactidos) e poli(lactidos-co-
glicolidos). Ver, por exemplo, Jeffery et al. (1993) Pharm.
Res. 10:363-368. Podem também ser utilizados outros
sistemas e polimeros em particulas, por exemplo, polimeros
tais Como polilisina, poliarginina, poliornitina,
espermina, espermidina, bem como o©0s conjugados destas
moléculas.

As composicbes formuladas vdo assim  tipicamente
incluir uma ou mais moléculas de polinucledtidos (por
exemplo, o vector de plasmideo) que contém as sequéncias de
codificacdo dos péptidos das subunidades de exotoxina de
ADP-ribosilacédo seleccionados numa gquantidade suficiente
para adjuvantar uma resposta 1munoldgica contra um
antigénio co-administrado. Uma quantidade eficaz apropriada
pode ser determinada facilmente por um especialista na
matéria. Essa quantidade val estar numa gama relativamente
ampla que pode ser determinada através de -ensaios de
rotina. Por exemplo, o efeito adjuvante adequado pode ser
obtido com tdo pouco como 0,1 ug de ADN, enquanto gue
noutras administracgdes, pode utilizar-se até 2 mg de ADN.
Espera-se em geral que uma dose eficaz dos polinucledtidos
que contém as sequéncias de codificacdo dos péptidos das
subunidades da exotoxina ribosilante do ADP de interesse,
estejam dentro da gama de cerca de 1 ug a 1000 ug, contudo
também se pode verificar que vao ser eficazes doses acima e
abaixo desta gama. As composigdes podem conter assim de
cerca de 0,1% a cerca de 99,9% das moléculas de

polinucledtidos.
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Administracéo de Preparacdes Farmacéuticas

Convencionais

A administracdo das preparacdes farmacé&uticas
descritas anteriormente pode ser efectuada numa dose, de
modo continuo ou intermitente do principio ao fim do regime
de tratamento. Isto &, uma vez formuladas adequadamente, as
composicles da presente invencgdo podem ser administradas a
um individuc in wvivo utilizando uma variedade de vias e
técnicas conhecidas. Por exemplo, as preparacdes liquidas
podem ser proporcionadas como uma solugdo, suspensdo ou
emulsédo injectével e administradas por injeccéo
parentérica, subcuténea, intradérmica, intramuscular,
intravenosa, utilizando uma seringa e agulha convencional,
ou utilizando um sistema de injec¢do de Jjacto de liguido.
As preparacdes liquidas também podem ser administradas
topicamente na pele ou tecido mucoso, ou proporcionadas
como um pulverizado finamente dividido para administracéo
respiratéria ou pulmonar. Outros modos de administracéo
incluem administracdo oral, supositérios, e técnicas de
administracdo transdérmica activas ou passivas.

Alternativamente, as composicdes podemn ser
administradas ex vivo, por exemplo Jj& sdo conhecidas a
administracdo e reimplante das células transformadas num
individuo (por exemplo, a transfeccdo mediada por dextrano,
a precipitacdo com fosfato de célcio, electroporacédo, e
microinjeccdo directa em ntcleos). Contudo, a administracéo
mais tipicamente serd através de agulha e seringa
convencionais para as composicbes liquidas e para as
suspensdes liguidas que contém  as composicdes  em
particulas. Os métodos de determinacdoc dos meios e doses
mais eficazes de administracdo s&o bem conhecidos pelos
especialistas na matéria e vdo variar com o veiculo de

administracdo, a composicdc da terapéutica, as células
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alvo, e o individuo a ser tratado. Podem ser feitas
administragdes fTnicas ou multiplas com um nivel da dose e
padrdo que s&o seleccionados pelo médico assistente. Deve
entender-se que mais do que uma regido de codificacdo da
subunidade e/ou uma regido de codificacdo do antigénio
podem ser transportadas por uma Unica construcdo do vector
de polinucledtido. Alternativamente, vectores separados
(por exemplo, vectores virais, plasmideos, ou qualquer
combinacdo sua), exprimindo cada um deles um ou mais
péptidos e/ou antigénios das subunidades da toxina derivada
de qualguer agente patogénico, também  podem ser
administrados a um individuo tal como aqui descrito.

Além disso, também se pretende que 0s
polinucledétidos administrados pelos métodos da presente
invencdo sejam combinados com outras composicdes e
terapéuticas adequadas. Por exemplo, para aumentar mais uma
resposta imune num individuo, as composicdes e métodos aguil
descritos podem ser combinados com a administragdo de
substéncias auxiliares (por exemplo, outros adjuvantes),
tais como agentes farmacoldgicos, citoquinas, ou outras
semelhantes. As substéncias auxiliares podem ser
administradas, por exemplo, c¢omo proteinas ou outras
macromoléculas ao mesmo tempo, antes, ou depois da
administracdo das moléculas de polinucledtidos aqui
descritas. As composicles de moléculas de acidos nucleicos
também podem ser administradas directamente ao individuo
ou, alternativamente, administradas ex vivo, a células
derivadas do individuo, utilizando os métodos conhecidos

pelos especialistas na matéria.

Particulas revestidas

Numa forma de realizacdo as construgdes de
polinucledtido que contém as sequéncias de codificacdo dos

péptidos das subunidades de exotoxina de ADP-ribosilacéo
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seleccionados, e outros componentes auxiliares (tails como
as sequéncias de codificacdo de um ou mais antigénios) sé&o
administrados utilizando particulas transportadoras. Os
métodos de administracdo mediados por particulas para
administrar essas preparacbdes de Aacidos nucleicos Ja séo
conhecidos na arte. Por conseguinte, uma vez preparadas e
purificadas adequadamente, as construgdes do vector do
plasmideo descritas anteriormente podem ser revestidas nas
particulas transportadoras (por exemplo, particulas
transportadores que formam um nicleo) wutilizando uma
variedade de técnicas conhecidas na arte. As particulas
transportadoras sdo seleccionadas de materiais que tém uma
densidade adeguada na gama de tamanhos de particula
utilizados tipicamente para administracdo intracelular a
partir de um dispositivo de administracio de particulas
apropriado. O tamanho éptimo das particulas transportadoras
val depender, é claro, do diémetro das células alvo.

Para efeitos da presente invencédc, pode utilizar-se
particulas transportadoras gue formam um ntcleo compostas
por tungsténio, ouro, platina e iridio. S&o preferidas as
particulas de tungsténio e de ouro. As particulas de
tungsténio estdo disponiveis facilmente em tamanhos médios
de 0,5 a 2,0 um de didmetro. Embora essas particulas tenham
uma densidade é4ptima para utilizacdo em métodos de
administracdo de particulas, e permitam um revestimento
altamente eficiente com o ADN, o tungsténio pode ser
potencialmente téxico para certos tipos de células. Em
consequéncia, as particulas de ouro ou o) ouro
microcristalino (por exemplo, o pd de ouro Al570,
disponivel de Engelhard Corp., East Newark, NJ) também
encontram utilizacéo com 0S8  presentes métodos. As
particulas de ouro proporcionam uniformidade de tamanho
(disponiveis de Alpha Chemicals em tamanhos de particula de
1 a 3 um, ou disponiveis de Degussa, South Plainfield, NJ

numa gama de tamanhos de particula incluindo 0,95 um) e
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toxicidade reduzida.

Sdo conhecidos e j& foram descritos varios métodos
para o revestimento ou precipitacdo do ADN ou ARN em
particulas de ouro ou de tungsténioc. A maiocria desses

métodos combina geralmente uma quantidade predeterminada de
ouro ou de tungsténio com o ADN do plasmideo, CaClz e

espermidina. A solugdo resultante & agitada em vortex
continuamente durante o procedimento de revestimento para
assegurar a uniformidade da mistura de reaccdo. Apds a
precipitacdo do é&cido nucleico, as particulas revestidas
podem ser transferidas para membranas adequadas e deixa
secar antes da utilizac&o, sdc revestidas em superficies de
um médulo ou cassete de amostra, ou carregadas numa cassete
de administracdo para utilizacdo num dispositivo de
administracdo de particulas adequado.

Os antigénios peptidicos também podem ser
revestidos nas mesmas particulas transportadoras que formam
um nucelo ou noutras semelhantes. Por exemplo, o0s péptidos
podem ser ligados a uma particula transportadora
simplesmente misturando os dois componentes numa pProporcdo
predeterminada empiricamente, por precipitacdoc com sulfato
de amdénio ocu outros métodos de precipitacido com sclvente
conhecidos pelos especialistas na matéria, cu por
acoplamento quimico do péptido & particula transportadora.
O acoplamento dos residucs de L-cisteina a ouro foi
descrito anteriormente (Brown et al., Chemical Society
Reviews 9:271-311 (1980). Outros métodos poderiam incluir,
por exemplo, a dissolucgdo do péptido em etanol absoluto,
dgua, ou uma mistura de &lcocl/agua, adicdo da solucdo a
uma guantidade de particulas transportadoras, e secando
depois a mistura sob uma corrente de ar ou de azoto gasocso
enguanto se agita em vortex. Alternativamente, © antigénio
pode ser seco sobre as particulas transportadoras por
centrifugacdo em vacuo. Uma vez secas, as particulas

revestidas podem ser ressuspensas num solvente adequado
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(por exemplo, acetato de etilo ou acetona), e trituradas
(por exemplo, ©por sonicacdo) para proporcionar uma
SusSpensdao substancialmente uniforme. As particulas
transportadoras revestidas com o antigénio podem entdo ser
combinadas com particulas transportadoras gque formam um
nicleo que tém a ou as construcdes dos péptidos das
subunidades da exotoxina de ADP-ribosilacido e administradas
num Gnico passo de injec¢do de particulas, ou administradas
separadamente a partir das composigdes das subunidades da

toxina.

Administracédo de Particulas Revestidas

A seguir a sua formacéo, as particulas
transportadoras que formam um nuicleo revestidas com as
preparacdes de &cidos nucleicos da presente invencdo, sés
ou em associac¢do, por exemplo, com preparagdes de
antigénio, s&o administradas a um individuo wutilizando
técnicas de administracdo mediadas por particulas.

Varios dispositivos de administracdo de particulas
adequados para as técnicas de administracdo mediadas por
particulas sdo conhecidos na arte, e sdo todas adequados
para utilizacdo na pratica da inveng¢do. Os desenhos dos
dispositivos correntes utilizam uma descarga explosiva,
eléctrica ou gasosa, para impulsionar &as particulas
transportadoras que formam um nucleo, revestidas, até as
células alvo. As particulas revestidas podem elas proéprias
estar fixadas de forma libertéavel a uma folha
transportadora amovivel; ou fixadas de forma removivel a
uma superficie ao longo da gqual passa um caudal de gés,
levantando as particulas da superficie e acelerando-as na
direccdo do alvo. Um exemplo de um dispositivo de descarga
gasosa estd descrito na patente U.S. N° 5204253. Um
dispositivo do tipo explosivo esta descrito na patente U.S.

N° 4945050. Um exemplo de um aparelho de aceleracdo de



_56_

particulas do tipc de descarga eléctrica estd descrito na
patente U.S. N° 5120657. Outro aparelho de descarga
eléctrica adequado para utilizacdo aqul estd descrito na
patente U.S. N° 5149655. As descricdes de todas estas
patentes sdo aqui dadas como integralmente incorporadas por
citacéo.

As particulas revestidas sdo administradas ao
individuo que vai ser tratado de uma maneira compativel com
a formulacdo de dosagem, e numa quantidade que serd eficaz
para produzir o efeito adjuvante/resposta imune desejada. A
quantidade de composicdo que vai ser administrada, que no
caso das moléculas de &acidos nucleicos estd geralmente na
gama de 0,001 a 1000 ug, mais tipicamente 0,01 a 10,0 ug da
molécula de 4acido nucleico por dose, e no caso das
moléculas de péptidos ou proteinas é de 1 pg a 5 mg, mais
tipicamente 1 a 50 pg de péptido, depende do individuo a
ser tratado. A quantidade exacta necessaria vai variar
dependendo da idade e estado general do individuo que é
imunizado e da sequéncia de nucledtidos especifica ou
péptido seleccionado, bem como de outros factores. Uma
quantidade eficaz apropriada pode ser determinada
facilmente por um especialista na matéria por leitura da

presente especificacao.

Composicdes em Particulas

Alternativamente, 0s polinucledtidos que
transportam as sequéncias de codificacdo dos péptidos das
subunidades da exotoxina de ADP-ribosilacdo seleccionados,
bem como uma ou mais porgdes do antigénio seleccionado,
podem ser formulados como uma composicdo em particulas. Mas
especificamente, a formulacido de particulas que compreendem
uma ou mais moléculas de polinucledtido pode ser feita
utilizando substéncias guimicas e metodologias de

formulacdo farmacéutica correntes, de que todas estéo
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facilmente disponiveis a um técnico com uma experiéncia
razoavel. Por exemplo, uma ou mais construcdes de vectores
e/ou componentes de antigénios podem ser combinados com um
ou mais excipientes ou veiculos farmaceuticamente
aceitaveis para proporcionar uma composicdo de vacina. As
substéncias auxiliares, tais como agentes molhantes ou
emulsionantes, substéncias tamponantes do pH e outras
semelhantes, podem estar presentes no excipiente ou no
velculo. Estes excipientes, velculos e substéancias
auxiliares s&o geralmente agentes farmacéuticos gue néo
induzem uma resposta imune no individuo gque recebe a
composicdo, e que podem ser administrados sem toxicidade
indevida. 0Os excipientes farmaceuticamente aceitéveis
incluem, mas ndo estio limitados a liquidos tais como agua,
soro fisiolégico, polietileno glicol, A4acido hialurénico,
glicercl e etanol. Os sais farmaceuticamente aceitélveis
também podem estar al incluidos, por exemplo, sais de
&cidos minerais tais como cloridratos, bromidratos,
fosfatos, sulfatos, e outros semelhantes; e sais de &acidos
orgédnicos e veiculos adequados que também actuam como
estabilizadores de ©péptidos incluem, sem limitacéo,
qualidades farmacéuticas de dextrose, sacarose, lactose,
trealose, manitol, sorbitol, inositol, dextrano, e outros
semelhantes. Outros veiculos adequados incluem, novamente
sem limitacdo, amido, celulose, fosfatos de sdédio ou
calcio, dcido citrico, acido tartéarico, glicina,
polietileno glicdéis de pesc molecular elevado (PEGs), e
combinac®es suas. Uma discussdo completa de excipientes,
veiculocs e substéncias auxiliares farmaceuticamente
aceitdveis estd disponivel em REMINGTONS'S PHARMACEUTICAL
SCIENCES (Mack Pub. Co., N.J. 1991).

As composicodes formuladas v&0 incluir uma
quantidade dos polinucledtidos que codificam os péptidos
das  subunidades da toxina que é suficiente para

proporcionar o efeito adjuvante desejado contra um
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antigénio co-administrado, como se definiu anteriormente.
Una guantidade eficaz apropriada pode ser determinada
facilmente por um especialista na matéria. Essa quantidade
val cair numa gama relativamente ampla, geralmente na gama
de cerca de 0,001 ug a cerca de 25 mg ou mais da construcéo
de &acido nucleico de interesse, e as guantidades adequadas
especificas podem ser determinadas através de ensailos de
rotina. As composic¢des podem conter de cerca de 0,1% a
cerca de 99,9% da ou das moléculas de acidos nucleicos. Se
um componente de antigénio estiver incluido na composicéo,
ou se os métodos forem utilizados para proporcionar uma
composicdo do antigénio em particulas, o antigénio estaré
presente numa quantidade adequada tal como descrito
anteriormente. As composicdes sdo entdo preparadas como

particulas utilizando técnicas correntes, tais como por

evaporacdo simples (secagem ao ar), secagem em VAaCuo,
secagemn por atomizacgéo, secagemn por congelacéo
(liofilizacédo), secagem por atomizacido com liofilizacdo,

revestimento por pulverizacdo, precipitacdo, formacdo de
particulas em fluidos supercriticos, e outras semelhantes.
Se desejado, as particulas resultantes podem ser
densificadas utilizando as técnicas descritas na publicacéo
internacional N° WO 97/48485 da mesma requerente.

Os recipientes de dose unitaria individual ou
multidose, em podem estar empacotadas as particulas antes
da wutilizagdo, podem compreender o recipiente selado
hermeticamente que contém uma gquantidade adequada das
particulas que compreendem uma construcdo de Aacidos
nucleicos adequada e/ou um antigénio seleccionado (por
exemplo, para proporcionar uma composicdo de vacina de
componentes multiplos). As composigdes em particulas podem
ser embaladas comc uma formulacdo estéril, e o recipiente
selado hermeticamente ©pode ser assim concebido para
preservar a esterilidade da formulacdo até a sua utilizacdo

nos métodos da invencdo. Se desejado, o0s recipientes podem
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ser adaptados para uso directo num dispositivo de
administracdo de particulas. Esses recipientes podem tomar
a forma de cépsulas, bolsas de folha de aluminio, saguetas,
cassetes, e outras semelhantes. Os dispositivos de
administracdo de particulas apropriados (por exemplo,
seringas sem agulha) sdo aqui descritos.

O recipiente no qual s&do embaladas as particulas
pode ainda ser rotulado para identificar a composicdo e
proporcionar informagdo relevante sobre a dosagem. Além
disso, o recipiente pode ser rotulado com um aviso na forma
prescrita por uma agéncia governamental, por exemplo a Food
and Drug Administration, em que o aviso indica a aprovacéo
pela agéncia ao abrigo da Lei Federal do fabrico,
utilizacdo ou venda do adjuvante, antigénio (ou composigédo
de vacina) ali contido para administracdo humana.

As composicdes em particulas podem entdo ser
administradas wutilizando uma técnica de administracéo
transdérmica. De preferéncia, as composicdes em particulas
vdc ser administradas por meio de um método de injeccdo de
pds, por exemplo, administradas a partir de um sistema de
seringa sem agulha como os descritos nas publicactes
internacionais N°s WO 94/24263, WO 96/04947, WO 96/12513, e
WO 96/20022 da mesma requerente.

A  administracdo de particulas a partir desses
sistemas de seringa sem agulha é tipicamente realizado com
particulas que tém um tamanho aproximado que varia
geralmente de 0,1 a 250 um, de preferéncia que variam desde
cerca de 10-70 um. As particulas superiores a cerca de 250
pm  também  podem  ser administradas a partir dos
dispositivos, sendo o limite superior o ponto em que o©
tamanho das particulas poderia provocar danos indesejados
nas células da pele. A distancia real que as particulas
administradas v&c penetrar numa superficie alvo depende do
tamanho da particula (por exemplo, o didmetro nominal da

particula pressupondo que a geometria da particula é



-60-

aproximadamente esférica), a densidade da particula, a
velocidade inicial & qual a particula impacta a superficie,
e a densidade e viscosidade cinematica do tecido da pele
alvo. A este respeito, as densidades 6ptimas das particulas
para utilizacdo em injeccdo sem agulha geralmente varia
entre cerca de 0,1 e 25 g/cm3, de preferéncia entre cerca
de 0,9 e 1,5 g/cm3, e as velocidades de injeccdo geralmente
variam entre cerca de 100 e 3.000 m/s, ou mais. Com pressio
de gés apropriada, as particulas que tém um didmetro médio
de 10-70 um podem ser aceleradas através do bico a
velocidades que se aproximam das velocidades supersdnicas
de um fluxo de gas impulsor.

As composicdes que contém uma quantidade
terapeuticamente eficaz das moléculas em pd aqui descritas
podem ser administradas a qualquer tecido alvo adeguado por
meio dos dispositivos de administracdo de particulas
descritos anteriormente. Por exemplo, as composigdes podem
ser administradas ao mlasculo, pele, cérebro, pulmio,
figado, baco, medula O4ssea, timo, coracéo, nédulos
linféaticos, sangue, cartilagem O6ssea, péancreas, bexiga
urinadria, estémago, intestino, testiculos, ovario, Tutero,
recto, sistema nervoso, olho, glandulas e tecidos
conjuntivos. Para as moléculas de acido nucleicos, a
administracdo é de preferéncia a, e as moléculas s&o
expressas em, células diferenciadas terminalmente; contudo,
as moléculas também podem ser administradas a células néo
diferenciadas, ou parcialmente diferenciadas tais como as
células estaminais de sangue e fibroblastos da pele.

Se desejado, estes sistemas de seringa sem agulha
podem ser proporcionados em estado pré-carregado que contém
uma dosagem adequada das particulas gue compreendem as
sequéncias de codificacdo dos péptidos das subunidades da
exotoxina de ADP-ribosilacdo de interesse. A seringa
carregada pode ser embalada num recipiente hermeticamente

selado, que pode ser adicionalmente rotulado como descrito
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anteriormente.

Assim, o método pode ser utilizado para obter
particulas de &acido nucleico que tém um tamanho que varia
de cerca de 10 a cerca de 250 um, de preferéncia de cerca
de 10 a cerca de 150 um, e mais preferencialmente de cerca

de 20 a cerca de 60 um; e uma densidade das particulas que

varia de cerca de 0,1 a cerca de 25 g/cm3, e uma densidade

3 .
aparente de cerca de 0,5 a cerca de 3,0 g/cm”, ou mais.

Analogamente, pode cbter-se particulas de
antigénios seleccionados que tém um tamanhc que varia de
cerca de 0,1 a cerca de 250 um, de preferéncia de cerca de
0,1 a cerca de 150 um, e mais preferencialmente de cerca de

20 a cerca de 60 um; uma densidade das particulas gque varia
de cerca de 0,1 a cerca de 25 g/cm?, e uma densidade
aparente de preferéncia de cerca de 0,5 a cerca de 3,0

3 . .
g/cm”, e mals preferencialmente de cerca de 0,8 a cerca de

1,5 g/cm3.
Melhoramento das Respostas Imunes

Noutra forma de realizacdo da invencao, é
proporcionado um método para melhorar uma resposta imune
contra um antigénio de interesse. Na esséncia, o método
implica (a) administrar o antigénio de interesse a um
individuo; (b) proporcionar uma composicdo adjuvante de
acordo com & presente invencdo, em que a referida
composic&o contém uma ou mais moléculas de acidos nucleicos
que contém as sequéncias de codificacido seleccionadas dos
péptidos das subunidades da exotoxina de ADP-ribosilacido e
(c) co-administrar a composicdo adjuvante ao individuo, com
0 gue os péptidos das subunidades da toxina s&o expressos a
partir das respectivas sequéncias de codificagdo numa
quantidade suficiente para produzir uma resposta imune

melhorada contra o antigénioc co-administrado. Tal como aqui
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descrito acima em pormenor, as seguéncias de codificacéo
sdo ligadas operativamente as mesmas ou diferentes
sequéncias reguladoras para proporcionar uma ou mais
cassetes de expressdo. Estas cassetes de expressao séo
depois proporcionadas num vector adequado, por exemplo uma
construc&do do vector do plasmideo ou um vector viral.

Num aspecto, o método implica a administrac&o da
composicdo de polinucledtidos a um individuo utilizando as
técnicas correntes de administracdo de genes que sédo
conhecidas na arte. Ver, por exemplo, as patentes U.S. N°s
5399346, 5580859, 5589466. Tipicamente, &a composicédo de
vacina de polinucledtidos é combinada com um excipiente ou
veiculo farmaceuticamente aceitdvel para proporcionar uma
preparacdo liquida (tal como aqui descrito acima) e depois
utilizada como uma solugdo, suspensdo ou emulsdo injectavel
para administracdc por injeccdo por via parentérica,
subcutanea, intramuscular, intravenosa, utilizando uma
agulha e seringa convencional, ou utilizando um sistema de
injeccdo de jacto de liquido. E preferido que a composicéo
seja administrada na pele ou no tecido das mucosas do
individuo. As ©preparacdes liquidas também podem ser
administradas topicamente na pele ou no tecido das mucosas,
ou proporcionadas como um pulverizado finamente dividido,
adequado para administracido respiratéria ou pulmonar.
Outros modos de administracido incluem a administracgdo oral,
supositérios, e técnicas de administracdo transdérmica
activas ou passivas. As composicbes de polinucledtidos
podem ser administradas alternativamente ex vivo a células
provenientes do individuo, apdés o que as células sé&o
reimplantadas no individuo. Por introdug¢do no individuo, a
sequéncia de acidos nucleicos é expressa para proporcionar
0s péptidos das subunidades da exotoxina de ADP-ribosilacgédo
in situ numa quantidade suficiente para melhorar uma
resposta dmune contra o antigénio co-administrado no

individuo vacinado. Esta resposta imune melhorada pode ser
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caracterizada Como uma resposta humoral melhorada
(anticorpo), uma resposta celular melhorada (CTL), ou ser
caracterizada como melhoradora das respostas tanto humoral
como celular contra o antigénio co-administrado.

Em certas formas de realizacido preferidas, a
resposta imune melhorada é caracterizada como uma resposta
imune semelhante a Thl (celular) aumentada contra o
antigénio co-administrado, em vez de uma resposta
semelhante a Th2. A este respeito, a resposta imune
semelhante a Thl aumentada pode ser qualificada por um ou
mais  dos seguintes: concentragdes  incrementadas de
interferdo-y que produz os linfdcitos T auxiliares CD4'
e/ou CTLs de C(CD8-; uma actividade aumentada de CTL
especifica para o antigénio; de concentragdes aumentadas
dos anticorpos especificos para o antigénio da subclasse
associada tipicamente a imunidade celular (por exemplo,
I1gG2a) .

E preferido que as composicBes adjuvantes de
polinucledtidos da presente invencédo sejam administradas em
forma de particulas. Por exemplo, as composicdes podem ser
administradas utilizando um dispositivo de administracdo de
particulas tal como aqui descrito anteriormente em
pormencr. Em certas formas de realizacdo, as composigdes de
polinucledtidos podem ser revestidas em particulas
transportadoras do ntcleo wutilizando uma variedade de
técnicas conhecidas na arte e administradas utilizando um
método de administracdo mediado por particulas. As
particulas transportadoras s&o seleccionadas de materiais
que tém uma densidade adeguada na gama de tamanhos de
particulas utilizados tipicamente para administracéo
intracelular a partir de um dispositivo de administracdo de
particulas. O tamanho éptimo das particulas transportadoras
vai, é claro, depender do didmetro das células alvo.

Estes métodos podem alternativamente ser

modificados por co-administracdo de componentes adicicnais
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ou auxiliares ao individuo. Por exemplo, ©pode ser
administrada uma composicdo de vacina secunddria, em que a
composicdo secundaria pode compreender uma vacina de &acido
nucleico, ou uma composicdo de vacina secundaria pode
compreender uma vacina convencional tal como um virus
inteiro, wvirus fraccionado, ou wvacina subunitaria. A
composic&do de vacina secundédria pode ser combinada com as
composicdes dos péptidos das subunidades de exotoxina de
ADP-ribosilacdo do polinucledtido, ou uma composicdo de
vacina secundiria pode ser administrada separadamente no
mesmo sitio ou num sitio diferente, quer simultaneamente,
sequencialmente, ou separada por um periodo de tempo
significativo tal como num passo de reforco alguns dias
depois de ter sido administrada a composic&o inicial.

Como anteriormente, a composicdo de vacina
secundadria e/ou outro componente auxiliar podem @ ser
administrados por injecgéo utilizando uma seringa
convencicnal, ou utilizando um sistema de administracédo
mediado  por  particulas também  tal como  descrito
anteriormente. A administracdo vail ser tipicamente por via
subcutédnea, epidérmica, intradérmica, intramucosa (por
exemplo, nasal, rectal e/ou vwvaginal), intraperitoneal,
intravencsa, oral ou intramuscular. OQutros modos de
administracdo incluem & administracdo tépica, oral e
pulmonar, supositdérios e aplicagdes transdérmicas. O
tratamento da dosagem pode ser um programa de dose Unica ou

um programa de doses multiplas.

Parte Experimental

A seguir estdo exemplos de formas de realizacdo
especificas para realizacdo da presente invengdo. Os
exemplos sdo apresentados apenas para fins ilustrativos, e
ndo tém a intencdo de limitar o ambito da presente invencéo

por qualqgquer forma.
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Foram feitos esforcos para assegurar a exactidéo
relativamente acs nlmeros utilizados (por  exemplo,
quantidades, temperaturas, etc.), mas deve admitir-se algum

erro e desvio experimental

Exemplo 1

Desenvolvimento de Vectores de Expressdo que
Codificam as Subunidades A e B de CT.

Utilizou-se ADN gendémico de Vibrio cholerae como um
molde para as reacgbes em cadeia e polimerase (PCR) para
gerar fragmentos de ADN que contém as sequéncias de
codificacdo de ambas as subunidades A e B da toxina da
célera (CT). Para a geragdo por PCR do fragmento que
codifica a subunidade A (CTA), wutilizou-se os seguintes

iniciadores oligodesoxirribonucledtidos:

Iniciador 1: 5'-GGA GCT AGC AAT GAT GAT AAG TTA TAT CGG-3'
(SEQ ID NO: 7); e

Iniciador 2: 5-CCT GGA TCC TCA TAA TTC ATC CTT AAT TCT-3'
(SEQ ID NO: 8).

Para facilitar a insercdo no vector de expresséo,
0s Iniciadores 1 e 2 contém sequéncias adicionais nas suas
extremidades 5' (fora da regido de homologia para a
sequéncia de codificacdo de CTA) que incluem sitios de
reconhecimento para Nhel e BamHI, respectivamente. Os
iniciadores 1 e 2 foram concebidos para conduzir a geragdo
por PCR de um fragmento da sequéncia de codificacdo da
subunidade A comecando na posicdo 164 do nucledtido e
terminando na posicdo 886 do nucledtido (N° de ordem do

GenBank #D30053). Esta regido abrange a sequéncia de
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codificacdo completa para o péptido da subunidade A matura
mas ndo inclui a sequéncia que codifica o péptido de sinal
bacteriano encontrado no terminal amino do péptido da pré-

subunidade A.

Para a geracdo por PCR do fragmento que codifica a
subunidade B (CTR), foram utilizados 0s seguintes

iniciadores oligodesoxirribonucledtidos:

Iniciador 3: 5'-GGA GCT AGC ACA CCT CAA AAT ATT ACT GAT-3'
(SEQ ID NO: 9); e

Iniciador 4: 5'-CCT GGA TCC TTA ATT TGC CAT ACT AAT TGC-3'
(SEQ ID NO: 10).

Para facilitar a insercdo no vector de expressédo,
08 iniciadores 3 e 4 contém sequéncias adicionais nas suas
extremidades 5' (fora da regido de homologia da seguéncia
de codificacdo de CTB) que incluem sitios de reconhecimento
de Nhel e BamHI, respectivamente. 0Os iniciadores 3 e 4
foram concebidos para conduzir a geracdo por PCR de um
fragmento da sequéncia de codificagdo da subunidade B
comegcando na posicdo 946 do nucledtido e terminando na
posic&o 1257 do nucledbtido (Nimero de ordem do GenBank
#D30053) . Esta regido abrange a sequéncia de codificacéo
completa do péptido da subunidade B matura mas ndo inclui a
sequéncia que codifica o péptido de sinal bacteriana
encontrado no terminal amino do péptido da pré-subunidade
B.

Para além das duas reaccBes de PCR descritas acima,
foi efectuada uma terceira reac¢do de PCR para gerar uma
sequéncia de codificag¢do de uma forma modificada da
subunidade A de CT em que foi eliminado o motivo KDEL de

quatro amincadcidos C-terminal. Esta reaccdo envolveu a
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utilizacdo do Iniciador 1 (SEQ ID NO:7) e o seguinte

iniciador:

Iniciador 5: 5-CCT GGA TCC TCA AAT TCT ATT ATG TGT ATC-3'
(SEQ ID NO: 11).

Todas as reaccdes de PCR foram efectuadas
utilizando Pfu Turbo ADN polimerase (obtida de Stratagene,
La Jolla, CA) juntamente com o tampdo de reaccgdo de PCR
fornecido pelo fabricante. As condigdes de PCR foram as
seguintes: 95 °C durante 2 minutos, 30 ciclos de (95 °C
durante 1 minuto, 55 °C durante 2 minutos e 15 segundos, 72
°C durante 1 minuto), 72 °C durante 5 minutos, e manutencdo
a 4 °C.

Depois de completadas as reacgdes de PCR, os
fragmentos sintetizados de novo foram digeridos com enzimas
de Nhel e BamHI para gerar extremidades coesivas, e 0s
fragmentos individuais foram inseridos no vector de
expressdo pWRG7054 segmentado com Nhel e BamHI resultando
nos seguintes clones: pPJV2002, pPJv2003 e pPJdv2006 que
codificam CTA, CTB, e CTA modificado (menos KDEL),
respectivamente. O wvector de clonagem original pWRG7054
contém o promotor inicial imediato do citomegalovirus
humano com a sequéncia do intrdo A associada. Além disso, a
sequéncia de codificacdo do péptido de sinal do activador
do plasminogénic de tecidos humano estd incluida em
PWRG7054 para permitir a secrecdo por células de mamifero
de gqualquer proteina cuja sequéncia de codificacdo é
inserida no sitio Nhel na grelha de leitura apropriada.
(Ver, por exemplo, Chapman et al. (1991) Nuc. Acids Res.
19:3979-3986, e Burke et al. (1986), J. Biol. Chemnm.
261:12574-12578) .

Os mapas de restricdo e as sequéncias completas dos



-68-

plasmideos pPJV2002, pPJV2003 e pPJV2006 estdo apresentados

nas Figuras 1, 2, e 3, respectivamente.

Exemplo 2

Desenvolvimento de Vectores de Expressdo que

Codificam as Subunidades A e B de Enterotoxina Termoldbil
de E. coli.

O ADN genémico da estirpe EQ078:H11 de E. coli
(American Type Culture Collection #35401) foi utilizado
como um molde para as reaccdes em cadeia de polimerase para
produzir fragmentos de ADN que contém as sequéncias de
codificacdo de ambas as subunidades A e B da enterotoxina
termolabil (LT). Para a produgdo por PCR do fragmento que
codifica a subunidade A, wutilizou-se o0s seguintes dois

iniciadores oligodesoxirribonucledtidos:

Iniciador 6: 5'-GGAGCT AGC AAT GGC GAC AAA TTA TAC CGT-3'
15 (SEQ ID NO:12); e

Iniciador 7: 5'-CCT GGA TCC TCA TAA TTC ATC CCG AAT TCT-3'
(SEQ ID NO:13).

Para facilitar a inser¢do no vector de expressdao,
0s iniciadores 6 e 7 contém sequéncias adicionais nas suas
extremidades 5' (fora da regido de homologia para a
sequéncia de codificacdo de LTA) que incluem sitiocs de
reconhecimento de Nhel e BamHI, respectivamente. 0s
iniciadores 6 e 7 foram concebidos para conduzir a producédo
por PCR de um fragmento da sequéncia de codificacdo da
subunidade A com inicio na posicdo 145 do nucledbtido e
terminando na posicdo 867 do nucledtido da sequéncia
encontrada na base de dados do GenBank (nimero de ordem

#2B011677) . Esta regido abrange a sequéncia de codificacéo
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completa do péptido da subunidade A matura mas ndo inclui a
sequéncia que codifica o péptido do sinal bacteriano
encontrado no terminal amino do péptido da pré-subunidade
A.

Para a producdo por PCR do fragmento que codifica a
subunidade B, foram wutilizados o0s seguintes iniciadores

oligodesoxirribonucledtidos:

Iniciador 8: 5'-GGA GCT AGO GCT CCC CAG TCT ATT ACA GAA-3'
(SEQ ID NO:14); e

Iniciador 9: 5'-0CT GGA TCC CTA GIT TTC CAT ACT GAT TGC-3'
(SEQ ID NO:1b).

Para facilitar a insercdo no vector de expressdo,
08 iniciadores 8 e 9 contém sequéncias adicionais nas suas
extremidades 5' (fora da regido de homologia da seguéncia
de codificacdo de LTB) que incluem sitios de reconhecimento
para Nhel e BamHI, respectivamente. Os iniciadores 8 e 9
foram concebidos para levar a produc&o por PCR de um
fragmentoc da sequéncia de codificagdo da subunidade B com
inicio na posicdo 927 do nucledtido e terminando na posigédo
1238 do nucledétido da sequéncia encontrada na base de dados
do GenBank (Numero de acesso #AB011677). Esta regido
abrange a sequéncia de codificacdo completa do péptido da
subunidade B matura mas ndo inclui a sequéncia que codifica
0 péptido do sinal bacteriano encontrado no terminal amino

do péptido da pré-subunidade B.

Além das duas reacgdes de PCR descritas
anteriormente, foi realizada uma terceira reaccdo de PCR
para produzir uma sequéncia de codificacdo de uma forma
modificada da subunidade A de LT em que foi eliminado o

motivo RDEL de quatro aminodcidos C-terminal. Esta reaccéo
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envolve a utilizagdo do iniciador 6 (SEQ ID NO:12) e o

seguinte iniciador:

Iniciador 10: 5'—CCT GGA TCC TCA AAT TCT GTT ATA TAT GTC-3'
(SEQ ID NO:16).

Todas as reaccdes de PCR foram efectuadas
utilizando uma ADN polimerase Pfu Turbo (obtida de
Stratagene, La Jolla, CA) Jjuntamente com o tampdo da
reaccdo de PCR fornecido fabricante. As condicdes de PCR
foram como se segue: 95 °C durante 2 min, 30 ciclos de (95
°C durante 1 min, 55 °C durante 2 min 15 s, 72 °C durante 1

min), 72 °C durante 5 min, ¢ manutencdo a 4 °C.

Depois de completadas as reacgBes de PCR, o0s
fragmentos sintetizados de novo foram digeridos com Nhel e
BamHI para gerar extremidades coesivas e os Zfragmentos
individuais foram inseridos no vector de expressdo pWRG7054
clivado com Nhel e BamHI resultando nos clones pPJV2004,
pPJdv2005, e ©pPJV2007 que codificam LTA, LTB, e LTA

modificado (menos RDEL), respectivamente.

Os mapas de restricdo e as sequéncias completas dos
plasmideos pPJV2004, pPJV2005, e pPJV2007 estdo
apresentados nas Figuras 4, 5 e 6, respectivamente.

Exemplo 3

Melhoramento da Resposta do Anticorpo Especifica

para o Antigénio de uma Vacina de ADN Utilizando Vectores

Plasmidicos que Codificam CTA e/ou CTB.

Un vector de vacina de ADN que codifica a proteina
M2 do virus da gripe A foi utilizado para testar os efeitos

adjuvantes dos vectores adjuvantes pPJV2002, pPJv2003, e
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pPJV2006 no contexto da vacinagcdo com ADN mediada por
particulas. A vacinagdc com ADN mediada por particulas foi
efectuada por precipitacdo do vector da vacina de ADN e de
M2, com ou sem as diversas combinacdes dos vectores
adjuvantes pPJVv2002, pPJV2003, e pPJV2006, sobre particulas
microscépicas de ouro e acelerando as particulas de ouro
revestidas para a epiderme de murganhos utilizando o
dispositivo de administracdo de particulas PowderJect® XR-1

(PowderJect Vaccines, Inc. Madison, WI).

Mais particularmente, a sequéncia do segmento #7 de
ARN (que codifica a proteina M2) da estirpe
A/Kagoshima/10/95 do virus da GRIPE (H3N2) foi utilizada
como um modelo para conceber iniciadores de PCR para
facilitar a clonagem da sequéncia de codificacdo de M2
matura a partir de A/Sydney/5/97 (H3N2). A sequéncia de
A/Kagoshima foi utilizada para conceber o iniciador uma vez
gque a sequéncia do segmento 7 do ARN de A/Sydney ndo foi
ainda determinada. Esperava-se que o elevado grau de
conservagcdo entre as sequéncias de M2 facilitasse a
utilizacdo de iniciadores concebidos a partir de uma

estirpe viral diferente.

Uma vez que M2 & traduzida de um ARN excisado,
considerou-se necessario que as posigles 27 a 714 do
nucledtido na regido de codificacdo do ARN do segmento 7
fossem excisadas. Em consequéncia, foi produzido e
concebido um conjunto de iniciadores de PCR para gerar a
seguéncia de codificacdo de M2 completa mas assegurar gue O
intrdo foi eliminado de forma limpa do clone da sequéncia
de codificacdo de M2 resultante. Os iniciadores de PCR
utilizados para gerar o clone da sequéncia de codificacgdo

de M2 de comprimento total foram os seguintes:

Iniciador 11: 5'-CCC AAG CTIT CCA CCA TGA GCC TTC TAA CCG
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AGG TCG AAA CAC CTA TCA GAA ACG AAT GGG AGT GC-3' (SEQ ID
NO:17); e

Iniciador 12: 5'-CCC GGA TCC TTA CIC CAG CTC TAT GCT G-3'
(SEQ ID NO:18).

O iniciador 11 (SEQ ID NO:17) contém sequéncias
adicionais na sua extremidade 5' que incluem um sitio de
reconhecimento de HindIII e uma sequéncia consenso de Kozac
para facilitar a iniciacdo da traducdo de ARNm. Além disso,
0 iniciador 12 (SEQ ID NO: ) contém sequéncias adicionais
na sua extremidade 5' que incluem uma sequéncia de

reconhecimento de BamHI.

O ARN wviral foi isolado de uma amostra de
A/Sydney/5/97 (H3N2) que se fez crescer em ovos de galinha
embrionados. O processo de isolamento do ARN viral utilizou
técnicas correntes conhecidas pelos especialistas na
matéria. O ARN deste virus fol utilizado numa reaccdo em
cadeia de polimerase/transcriptase inversa (RT-PCR)
utilizando um kit de RT-PCR obtido de Stratagene (La Jolla,
CA). O passo de reaccdo de RT foi completado por adicdo de
5,9 uL de &gua isenta de RNase a um tubo de reaccido. A este
tubo adicioncu-se 1,0 pL de tamp&o 10X MMLV-RT e 1,0 ulL da
mistura de dNTP do kit, Além disso, adicionou-se 1 ulL de
ARN de A/Sydney/5/97 ¢ 0,6 puL (0,6 ug) do iniciador 11 (SEQ
ID NO:17). A reaccédo fol aquecida a 65 °C durante 5 minutos
para desnaturar o ARN, apds o que se adicionou 0,5 ulL da
transcriptase inversa do kit. A reaccdo foi incubada a 37
°C durante 15 minutos para complementar o passo de

transcricdo inversa.

0O passo de reacgcdo de PCR foi completado pela
adicdo dos seguintes componentes a um novo tubo de reacgdo:
40 uL de Aagua; 5 ulL de tampédc ultra HF 10X do kit, 1,0 uL
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da mistura de dNTP do kit; 1,0 ulL do iniciador 11 (SEQ ID
NO:17) (1.011g); 1,0 uL do iniciador 12 (SEQ ID NO:18) (1,0
vg); 1,0 uL da mistura de reaccdo da transcriptase inversa
referida acima, e 1 uL da Turbo PFU polimerase do kit. A
reaccdo de PCR foi realizada utilizando o seguinte esquema
de incubacdo: 1 minuto a 95 °C, seguido por 30 ciclos de
(30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 46 °C, 3 min a 68 °C),
seguido por 10 minutos a 68 °C. Os produtos de PCR foram
submetidos a electroforese em gel de agarose a 2% que
revela uma Unica banda de ADN com o tamanho esperado de

aproximadamente 300 pb.

A banda de aproximadamente 300 pb foi isolada do
gel e digerida com HindIII e BamHI para gerar as
extremidades coesivas necessarias para a insercdo no vector
de expressdo da vacina de ADN pWRG7077 (Schmaljohn et al.
(1997) J. Virol. 71:9563-9569). O ADN de pWRG7077 foi
digerido parcialmente com HindIII e completamente com BamHI
para facilitar a insercdo do suplemento de codificacdo de
M2. O requisito de uma digestdo de HindIII parcial do
vector foi devido a presenca de um segundo sitio HindIII no
marcador de resisténcia a Kanamicina deste plasmideo. O
vector da vacina de ADN de M2 resultante foi designado pMZ2-
FL. O vector pM2-FL contém o promotor inicial imediato do
citomegalovirus humano (hCMV) e sua sequéncia do intrdo A
associado para activar a transcricdo a partir da seguéncia
de codificacdo de M2. Este vector também inclul uma
sequéncia de poliadenilacdo do gene da hormona de

crescimento bovina.

O plasmidec de pM2-FL foi entdo precipitado em
particulas de ouro de 2 micrometros como um vector Unico,
ou vector misto mais amostras de vector adjuvante (isto ¢&,
o vector plasmidico M2 foi combinado com o©os vectores
adjuvantes pPJv2002, pPIV2003, e/ou pPJv2006) .
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Especificamente, o ADN do plasmideo (o vector de M2 dnico
ou vector de M2 mais um ou mais vectores adjuvantes) foi
misturado com particulas de ouroc de 2 micrometros (Degussa,
Lote 65-0) num tubo de centrifuga pequeno contendo 400 uL
de espermidina 15 mM. A proporcdo de ADN para ouro variou
de 2,5 ug de ADN por mg de ouro a 4,0 pug de ADN por mg de
ouro, e um lote individual continha 26 mg de ouro. O ADN

foi precipitado sobre as particulas de ouro por adicdo de
1/10 do volume de CaCly a 10% durante a agitacdo continua

do tubo sobre num misturador rotativo. Os complexos de ADN-
ouro foram lavados trés vezes com etanol puro, e depois
foram injectadas num tubo TEZFEL® (McMaster-Carr) alojado
numa maquina de revestimento de tubos rotativos (PowderJect
Vaccines, Inc., Madison WI) que reveste o interior do tubo
com o complexo de ouro/ADN. Esta maquina de tubos rotativos
estd descrita na patente US N° 5733600. Ver também o pedido
de patente PCT N° PCT/US95/00780 e as patentes US N°s
5780100; 5865796 e 5584807. Depois de completadec o
procedimento de revestimento, os tubos foram cortados em
“cartuchos” com 0,5 polegadas adequados para carregar num

dispositivo de administracdc de particulas.

As seguintes formulacdes de ADN-ouro foram
produzidas para um ensaio do adjuvante de vacina de ADN em

murganhos.

Formulacdo #1: vector de ADN de pM2-FL sé, 2,5 ug

de ADN por mg de ouro, 0,5 mg de ouro por cartucho;

Formulacdo #2: vector de ADN de pM2-FL precipitado
num lote de ouro (2 png de ADN de pM2-FL por mg de ouro),
vectores de ADN de pPJv2002, e pPJV2003, coprecipitados
sobre um segundo lote de ourc (1,75 npg de cada vector
adjuvante de ADN por mg de ouro), os lotes de ouro foram

misturades igualmente, 0,5 mg de ouro por cartucho;
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Formulacdo #3: vector de ADN de pM2-FL, vectores de
ADN de pPJV2002, e pPJV2003, todos coprecipitados sobre um
s6 lote de ouro (2 ug de ADN de pM2-FL por mg de ouro, e 1
1g de cada um de pPJVv2002 e pPJIVZ2003 por mg de ouro), 0,5

mg de ouro por cartucho;

Formulac&o #4: vector de ADN de pM2-FL, vectores de
ADN de pPJV2006, e pPJV2003, todos coprecipitados sobre um
sé lote de ouro (2 ng de ADN de pM2-FL por mg de ouro, e 1
pg de cada um do ADN de pPJdv2006 e pPJV2003 por mg de

ouro), 0,5 mg de ouro por cartucho;

Formulacdo #5: vector de ADN de pM2-FL e pPJvV2002
coprecipitados sobre um sé lote de ouro (2 pg de ADN de
pM2-FL por mg de ouro, e 1 pg de ADN de pPJV2002 por mg de

ouro), 0,5 mg de ouro por cartucho.

Formulacdo #6: vector de ADN de pM2-FL, e pPJv2003
coprecipitados sobre um sé lote de ouro (2 pg de ADN de
pM2-FL por mg de ouro, € 1 ug de ADN de pPJV2003 por mg de

ouro), 0,5 mg de ouro por cartucho.

Estas formulac@es de wvacina de ADN foram entéo
administradas a seis grupos de murganhos como se segue.
Cada grupc experimental continha 7 animais e cada animal
recebeu duas imunizac¢des com a formulacdo respectiva com um
periodc de descanso de 4 semanas entre as imunizacgdes. Cada
imunizacdo consistiu em duas administracbes em série na
epiderme  abdominal (um  cartucho por administracdo)
utilizando o dispositivo de administragdo de particulas
PowderJect® XR-1 (PowderJect Vaccines, Inc. Madison, WI) a
uma pressdo de hélio de 400 psi. Amostras de soro foram
colhidas 4 semanas apos a imunizacéo primaria

(imediatamente antes do reforgo) e duas semanas depois da
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segunda imunizacdo ou imunizacdo de reforgo.

As amostra de soro individuais foram ensaiadas
quanto as respostas do anticorpo especifico de M2
utilizando um ensaio ELISA em que placas com 96 pocos foram
pré-revestidas com um péptido sintético M2 que consiste na
sequéncia seguinte: SLLTEVETPIRNEWECR (SEC ID NO:19). As
placas de ELISA foram revestidas com o péptido M2 de um dia
para o outro a 4 °C wutilizando o ©péptido em soro
fisiolégico tamponado com fosfato (PBS) numa concentracdo
de 1 ug/mL. No dia seguinte, as placas foram blogueadas com
leite em pd magro a 5% em PBS durante 1 hora a temperatura
ambiente. As placas foram depcis lavadas trés vezes com
tampdo de lavagem (soro fisioldgico tamponadc com Tris 10
mM, Brij-35 a 0,1%). As amostras de soro diluidas foram
entdo adicionadas aos pogos e as placas foram incubadas
durante 2 horas a temperatura ambiente. As placas foram
lavadas trés vezes com tampdo de lavagem e adicioncu-se 100
UL de um anticorpo secundarioc e as placas foram incubadas
durante 1 hora & temperatura ambiente. O anticorpo
secundario consistiu num anticorpo marcado com biotina de
cabra anti-IgG de murganho (H+L) (Southern Biotechnology)
que foi diluido 1:8000 em BSA a 1%/PRS/Tween-20 a 0,1%. As
placas foram entdo lavadas trés vezes, & adicionou-se um
conjugado de estreptavidina-peroxidase de rébano (Scuthern
Biotechnology) diluido 1:8000 em PBS/Tween-25 a 0,1% e a
placa foi incubada durante 1 hora a temperatura ambiente.
Apbs trés lavagens adicionails, adicionou-se 100 uL do
substrato TMB (Bio Rad, Hercules, CA) e deixou-se que O
desenvolvimento de cor decorresse durante 30 minutos a
temperatura ambiente. O desenvolvimento de cor fol parado
pela adicdc de H2S04 1 N e as placas foram lidas a 450 nm.
As concentragles das diluig¢des no ponto final foram
determinadas por identificacgdo da diluicdo mais elevada do

soro que ainda produziu um valor de absorvéncia que era
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duas vezes o valor da absorvéncia de fundo obtido

utilizando uma amostra de controlo ndo imune.

As concentracdes do anticorpo do ponto final para
0os animais individuais em <cada grupo e as médias
geométricas das concentragdes para cada grupo experimental

estdo apresentadas no Quadro 1 a seguir.

Quadro 1

Formulacéao # Concentracdes Média geométrica

individuais da concentracéo

1 24.300 99.781
24.300
72.800
218.700
218.700
218.700
218.700

2 72.800 186.934
72.800
218.700
218.700
218.700
©56.100

3 24.300 186.934
72.800
72.800
218.700
©656.100
©56.100
©56.100

4 24.300 350.211
218.700
656.100




5 —-——=% 262.645

6 24.300 409.722

218.700
218.700
1.968.300
1.968.300
5.904.900

* (morreu)

Como se pode observar, todos 0s grupos experimentais
imunizados com uma formulacdo contendo um ou mais dos
vectores adjuvantes que codificam CT (Formulacdes #2-6)
apresentaram uma média geométrica da concentracdo aumentada
apbs a imunizacdo de reforco em relacdo aos animais de

controlo imunizados sé com o vector M2 (Formulacdo #1).

Exemplo 4

Melhoramento das Respostas Celulares Especificas de

Antigénios a uma Vacina de ADN que Codifica os Antigénios

de Superficie da Hepatite B (HBsAg) Utilizando os Vectores

Plasmidicos Adjuvantes que Codificam os Péptidos das
Subunidades CT-A e CT-B.
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Foi  construide um plasmideo do vector dos
antigénios de superficie da hepatite B (HBsAg) como se
segue. Para produzir a regifdo de codificacdo de HBsAg, a
construcdo pAM6 (obtida de American Type Culture Ccollection
“ATCC") foi cortada com Ncol e tratada com uma nuclease de
feij&o mungo para remover o coddo de partida do antigénio
X. O ADN resultante foi entdo cortado com BamHI e tratado
com T4 ADN polimerase para introduzir extremidades rombas
no ADN e criar uma cassete de expressdo de HBsAg. A cassete
de expressdo de HBsAg estd presente no fragmento de 1,2 kB.
A construcdo plasmidica pPJdV7077 (Schmaljohn et al. (1997)
J. Virol. 71:9563-9569) que contém o promotor inicial
imediato de CMV humano de comprimento total (estirpe Towne)
(com intensificador) foi cortada com HindIII e BgllI, e
depois tratada com T4 ADN polimerase e fosfatase alcalina
de wvitelo para criar ADN com extremidades rombas, e z
cassete de expressdo de HBsAg foi ligada ao plasmideo para

a construcdo pWRG7128.

0 plasmideo pWRG7128 foi precipitado em particulas
de ouro seguindo o procedimento descrito no Exemplo 3
acima, utilizando novamente 2 pg de ADN por mg de ouro. Os
vectores plasmidicos adjuvantes que exprimem os genes das
subunidades CTA e CTB (pPJV2002 e pPJV2003,
respectivamente) foram misturados um com o outro e
precipitados em particulas de ouro estando cada plasmideo
presente a 1 pg de ADN por mg de ouro de tal modo que a
quantidade total também era de 2 pg de ADN por mg de ouro.
As particulas de ouro revestidas com pWRG7128 e as
revestidas com pPJVv2002 e pPJV2003 foram misturadas 1:1 e
depois carregadas num tubo TEFZEL® tal como acima. Para
imunizacédo, comprimentos de 0,5 polegadas de tubo que
representam 1 ug de ADN (0,5 ug de pladsmideo pWRG7128 e
0,25 ng de cada um dos plasmideos pPJV2002 e pPJvV2003)
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foram administrados na epiderme de murganhos Balb/c
utilizando o dispositivo de administragdo de particulas
PowderJect® XR-1 utilizando as mesmas condicbes de
administracdo descritas acima no Exemplo 3. Para oS
controlos, os murganhos foram imunizados com particulas de
ouro revestidas sé com pWRG7128 (1 ug de ADN/O,5 mg de ouro
por administracido). Os murganhos (4 por grupe experimental)
foram imunizados e receberam um reforco as 4 semanas,
depois foram sacrificados as 2 semanas apds o reforco. As
respostas imunes foram avaliadas para verificar os niveis
de anticorpos séricos por ELISA. Além disso, as respostas
imunes celulares foram determinadas utilizando um ensaio
ELISPOT para quantificar a secrecdo de IFN-y especifica de
CD8.

Amostras de soro de murganhos individuais foram
ensaiadas quantc aos anticorpos especificos de HBsAg
utilizando wum ensaio ELISA. Para o ELISA, placas de
microtitulacdo Falcon Pro Bind foram revestidas de um dia
para o outro a 4 °C com HBsAg purificado (BioDesign) a 0,1
mg por cavidade em PBS (soro fisioldégico tamponado com
fosfato, BioWhittaker). As placas foram bloqueadas durante
1 hora & temperatura ambiente (TA) com leite seco a 5%/PBS
e depois lavadas 3 vezes com tampdo de lavagem (soro
fisiolégico tamponado com Tris 10 mM, Brij-35 a 0,1%), e as
amostras de soro diluidas em tampdo de diluicdo (leite seco
a 2%/PBS/Tween 20 a 0,05%) foram adicionadas a placa e
incubadas durante 2 horas a TA. As placas foram lavadas 3
vezes e adicionou-se a placa um anticorpo de cabra anti-
murganho biotinilado  (Southern Biotechnology) diluido
1:8000 em tampdo de diluic&o e incubou-se durante 1 hora a
TA. Apds a incubacdo, as placas foram lavadas 3 vezes, apds
o gue se adicionou um conjugadc de estreptavidina-
peroxidase de rdbano (Southern Biotechnology) diluido

1:8000 em PBS e a placa foi incubada durante mais 1 hora a
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TA. Apbds trés lavagens adicionais, as placas foram lavadas
3 vezes, depois adicionou-se uma soluc&o do substrato TMB
(BioRad) e a reaccdo foi parada com H2304 1 N apds 30
minutos. A densidade ¢ptica foi lida a 450 nm. As
concentracdes no ponto final foram calculadas por
comparacdo das amostras com um padrdo de concentracgdo

conhecida.

Para os ensaios imunes celulares, suspensdes de
células individuais de esplendcitos dos bacos dos animais
imunizados foram cultivadas in vitro na presenca de um
péptidc correspondente a um epitopo de CD8 conhecido em
murganhos Balb/c. O péptido foi dissolvido em DMSO (10
mg/mL) e diluido para 10 pg/mL em cultura. A sequéncia do
péptido era IPQSLDSWWTSL (SEQ ID NO:20).

Para os ensaios ELISPOT para IFN-y, as placas de
filtracdo por membrana Multiscreen da Millipore foram
revestidas com 50 uL de 15 pug/mL de anti-soro anti-IFN-Yy
(Pharmingen) em tampdo de carbonato 0,1 M estéril (pH 9,6)
de um dia para o outro a 4 °C. As placas foram lavadas 6
vezes com PBS estéril e depois bloqueadas com o meio de
cultura de tecidos que contém soro fetal de bovino (FBS) a

10% durante 1-2 h a TA. O meic foil removido e as células de
baco distribuidas pelos pocos com um total de 1X106 células
por pogo. Para os pogos a que foram adicionadas menos de
1X106 células dos animais imunizados, as células de animais
nunca antes submetidos a experiéncia foram utilizadas para
levar o total a lxlO6. As células foram incubadas de um dia

para © outro numa incubadora de cultura de tecidos na
presenca do péptido tal como descrito acima. 2As placas
foram entdo lavadas 2 vezes com PBS e 1 vez com A&agua
destilada. TIsto foi seguido por 3 lavagens com PBS.

Adicionou-se um anticorpo monoclonal anti IFN-Y biotinilado
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(Pharmingen) a placa (50 uL de uma solucdo de 1 ug/mL em
PBS) e incubado durante 2 horas & TA. As placas foram
lavadas 6 vezes com PBS apds o que se adicionou 50 uL de um
conjugado de estreptavidina-fosfatase alcalina (1:1000 em
PBS, Pharmingen) e incubou-se durante 2 horas a TA. As
placas foram lavadas 6 vezes com PBS e adicionou-se um
substrato corado da fosfatase alcalina (BioRad) e deixou-se
que a reacgdo decorresse até aparecerem manchas escuras. A
reaccdo foli parada por lavagem com adgua 3 vezes. As placas

foram secas ao ar e as manchas contadas ao microscépio.

Para os ensaios de ELISA para IFN-y, as células
foram cultivadas de um dia para o outro em placas de
cultura de tecidos com 96 pocos de fundo redondo na
presenca do péptido. As amostras do sobrenadante foram
colhidas e wutilizadas para a determinacgdo dos niveis de
IFN-y. Placas de fixacdo elevada (Costar) foram revestidas
com 100 uL de 0,5 pg/mL de anticorpo anti-IFN-Y de murganho
(Pharmingen) em tampdo de bicarbonato pH 9,6. As placas
foram bloqueadas durante 1 h a TA com meio de cultura de
tecidos contendo FBS a 10% e depois lavadas 3 vezes com um
tampdo de lavagem de TBS. Amostras do sobrenadante obtidas
das células cultivadas foram diluidas em meio de cultura de
tecidos e aplicadas na placa e incubadas durante 2 h a TA.
As placas foram lavadas 3 vezes com tampdo de lavagem e um
anticorpo secundario (0,5 pg/mL de anti-IFN-Y de murganho
de rato biotinilado em PBS, Pharmingen) foi adicionado as
placas e incubadas durante 1 h a TA. As placas foram
lavadas 3 vezes, e adicionou-se um conjugado de
estreptavidina-peroxidase de rébano (1:2000 em PBS,
Southern Biotechnology) durante 1 h a TA. As placas foram

lavadas 3 vezes, depois adicionou-se uma solucdo do
substrato TMB (BioRad) e a reaccdo fol parada com H2501 1

N. A densidade éptica foi lida a 450 nm.
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Os resultados de ELISA sdo apresentados a seguir no
Quadro 2.

Quadro 2
Formulacado Concentracdes Concentracdes
individuais médias
PWRG7128 40.000 55.000
84.000
41.000
54.000
PWRG7128, 28.000 23.000
pPJV2002 e 14.000
pPJV2003 27.000
23.000

Como se pode cbservar, verificou-se que os niveis
de anticorpoc nos murganhos de controlo imunizados sé com
PWRG7128 sdo mais elevados do gue nos imunizados com
PWRG7128 em associacdo com o0s vectores adjuvantes de CT
(pPJV2002 e pPJv2003) . A concentracido média do ponto final
para os animais de controlo foi de 55.000, enquanto que a
concentracdo média nos animais imunizados com a formulacgédo
adjuvante foi de 23.000. Contudo, o grupo gue recebeu a
formulacdo adjuvantada realmente recebeu 1/2 da quantidade
de pWRG7128 que os controlos, o que pode explicar a reducdo

das concentracdes de anticorpo.

As respostas imunes celulares medidas nos dois
grupos de murganhos indicaram um melhoramento significativo
das respostas celulares pelos vectores adjuvantes de CT.
Mais especificamente, os resultados do ensaio de ELISA para
IFN-Y especifico para CD8 estdo apresentados a seguir no
Quadro 3.
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Quadro 3
ELISA para IFN-Yy
Formulagéao Numero de células/pogo
1,0 x 10° 0,5 x 10° 0,1 x 10°

0,77 0,213 0,001
PWRG7128 0,828 0,121 0,027
1,35 0,312 0,006
1,25 0,323 0,007
(Média) 1,05 0,242 0,01
1,96 1,19 0,079
PWRG7128, 2,30 1,70 0,263
pPJIV2002 e 2,20 1,83 0,377
pPJV2003 2,44 2,33 0,898
(Media) 2,23 1,76 0,404

Neste ensaio de ELISA para IFN-y, o numero de
células por pogo representa o nuimero de células recuperadas
dos animais imunizados aplicadas em placas por pogo. O
numero de células por pogo é constante (por exemplo, 1 x
106) e ¢é& suplementado com <células de animais néo
anteriormente submetidos a experiéncias. Os valores s&o as
leituras da OD medidas a 450 nm. Os valores da OD mais
elevados no ELISA encontrados para as células de murganhos
tratadas com a formulacdo adjuvante de CT sdo indicativos
de uma quantidade maior de IFN-Y segregada por estas
células em resposta ao antigénio. As células de animais néo
anteriormente submetidos a experiéncias ndo deram um valor

de OD mensuravel no ELISA para IFN-Y.

Os resultados do ensaio ELISPOT para IFN-Yy

especifico para CD8 s&o apresentados a seguir no Quadro 4.

Quadro 4
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ELISPOT para IFN-Y
Formulacao [Ngmero de células positivas/l x 10° células
CWRG 728 510
410
530
590
(Média) 510
OWRGT128, 1.430
pPJV2002, e 2.300
pPJV2003 2.500
3.500
(Média) 2.445

Neste ensaio de ELISPOT para IFN-Y, ©s numeros sio

a média de pogos em duplicado e correspondem ao numero de
) . 6 . .
células positivas por 1 x 10 células. As células dos

murganhos que ndo foram anteriormente submetidos a
experiéncias ndo produziram quaisquer manchas neste ensaio
ELISPOT. Além disso, o maior o nUmero de ELISPOTS
encontradas nos animais tratados com a formulacdo adjuvante
de CT indica uma resposta superior gquando se compara CoOm 0S

animais que receberam sbé o antigénio (pWRG7128).

Os dados apresentados acima demonstram que as novas
composicBes adjuvantes da presente invencdo tém uma aptidio
potente para melhorar as respostas imunes celulares a um a
um antigénio co-administrado, neste caso um HBSAg expresso

a partir de uma vacina de ADN.
Exemplo 5

Melhoramento das Respostas Imunes Humoral e Celular

ao Antigénio gpl20 de VIH-1 Utilizando a Administracédo
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Simultédnea de um Vector do Antigénio de gpl20 e dos
Vectores Adjuvantes de CTA/CTB.

Um vector plasmidico que codifica gpl20 de VIH-1
foi construido como sgse segue. O vector foi construido
partindo de um suporte do plasmideo Bluescript (Stratagene,
La Jolla, ca)y, o promotor inicial imediato do
citomegalovirus humano (hCMV) (Fuller et al. (1994) Aids
Res. Hum Retroviruses 10:1433) e o sitio de poliadenilacéo
final do wvirus SV40. O promotor hCMV estd contido num
fragmento AccII de 619 pares de bases (pb) que se estende
522 pb a montante e 96 pares de bases a jusante do sitio de
inicio da transcricdo inicial imediata. A sequéncia de
poliadenilacdo final do wvirus SV40 estd contida num
fragmento de BamHI-BgIII de 800 pb derivado de pSv2dhfr
(anteriormente disponivel de Bethesda Research
Laboratories, catdlogo #5369  SS). Inicialmente, foi
construido wum plasmideo que codifica gple0 de VIH-1,

designado "pC-Env". Este plasmideo contém um fragmento
KpnI-Xhol de 2565 pb de LAV-1ggry (N° de ordem do ATCC

53009, N° de ordem do GenBank K02013), que comeca na
sequéncia que codifica a posigdo #4 dos aminodcidos do
terminal amino de gple0 maturoc. O fragmento da sequéncia de
codificacdo env foi colocado imediatamente a jusante, e
fundido em grelha com um fragmento sintético de 160 pb que
codifica o péptido de sinal da glicoproteina D (gD) do
virus do herpes simplex e nenhuns aminocdcidos do terminal
amino de gD matura tal como descrito (Fuller et al. (1994)

Aids Res. Hum Retroviruses 10:1433).

O plasmideo que codifica gpl20 de VIH-1, aqui
designado "pCIA-Env/T", fol depois construido como se
segue. O plasmideo pCIA-Env/T codifica uma forma truncada
de gpleo0 de VIH-1, e é idéntico a construcdo pC-Env excepto

que as sequéncias de codificacdo de env est&o truncadas no
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sitio HindIII na posigdo 8188 do nucledtido. Isto resulta
num produto de traducdo de gp 160 truncado com o ponto de
truncagem residente nos residuos do aminodcido 128 a

jusante do sitio de processamento de gp 120/gpdl.

Um segundc vector do plasmideo que codifica VIH-1
rev, aqui designado "pC-rev", foi construido como se segue.

Este vector contém trés regides descontinuas do provirus
LAV-1gry (posicdes 678-1085, 5821-6379 e 8188-8944 do

nuclebétido) colocadas directamente entre o promotor de hCMV
e a sequéncia de poliadenilacdo final do virus SV40 tal
como descrito anteriormente. As trés regibes descontinuas
contém o doador de excisdo 5' principal, o primeiro exdo do

gene rev e o segundo exdo do gene rev, respectivamente.

Uma terceira construcdo de vector plasmidico
designada 'pWRG7054" foi utilizada como um controlo do
vector vazio no estudo. A construcdo pWRG7054 contém uma
regido de codificacdo SIV nef, o promotor de hCMV
imediatamente inicial com a regido do Intrdo A, uma
sequéncia lider de TPA e a seguéncia de poliadenilacdo da
hormona do crescimento bovina. A construcdo do plasmideo

PWRG7054 esta aqui descrita adiante no Exemplo 6.

As seguintes formulacdes de ADN-ouro foram
produzidas para um ensaio de adjuvante de vacina de ADN em

murganhos.

Formulac&o #1: Controlo do vector vazio (pWRG7054
sem a insercdo gplz20), 2,5 ug de ADN por mg de ouro, 0,5 mg

de ouro por cartucho;

Formulacdo #2: Controlo do vector vazic (pWRG7054),
o vector de ADN de gpl20 (pCIA-EnvT), e o vector de ADN de

rev (pC-rev) (para permitir a expressdo da molécula de
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gpl20 de VIH-1), todos coprecipitados num tUnico lote de
ourco (1,25 ug de cada um de ADN de pWRG7054 e ADN de pCIA-
EnvT por mg de ouro, e 0,125 ug de pC-rev por mg de ouro),

0,5 mg de ouro por cartucho;

Formulac&o #3: Controlo do vector vazio (pWRG7054),
0s vectores de ADN de CTA (pPJv2002) e de CTB (pPJv2003)
todos coprecipitados num tGnico lote de ouro (1,25 png de ADN
de pWRG7054 por mg de ouro e 1 ug de cada um de pPJV2002 e
pPJIV2003 por mg de ouro), 0,5 mg de ouro por cartucho;

Formulac&o #4: O vector de ADN de gpl20 (pCIA-
EnvT), o vector de ADN de VIH-1 rev (pC-rev), os vectores
de CTA (pPJv2002) e de CTB (pPJVZ2003) todos coprecipitados
num Unico lote de ouro (1,25 pg de ADN de pCIA-EnvT por mg
de ouro, 0,125 pg de ADN de pC-rev por mg de ouro, e 1 ug
de cada um do ADN de pPJV2002 e de pPJV2003 por mg de

ouro), 0,5 mg de ouro por cartucho;

Formulacdo #5: O vector de ADN de gpl20 (pCIA-
EnvT), o vector de ADN de VIH-1 rev (pC-rev), os vectores
de ADN de CTA -KDEL (pPJVv2006) e de CTB (pPJVZ2003) todos
coprecipitados num Gnico lote de ouro (1,25 pug de ADN de
pCIA-EnvT por mg de ouro, 0,125 ng de ADN de pC-rev por mg
de ouro, e 1 png de cada um do ADN de pPJV2006 e de pPJV2003

por mg de ouro), 0,5 mg de ouro por cartucho.

Os vectores plasmidicos pWRG7054, pCIA-EnvT, pC-
rev, pPJdV2002, pPdVv2003, e pPJdV2006 foram precipitados em
particulas de ouro seguindo os procedimentos descritos no
Exemplo 3 acima, utilizando de novo 2 pg de ADN por mg de
ouro. As particulas de ouro revestidas foram carregadas num
tubo TEZFEL®, utilizando novamente o©s procedimentos
descritos no Exemplo 3 acima. Para imunizacdo, dois

comprimentos de 0,5 polegadas de tubo foram utilizados para
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administrar uma carga total de 1,0 mg de ouro na epiderme
de murganhos Balb/c fémeas com 5-6 semanas utilizando um
dispositivo de administracdo de particulas funcionando nas
mesmas condicbes de administracdo que as descritas acima no

Exemplo 3 (400 psi de hélio).

Cada um dos cinco grupcs experimentais (um por cada
formulac&o de vacina de ADN) consistiu em 4 animais, e cada
animal recebeu imunizacbes primédria e de reforgo com as
suas respectivas formulac®es, sincronizadas as 0 e 5
semanas. Cada imunizacdc consistiu em duas administracbes
em série na epiderme abdominal (um cartucho por
administracdo) utilizando um dispositivo de administracéo
de particulas PowderJect® XR-1 (PowderJect Vaccines, Inc.
Madison, WI).

As respostas do anticorpo do soro ac antigénio
gpl20 de VIH foram testadas utilizando um ensaio de ELISA
em espécimes colhidos na semana 5 e na semana 6,5 (apds a
imunizacdo pri%maria e apds o reforco, respectivamente).
Para o ELISA, placas EIA de fixacdo elevada da Costar foram
revestidas com 0,3 pg/poco do gpl20 de VIH recombinante
(Intracel) em 50 pL de PBS por incubacido de um dia para o
outro a 4 °C. As placas foram lavadas trés wvezes e
bloqueadas com BSA a 2% durante 2 horas & temperatura
ambiente. As diluicdes em série do soro foram adicionadas
ds placas revestidas, e incubadas a 37 °C durante uma hora.
Apds a lavagem, as placas foram incubadas com uma diluicédo
1:1500 de fosfatase alcalina conjugada com anti-IgG de
murganho de cabra (H+L) (RioRad), seguida pelo
desenvolvimento de cor com fosfato de p-nitrofenilo (PNPP)
(BioRad) e leitura da OD a 405 nm.

Os resultados de ELISA estdo apresentados na Figura

7. Como se pode observar, houve um aumento de
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aproximadamente 20 vezes das respostas imunes especificas
para gpl20 nos grupos que receberem vectores adjuvantes
(Formulacdo #4 contendo os vectores pPJV2002 e pPJV2003, ou
Formulac&o #5 contendo os vectores pPJV2006 e pPJV2003) em
associacdo com o vector gpl20 em comparacdo com O grupoc que
recebeu o vector gpl20 sem adjuvante (Formulacdo #2, pCIA-
EnvT) .

Apdés a 1zrecolha de amostras do soro depois do
reforco, os animais foram sacrificades e foram recolhidos
0s bacos de cada murganho. Os esplendécitos foram isolados
por trituracdo dos bacos, fazendo passar as células através
de um tamiz celular de 70 um, e lisando os eritrdcitos com
um tampdo de lise ACK (BioWhittaker). Os esplendcitos foram

lavados trés vezes com RPMI-FCS a 5% e ressuspensos numa
concentracdo de 1 x 10" células/mlL em RPMI-FCS a 10%

suplementado com antibidticos, piruvato de sddio,

aminocdcidos ndo essenciais.

A quantidade de IFN-Y especifica para o antigénio
segregada pelos esplendcitos foi determinada utilizando um
ELISA in situ. As placas de fixacio elevada da Costar foram
revestidas com 10 ug/mL de anticorpo monoclonal de captura
anti-IFN-gama de murganho (mPAB) (Pharmingen, San Diego,
CA) em 50 uL de tampdo de bicarbonate 0,1 M (pH 9,06).
Depois da incubacdo de um dia para o outro a 4 °C, 0s pocos
foram lavados 5 vezes com PBS-Tween 20 a 0,05% e bloqueados

com 200 uL de meio R10 completo a temperatura ambiente
6 L .
durante 2 horas. 1 x 10 esplendécitos foram adicionados a

cada po¢co e foram estimulados sbé em meio (controlo
negativo), ou em meio com 1 ug/mL de um péptido gpl20 de
VIH que tem a seguinte sequéncia: RIQRGPGRAFVITGK (SEQ ID

NO:21). Apds 24 horas de incubacdo a 37 °C em CO2 a 5%, as

placas foram lavadas 2 vezes com agua desionizada (DI) para
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lisar as células, depois lavadas 3 vezes com PBS-Tween 20 a
0,05%, e incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente
com 50 uL por poco de 1 pg/mL de mAb de deteccgido de IFN-Yy
anti-murganho bictinilado (Pharmingen). As placas foram
entdo lavadas b vezes e incubadas durante 1 hora com 50 uL
por poco de uma diluicdo 1:8000 de solucdo de
estreptavidina-peroxidase de rabano (HRP) (Scuthern
Biotechnology). As placas foram novamente lavadas 5 vezes e
0 desenvolvimento colorimétrico foi efectuado pela adicéo
do substrato TMB (BioRad, Hercules, CA) durante 30 minutos
& temperatura ambiente. A reaccédo foi parada pela adicido de
acido sulftrico 1 N. A absorvéncia a 450 nm foi lida com um

leitor de placas optico.

Os resultados deste estudo estdo apresentados na
Figura 8. Esta Figura mostra o nivel relativo da producgéo
de TIFN-Y especifico para o antigénio nos 5 diferentes
grupos de teste da vwvacina que recebem as formulacdes
descritas acima (Formulagdes # 1-5). O que é importante, os
dois grupos de imunizacdo que receberam o vector gpl20
(pCIA-EnvT) em associagdo com o0s vectores adjuvantes de CT
(isto &, a Formulacdo #4 gue contém os vectores pPJV2002 e
pPJV2003, e a Formulacdc #5 que contém os vectores pP072006
e PpPJv2003) apresentaram niveis de produgdoc de TFN-Y
significativamente mas elevados de que o grupo de gpl20 sem
adjuvante (a Formulacido #2 que contém o controlo do vector
vazio e pCIA-EnvT), (P < 0,000001 e P = 20,0068,
respectivamente). Estes dados demonstram a aptidido das
presentes associag¢les adjuvantes do vector de CT para
aumentar acentuadamente a imunidade celular especifica para

0 antigénio para um antigénioc de VIH num modelo animal.

Para além de um aumento do nivel de producé&o de
IFN-Y, o numero de esplendcitos especificos para o péptido

gpl20 de VIH que segregam IFN-y também foi acentuadamente
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aumentado, como determinadc por um método ELISPOT. No
ensaio ELISPOT, as placas de nitrocelulose (Millipore)
foram revestidas com um anticorpo de captura de IFN-y,
lavadas, e bloqueadas tal como descrito anteriormente para
ELISA in situ de IFN-Y das c¢élulas auxiliares T. Os

esplendécitos foram fixados a pogos pré-revestidos com um
numero de células de entrada de 1 x 106 células/pogo, e

estimuladas em meio sé (controlo negativo) ou num meio que
contém 1 nug/mL de um péptido que contém o epitopo CTL de
gpl20 de VIH imunodominante e que tem a seguinte sequéncia:
RGPGRAFVTI (SEQ ID NO:22). As placas foram incubadas

durante 24 horas a 37 °C em CO» a 5%, lavadas 2 vezes com

agua DI, 3 wvezes com PBS, e incubadas durante 1 hora a
temperatura ambiente com 50 upL por poco de 1 ug/mL de mAb
de deteccgdo de IFN-y anti-murganho biotinilado
(Pharmingen). As placas foram entdo lavadas 5 vezes e
incubadas durante 1 hora com 50 pL por pog¢o de uma diluicédo
1:1000 de solugcdo de estreptavidina-fosfatase alcalina
(ALP) (Mabtech). As placas foram lavadas novamente 5 vezes
e 0 desenvolvimento colorimétrico foi efectuado pela adicgéo
do substrato da membrana ALP (BioRad, Hercules, CA) até se
formarem manchas (2-30 minutos, temperatura ambiente). A
reaccdo fol parada por lavagem com Aagua DI, e as placas
foram secas com ar de um dia para o outro. As manchas foram
contadas ao microscdpio 40X. S& as manchas grandes com
bordos felpudos foram pontuadas como células que formam

manchas (“spot forming cells”, SFC).

Os resultados deste ensaio ELISPOT estdo
apresentados na Figura 9 que mostra os niveis relativos de
esplendcitos produtores de IFN-Y nos 5 diferentes grupos de
teste da wvacina (que receberam as formulacdes #1-5,
respectivamente). O que & importante, os dois grupos de

imunizacdo que receberam o vector gpl20 em associacdo com



-93-

os vectores adjuvantes de CT (isto é, a Formulacdo #4 que
contém os vectores pPIV2002 e pPJV2003 e a Formulacdo #5
que contém os vectores pPJV2006 e pPJV2003) apresentaram
numeros significativamente mais elevados de células
produtoras de IFN-Y do que o grupo de gpl20 sem adjuvante
(Formulacdo #2 gue contém o controlo do vector vazio e
pCIA-EnvT), (P < 0,000001 ¢ P = 0,0032, respectivamente).
Estes dados demonstram a capacidade das presentes
associacdes de adjuvante de CT de aumentar acentuadamente a
imunidade celular especifica para o antigénio contra um
antigénio gpl20 de VIH co-administrado num modelo animal.
Além disso, a produgdo aumentada de IFN-Y observada nestes
estudos indica gue a utilizagdo das asscciacgdes do vector
adjuvante de CT da presente inveng¢do proporciona uma
resposta dimune robusta semelhante a Thl nos animais

imunizados.

Exemplo ©

Melhoramento das Respostas de Anticorpos aos

Antigénios de Superficie e do Nicleo de Hepatite B

Utilizando a Administracdo Simultdnea de um Vector que

Codifica HBcAg e HbsAg com o0s Vectores Adjuvantes de
CTA/CTB.

Um plasmideo do vector que contém as sequéncias de
codificacdo tanto do antigénio do nlcleo da hepatite B
(HBcAg) como do antigénio de superficie da hepatite B
(HBsAg) foi construido como se segue. As sequéncias de
codificacdo de HBcAg e HBsAg foram obtidas ambas do clone
pAM6 de HBV (N° de ordem ATCC 45020). Para gerar a regiédo
de codificacdo de HBsAg, uma construcdo de pAM6 foi cortada
com Ncol e tratada com uma nuclease de feijdo mungo para
remover o coddo de partida do antigénio X. O ADN resultante

foi cortado entdo com BamHI e tratado com uma T4 ADN
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polimerase para cortar o ADN com extremidades rombas e
criar uma cassete de expressdo de HBsAg. A cassete de
expressdo de HBsAg estd presente no fragmento de 1,2 kB. A
construcdo do plasmideo pPJV7077 (Schmaljohn et al. (1997)
J. Virol. 71:9563-9569) que contém o promotor inicial
imediato de CMV humano de comprimento total (estirpe Towne)
(com intensificador) foi cortado com HindIII e BgllI, e
depois tratado com uma T4 ADN polimerase e fosfatase
alcalina de vitelo para criar o ADN com extremidades
rombas, € a cassete de expressdo de HBsAg foi ligada ao

plasmideo para dar a construcdo de pWRG7128.

Para gerar a regido de codificacdo de HBcAg, a
construcdo de pAM6 fol cortada para criar uma cassete de
expressdo de HBcAg, apds o que a sequéncia de HbcAg foi
truncada por mutagénese direccionada ao sitio para remover
a regldo rica em arginina C-terminal da particula do
antigénio do ntcleo (delecdo essa gue ndo interfere com a
formacdo de particulas). A sequéncia de HBcAg truncada foi
entdo clonada numa construcdo de plasmidec contendo o
promotor do factor de alongamento humano ("hELF", Mizushima
et al. (1990) Nucl. Acids. Res. 18:5322) para proporcionar

uma construg¢do do vector HBCAg.

As cassetes de expressdo que contém: (a) o
intensificador/promotor de CMV, a regifdo ndo traduzida 5'-
Intrd&o A, e o péptido de sinal do activador do
plasminogénio de tecidos humano (hTPA), ("CMV-IA-TPA"), ou
(b) a sequéncia poliA da hormona do crescimento bovina
(bGHpA), foram obtidos cada um da construcdo do vector
JW4303 (oferta do Dr. Harriet Robinson, Universidade de
Massachusetts) e inseridos num suporte plasmidico. A
construcdo resultante foi cortada com Nhel, cheia com
polimerase e depois cortada com BamHI para gerar um

fragmento do vector gque contém a origem de replicacéo
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pUCLS, o gene de resisténcia a ampicilina e a sequéncia de
bGHpA. O suporte plasmidico fci cortado uma segunda vez com
Sall, cheio com polimerase, e cortado com BamHI para
libertar um fragmento do vector gue contém o fragmento do
vector de CMV-IA-TPA. Os dois fragmentos do vector foram
ligados conjuntamente para dar uma construgdo designada
PWRG7054 .

A construcdo pWRG7054 foi cortada com Nhel, cheia
com polimerase, e cortada com BamHI para produzir um
fragmento do vector. A construcdo do vector de HBcAg foi
cortada com Ncol, cheia com polimerase, e cortada com BamHI
para produzir um fragmento de insercdo. Os dois fragmentos
foram entdo ligados conjuntamente para dar uma construcgdo
designada pWRG7063.

O PEL-Bos foi cortado com EcoRI e desfosforilado
com fosfatase intestinal de vitelo para produzir um
fragmento de vector. O plasmideo pWRG7063 foil cortado com
HindIII, cheio com polimerase, e cortado com EcoRI para
produzir um fragmento de insercdo gue contém o péptido de
sinal de hTPA, a sequéncia do antigénio de HBcAg e a regido
bGHpA. Estes dois fragmentos foram ligados conjuntamente

para proporcionar uma construcdo designada pWRG7145.

A construcdo pWRG7128 foi cortada com FEcoRI e
desfosforilada com fosfatase intestinal de wvitelo para
produzir um fragmento do vector que contém a regido de
codificacdo de HBsAg sob o controlo transcricional do
promotor hCMV. A construcdo pWRG7145 foi cortada com Mfel e
EcoRI para produzir um fragmento de insercdo constituido
pelo promotor/intrdo de hELF, a sequéncia do péptido de
sinal de hTPA, a sequéncia do antigénio de HBCAG e a regido
bGHpA. Estes fragmentos foram entdo ligados conjuntamente

para proporcionar a construcdo do plasmideo pP3V7193 que
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contém as sequéncias de codificacdo de HBcAg e HBsAg.

As seguintes formulacdes de ADN-ouro foram entéo
produzidas para um ensaio de adjuvante de vacina de ADN em

porcos.

Formulacdo #1: Controlo, o vector de HBCAg/HBsSAg
(PWRG7193) 86, 2 npg de ADN por mg de ouro, 0,5 mg de ouro

por cartucho; e

Formulacdo #2: O vector HBcAg/HBsAg (pWRG7193), os
vectores de ADN de CTA-KDEL (pPJdVv2006) e CTB (pPJv2003)
todos coprecipitados sobre um Unico lote de ouro (1,0 ug de
ADN de pWRG7193 por mg de ouro, ¢ 0,5 ug de cada um do ADN
de pPJV2006 e pPJdV2003 por mg de ouro), 0,5 mg de ouro por

cartucho.

0O plasmideo pWRG7193 s6 ou com o0s vectores
adjuvantes pPJv2006 e pPJdv2003 foram precipitados em
particulas de ouro seguindo os procedimentos descritos no
Exemplo 3 acima, novamente numa concentracdo final de 2 ug
de ADN por mg de ouro. As particulas de ouro revestidas
foram carregadas em tubo TEZFEL® utilizando 0S8
procedimentos descritos no Exemplo 3 acima. Dois grupos
experimentais (de 5 porcos cada um) receberam duas
imunizacbes com a Formulacdo #1 e a Formulacdo #2,
respectivamente, em que as duas imunizacdes foram aplicadas
com um intervalo de 6 semanas. Cada imunizac¢do consistiu em
duas injeccdes em série de 500 psi na A&rea da virilha
utilizando um dispositivo de administracdo de particulas
PowderJect® XR-1 em que cada injecgdo utilizou um s6
cartucho. Assim, no grupo de controlo (Formulacdo #1), cada
imunizac&o consistiu na administracdo de um total de 1 mg
de ouro e 2 ug do vector pWRG7193 da wvacina de ADN.

Analogamente, no grupo de teste do adjuvante (Formulacéo
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#2), cada imunizacdo consistiu numa administracdo total de
1 mg de ouro, 2 ug do vector pWRG7193 da vacina de ADN, e 1
v1g de cada um dos vectores adjuvantes pPJV2006 e pPJV2003.
Foram colhidas amostras de sangue de cada animal no momento
da dimunizacdo de reforco (semana 6) e 2 semanas apds a

imunizacdo de reforco (semana 8).

A deteccdo das respostas do anticorpo especificas
para o antigénio do ntcleo foi efectuada como segue: placas
de ELISA foram revestidas com o antigénio do nucleo da
hepatite B (Biodesign) a 100 ng/mL em PBS. Depois do
revestimento de um dia para o outro a 4 °C, as placas foram
bloqueadas com leite em pd desnatado a 5% durante 1 hora a
temperatura ambiente. As placas foram entdoc lavadas 3 vezes
com PBS contendo Tween-20 a 0,05%. Amostras do soro dos
porcos foram diluidas em série em leite em pd desnatado a
2%/PBS/Tween 20 a 0,01% e adicionadas as placas de ELISA.
Apds incubagdo a temperatura ambiente durante 2 horas, as
placas foram lavadas 3 vezes com PBS/Tween-20 a 0,05%. O
anticorpo secundario consistiu em anti-IgG de porco de
cabra conjugada com peroxidase de rébanc (Kirkegaard and
Perry) que foi diluida 1:2000 em leite em pd desnatado a
2%/PBS/Tween 20 a 0,01%, e adicionou-se as placas para uma
incubacdo de 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram
entdo lavadas 5 vezes com PBS/Tween-20 a 0,05% e adicionou-
se 100 uL do substrato TMB. O desenvolvimento da cor

decorreu durante 15 minutos e foil parado pela adicdo de 100
pL de H»2S04 1 N. As placas foram lidas a 450 nm. As Figuras

10 e 11 mostram os valores da média geométrica da
absorvéncia as 6 e 8 semanas, respectivamente, para cada um
dos dois grupos de porcos para 4 diferentes diluicgBes do
soro. Estes dados demonstram uma melhoramento acentuado das
concentragdes do anticorpo para o antigénic do ntcleo da
hepatite B apds a utilizacé&o dos vectores adjuvantes de CT
pPJv2006 e pPJv2003.
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Além das respostas humorais elevadas ao antigénio
do nucleo da hepatite B, também foi observada uma elevacédo
mensuravel das respostas dos anticorpos especificas para o
antigénio de superficie da hepatite B no grupo de teste do
adjuvante. 0Os anticorpos especificos para o antigénio de
superficie foram quantificados em amostras de soro dos
animais individuais utilizando um kit de doseamento
comercial (AUSAB, Abbott Laboratories). Este kit permite a
quantificacédoc das respostas do anticorpo em termos da
unidade mili-internacional (mUI/mL) utilizando um painel
padrdo. As médias geométricas das concentracdes do
anticorpo do antigénio de superficie no grupo de controlo
(Formulac&o #1) e no grupo de teste do adjuvante
(Formulacao #2) foram de 282 e 662 mUI/mL, respectivamente,
demonstrando a aptiddo dos presentes plasmideos adjuvantes
(pPJV2006 e pPJV2003) para aumentar respostas imunes a um

antigénio codificado por um vector separado.

Exemplo 7

Melhoramento da Resposta Imune Celular Semelhante

Thl a uma Vacina de ADN Utilizando os Vectores Plasmidicos

que Codificam as Subunidades de CT ou LT

O vector da vacina de ADN de pM2-FL que codifica a
proteina M2 do virus da influenza A foi utilizado para
testar os efeitos adjuvantes dos vectores adjuvantes
pPJv2002, pPJv2003, pPJv2004, pPJv2005, pPJv2006 e pPJv2007
no contextc da vacinag¢do com ADN mediada por particulas. A
vacinacdo com ADN mediada por particulas foi efectuada
precipitando o vector da vacina do ADN de M2, com ou sem
varias combinag¢des dos vectores adjuvantes, em particulas
microscédpicas de ouro e acelerando as particulas de ouro

revestidas para a epiderme de murganhos utilizando um
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dispositivo de administracdo de particulas PowderJect® XR-1
(PowderJect Vaccines, Inc. Madison, WI). A construcdo do
vector plasmidico de ADN de pM2-FL é como agui descrita

acima no Exemplo 3.

Tal como anteriormente, o plasmideo pMZ-FL foi
precipitado em particulas de ouro de 2 micrometros como
vector unico, ou vector misto mais amostras do vector
adjuvante. Especificamente, o ADN do plasmideo (o vector
pM2-FL individual ou o vector pMZ2-FL mais um ou mais
vectores adjuvantes) foli misturado com particulas de ouro
de 2 micrometros (Degussa) num tubo de centrifuga pegueno
contendo espermidina. A precipitacdo foi efectuada seguindo
as metodologias do Exemplo 3, e as particulas de ouro
revestidas foram entdo revestidas sobre a superficie
interna de um tubo TEZFEL® também como descrito no Exemplo
3. O tubo foi entdo cortadc em cartuchos de 0,5 polegadas
adequados para carregar no dispositivo de administracdo de

particulas.

As formulacdes de ADN-ouro seguintes foram
produzidas para um ensaio de adjuvante da vacina de ADN em

murganhos.

Formulacdo #1: O vector de ADN de pM2-FL combinado
com o vector plasmidico vazio pWRG7054 antes da
precipitacdo no mesmo lote de ouro, 2,1 ug do ADN total por
mg de ouro (0,1 pg de pM2-FL e 2,0 ug de pWRG7054), 0,5 mg

de ouro por cartucho;

Formulacdo #2: O vector de ADN de pM2-FL combinado
com o0s vectores de ADN de CTA e CTB (pPJdV2002 e pPJV2003)
antes da precipitac¢do num UGnico lote de ouro, 2,1 ug do ADN
total por mg de ouro (1,0 ug de cada vector adjuvante de

ADN por mg de ouro, 0,1 ug de pM2-FL), 0,5 mg de ouro por
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cartucho;

Formulacdo #3: O vector de ADN de pM2-FL combinado
com o0s vectores de ADN de CTA -KDEL e CTB (pPJdV2006 e
pPJV2003) todos coprecipitados num tnico lote de ouro, 2,1
pg do ADN total por mg de ouro (1,0 ng de cada vector
adjuvante de ADN por mg de ouro, 0,1 pg de pM2-FL), 0,5 mg

de ouro por cartucho;

Formulacdo #4: O vector de ADN de pM2-FL combinado
com o vector de ADN de CTA -KDEL (pPJv2006) e suplementado
com © vector do plasmidec wvazio de pWRG7054 todos
combinados e coprecipitados num tGnico lote de ouro, 2,1 ug
do ADN total por mg de ouro (1,0 upg de pPJvz2006, 1,0 pg de
PWRG7054, 0,1 png de pM2-FL), 0,5 mg de ourc por cartucho;

Formulacdo #5: O vector de ADN de pM2-FL combinado
com o vector de ADN de CTA (pPJdV2002) e suplementado com o
vector plasmidico vazio de pWRG7054, todos os ADN foram
combinados e coprecipitados num Unico lote de ouro, 2,1 ug
do ADN total por mg de ouro (1,0 ng de pbPJdvz2002, 1,0 ng de
pPWRG7054, 0,1 pg de pM2-FL), 0,5 mg de ouro por cartucho;

Formulacdo #6: O vector de ADN de pM2-FL combinado
com o vector de ADN de CTB (pPJV2003) e suplementado com o
vector plasmidico vazio de pWRG7054, todos os ADN foram
combinados e precipitados num Unico lote de ouro, 2,1 ug do
ADN total por mg de ouro (1,0 ug de pPJV2003, 1,0 ug de
PWRG7054, 0,1 pg de pM2-FL), 0,5 mg de ouro por cartucho;

Formulacdo #7: O vector de ADN de pM2-FL combinado
com o0s vectores de ADN de LTA e LTB (pPJV2004 e pPJV2005)
antes da precipitac¢do num Gnico lote de ouro, 2,1 ug do ADN
total por mg de ouro (1,0 ug de cada vector adjuvante de

ADN por mg de ouro, 0,1 ug de pM2-FL), 0,5 mg de ouro por
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cartucho;

Formulacdo #8: O vector de ADN de pM2-FL combinado
com o0s vectores de ADN de LTA -RDEL e LTB (pPJdV2007 e
pPJV2005) todos coprecipitaram num tUnico lote de ouro, 2,1
pg do ADN total por mg de ouro (1,0 ng de cada vector
adjuvante de ADN por mg de ouro, 0,1 pg de pM2-FL), 0,5 mg

de ouro por cartucho;

Formulacdo #9: O vector de ADN de pM2-FL combinado
com o vector de ADN de LTA -RDEL (pPJV2007) e suplementado
com © vector plasmidico vazio de pWRG7054, todos foram
combinados e coprecipitaram num tGnico lote de ouro, 2,1 ug
do ADN total por mg de ouro (1,0 pg de pPJvz2007, 1,0 ng de
PWRG7054, 0,1 pg de pM2-FL), 0,5 mg de ouro por cartucho;

Formulacdo #10: O vector de ADN de pM2-FL combinado
com o vector de ADN de LTA (pPJdV2004) e suplementado com o
vector plasmidico vazio de pWRG7054, todos os ADN foram
combinados e coprecipitados num Unico lote de ouro, 2,1 ug
do ADN total por mg de ouro (1,0 ng de pbPJdvz2004, 1,0 ng de
pPWRG7054, 0,1 pg de pM2-FL), 0,5 mg de ouro por cartucho;

Formulac&o #11: O vector de ADN de pM2-FL combinado
com o vector de ADN de LTB (pPJV2005) e suplementado com o
vector plasmidico vazio de pWRG7054, todos os ADN foram
combinados e coprecipitados num Unico lote de ouro, 2,1 ug
do ADN total por mg de ouro (1,0 ug de pPJv2005, 1,0 ug de
PWRG7054, 0,1 png de pM2-FL), 0,5 mg de ouro por cartucho.

Estas formulac@es de wvacina de ADN foram entédo
administradas a onze grupos de murganhcs como se segue.
Cada grupc experimental continha 8§ animais e cada animal
recebeu duas imunizacdes com a sua respectiva formulacdo

com 4 semanas de periodo de descanso entre imunizacgdes.
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Cada imunizac&o consistiu em duas administracdes em série
na epiderme abdominal (um cartucho por administracdo)
utilizando um dispositivo de administracdo de particulas
PowderJect® XR-1 (PowderJect Vaccines, Inc. Madison, WI) a
uma pressdo de hélio de 400 psi. Foram colhidas amostras de
soro duas semanas apds a segunda imunizacdo ou imunizacdo

de reforco.

As amostras de soro individuais foram doseadas
gquanto a respostas de anticorpos especificos de M2 para as
subclasses de IgGl e de IgG2 utilizando o ensaio de ELISA
do Exemplo 3 acima para a determinacdo da concentracdo de
IgG total, excepto que se utilizou um conjugado de
anticorpo secundadrio especifico para IgGl ou IgG2. O
anticorpo de conjugado de anti-IgGl de murganho de cabra-
biotina foi obtido de Southern Biotechnology Associates,
Inc. (catdlogo #1070-08, concentracdo de 0,5 mg/mL) e
utilizado numa diluicdo de 1/8000. O conjugade de anti-
IgG2a de murganho de cabra-biotina foi obtido da mesma
fonte (catédlogo #1080-08, concentracdoc de 0,5 mg/mL) e

utilizou-se também numa diluicdo de 1/8000.

Determincu-se as médias geométricas das
concentracdes de anticorpo para IgGl e IgG2a especificas
para © antigénio de M2 para cada grupo experimental, e
foram calculadas as proporgdes de IgGl para IgG2a. Estes

dados estdo apresentados a seguir no Quadro 5.

Quadro b
Formulacdo# | Raz&o de IgGl para IgGla
1 160,99
2 3,44
3 13,59
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4 03,20
5 2,63
6 30,97
7 g,02
8 0,50
9 9,00
10 4,53
11 27,00

Como se pode observar com referéncia ao Quadro 5, a
adicdo de qualquer das subunidades A ou B, ou as varias
combinacBes das subunidades A e B com a formulacdo da
vacina de ADN de M2 conduziram a reducdes significativas na
razdo de IgGl para IgG2 de outro modo desencadeadas com a
vacina de ADN de M2 (pM2-FL) na auséncia do adjuvante
(Formulacdo #1). A maior redugdo da razido resultou da
utilizacdo das combinacdes do vector LTA mais LTB, e de LTA
-RDEL mais LTB (Formulag¢des #7 e #8, respectivamente). Em
ambas estas formulacdes, a utilizacdo dos adjuvantes de
polinucledétidos da presente invencdo conduziu a uma
abundédncia de concentracgdes de IgGza especificas para o
antigénio de M2 em relacdo a IgGl, caracteristica que é
distintiva de uma resposta imune semelhante a Thl em

murganhos.

Os resultados de grupos experimentais que receberam
as Formulacdes #1, #2 e #7 foram tracado num grafico como a
relacdo de log IgGl para IgG2a na Figura 12. Como se pode
observar nesta Figura, o efeito adjuvante da composicdo de
vacina de ADN de pM2-FL com os vectores adjuvantes de CTA
mais CTB (Formulacdo #2) provocou uma queda com 2 ordens de
grandeza na raz&o de IgGl para IgG2 em relagdo a composigédo
de vacina de pM2-FL sem adjuvante (Formulacdo #1). Além
disso, uma queda adicional de 2 ordens de grandeza nesta

razdo foili observada quandc a vacina de ADN de pMZ2-FL foi
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adjuvantada com os vectores adjuvantes LTA mais LTB

(Formulacdo #7).

Exemplo 8

Adic&o das Sequéncias que Codificam Péptidos de

Sinal a Vectores Adjuvantes que Codificam CT ou LT.

As construcdes dos vectores que contém as
subunidades da toxina de CTA, CTB, LTA e LTB (pPJv2002,
pPJv2003, pPJv2004 e pPJV2005, respectivamente) foram
modificadas para remover as sequéncias de codificacdo do
péptido de sinal de tpa, e foi construido um vector da
vacina de ADN duplo que codifica os antigénios tanto do
nucleo como de superficie da hepatite B para utilizac¢do nas

experiénecias seguintes.

As condigdes de PCR correntes que foram utilizadas
para a construcdo/modificacdo dos vectores foram como se
segue: 1lx PCR do tampdo do nucleo com MgCly; 1,5 mM (Promega
Corp., Madison, WI),; 0,400 uM de cada iniciador; 200 uM de
cada dNTP (USB 1Inc., Cleveland, OH); 2,5 nug de Tag
polimerase (Promega Corp., Madison, WI); 1,0 ung de ADN
molde; Agua até 100 pL; e uma camada de revestimento de
60leo mineral (Aldrich Chemical 1Inc., Milwaukee WI). Um
termociclador PTC-200 (MT Research Inc., Waltham, MA) foi
programado para fazer funcionar a seguinte rotina: 4
minutos a 95 °C; 30 ciclos de (1 minuto a 95 °C/1 minuto 15
segundos a 55 °C/1 minuto a 72 °C); 10 minutos a 72 °C;
manutencdo a 4 °C. Os produtos de amplificacdo foram
removidos da reaccdo de PCR utilizando o kit de purificacéo
por PCR QIAquick® (Qiagen Inc., Valencia, CA) antes do
corte com enzimas de vrestricdo (New England Biolabs,
Beverly, MA). Todos os produtos de PCR foram sequenciados

depois da clonagem ©para assegurar a fidelidade da



-105-

amplificacéo.

Mais especificamente, um vector de vacina de ADN
duplo que codifica os antigénios tanto do nucleo como de
superficie da hepatite B foi construido como se segue. A
construcdo pWRG7128 (Exemplo 4) que contém a sequéncia de
codificacdo do antigénio de superficie foi modificada
utilizando uma série de técnicas correntes de Dbiologia
molecular para proporcionar a construcdo dupla (antigénio
de superficie/ntcleo). Inicialmente, a construcdo pWRG7128
foi modificada para remover a regido de poliadenilac&o da
hormona do crescimento bovino e substitui-la pela regido de
poliadenilacdo de beta-globina de coelho. Um primeiro
fragmentc de insercdo contendo o promotor de CMV com as
sequéncias do exdo 1 e do exdc 2, e um segundo fragmento de
insercéo contendo uma segunda regido de poliadenilacdc de
beta-globina de coelho foram ligados na construcdo pWRG7128
modificada, e um adaptador construido por emparelhamento de
oligonucledtidos sistémicos foi inseridc entre os sitios
Sphl e Pstl localizados 1imediatamente a montante do

promotor de CMV inserido.

0O plasmideo mpSmpCC (GlaxoSmithKline, UK) foi
submetido a PCR com o0s seguintes iniciadores: 5'-GCC GCT
AGC ATG GAC ATT GAC CCT TAT AAA GA-3' (SEQ ID NO: 23) e 5'-
CCA GGA TCC TTA ACA TTG AGA TTC C-3'" (SEQ ID NO:24) para
produzir uma sequéncia de codificac&do do antigénio do
nucleo de hepatite B adwZ2. Este produto de PCR foi cortado
com Nhel e BamHI para gerar um fragmento de insercéo,
fragmento esse que foi entdoc modificado para incluir um
sitio Bgl2 a jusante e inserido num vector de clonagem. O
vector de clonagem foi cortado com Pstl e EcoRl para gerar
um fragmentc de insercdo do antigénio do nlcleo; o©
plasmideo pWRG7128 modificado foi cortado com Pstl e Mfel

para gerar um fragmento do vector, e o fragmento de
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insercdo do antigénio do nucleo foi ligado ao fragmento do
vector, resultando na construcdo do plasmideo do antigénio

duplo de superficie/ntcleo.

As construcdes dos vectores que contém as
subunidades de toxina de CTA, CTB, LTA e LTB (pPJdv2002,
pPJv2003, pPJV2004, e pPJV2005, respectivamente) foram
modificadas para remover as sequéncias de codificag¢do do
péptidc de sinal tpa por mera excisdo das sequéncias de
codificacdo de tpa utilizando enzimas de restricido para
produzir as seguintes construgdes: CTA sem TPA, CTB sem
TPA, LTA sin TPA, e LTB sem TPA, respectivamente.

O plasmideo do antigénio duplo do ntcleo/superficie
foi combinado com o ADN do plasmideo irrelevante (para o
controlo sem adjuvante) ou com as construcdes dos vectores
das subunidades da toxina e precipitado em particulas de
ouro de 2 micrometros. Especificamente, o ADN plasmidico
(vector plasmidico do antigénio duplo do nicleo/superficie)
mais dois vectores adjuvantes (para proporcionar uma
combinacdo de CTA/CTB ou LTA/LTB) foi misturado com
particulas de ouro de 2 micrometros (Degussa) num tubo
peguenc de centrifuga contendo espermidina. A precipitacéo
foi realizada seguindo as metodologias do Exemplo 3, e as
particulas revestidas com ouro foram entdo revestidas na
superficie interna de um tubo TEFZEL® tal como também
descrito no Exemplo 3. O tubo foi entdo cortado em
cartuchos de 0,5 polegadas adequados para carregar no

dispositivo de administracdc de particulas.
Foram assim produzidas as seguintes formulac¢des de
ADN-ouro para um ensaioc do adjuvante da vacina de ADN em

murganhos:

Formulacdo #1 ("sem adjuvante™) 1 ug do vector
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plasmidico de ADN do antigénio duplo de superficie/nutcleo,

1 pg do vector plasmidico de ADN irrelevante;

Formulacdo #2: ("CT") 1 ng do vector plasmidico de
ADN do antigénio duplo de superficie/ntcleo, 0,5 upg do
vector plasmidico de ADN de pPJV2002 (CTA) e 0,5 npg do
vector plasmidico de ADN de pPJV2003 (CTB);

Formulacdo #3: ("CT sem TPA") 1 ug do vector
plasmidico de ADN do antigénio duplo de superficie/nutcleo,
0,5 ng do vector plasmidico de ADN de CTA sem TPA, 0,5 ug
do vector plasmidico de ADN de CTB sem TPA;

Formulac&o #4: ("CTA") 1 pg do vector plasmidico de
ADN do antigénio duplo de superficie/ntcleo, 1 ug do vector
do plasmideo de ADN de pPJv2002 (CTA);

Formulacdo #5: ("CTA sem TPA") 1 wug do vector
plasmidico de ADN do antigénio duplo de superficie/nucleo,

1 ng do vector plasmidico de ADN de CTA sem TPA;

Formulac&o E#6: ("CTB") 1 ng do vector plasmidico
de ADN do antigénio duplo de superficie/ntcleo, 1 ug do
vector plasmidico de ADN de pPJV2003 (CTB);

Formulacdo #7: ("CTB sem TPA") 1 wug do vector
plasmidico de ADN do antigénio duplo de superficie/nutcleo,

1 ng do vector plasmidico de ADN de CTB sem TPA;

Formulacdo #8: ("LT") 1 ng do vector plasmidico de
ADN do antigénio duplo de superficie/nucleo, (0,5 pg do
vector plasmidico de ADN de pPJv2004 (LTR), 0,5 ng do
vector plasmidico de ADN de pPJV2005 (LTB);

Formulacdo #9: ("LT sem TPA") 1 ug do vector
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plasmidico de ADN do antigénio duplo de superficie/nutcleo,
0,5 ng do vector plasmidico de ADN de LTA sem TPA, 0,5 ug
do vector plasmidico de ADN de LTB sem TPA;

Formulacdo #10: ("LTA"™) 1 unug do vector plasmidico
de ADN do antigénio duplo de superficie/ntcleo, 1 ug do
vector do plasmideo de ADN de pPJVv2004 (LTR);

Formulacdo #11: ("LTA sem TPA") 1 ug do vector
plasmidico de ADN do antigénio duplo de superficie/nutcleo,

1 ng do vector plasmidico de ADN de LTA sem TPA;

Formulacdo #12: ("LTB"™) 1 ung do vector plasmidico
de ADN do antigénio duplo de superficie/ntcleo, 1 ug do
vector plasmidico de ADN de pPJV2005 (ZTB); e

Formulacdo #13: ("LTD sem TPA") 1 ug do vector
plasmidico de ADN do antigénio duplo de superficie/ntcleo,

1 ng do vector plasmidico de ADN de LTD sem TPA.

Num primeiro estudo, varias das formulacdes de
vacina de ADN descritas acima foram administradas a cinco
grupos de  murganhos utilizando o} dispositivo de
administracdo de particulas PowderJect® XR-1 (PowderJect
Vaccines, Inc. Madison, WI). Cada grupo experimental
continha 5 animais, e cada animal recebeu duas imunizacdes
com a formulacdo respectiva com um periodo de descanso de 4
semanas entre as imunizacdes. As Formulac@es gque foram
testadas foram como se @ segue: Formulacido #1 (sem
adjuvante); Formulacdo #2 (CT); Formulacdo #3 (CT sem TPA);
Formulac&o #8 (LT); e Formulac&o #9 (LT sem TPA). Todos os
animais foram sacrificados duas semanas depois da segunda
imunizacdo, e 0s bacgos colhidos para utilizagdo em ensaios
ELISPOT de IFN-Y e IL-4. Para os ensaios imunes celulares,

as suspensdes celulares individuais dos esplenbcitos dos
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bacos dos animais imunizados foram cultivados in vitro na
presenca de um péptido que corresponde a um epitopo de
células T conhecido (do antigénio de superficie ou do
nicleo) nos murganhos. O péptido foi dissolvido em DMSO (10

mg/mL) e diluido para 10 ug/mL em cultura.

Para o0s ensaios ELISPOT, as placas de filtracdo de
membrana Multiscreen da Millipore foram revestidas com 50
uL do anti-soro apropriado (15 pg/mL de anti-soro anti-IFN-
Y ou IL-4, Pharmingen) em tampdo de carbonato 0,1 M
estéril (pH 9,6) de um dia para o outro a 4 °C. As placas
foram lavadas 6 vezes com PRS estéril e depois blogqueadas
com meio de cultura de tecidos contendo soro fetal de
bovino (FBS) a 10% durante 1-2 horas a TA. O meio foi

removido e as células de baco distribuidas pelos pogos com
um total de 1 x 106 células por poco. Para 0s pocos aos

quais se adicicnocu mencs de 1x106 células dos animais
imunizados, utilizou-se células de animais nao

anteriormente submetidos a experiéncias para levar o total
6 , . .
a 1 x 10°. As células foram incubadas de um dia para o

outro numa incubadora de cultura de tecidos na presenca do
péptido tal como descrito acima. As placas foram entédo
lavadas 2 vezes com PBS e 1 vez com agua destilada. Isto
foi seguido por 3 lavagens com PBS. Um anticorpo moncclonal
anti-IFN-y ou anti-IL-4 Dbiotinilado (Pharmingen) foi
adicionado a placa (50 pL de uma solugdo de 1 pg/mL em PBS)
e incubada durante 2 horas a TA. As placas foram lavadas 6
vezes com PBS e adicionou-se 50 upL de um conjugado de
estreptavidina e fosfatase alcalina (1:1000 em PBS,
Pharmingen) e incubou-se durante 2 horas a TA. As placas
foram lavadas 6 vezes com PBS e adicionou-se um substrato
corante de fosfatase alcalina (BioRad) e deixou-se que a
reaccdo decorresse até ao aparecimento de manchas escuras.

A reaccdo foi parada por lavagem com Agua 3 vezes. As
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placas foram secas ao ar e as manchas contadas ao

microscoépio.

O efeito adjuvante das sequéncias de codificacéo
das subunidades da toxina segregada ou ndoc segregada foi
avaliado por determinacdo das respostas de ELISPOT para
IFN-Y e IL-4 a ambos os antigénios de superficie e do
nicleo da hepatite B ("aAg” e “cAg”) codificados pela
construcdo do antigénio duplo de superficie/nucleo, e estes
resultados foram comparados como descrito nas Figuras 13A-
13D. Comoc se pode observar, os vectores adjuvantes de CT e
LT segregados (contendo a sequéncia de sinal) (Formulacdes
#2 e #8, respectivamente) produziram aumentos
significativos (P < 0,05) nas respostas de IFN-Y aos
antigénios de superficie e do ntcleo, e na resposta de IL-4
ao antigénio de superficie (ver Figuras 13A, 13B e 13C). Em
relacdo as respostas de IL-4 ao antigénio do nucleo, a
falta do efeito do adjuvante pelos vectores de LT
(Formulacdes #8 e #9) & consistente com as observacdes de
que a toxina de LT é mais a de um adjuvante de Thl do que a
toxina de CT. O que é mais importante, os vectores de CT e
LT gue carecem das sequéncias de sinal (Formulacgdes #3 e
#9, respectivamente) apresentaram um efeito adjuvante mais
fraco, particularmente como se observa nos dados de ELISPOT
de IFN-vY para os antigénios tanto de superficie como do
nucleo (ver as Figuras 13A e 13C), em que houve uma gueda
estatisticamente significativa da actividade adjuvante em

virtude da delecdo das sequéncias de sinal.

Finalmente, a diferenca claramente observavel no
efeito adjuvante entre o segregado (Formulacles #2 e #8) e
0 n&o segregado (Formulacdes #3 e #9) ajuda a estabelecer
que o0s efeitos adjuvantes observados ndo sdo devidos a
motivos CpG dentro dos vectores adjuvantes uma vez que 0sS

vectores contendo sinal e ndo contendo sinal ndo tém
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qualguer diferenga no teor de ADN bacteriano (CpG) mas
ainda assim apresentam diferencas significativas quanto a
sua capacidade para aumentar as respostas de IFN-Y

especificas para o antigénioc de superficie.

Num segundo estudo, as formulacgdes de vacina de ADN
descritas acima foram administradas a oito grupos de
murganhos wutilizando o dispositivo de administracdo de
particulas PowderJect® XR-1 (PowderJect Vaccines, Inc.
Madison, WI). Cada grupo experimental continha 5 animais, e
cada animal recebeu duas imunizacdes com a formulacédo
respectiva com um periodo de descanso de 4 semanas entre as
imunizacBes. As Formulagdes que foram testadas foram como
se segue: Formulacdo #1 (sem adjuvante); Formulacdo #2
(CT); Formulacdc #4 (CTA); Formulacdo #5 (CTA sem TPA);
Formulacdo #6 (CTR); Formulacdo #7 (CTB sem TPA);
Formulacdo #8 (LT); Formulacdo #10 (LTA); Formulacdo #11
(LTA sem TPA); Formulacdo #12 (LTB); e Formulacdo #13 (LTB
sem TPA). Todos o0s animais foram sacrificados duas semanas
depois da segunda 1imunizacdo, e o0s Dbacos colhidos para
utilizacdo nos ensaios ELISPOT de IFN-yY e IL-4 aqui

descritos acima.

Como resultado deste segundo estudo (dados ndo
mostrados), observou-se novamente que ndo havia efeito
adjuvante discernivel que pudesse ser atribuido ao teor de
CpG nos varios plasmideos adjuvantes. Embora na sua maior
parte ndo se observasse efeito adjuvante estatisticamente
relevante com os diversos vectores adjuvantes das
subunidades da toxina, os vectores das subunidades de LT
(Formulacdes #10-13) ndo evidenciaram um efeito adjuvante
na resposta de IFN-y e IL-4 ao antigénio de superficie
(shRg) que fosse influenciado pela presenca/auséncia da

seguéncia de sinal de secrecédo.
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Exemplo 9

Vectores Plasmidicos Adjuvantes que Codificam os
Péptidos das Subunidades de CTA/CTB ou LTA/LTB num Estudo

de Inoculacdo Viral

Para avaliar a aptidido dos vectores plasmidicos
adjuvantes da presente invencdo para proporcionar efeito
protector num modelo de inoculagdo viral com virus Herpes
simplex de tipo 2 (VHS-2) realizou-se o estudo seguinte.
Foi construida uma vacina de ADN que codifica um antigénio
de VHS-2 e depois foi combinada com varias associacdes dos
presentes vectores plasmidicos adjuvantes para proporcionar
composicdes de wvacina. Apds a imunizagdo, 08 animais
imunizados foram estimulados com o virus VHS-2, e
determinou-se o efeito protector das diversas composicdes

de wvacina.

Em relacdc a construcdo do plasmidec do antigénio
de ADN, foram utilizadas as técnicas de PCR correntes para
construir o plasmideo. As condigcdes de PCR correntes que
foram utilizadas para a construcdo do vector foram como se
segue: 1 x PCR do tampdo do nucleo com MgCl2 1,5 mM
(Promega Corp., Madison, WI); 0,400 uM de cada iniciador;
200 uM de cada um de dNTP (USB Inc., Cleveland, OH); 2,5 ug
de Tag polimerase (Promega Corp., Madison, WI); 1,0 ug de
ADN do molde; &gua até 100 uL; e um 6leo mineral (Aldrich
Chemical Inc., Milwaukee  WI) de revestimento. Um
termociclador PTC-200 (MJ Research Inc., Waltham, MA) foi
programado para fazer funcionar a seguinte rotina: 4
minutos a 95 °C; 30 ciclos de (1 minuto a 95 °C/1 minuto 15
segundos a 55 °C/l minuto a 72 °C); 10 minutos a 72 °C;
manutencdo a 4 °C. Os produtos de amplificacdo foram
removidos da reacc¢do de PCR utilizando o kit de purificacéo

por PCR QIAquick® (Qiagen Inc., Valencia CA) antes de
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cortar com as enzimas de restrigcdo (New England Biolabs,
Beverly, MA). Tcdos os produtos de PCR foram sequenciados
ap6s a clonagem para assegurar a fidelidade da

amplificacao.

Mais especificamente, um vector ©plasmidico da
vacina de ADN que codifica o antigénio de ICP27 inicial de
VHS-2 foi construido como se segue. O VHS é um virus de ADN
de cadeia dupla que tem um genoma de aproximadamente 150-
160 kpb. O genoma viral estd empacotado dentro de uma
nucleocdpside icosaédrica que estéd envolta numa membrana. A
membrana (ou envelope) inclui pelo menos 10 glicoproteinas
codificadas pelo virus, de que as mais abundantes sdo gB,
gC, gD, e gE. 0O genoma viral também codifica mais de 70
outras proteinas, incluindo um grupo de aproximadamente
cinco antigénios de ICP. Estas proteinas iniciais séo
sintetizadas <c¢edo no ciclo de replicagcdo wviral, em
contraste com as glicoproteinas do envelope que sO séo
produzidas no final do ciclo de vida do virus. Para uma
revisdo da estrutura molecular e organizacido do VHS, ver,
por exemplo, Roizman e Sears (1996) “Herpes simplex viruses
and their replication" em Fields Virology, 3rd ed., Fields
et al., eds., Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia,
PA. O antigénio ICP27 de VHS-2 pode ser obtido facilmente a
partir do genoma de VHS-2, por exemplo da regido genémica
que se estende aproximadamente do nucledtido 114589 até ao
134980 do genoma de VHS-2, ou um fragmento FEcoRI gque se
estende do nucledtido 110931 até ao 139697 do genoma de
VHS-2. A sequéncia do genoma de VHS-2 estd disponivel de
fontes publicadas, por exemplo a sequéncia depositada no

GenBank com o numero de ordem NC 001798.

Para construir o wvector ICP27 utilizado no presente
estudo, a regido de codificacdo do ICP27 foi submetida a

PCR a partir do genoma de VHS-2 utilizando os seguintes
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iniciadores: 5'—GCC ACT CIC TTC CGA CAC-3' (SEQ ID NO:25) e
5'-CAA GAR CAT CAC ACG GAR C-3' (SEQ ID NO:26) para obter
um fragmento de nucledétido que contém as sequéncias dos
nucledtidos 114523-116179 (GenBank) de VHS-2 que
corresponde a regido de codificacdo do ICP27. O fragmento
de ICP27 foil entdo clonado na regido de clonagem miltipla

do vector pTarget (Promega Corp., Madison, WI).

As construcdes dos vectores plasmidicos adjuvantes
que contém as subunidades de toxina CTA, CTB, LTA e LTB
(pPJV2002, pPJv2003, pPJdV2004 e pPJvV2005, respectivamente)
foram combinadas para proporcionar o adjuvante CTA/CTRB
(pPJV2002 + pPJV2003) e LTA/LTB (pPJdv2004 + pPJV2005). O
plasmideo do antigénio ICP27 foi combinado com os pares de
construcbes dos vectores das subunidades de toxina e
precipitados em particulas de ouro de 2 micrometros.
Especificamente, o ADN plasmidico (vector plasmidico do
antigénio ICP27) mais dois vectores adjuvantes (para
proporcionar uma combinacdo de CTA/CTB ou LTA/LTR) foram
misturados com particulas de ourc de 2 micrometros
(Degussa) num tubo pequeno de centrifuga contendo
espermidina. A precipitag¢do fol realizada seguindo as
metodologias do Exemplo 3, e as particulas de ouro
revestidas foram ent&o revestidas na superficie interna de
um tubo TEFZEL® como descrito também no Exemplo 3., O tubo
foi entdo cortado em cartuchos de 0,5 polegadas adequados
para carregar no dispositivo de administracdo de

particulas.

Foram assim produzidas as seguintes formulacles de

ADN-curo para o estudo de inoculacdo com VHS-2:

Formulacdo #1: (sem adjuvante) 2 ug do vector

plasmidico de ADN do antigénio ICP27;
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Formulacdo #2: (“CT elevada") 900 ng do vector
plasmidico de ADN do antigénio ICP27, 50 ng de pPJv2002
(CTA), 50 ng de pPJv2003 (CTB),

Formulacdo #3: ("CT Dbaixa") 500 ng do vector
plasmidico de ADN do antigénio ICP27, 250 ng de pPJV2002
(CTA), 250 ng de pPJVZ2003 (CTB),

Formulacdo #4: ("LT elevada") 900 ng do vector
plasmidico de ADN do antigénio ICP27, 50 ng de pPJV2004 25
(LTA), 50 ng de pPJVv2005 (LTB), e

Formulacdo #5: ("LT Dbaixa") 500 ng do vector
plasmidico de ADN do antigénio ICP27, 250 ng de pPJv2004
(LTA), 250 ng de pPJvZ005 (LTB).

No estudo, as formulacgdes de vacina de ADN
descritas anteriormente foram administradas a cinco grupos
diferentes de murganhos wutilizando o dispositivo de
administracdo de particulas Powderdect® XR-1 (Powderdect
Vaccines, 1Inc. Madison, WI). Cada grupo experimental
continha 12 animais, e cada animal recebeu duas imunizacdes
(disparo simples aplicado no abddémen) com a formulacédo
respectiva com um periodo de descanso de 4 semanas entre as
imunizacdes. Um sexto grupo de murganhos foi constituido
como um controlo negativo (animais nédo anteriormente
submetidos a experiéncias), e ndo recebeu nenhuma vacina. 4
murganhos de cada grupo foram excluidos 2 semanas apds a
segunda imunizacdo e utilizados para os ensaios ELISPOT de

IFN-y (dados ndo apresentados).

Duas semanas depois da segunda imunizacdo, todos os
murganhos restantes (8/grupo) foram desafiados com 1 x 106
UFP do virus VHS-2, estirpe MS, por meio de instilacéo

intranasal. O grafica de sobrevivéncia que mostra o0s
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resultados do estudo de inoculacdo esté apresentado na
Figura 14. Como se pode observar, 100% dos animais néo
previamente submetidos a experiéncias sucumbiram dentro de
4 dias apdés a inocculacdo. Os animais ndo previamente
submetidos a experiéncias estdo ilustrado no grafico pela
curva (e). Além disso, 100% dos animais que recebem o
vector plasmidico do antigénio ICP27 s6 (Formulacido #1)
morreram dentro de 7 dias apds a inoculacdo. Os animais que
receberam a Formulacdo #1 estdc indicados no grafico pela
curva (¥). Em contraste acentuado, os 25% (2/8) dos animais
que receberam o plasmideo ICP27 adjuvantado com CT de dose
baixa (Formulacdo #3) foram protegidos da inoculacdo viral,
e 38% (3/8) dos animais que receberam ICP27 adjuvantado com
dose elevada de CT (Formulacdo #2) foram protegidos da
inoculac&o viral. Os animais que receberam a Formulacio #3
estdo ilustrados no gréfice pela curva (H). Os animais que
receberam a Formulacdo #2 estdo ilustrados no grafico pela
curva (¢). Finalmente, tanto a wvacina de ICP27 com o©O
adjuvante de LT de dose baixa (Formulacdo #5) como a vacina
de ICP27 com o adjuvante de LT de dose alta (Formulacado #4)
promoveram a proteccdo completa (100%) nos animais
imunizados. Os animais que receberam a Formulacdo #5 estédo
ilustrados no grafico pela curva (A). Os animais que
receberam a Formulacdo #4 estdo ilustrados no grafico pela

curva (0).

Em concordéncia, foram descritas as novas moléculas
adjuvantes de polinucledétidos, as composicdes que
compreendem essas moléculas adjuvantes, e as técnicas de

imunizacdo convencionais e com acidos nucleicos.
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<212> ADN
<213> Sequéncia artificial
<220>

<223>Descricio da sequéncia artificial: construcdo sintética

<400> 8

ggagctagca cacctcaaaa tattactgat 30

<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Descricéo da sequéncia artificial: construcio
sintética

<400> 10

cctggatccet taatttgcca tactaattge 30

<210> 11

211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223>Descricdo da sequéncia artificial: construcdo sintética

<400>11

cctggatcet caaattctat tatgtgtatce 30
<210> 12

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial
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<220>

<223>Descricdo da Sequéncia Artificial: construcédo sintética

<400>12

ggagctagca atggcgacaa attataccgt 30
<210> 13

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223>Descricdo da sequéncia artificial: construcdo sintética

<400>13

cctggatccet cataattcat cccgaattcet 30
<210> 14

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223>Descricdo da sequéncia artificial: construgdo sintética

<400>14

ggagctageg ctccccagte tattacagaa 30
<210> 15

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223>Descricdo da sequéncia artificial: construcdo sintética

<400> 15
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cctggatcec tagttttcca tactgattge 30
<210> 16

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223>Descrigdo da sequéncia artificial: construgdo sintética

<400> 16

cctggatcct caaattctgt tatatatgtc 30
<210> 17

<211> 65

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223>Descricdo da sequéncia artificial: construcédo sintética

<400> 17

cccaagcttce caccatgage cttctaaccg aggtcgaaac acctatcaga
aacgaatggg 60

agtgce 65

<210> 18

<211> 28

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223>Descricdo da sequéncia artificial: construgdo sintética

<400> 18
cccggatcct tactccaget ctatgetgz$
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<210> 19

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223>Descricdo da sequéncia artificial: construgdo sintética

<400> 19

Ser Leu Leu Thr Glu Val Glu Thr Pro Ile Arg Asn Glu Trp Glu Cys
1 5 10 15

Arg

<210> 20

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223>Descricdo da sequéncia artificial: construgdo sintética

<400> 20

Ile Pro Gln Ser Leu Asp Ser Trp Trp Thr Ser Leu
1 5 10

<210> 21

<211> 15

212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223>Descricdo da sequéncia artificial: construcédoc sintética

<400> 21
Arg Ile Gln Arg Gly Pro Gly Arg Ala Phe Val Ile Thr Gly Lys
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1 5 10 15
<210> 22

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223>Descricdo da sequéncia artificial: construcdo sintética

<400> 22

Arg Gly Pro Gly Arg Ala Phe Val Thr Ile
1 5 10
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REIVINDICACOES

1. Composicdo adjuvante compreendendo: (i) uma

primeira sequéncia de &acidos nucleicos; (ii) uma segunda
sequéncia de 4cidos nucleicos; e (iii) elementos
transportadores que formam um nlcleo, em que: (a) a

referida primeira sequéncia de 4&cidos nucleicos é uma
regido de codificacgdo da subunidade A truncada obtida ou
derivada de uma exotoxina bacteriana de ADP-ribosilacéo;
(b) a referida segunda sequéncia de acidos nucleicos é uma
regido de codificacido da subunidade B truncada obtida ou
derivada de uma exotoxina bacteriana de ADP-ribosilacéo;
(c) as referidas primeira e segunda sequéncias de acidos
nucleicos estdo revestidas nos elementos transportadores
que formam um nucleo e estdo ligadas operacionalmente, ou
estd cada uma ligada operacionalmente, a um promotor activo
numa célula de mamifero; e (d) cada uma das referidas
regides de codificacdo de subunidades truncadas tem uma
delecdo 5', codifica um péptido da subunidade que n&o tem
um péptido de sinal Dbacteriano amino terminal e estéa
operacionalmente ligada a uma sequéncia lider para secregdo

a partir de uma célula de mamifero.

2. Composi¢é&o de acordo com a reivindicagdo 1,
em que a regido de codificacdo da subunidade A truncada foi
ainda geneticamente modificada para eliminar um motivo KDEL

ou RDEL C-terminal no péptido da subunidade por ela

codificado.

3. Composic&o adjuvante compreendendo: (i) uma
primeira seguéncia de Aacidos nucleicos; (ii) uma segunda
seqguéncia de dcidos nucleicos; e (iii) elementos
transportadoras que formam um nlcleo, em que: (a) a

referida primeira sequéncia de 4&cidos nucleicos ¢é uma



-)=

regido de codificacdo da subunidade A modificada obtida ou
derivada de uma exoctoxina bacteriana de ADP-ribosilacéo;
(b) a referida segunda sequéncia de acidos nucleicos & uma
regido de codificac8do da subunidade B obtida ou derivada de
uma exotoxina bacteriana de ADP-ribosilacéo; (c) as
referidas primeira e segunda sequéncias de acidos nucleicos
estdo revestidas nos elementos transportadores gue formam
um nucleo e estdo ligadas operacionalmente, ou estd cada
uma ligada operacionalmente, a um promotor activo numa
célula de mamifero; e (d) cada uma das referidas regido de
codificacdo da subunidade A modificada e regido de
codificacdo a subunidade B codifica cada uma um péptido da
subunidade maturo, e com a condicdo adicional de que a
regido de codificacdo da subunidade A modificada foi
geneticamente modificada para causar a delecdo de um motivo
KDEL ou RDEL C-terminal nc péptido da subunidade por ela
codificado e estd ligada operacionalmente a uma sequéncia

lider para secrecdo a partir de uma célula de mamifero.

4. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 3,
em que a regido de codificacdo da subunidade A modificada e
a regido de codificacdo da subunidade B foram cada uma
delas truncadas por uma delecdo 5' com o gue cada uma das
referidas regides de codifica¢do das subunidades truncadas
codifica um péptido da subunidade que ndo tem um péptido de

sinal bacteriano amino terminal.

5. Composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, em que a exotoxina bacteriana de
ADP-ribosilacdo é uma enterotoxina termoldbil (LT) de E.

coli.

6. Composicdo de acordo com gqualquer uma das
reivindicacgdes anteriores compreendendo ainda um antigénio

de interesse.
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7. Composigdo de acordo com qualquer uma das
reivindicacées 1 a 5, compreendendo ainda uma terceira
sequéncia de 4acidos nucleicos que codifica um antigénio de

interesse.

8. Composicdo de acordo com a reivindicacido 6
ou 7, em que o antigénio & de um agente patogénico
bacteriano, um  agente patogénico viral, um  agente
patogénico parasitdrio, wum alergéneo ou um antigénio

especifico de um tumor.

9. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 8
em que o antigénio é de um virus da gripe, virus do herpes

simplex (VHS), virus da hepatite ou um papilomavirus.

10. Composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicacbdes anteriores, compreendendo ainda um veiculo

ou excipiente farmaceuticamente aceitével.

11. Composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores em que a composicdo em particulas
¢ adequada para administracgido transdérmica por meio de um

dispositivo de administragdoc de particulas.

12, Composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, em que a particula
transportadora que forma um nGcleo tem um didmetro médio de
0,1 a 10 um.

13. Composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, em que a particula

transportadora que forma um nicleo compreende um metal.

14, Composicdo de acordo com a reivindicagdo 13

em gque o metal é ouro.



15. Composicéo adjuvante de acordo com qualgquer
uma das reivindicagdes 1 a 5 para utilizacdo no aumento de
uma resposta imune num individuc vertebrado contra um
antigénio de interesse por administracdo do antigénio de

interesse e da composicdo ac individuo.

16. Composicdo adjuvante de acordo com a
reivindicacdo 15, em gque o© antigénio de dinteresse e a

composicdo s&o administrados no mesmo sitio no individuo.

17. Composic&o adjuvante de acordo com a
reivindicacdo 15 ou 16, em gue o antigénio de interesse e a

composicdo sdo administrados simultaneamente.

18. Composicdo adjuvante de acordo com a
reivindicacdo 15, em que a composicdo compreende ainda o

antigénio de interesse.

19. Composicdo adjuvante de acordo com a
reivindicacdo 15, em que a composicdo compreende ainda uma
terceira sequéncia de acidos nucleicos que codifica o

antigénio de interesse.

20. Composicédo adjuvante de acordo com qualguer
uma das reivindicagBes 15 a 19, em gue o antigénio de
interesse é de um agente patogénico bacteriano, um agente
patogénico viral, um agente patogénico parasitdrio, um

alergéneo ou um antigénio especifico de um tumor.

21. Composig¢do adjuvante de acordo com @&
reivindicacdo 20, em gque o antigénio é de um virus da
gripe, virus do herpes simplex (VHS), virus da hepatite ou

um papilomavirus.
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22. Composicgdo adjuvante de acordo com qualquer
uma das reivindicac®es 15 a 21, em que as particulas
transportadoras que formam um ntcleo sdo administradas ao
individuo utilizando-se uma técnica de administracéo

mediada por particulas.

23. Composicdo adjuvante de acordo com qualguer
uma das reivindicacdes 15 a 22, em que o individuo & um ser

humano.

24 . Produtos contendo uma composicdo de acordo
com gualquer uma das reivindicacgdes 1 a 5 e um antigénio de
interesse como uma preparacido combinada para utilizacédo
simulténea, separada ou sequencial para aumentar uma
resposta imune num individuo vertebrado contra o referido

antigénio.

25. Dispositivo para administracdo de particulas
para administracdo transdérmica gue estd carregado com uma
composicdo em particulas de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 13.

26. Dispositivo de acordo com a reivindicacao 25

que & uma seringa sem agulha.

27. Recipiente de dose unitaria individual ou
multidose fechado hermeticamente, adaptado para utilizacéo
num dispositivo de administracéo ce particulas,
compreendendo o referido recipiente uma composicdo
adjuvante de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a
13.

28. Utilizagdo de uma ©primeira e segunda
sequéncias de acidos nucleicos de acordo com qualquer uma

das reivindicacdées 1 a 5 para o fabrico de um medicamento
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para aumentar uma resposta imune num individuo vertebrado
contra um antigénio de interesse por administragdo do

antigénio de interesse e do medicamento ao individuo.

Lisboa, 20/11/2009
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Molécula: pPJV2002, 5500 Ph ADN circular

Nome Arquivo: pPJV2002.cm5,

Descricdo: Ligacdo de frag. de FCR de CTA cortado com Nhe Bam no
Vector Bam Nhe 7054

Notas:

Caracteristicas da Molécula:

Tipo Inicio Fim Nome Descricao

REGIAD 2242 3060 CMVpro

REGIAD 3061 3884 introna

GENE 3506 3969 TPAsigCDS'

GENE 3975 4697 CTA CDS

REGIAD 4805 5101 bGHpA

Enzimas (15 sitios)
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Figura 1-1
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GACGAMDAGGG
CTTAGACGTC
TCTRARTACH
AATATTGAAA
TTGCGGCATT
CTGRAGATCA
TCCTTGRGAG
TATGTIGGCGC
ACTATTCTCA
GCATGACAGT
ACTTACTTCT
GGGATCATGT
ACGAGCGTGA
GCGRAACTACT
TTGCAGGACC
GAGCCGGTGA

+ CCCGTATCGT

AGATCGCTGA
CATATATACT
TCCITITTGA
CAGACCCCGT
GCTGCTTGCA
TACCARACTCT
TICTAGTGTA
TCGCTCTGCT
GGTTGGACTC

CGTGCACACA.

AGCATIGAGA
GCAGGGTCRG
ATAGTCCTGT
GGGGGCGGAG
GCTGGCCTTT
TTACCGCCTT
CAGTGAGCGA
CGATTCATTA
ACGCAATTAA
CSGCTCGTAT
ACCATGATTA
TTGTATCTAT
TGACATTGAT
CCATATATGG
ACGACCCCCG
CTTTCCATTG
AAGTGTATCA
TGGCATTATG
TTAGTCATCG
CGGTTTGACT
TGGCACCARA
ATGGGCGGTA
CAGATCGCCT
TCCAGCCTCC
GTRAGTACCG
TTTTTGGCTT
CCTATAGGTG
ATTACTAATC
TCTGTCCTTC
TTTACAAATT
GCGTGGGATC
CGGCGGAGCT
CAGCTCCTTG
CAGTGTGCCG

CCTCGTGARTA

AGGTGGCACT
TTCAAATATG
AAGGAAGAGT
TTGCCTTCCT
GTTGGCTGCA
TTTTCGCCCC
GGTATTATCC
GAATGACTIG
AAGAGAATTA
GACAACGATC
BACTCGCCIT
CACCACGATG
TACTCTAGCT
ACTTCTGCGC
GCGTGGGICT
AGTTATCTAC
GATAGGTGCC
TTAGATTGAT
TAATCTCATG
AGAAMAGATC
BACAAAAAAR
TTTTCCGARG
GCCGTAGITA
AATCCTGTIA
AAGACGATAG
GCCCAGCTTG
AAGCGCCACG
AACAGGAGAG
CGGRTTTCGC
CCTATGGARA
TGCTCACATG
TGAGTGAGCT
GGAAGCGGAA
ATGCAGCTCG
TGTGAGTTAG
GTTGTGTGGA
CGCCAAGCTA
ATCATAATAT
TATTGACTAG
AGTTCCGCGT
CCCATTIGACG
ACGTCAATGG
TATGCCAAGT
CCCAGTACAT
CTATTACCAT
CACGGGGATT
ATCAACGGGA
GGCGTGTACG
GGAGACGCCA
GCGGCOGEGA
CCTATAGACT
GGGGCCTATA
TGGGTTATTG
CATARCATGG
AGAGACTGAC
CACATATACA
TCCACGCGAA
TCCACATCCG
CTCCTAACAG
CACARGGECCG
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CGCCTATITT
TTTCGGGGAA
‘TATCCGCTCA
ATGAGTATTC
GTTTTTGCTC
CGAGTGGETT
GARGARCGTT
CGTATTGACG
GTTGAGTACT
TGCAGTGCTG
GGAGGACCGA
GATCGTTGGG
CCTGTAGCAA
TCCCGGCARC
TCGGCCCTTC
CGCGGTATCA
ACGACGGGGA
TCACTGATTA
TTAAAACTTC
ACCAARATCC
BAADGGATCTT
CCACCGCTAC
GTAACTGGCT
GGCCACCACT
CCAGTGGCTG
TTACCGGATA
GAGCGRACGR
CTTCCCGAAG
CGCACGAGGG
CACCTCTGAC
DACGCCAGCA
TTCTTTCCTG
GATACCGCTC
GAGCGCCCAA
CACGACAGGT
CTCACTCATT
ATTGTGAGCG
GTCGACATAA
GTACATTIAT
TTATTAATAG
TACATAACTT
TCAATAATGA
GTGGAGTATT
CCGGCCCCCT
GACCTTACGG
GGTGATGCGG
TCCRAGTCTC
CTTTCCAARAA
GTGGGAGGTC
TCCACGCTGT
ACGGTGCATT
CTATAGGCAC
CRCCCCCGCT
ACCATTATTG
CTICTTIGCCA
ACGGACTCTG
ACAACGCCGT
TCTCGGGTAC
AGCCCTGGTC
TGGAGGCCAG
TGGCGGTAGG

TATAGGTITAA
ATGTGCCECGG
TGAGACAATA
AACATTTCCG
ACCCAGAARC
ACATCGAACT
TTCCAATCGAT
CCGGGCRAGA
CACCAGTICAC
CCATAACCAT
AGGAGCTAAC

'AACCGGAGCT

TGGCAACAAC
AATTAATAGA
CGGCTGGCTG
TTGCAGCACT

GTCAGGCAAC

AGCATTGGTA
ATTTTTAATT
CTTARCGTGA
CTTGAGATCC
CAGCGGTIGGT
TCAGCRAGAGC
TCRAGAACTC
CTGCCAGTGG
AGGCGCAGCG
CCTACACCGA
GGAGRAAGGC
AGCTTCCAGG
TTGAGCGTCG
ACGCGGCCTT
CGTTATCCCC
GCCGCAGCCG
TACGCAAACC
TTCCCGACTG
AGGCACCCCA
GATARACAATT
ATCAATATTG
ATTGGCTCAT
TAATCAATTA
ACGCTAAATG
CGTATGTTCC
TACGGTAAAC
ATTGACGTCA
GACTTTCCTA
TTTTGGCAGT
CACCCCATTC
TGICGTAATA
TATATARGCA
TTTGACCTCC
GGADCGTGGA
ACCCCTTTGG
CCTITATGCTA
ACCACTCCCC
CAACTATCTC
TATTTTTACA
CCCCCGTGCC
GTGTICCGGA
CCATGCCTCC
ACTTAGGCAC
GTATIGTGTCT

Figura 1-2

TGTCATGATA
AACCCCTATT
ACCCTGATAA
TGTCGCCCTT
GCTGGTGAAA
GGATCTCAAC
GAGCACTTTT
GCARACTCGGT
AGAAAAGCAT
GAGTGATAAC
CGCTTITTTG
GAATGRAGCC
GTTGCGCAAA
CTGGATGGAG
GTTTATTIGCT
GGGGCCAGAT
TATGGATGAA
ACTGTCAGAC
TABAAGGATC
GTTTTCGTTC
TTTTTITCTG
TTGITIGCCG
GCAGATACCA
TGTAGCACCG
CGATAAGTCG
GTCGGGCTGA
ACTGAGATAC
GGACAGGTAT
GGGARACGCC
ATTTTTGTGA
TTTACGGTTC
TGATTCTGTG
AACGACCGAG
GCCTICTCCCC
GARAGCGGGC
GGCTTTACAC
TCACACAGGA
GCTATTGGCC
GTCCARTATG
CGGGGTCATT
GCCCGCCTCa
CATAGTAACG
TGCCCACTTG
ATGACGGTAA
CTTGGCAGTA
ACACCAATGG
ACGTCAATGG
ACcCcceCcce
GAGCTCGTTT
ATAGAAGACA
TTCCCCGTGC
CTCTTATGCA
TAGGTGATGG
TATTGGTGAC
TATIGGCTAT
GBATGGGGTC
CGCAGTTTTT
CATGGGCTCT
RGCGGCTCAT
AGCACAATGC
GAARATGAGC

ATAATGGTTT
TGTTTATITT
ATGCTTCAAT
ATTCCCTTTT
GTARAAGATG
AGCGGTAAGA
AAAGTTCTGC
CGCCGCATAC
CTTACGGATG
ACTGCGGCCA
CACAACATGG
ATACCRAACG
CTATTAACTG
GCGGATAAAG
GATARATCTG
GGTAAGCCCT
CGARATAGAC
CAAGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTGAGCGT
CGCGTAATCT
GATCAAGAGC
AATACTGTCC
CCTACATACC
TGICTTACCG
ACGGGGGGTT
CTACAGCGTG
CCGGTARGCG
TGGTATCTIT
TGCTCGTCAG
CTGGCCTTIT
GATAACCGTA
CGCAGCGAGT
GCGCGTTGGC
AGTGAGCGCA
TTTATGCTIC
AACAGCTIATG
ATTGCATACG
ACCGCCATGT
AGITCATAGC
TGACCGCCCA
CCAATAGGGA
GCAGTACATC
ATGGCCCGCC
CATCTACGTA
GCGTGGATAG
GAGTTTGTTT
GTTGACGCAA
AGTGARCCGT
CCGGGACCGA
CAAGAGTGAC
TGCTATACTG
TATAGCITAG
GATACTTTCC
ATGCCAATAC
CCATTTATTA
ATTRRACATA
TCTCCGGTAG
GGTCGCTCGG
CCACCACCAC
TCGGAGATTG
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5161
5221
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GGCTCGCACC
TGAGTTGTTG
GAGGGCAGTG
TGACAGACTA
CAATCATGGA
TCGTTTCGGC
TAAAGCAGTC
RAATGAATAT
ATGATGGATA

feiie). TN
TATTCTGATA
TAGTCTGAGC
ACAGACTGTT
TGCAXTGAAG
TAGCAATGAT
AGGTCGTCTT
CAACCTTTAT
TGTTTCCACC

TATTGTCTGG
ACGTTAATGA
TAGGTGGGAT
ATGAACAATT
CTCCAGCAGC
AAGAGCCGTG
GTAATACTTG
CTAAAGTTAR
TTAAGGATGA
CACGCTCTTIG
ACCCAGATCT
TGCCCCTCCC
TAAAATGAGG
GTGGGGCAGG

© GTGGGCTCTA

AATTCACTGG

* AATCGCCTTG

GATCGCCCTT
CTCCTTACGC
TCTGATGCCG
CGGGCTTIGTC

TCATTCTACT
TGTATTAGGG
TCCATACTCC
ACATCGTAAT
AGATGGTTAT
GATTCATCAT
CGATGAARAA
MAAGACAAATA
ATTATGAGGA
TGAGGGACAG
ACGTATGATIC
CCGTGCCTTC
AAATTGCATC
ACAGCAAGGE
TGGCTTCTGA
CCGTCGTTTT
CAGCACATCC
CCCAACAGTT
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TGGARGACTT
AGAGTCAGAG
AGTACTCGTT
CCTTTCCATG
AGAGGGCTCT
GATAAGTTAT
ATGCCAAGAG
GATCATGCAA
TCAATTAGTT
TATTATATAT
GCATACAGTC
CAAATATATG
AGGGGCTACA
GGATTGGCAG
GCACCGCCGG
ACCCAARGTC
TTTTCAGGCT
TCCTCGCAAT
AMATACAATC
AGCCTCGACT
CTTGACCCTG
GCATTIGTCTG
GCGAGGATTGEG
GGCGGARAGA
ACAACGTCGT
CCCTTTCGCC
GCGCAGCCTG

ATCTGTGCGG
CATAGTTAAG
TGCTCCCGGC

ATGTGTCAGA

GGTTTTCACC

TATTTCACAC
CCAGCCCCGA
ATCCGCTTAC
GTCATCACCG

Figura

ARGGCACCGE
GTBACTCCCG
GCTGCCGCGC
GGTCTTTTCT
GCTGTGTIGCT
ATCGGGCAGA
GACRGACTGA
GAGGAACTCA
TEAGAAGTGC
ATGTTATRGC
CTCATCCAGA
GATGGTATCG
GAGATAGATA
GTTTCCCTCS
GTTGTGGGAR
TAGGTGTARA
ATCAATCTGA
CCCTAGGAGG
AGGGGCAGTA
GTGCCTTCTA
GAAGGTGCCA
AGTAGGTGTC
GAAGACAATA
ACCAGCTGGE
GACTGGCGAAA
AGCTGGCGTA
AATGGCGAAT
CGCATATGGT
CACCCGCCAA
AGACLAGCTG
BAACGCGCGA

CRGAAGRACICORCGCRE

TTGCGGTGCT
GCGCCACCAG
GCAGTCACCG
GCTGCTGTIGT
TTCTAGACCT
GTACTTTGAC
GACGGGATTT
CCACTTAGTG
CACTGCACCC
TGAACAAGRA
AGTTCATTIT
TTACAGTAAC
GGAGCATAGA
TGCTCCAAGA
ATTCCTIGAC
TATTGATACA
ATTAGGCARG
TATGRATACT
GTTGCCAGCC
CTCCCACTGT
ATTCTATTCT
GCAGGCATGC
GCTCGACAGC
ACCCTGGCGT
ATAGCGAAGA
GGCGCCTGAT
GCACTCTCAG
CACCCGCTGA
TGACCGTCIC

GTTAACGGTG
ACATAATAGC
TCCAAGCTIG
GGAGCAGTCT
CCTGATGARA
CGAGGTACTC
GTTAGGCACG
GGTCAAACTA
AACATGITIA
GTTTCTGCTIT
GGGGTGCTTG
TTAGATATTG
GCTTIGGAGGG
TCATCGATGA
GAATACCAAT
CATAATAGAA
GGCTIGAGCT
CCATGGAGAA-
ATCTGITGTT
CCTTTCCTAA
GGGGGETCGG
TGGGGATCCG
TCGACTCTAG
TACCCAACTT
GGCCCGCACC
GCGGTATTTT
TACAATCTIGC
CGCGCCCTGA
CGGGAGCTGC
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Molécula: pPJV2003, 5589 bps ADN circular

Nome Arquivo: pPJV2003.cm5,

Descricdo: Ligacdo de frag. de CTB cortado com Nhe Bam no Vector
Nhe Bam 7054

Notas:

Caracteristicas da Molécula:

Tipo Inicio Fim Nome Descricao

REGIAO 2242 3060 CMVpro

REGIAD 3061 3884 introna

GENE 3906 3969 TPAsigCDS'

GENE 3975 4286 CTA CDS

REGIAD 4394 4690 bGHpA

Enzimas (16 sitios)
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Figura 2-1
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GACGAAAGGG
CTTAGACGTC
TCTRAATACA
AATATTGAAA
TTGCGGCATT
CTGRAAGATCA
TCCTTGAGAG
TATGTGGCGC
ACTATTCTCA
GCATGACAGT
ACTTACTTICT
GGGATCATGT
ACGAGCGTGA
GCGAACTACT
TTGCAGGACC
GAGCCGGTGA
‘CCCGTATCGT
AGATCGCTGA
CATATATACT
TCCTITTITGA

CAGACCCCGT .

GCTGCTTGCA
TACCAACTCT
TTCTAGTGTA
TCGCTCTGCT
GGTTGGACTC
CGTGCACACA
AGCATTGAGA
GCAGGGTCGG
ATAGTCCTGT
GGGGGCGGAG
GCTGGCCTTT
TTACCGCCTT
CAGTGAGCGA
CGATTCATTA
ACGCAATTRA
CGGCTCGTAT
ACCATGATTA
TIGTATCTAT
TCACATTCGAT
CCATATATGG
ACGACCCCCG
CTTTCCATTG

ARGTGTATCA:

TGGCATTATG
TTAGTCATCG
CGGTTIGACT
TGGCACCAAA
ATGGGCGGTA
CAGATCGCCT
TCCAGCCTCC
GTAAGTACCG
TTTTTGGCTT

CCTATAGGTS

ATTACTAATC
TCTGTCCTITC
TTTACAAATT
GCGTGGGATC
CGGCGGAGCT
CAGCTCCTTG
CAGTGTGCCG

CCTCGTGATA

-5/26-

CGCCTATTTT TATAGGTTAA TGTCATGATA

AGGTGGCACT
TTCAAATATG
AAGGAARGAGT
TTGCCTTCCT
GTTGGGTGCA
TTTTCGCCCC
GGTAITATCC
GAATGACTTG
AAGAGRATTA
GACRACGATC
BACTCGCCTT.
CACCACGATG
TACTCTAGCT
ACTTCTGCGC
GCGTGGGTCT
AGTTATCTAC
GATAGGTGCC
TTAGATTGAT
TAATCTCATG
AGAAAAGATC
AACAAAMAAAD,
TTTTCCGAAG
GCCGTAGTTA
AATCCTGTTA
AAGACGATAG
GCCCAGCTTG

AAGCGCCACG'

AACAGGAGAG
CGGGTTTCGC
CCTATGGAAA
TGCTCACATG

TGAGTGAGCT -

GGAAGCGGAA
ATGCAGCTGG
TGTGAGITAG
GTTGIGTGGA
CGCCAAGCTA
ATCATAATAT
TATTCACTAG
AGTTCCGCGT
CCCATTGACG
ACGTCARTCGG
TATGCCAACT
CCCAGTACAT
CTATTACCAT
CACGGGGATT
ATCAACGGGA

GGCGTGTACG -

GGAGACGCCA
GCGGCCGEGA
CCTATAGACT
GGGGCCTATA
TGGGTTATTC

.CATAACATGG

AGAGACTGAC
CACATATACA
TCCACGCGAA
TCCACATCCG
CTCCTAACAG
CACAAGGCCG

TTTCGGGGAA
TATCCGCTCA
ATGAGIATIC
GTTTTIGCTC
CGAGTEGGETT
GARAGAACGIT
CGTATIGACG
GTTGAGTACT
TGCAGIGCTIG
GGAGGACCGA
GATCGTIGGG
CCTGTAGCRA
TCCCGGCAAC
TCGGCCCTTC
CGCGGTATCA
ACGACGCGCGA
TCACTGATTA
TTAAARCTTC

- ACCARAATCC

AAAGGATCTT
CCACCGCTAC
GTAACTGGCT
GGCCACCACT
CCAGTGGCTG
TTACCGGATA
GAGCGAACGA
CTTCCCGARG
CGCACGAGGG
CACCTCTGAC
AACGCCAGCA
TTCTTTCCTG
GATACCCCTC
GAGCGCCCAA
CACGRCAGGT
CTCACTCATT
ATTGTGAGCG
GTCGACATAA
GTACATTTAT
TTATTAATAG
TACATAACTT
TCAATAATGA
GTGGAGTATT
CCGACCCCCT
GACCTTACGG
GGETGATGCGG
TCCAAGTCTC
CTTTCCAARA
GTGGGAGGTC
TCCACGCTGT
ACGGTGCATT
CTATAGGCAC
CACCCCOGCT
ACCATTATTC
CTCTTTGCCA
ACGGACTCTG
ACAACGCCCT
TCTCGEGTAC
AGCCCIGGTC
TGGAGGCCAG
TGGCESTACS

ATGTGCGCGG
TGAGRCAATA
AACATITCCG
ACCCAGAAAC
ACATCGAACT
TTCCAATGAT
CCGGGCAAGA
CACCAGTCAC
CCATAACCAT
AGGAGCTAAC
RACCGGAGCT
TGGECARCAAC
AATTAATAGA
CGGCTGGCTG
TTGCAGCACT
GTCAGGCAAC
AGCATTGGTA
ATTTTTAATT
CTTAACGTGA
CTTGAGATCC
CAGCGGTGGT
TCAGCAGRGC
TCAAGAACTC
CTGCCAGIGG
AGGCGCAGCG
CCTACACCGA
GGAGAAAGGC
AGCTTCCAGG
TTGAGCGTICG
ACGCGGCCTT
CGITATCCCC
GCCGCAGCCG
TACGCAAACC
TTCCCGACTG
AGGCACCCCA
GATAACAATT
ATCAATATTIG
ATTGGCTCAT
TAATCAATTA
ACCGTAAATG
CGTATGTTCC
TACGGTAAAC
ATTGACGTCA
GACTTTCCTA
TTTTGGCAGT
CACCCCATTG
TGTCGTAATA

TATATAAGCA'

TTTGACCTCC
GCAACGCGGA
ACCCCTTTGG
CCTTATCCTA
RCCACTCCCC
CAACTATCTC
TATTTTTACA
CCCCCeTCCC
GTGTTCCGGA
CCATGCCTCC
ACTTAGGCAC
GTATGTGTCT

Figura 2-2

RACCCCTATT
ACCCTGATAR
TGTCGCCCTT
GCTGGTGAAA
GGATCTCAAC
GAGCACTTTT
GCAACTCGGT
AGRAAAGCAT
GAGTGATAAC
CGCTTTTTIG
GRATGAAGCC
GTTGCGCAAR
CTGGATGGAG
GTTTATTGCT
GGGGCCAGAT
TATGGATGAA
ACTGTCAGAC
TAAAAGGATC
GTTTTCCTTC
TTTTTTTCTIG
TTGTTTGCCG
GCAGATACCHE
TGTAGCACCG
CGATAAGTCG
GTCGGGCTGA
ACTGAGATAC
GGACAGGTAT
GGGAAACGCC
ATTTITGTGA
TTTACGGTTC
TGATTCTGTG
AACGACCGAG
GCCTCTCCCC
GRAAGCGGGC
GGCTTTACAC
TCACACAGGA
GCTATTGGCC
GTCCAATATG
CGGGGTCATT
GCCCGCCTCG
CATAGTAACG
TGCCCACTIG
ATGACGGTAA
CTTGGCAGTA
ACACCAATGG
ACGICARTGG
ACCCCGCCCC
GAGCTCCGTTT
ATAGAAGACA
TTCCCCCTGC
CTCTTATGCA
TAGGTGATGG
TATTGCTGAC
TATTGGCTAT

GGATGGGGTC-

CCGCAGTTTTT
CATGGGCTCT
AGCGGCTCAT
AGCACAATIGC
GARAATGAGC

ATAATGGTTT
TGTTTATTTT
ATGCTTCAAT
ATTCCCTTTT
GTAMAAGATG
AGCGGTAAGA
AAAGTTCTGC
CGCCGCATAC
CTTACGGATG
ACTGCGGCCA
CACAACATGG
ATACCAAACG
CTATTAACTG
GCGGATAAAG
GATARATCTG
GGTAAGCCCT
CGRARTAGAC
CAAGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTGAGCGT
CGCCTAATCT
GATCAAGAGC
AATACTGTCC
CCTACATACC
TGTCTTACCG *
ACGGGGGGTT -
CTACAGCGTG
CCGGTARGCG
TGGTATCTTT
TGCTCGTCAG
CTGGCCTTTT
GATAACCGTA
CGCAGCGAGT
GCGCGTTGGC
AGTGAGCGCA
TTTATGCTTC
AACAGCTATG
ATTGCATACG
ACCGCCATGT
AGTTCATAGC
TGACCGCCCA
CCRAATAGGGA
GCAGTACATC
ATGGCCCGCT
CATCTACGTA
GCGTGGATAG
GAGTTTGTTT
GTTGACGCAA
AGTGAACCET
CCGGGACCGA
CAAGAGTGAC
TGCTATACTG
TATAGCTTAG
GATACTTTICC
ATGCCAATAC
CCATTTATTA
ATTAAACATA
TCTCCGGTAG
GGTCGCTCGG
CCACCACCAC
TCGGAGATTG



3661
3721
3781
3841l -
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681.
4741
4801
4861
4921
4981
5041

GGCTCGCACC
TGAGTTGTTG
GAGGGCAGTG
TGACAGACTA
CAATCATGGA
TCGTTTCGGC
AMATATATAC
AGATGGCTAT
AACATATAGA
ATCTTACTGA
TTGCCGCAAT
GCTTGAGCTC
CATGGAGAAAN
TCTGTTGTTIT
CTTTCCTAAT
GGGGGTGGGG
GGGGATGCGG
CGACTCTAGA
ACCCARACTTA
GCCCGCACCG
CGGTATTTTC
ACAATCTGCT
GCGCCCTGAC
GGGAGCTGCA

o ¥i¥fcnca
TATTCTGATA
TAGTCTIGAGC
ACAGACTGTT
TGCAATGAAG
TAGCACACCT
GCTARATGAT
CATTACTTTT
TTCACAAARA
AGCTARAGTC
TAGTATGGCA
ACGCTCTTGT
CCCAGATCTA
GCceeTecee
AAAATGAGGA
TGGGGCAGGA
TGGEGCTCTAT
ATTCACTGGC
ATCGCCTTGC
ATCGCCCTTC
TCCTTACGCA
CTGATGCCGC
GGGCTTGTCT
TGTGTCAGAG

-6/26-

TGGAAGACTT
AGAGTCAGAG
AGTACTCGTT
CCTTTCCATG
AGAGGGCTCT
CAARATATTA
AAGATATTTT
ARGAATGGTG
AAAGCCATTG
GAARAGTTAT
AATTAAGGAT
GAGGGACAGA
CGTATGATCA
CGTGCCTTCC
BATTGCATCS
CAGCRAGGGG
GGCTTCTGAG
CGTCGITTTA
AGCACATCCC
CCAACAGTTG
TCTGTGCGET
ATAGTTAAGC
GCTCCCGGCA
GTTITCACCG

Figura

AAGGCAGCGE™
GTAACTCCCG
GCTGECAGCGC
GGTCTTTICT
GCTIGTGTGCT
CTGATTIGTG
CGTATACAGA
CAATTTTTCA
AAAGGATGAA
GTGTATGGAA
CCTCGCAATC
AATACAATCA
GCCTCGACTG
TTGACCCTGG
CATIGTCTGA
GAGGATTGGG
GCGGAAAGAA
CARCGTCGTG
CCTTTCOGCCA
CGCAGCCTGA
ATTTCACACC
CAGCCCCGAC
TCCGCTTACA
TCATCACCGA

cacAnBA Wt cide
TTGCGGTGCT GTTAACGGTG
GCGCCACCAG ACATAATAGC
GCAGTCACCG TCCAMAGCTIG
GCTGCTGTGT GGAGCAGTCT
TGCAGAATAC CACAACACAC
ATCTCTAGCT GGAAABRAGAG
AGTAGARGTA CCAGGTAGTC
GGATACCCTG AGGATTGCAT
TAATAAAACG CCTCATGCGA
CCTAGGAGGA TTAGGCAAGS
GGGGCAGTAT ATGAATACTC
TGCCTICTAG TTGCCAGCCA
AAGGTGCCAC TCCCACTGTC
GTAGGTGTCA TTCTATTCTG
AAGACAATAG CAGGCATGCT
CCAGCTGGGGE CTCGACAGCT
ACTGGGAARA CCCTGGCGTT
GCTCGCCTAA TAGCGAAGAG,
ATGGCGRATG GCGCCTGATG
GCATATGGTG CACTCTCAGT
ACCCGCCAAC ACCCGCTGAC
GACAAGCTGT GACCGTCTCC
AACGCGCGA



-7/26-

§249,Narl,
5249 Kasl}
-~ 5209Ehei}

5088,EcaRl,

47938,
4666,BamH,

4533.Clal.

1000

CTA-KDEL CDSpP JV2006

4000
TPASigCDS' 5488 bps

3969,Nhet
3894 Mind!ll .-
3879,Pstl

intronA

- e
3108 Nsil. :
S s Spel, 2356

Molécula: pPJV2006, 5488 bps ADN circular

Nome Arquivo: pPIV2006.cm5,

Descricdo: Ligacdo de frag. de CTA-KDEL PCR cortadoc com Nhe Bam
no Vector Nhe Bam 7054

Notas:

Caracteristicas da Molécula:

Tipo Inicio Fim Nome Descricao

REGIAD 2242 3060 CMVpro

REGIAD 3061 3884 introna

GENE 3506 3969 TPAsigCDS'

GENE 3975 4285 CTA CDS

REGIAD 4394 5089 bGHpA

Enzimas (15 sitios)

Neit s, pex  ets,  mimarz Geed,  Nher 3969
Clal 4553, BamHI 4686, BglII 4793, EcoRI 5088

Figura 3-1



121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
- 2401
2461

2521

2581
2641
2701
2761
2821
2881

2941 -

3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601

GACGARARAGGG
CTTAGACGTC
TCTARATACA
AATATTGARA
TTGCGGCATT
CTGAAGATCA
TCCTTGAGAG
TATGTGGCGC
ACTATTCTCA
GCATGACAGT
ACTTACTTCT
GGGATCATGT

- ACGAGCGTGA

GCGAACTACT
TTGCAGGACC

.. GAGCCGGTGA
CCCGTATCGT-

AGATCGCTGA
CATATATACT
TCCTITTTGA
CAGACCCCGT
GCTGCTTGCA
TACCAACTCT
TTCTAGIGTA
TCGCTCIGCT
GGTTGGACTC
CGTGCACACA
AGCATTGAGA
GCAGGGTCGG
ATAGTCCTGT
GGGGGCGGAG
GCTGGCCTTT
TTACCGCCTT
CAGTGAGCGA
CGATTCATTA
ACGCAATTAA
CGGCTCGTAT
ACCATGATTA
TTGTATCTAT
TGACATTGAT
CCATATATGG
ACGACCCCCG
CTTICCATTG
ARGTGTATCA
TGGCATTATG

TTAGTCATCG

CGGTTTGACT
TGGCACCAAR
ATGGGCGGTA
CAGATCGCCT
TCCAGCCTCC
GTAAGTACCG
TTTTTGGCTT
CCTATAGGTG
ATTACTAATC
TCTGTCCTTC
TTTACAAATT
GCGTGGGATC
CGGCGGAGCT
CAGCTCCTTG
CAGTGTGCCG

CCICGTGATA
AGGTGGCACT
TTCAAATATG
ARGGAAGAGT
TTGCCTTCCT
GTTGGGTGCA
TTTTCECCCC
GGTATTATCC
GAATGACTIG
AAGRGRATTA
GACAACGATC
AACTCGCCTT
CACCACGATG
TACTCTAGCT
ACTTCTGCGC
GCGTGGGTCT
AGTTATCTAC
GATAGGTGCC
TTAGATTGAT
TAATCTCATG
AGABAAGATC
AACAAARARA
TTTTCCGAAG
GCCGTAGTTA
AATCCTGTTA
ARGACGATAG
GCCCAGCTTG
AAGCGCCACG
AACAGGAGAG

CGGGTTTCGC

CCTATGGAAA
TGCTCACATG
TGAGTGAGCT
GGAAGCGGAA
ATGCAGCTGG
TGTGAGTTAG
GTTGIGTGGA
CGCCARGCTA
ATCATAATAT
TATTGACTAG
AGTTCCGCGT
CCCATTGACG
ACGTCAATGG
TATGCCARGT
CCCAGTACAT
CTATTACCAT
CACGGGGATT
ATCAACGGGA

GGCGTGTACG.

GGAGACGCCA
GCGGCCGGGA
CCTATAGACT
GGGGCCTATA
TGGGTTATTG
CATAACATGG
AGAGACTGAC
CACATATACA
TCCACGCGAA
TCCACATCCG
CTCCTAACAG
CACARGGCCG

-8/26-

CGCCTATTTT
TTTCGGGGAA
TATCCGCTCA
ATGAGTATTC
GTTTTIGCTC
CGAGTGGGTT
GAAGAACGTT
CGTATTGACG
GTTGAGTACT
TGCAGTGCTG
GGAGGACCGA
GATCGTTGGG
CCTGTAGCAA
TCCCGGCAAC
TCGGCCCTTC
CGCGGTATCA
ACGACGGGGA
TCACTGATTA
TTAAAACTTC
ACCARAATCC

'ABRAGGATCTT

CCACCGCTAC
GTAACTGGCT
GGCCACCACT
CCAGTGGCTG

“"TTACCGGATA

GAGCGAACGA
CTTCCCGRAG
CGCACGAGGS
CACCTCTGAC
AACGCCAGCA
TTCTTTCCTG

-GATACCGCTC

GAGCGCCCAR
CACGACAGGT
CTCACTCATT
ATTGTGAGCG
GTCGACATAA
GTACATTTAT
TTATTAATAG
TACATAACTT
TCAATAATGA
GTGGAGTATT
CCGGCCCCCT
GACCTTACGG
GGTGATGCGG
TCCAAGTCTC
CTTTCCARAA
GTGGGAGGTC
TCCACGCTGT
ACGGTGCATT
CTATAGGCAC
CACCCCCGCT
ACCATTATTG
CTCTTTGCCA
ACGGACTCIG
ACRACGCCGT
TCTCGGGTAC
AGCCCTGGTC
TGGAGGCCAG
TGGCGGTAGG

TATAGGTTAA
ATGTGCGCGG
TGAGACAATA
ARCATTTCCG
ACCCAGAAAC
ACATCGAACT
TICCAATGAT
CCGGGCAAGA
CACCAGTCAC
CCATAACCAT
AGGAGCTAAC
BAACCGGAGCT
TGGCAACAAC
AATTAATAGA
CGGCTGGCTG
TIGCAGCACT
GTCAGGCAAC
AGCATTGGTA
ATTTTTAAIT

CTTRACGTGA’

CTTGAGATCC
CAGCGGTGGT
TCAGCAGAGC
TCAAGAACTC
CTCCCAGTGG
AGGCGCAGCG
CCTACACCGA
GGAGAAAGGC
AGCTTCCAGG
TTGAGCGTCG
ACGCGGCCTT
CGTTATCCCC
GCCGCAGCCG

TACGCRAAACC'

TTCCCGACTG
AGGCACCCCA
GATAACAATT
ATCAATATTG
ATTGGCTCAT

“TAATCAATTA

ACGGTAAATG
CGTATGTTICC
TACGGTAAAC
ATTGACGTCA
GACTTTCCTA
TTTTGGCAGT
CACCCCATTG
TGTCGTAATA
TATATAAGCA
TTTGACCTCC
GGAACGCGGA
ACCCCITTGG
CCITATGCTA
ACCACTCCCC
CAACTATCTC
TATTITTACA
CCCCCETGCC
GTGTTCCGGA
CCATGCCTCC
ACTTAGGCAC
GTATGIGTCT

Figura 3-2

TGTCATGATA
RACCCCTATT
ACCCTGATAA
TGTCGCCCTT
GCTGCTGARA
GGATCTCAAC
GAGCACTTTT
GCAACTCGGT
AGARAAGCAT
GAGTGATAAC
CGCTTTTTIG
GAATGAAGCC
GTTGCGCARA
CTGGATGGAG
GTTTATTGCT
GGGGCCAGAT
TATGGATGAA
ACTGTCAGAC
TAAAAGGATC
GTTTTCGTTC
TTTTTTICTC
TTGTTTGCCG
GCAGATACCA
TGTAGCACCG
CGATAAGTCG
GTCGGGCTGA
ACTGAGATAC
GGACAGGTAT
GGGAAACGCC
ATTTTTGTGA
TTTACGGTIC
TGATTCTGTG
AACGACCGAG
GCCTCTCCCS
GRARGCGGGC
GGCTTTACAC
TCACACAGGA
GCTATTCECS
GTCCAATATG
CGGGSTCATT
GCCCGCCTCE
CATAGTAACG
TGCCCACTTG
ATGRCGGTAA
CTTGGCAGTA
ACACCAATGG
ACGTCAATEE
ACCCCECCeT
GAGCTCGTTT
ATAGRAGACA
TTCCCCGTGE
CTCTTATGCA
TAGGTGATGG
TATTGGTGAC
TATTGGCTAT
GGATGGGGTC
CGCAGTTTTT
CATGGGCTCT
AGCCGGCTCAT
AGCACAATGC
GRAAATGAGC

ATARTGGTTT
TGTTTATTTT
ATGCTTCAAT
ATTCCCTTTT
GTARAAGATG
AGCGGTAAGA
AAAGTTCTGC
CGCCGCATAC
CTTACGGATG
ACTGCGGCCA
CACRACATGG
ATACCAAACG
CTATTAACTG
GCGGATARAG
GATAAATCTG
GGTARGCCCT
CGARATAGAC
CARGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTGAGCGT
CGCGTAATCT
GATCAAGAGC
AATACTGTCC
CCTACATACC
TGTCTTACCG
ACGGGGGGTT
CTACAGCGTG
CCGGTAAGCG
TGGTATCITT
TGCTCGTCAG
CTGGCCTTTT
GATAACCGTA
CGCAGCGAGT
GCGCGTTGEC
AGTGAGCGCA
TTTATGCTTC
AACAGCTATG
ATTGCATACG
ACCGCCATGT
AGTTCATAGC
TGACCGCCCA
CCAATAGGGA
GCAGTACATC
ATGGCCCECC
CATCTACGTA
GCGTGGATAG
GAGTTTGTTT
GTTGACGCAR
AGTGAACCGT
CCGGGACCGA
CAAGAGTGAC
TGCTATACTG
TATAGCTTRAG
GATACTTTCC
ATGCCAATAC
CCATTTATTA
ATTAMACATA
TCTCCGGTAG
GGTCGCTCAG
CCACCACCAC
TCGGAGATTG



3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921

4981

5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461

GGCTCGCACC
TGAGTTGTTG
GRGGGCAGTG
TGACAGACTA
CAATCATGGR
TCGTTTCGGC
TAAAGCAGTC
AAATGAATAT
ATGATGGATA
TATTGTCTGG
ACGTTAATGA
TAGGTGGGAT
ATGAACAATT
CTCCAGCAGC
AAGAGCCGTG
GTAATACTTG
CTAAAGTTAA
TTTGAGGATC
AGGGACAGAA
GTATGATCAG
GTGCCTTCCT
ATTGCATCGC
AGCAAGGGGCG

- GCTTCTGAGG

GTCGTTTTAC
GCACATCCCC
CAACAGTTCC
CTGTGCGETA
TAGTTAAGCC
CTCCCGGCAT
TTTTCACCGT

cTal  hca
TATTCTGATA
TAGTCTGAGC
ACAGACTGTT
TGCARTGAAG
TAGCAATGAT
AGGTGGTCTT
CAACCTTTAT
TGTTICCACC
TCATTCTACT
TGTATTAGGG
TCCATACTCC
ACATCGTAAT
AGATGGTTAT
GATTCATCAT
CGATGARAAR
AAGACARATA
CTCGCAATCC
ATACAATCAG
COTCGACTAT
TGACCCTGGA
ATTGTCTGAG
AGGATTGGGA
CGGAAAGAAC
AACGTCGTGA
CTTTCGCCAG
GCAGCCTGAA
TTTCACACCG
AGCCCCGACA
CCGCTTACAG
CATCACCGAA

I3

-9/26-

TGGAAGACTT
AGAGTCRGAG
AGTACTCGIT
CCTITICCAIG
AGAGGGCTCT
GATAAGTTAT
ATGCCARGAG
GATCATGCRA
TCAATTAGIT
TATTATATAT
GCATARCAGTC
CAAATATATG
BGGGGCTACA
GGATTGGCAG
GCACCGCCGG
ACCCARAGTC
TTTTCAGGCT
CTAGGAGGAT
GGGCAGTATA
GCCTTCTAGT
AGGTGCCACT
TAGGTGICAT
AGACRATAGC
CAGCTGGGGC
CTGGGAAAAC
CTGGCGTAAT
TGGCCGAATGG
CATATGGTGC
CCCGCCAACAH

ol
AAGGCAGCGGCAGAR gl
aTancreccd THECGETEE.

GCTGCCGRGT
GGTCTTTTCT
GCTGTGTGCT
ATCGGGCAGA
GACAGAGTGA
GAGGAACTCA
TGAGAAGTGC
ATGTTATAGC
CTCATCCAGA
GATGGTATCC
GAGATAGATA
GTTTCCCTCC
GTTGTGGGAA
TAGETGTAAA
ATCAATCTGA
TAGGCAAGGG
TGAATACTCC
TGCCAGCCAT
CCCACTGTCC
TCTATTCIGG
AGGCATGCTG
TCGACAGCTC
CCTGGCGTTA
AGCGARGAGG
CGCCTGATGC
ACTCTCAGTA
CCCGCTGACG

ACAAGCTGTG
ACGCGCGA

Figura

ACCGTCTCCG

3-3

GCGCCACCAG
GCAGTCACCG
GCTGCTGTGT
TTCTAGACCT
GTACTTTGAC
GACGGGATTT
CCACTTAGTG
CACTGCACCC
TGAACAAGAA
AGTTCATTTT
TTACAGTAAC
GGAGCATAGA
TGCTCCAAGA
ATTCCTTGAC
TATTGATACA
CTTGAGCTCA
ATGGAGARAC
CIGTTGTTTG
TTTCCTAATA
GGGGTGGGGT
GGGATGCGGT
GACTCTAGAA
CCCAACTTAA
CCCGCACCGA
GGTATTTTCT
CAATCTGCTC
CGCCCTGACG
GGAGCTGCAT

GEAGGEAGO Ty
S Racocie
ACATRATAGC
TCCRAGCTTG
GGAGCAGTCT
CCTGATGAAA
CGAGGTACTC
GTTAGGCACG
GGTCAAACTA
AACATGTTTA
GTTITCTGCTT
GCGCTCCTITC
TTAGATATTG
GCTTGGAGGG
TCATCGATGA
GAATACCRAAT
CATAATAGAA
CGCTCTTGTG
CCAGATCTAC
CCceTeecee
ADATGAGGAA
GGGGCAGGAC
GGGCICTATIG
TTCACTGGRCC
TCGCCTTGCA
TQGCQCTTCC
CCTTACGCAT
TGATGCCGCA
GGCTYCTCTG
GTGTCAGAGG

jl



-10/26-

5261 Nad
5261 Kasl;
szaLEhmg

4405,Bglll.
4598 Bamihl,_

LTACDS  nPJV2004

4000
. TPAsigcDs o000 BPS
3969,Nhei

agr9,Pstl”
2000

infronA -
Peil, 1878

'Spel,2356

306Ns8 ¢
3009,5ach

Molécula: pPJV2004, 5500 bps ADN circular

pPJV2004.cm5,

Descricgdo: Ligacdo da Insercdo de LTA Nhe-Bam no Vector Nhe Bam
7054

Notas:

Nome Arquivo:

Caracteristicas da Molécula:

Tipo
REGIAO
REGIAD
GENE
GENE
REGIAD
Enzimas
Pcil

Sacll
BamiI

Inicio
22472

3061

3906

3975

4805

(13 sitios)
Sall

Nsil
BglII

1876,
3009,
4698,

Fim

3060
3884
3969
4697
5101

Nome
CMVpro
intronaA
TPAsigCDS'
CTA CDS
bGHpA

Descricéo

2266,
1879,
8261,

Mscl
EstI
Ehel

Spel
Nhel
KasI

Figura 4-1

2356
3969
5261



121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
‘1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

2341

2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
" 3541
3601

GACGAAAGGG
CTTAGACGTC
TCTAZATACA
AATATTGAAA
TTGCGGCATT
CTGAAGATCA
TCCTTGAGAG
TATGTGECGC
ACTATTCTCA
GCATGACAGT
ACTTACTTCT
GGGATCATGT
ACGAGCGTGA
GCGAACTACT
TTGCAGGACC
GAGCCGGTGA
CCCGTATCGT
AGATCGCTGA
CATATATACT

- TCCTTTTTGA

CRAGACCCCGT
GCTGCTTGCA
TACCAACTCT
TTCTAGTGTA
TCGCTCTGCT
GGTTGGACTC
CGTGCACACA
AGCATTGAGA
GCAGGGTCGC
ATAGTCCIGT
GGGGGCGGAG
GCTGGCCTIT
TTACCGCCTT

'CAGTGAGCGA

CGATTCATTA
ACGCAATTAA
CGGCTCGTAT
ACCATGATTA
TTIGTATCTAT
TGACATTGAT
CCATATATGG
ACGACCCCCG
CTITCCATTG
AAGTGTATCA
TGGCATTATG
TTAGTCATCG
CGGTTIGACT
TGGCACCAAA
ATGGGCGGTA
CAGATCGCCT
TCCAGCCTCC
GTAAGTACCG
TTTTIGGCTT
CCTRTAGGTG

. ATTACTAATC

TCTGCTCCTTC
TTTACARATT
GCGTGGGATC
CGGCGGAGCT
CAGCTCCTIC
CAGTGTGCCG

CCTCGTGATA
AGGTGGCACT
TTCAARATATG
AAGGAAGAGT

-11/26-

CGCCTATTTT
TTTCGGGGAA
TATCCGCTCA
ATGAGTATTC

TTGCCTITICCT
QTTGGGTIGCA
TTTTCCCCCC
GGTATTIATCC
GAATGACTTG
AAGAGRATTA
GACAACGATC
AACTCGCCTT
CACCACGATG
TACTCIRGCT
ACTTCIGCGC
GCGTGGGETCT
AGTTATICTAC
GATAGGTGCC
TTAGATTGAT
TAATCTCATG
AGAAARGATC
AACAAARAAA
TTTTCCGAAG
GCCGTAGTTA
AATCCTGTITA
ARGACGATAG
GCCCAGCTTG
AAGCGCCACG
AACAGGAGAG
CGGGTTTCGC
CCTATGGAAA
TGCTCACATG
TGAGTGAGCT
GGAAGCGGAA
ATGCAGCTGG
TGIGAGTTAG
GTTGTGTGGA
CGCCAAGCTA
ATCATAATAT
TATTGACTAG
AGTTCCGCGT
CCCATTGACG
ACGTCAATGG
TATGCCAAGT
CCCAGTACAT
CTATTACCAT
CACGGGGATT
ATCAACGGGA
GGCGTGTACG
GGAGACGCCA
GCGGCCGGGA
CCTATAGACT
GGGGCCTATA
TGGGTTATTG
CATAACATGG
AGAGACTGAC
CACATATACA
TCCACGCGAA
TCCACATCCG
CTCCTAACAG
CACAAGGCCG

GTTTTIGLIC
CGAGTGGGTIT
GAAGAACGIT
CGTATTGACG
GTTGAGTACT
TGCAGTCCTG
GGAGGACCGA
GATCGTTGGG
CCTGTAGCAA
TCCCGGCRAC
TCGGCCCTTC

CGCGGTATCA,

ACGACGGGCA
TCACTGATTA
TTAAARCTTC

ACCARAATCC.

BARGGATCTT
CCACCGCTAC
GTAACTGGCT
GGCCACCACT
CCAGTGGCTG
TTACCGGATA
GAGCGAACGA
CTTCCCGARG
CGCACGAGGG
CACCTCTGAC
RACGCCAGCA
TTCTTICCTG
GATACCGCTC
GAGCGCCCAA
CACGACAGGT
CTCACTCATT
ATTGTGAGCG
GTCGACATAA
GTACATTTAT
TTATTAATAG
TACATAACTT
TCAATAATGA
GTGGAGTATT
CCGGCCCCCT
GACCTTACGG
GGTGATGCEG
TCCAAGTCTC
CTTTCCAAAA
GTCGGAGGTC
TCCACGCTGT
ACGGTCCATT
CTATAGGCAC
CACCCCCGCT
ACCATTATTG
CTCTTTGCCA
ACGGACTCTG
ACBRACGCCGT
TCTCCGGETAC
AGCCCTGGTC
TGGAGGCCAG
TGGCGGTIAGG

TATAGGTTAA
ATGTGCGCGG
TGAGACRATA
AACATTTCCG
ACCCAGAAAC
ACATCGAACT
TTCCAATGAT
CCGGGCAAGA
CACCAGTCAC
CCATAACCAT
AGGAGCTAAC
AACCGGAGCT
TGGCAACAAC
AATTAATAGA
CGGCTGGCTG
TTGCAGCACT
GTCAGGCAAC
AGCATTGGTA
AITTTTAATT
CTTAACGTGA
CTIGAGATCC
CAGCGGTGGT
TCAGCAGAGC
TCAAGAACTC
CIGCCAGTGG
AGGCGCAGCG
CCTACACCGA
GGAGAAAGGC
AGCTTCCAGG
TTGAGCGTICG
ACGCGGCCIT
CGTTATCCCC
GCCGCAGCCG
TACGCAAACC
TTCCCGACIG
AGGCACCCCA
GATAACAATT
ATCAATATIG
ATTGGCTCAT
TAATCAATIA
ACGGTARATG
CGTATGTTICC
TACGGTAAAC
ATTGACGTCA
GACTTTCCTA
TTTTGGCAGT
CACCCCATTG
TGTCGTAATA
TATATAAGCA
TTTGACCTCC
GGAACGCGGA
ACCCCTTTGG
CCTTATGCTA
ACCACTCCCC
CAACTATCTC
TATTTTTACA
CCCCCGTGCC
GTGTTCCGCA
CCATGCCTCC
ACTTAGGCAC
GTATGTGTCT

Figura 4-2

TGTCATGATA
ARCCCCTATT
ACCCTGATAA

ATAATCCTTT
TGTTTATTIT
ATGCTTCAAT

TGTCGCCCTT
GCTGGTGAARA
GGATCTCRAC
GAGCACTTTT
GCAACTCGGT
AGRAAAGCAT
GAGTGATAAC
CGCTTTTTIC
GAATGAAGCC
GTTGCGCAAA
CTGGATGGAG
GTTTATIGCT
GGGGCCAGAT
TATGGATGAA
ACTGTCAGAC
TAAAAGGATC
GTTTTICGTIC
TTTTTTICIG
TTGTTTGCCG
GCAGATACCA
TCGTAGCACCG
CGATAAGTCG
GTCGGGCTGA
ACTGAGATAC
GGACAGGTAT
GGGARAACGCC

ATTCCCTTTT
GTAAAAGATG
AGCGGTAAGA
AAAGTTCTGC
CGCCGCATAC
CTTACGGATG
ACTGCGGCCA
CACAACATGC
ATACCAAACG
CTATTAACTG
GCGGATAAAG
GATAAATCTG
GGTARGCCCT
CGRAATAGAC
CAAGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTCGAGCGT
CGCGTAATCT
GATCAAGAGC
AATACTGTCC
CCTACATACC
TGTCTTACCG
ACGGGGGGTT
CTACRGCGTG
CCGGTAAGCG
TGGTATCTTT

ATTTTTGTGA
TTTACGGTTC
TGATTCIGTG
ARCGACCGAG
GCCTCTCCCC
GAAAGCGGGC
GGCTTTACAC
TCACACAGGA
GCTATTGGCC
GTCCAATATG
CGGGGTCATT
GUCCECCTCe
CATRAGTAACG
TGCCCACTTE
ATGACGGTAA
CTTGGCAGTA
ACACCAATGG
ACGTCAATGG
Acccoeeeee
GAGCTCGTTT
ATAGAAGACA
TTOCCCGTGC
CTCTTATGCA
TAGGTGATGG
TATTGGTGAC
TATTGGCTAT
GEATGGGETC
CGCAGTTTTT
CATGGGCTCT
AGCGGCTCAT
AGCACAATGC
GAARRTGAGC

TGCTCGTCAG
CTGGCCTTTT
GATAACCGTA

AGTTCATAGC
TGACCGCCCA
CCAATAGGGA
GCAGTACATC
ATGGCCCGCC
CATCTACGTA
GCGTGGATAG
GRGTTTGTIT
GTTGACGCRA
RGTGAACCGT
CCGGRACCGA
CARGAGTGAC
TGCTATACIG
TATAGCTTAG
GATACTTTCC
ATGCCAATAC
CCATTTATTA
ATTARRCATA
TCTCCGGTAG
GGTCGCTICGG
CCACCACCAC
TCGGAGATTG



3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461

GGCTCGAACC
TGAGTTGTTIG
GAGGGCAGTG
TGACAGACTA
CAATCATGGAR
TCETTTCCGC
TARRACGTTC
AMATGAATAT
ATGACGGATA
TATTATCAGG
ATGTTRATGA
TAGGTGGAAT
ATGAACGATT
CTCCGGCAGA
ARGARACCCTG
GTGATACTTG
CRAAAGTTAA
TTCGGGATGA
CACGCTCTTG
ACCCAGATCT
TGCCCCTCCC
TARRATGAGG
GTGCGGCAGG
GTGGGCTCTA
AATTCACTGG
AATCGCCTTG
GATCGCCCTIT
CTCCTTACGC
TCTGATGCCG
CGGGCTTGTC
ATGTGTCAGA

GTGACGCAGA
TATTCTGATA
TAGTCTGAGC
ACAGACTGIT
TGCAATGARG
TACGCAATGGEC
CGGAGGTCTT
TAATCTTTAT
TGTITCCACT
ATATTCCACT
TGTATTAGGC
ACCATATTCT
ACATCGTRAC
GGATGGTTAC
GATTCATCAT
TAATGAGGAG
GAGGCAGATA
ATTATGAGGA
TGAGGGACAG
ACGTATGATC
CCCGTGCCTTC
AAATTGCATC
ACAGCARGGG
TGGCTTCTGA

-12/26-

TGGAAGACTT AAGGCAGCGE CHEAACAAC WML Ktdcade™

DCGAGTCAGAG GTAACTCCCG
AGTACTCGTT GCTGCCGCGC
CCTTICCATG GGTCTTTICT
AGAGGGCTCT GCTGTGIGCT
GACARATTAT ACCGTCCTGA
ATGCCCAGAG GGCATAATGA
GATCACGCGA GAGGRACACA
TCTCTITAGTT TGAGAAGTGC
TACTATATAT ATGTTATAGC
GTATACAGCC CTCACCCATA
CAGATATATG GATGGTATCG
AGGGAATATA GAGACCGGTA
AGATTAGCAG GTTTCCCACC
GCACCACRAG .GTTGTGGAARR
ACCCAGAATC TGAGCACAAT
TTTTCAGACT ATCAGTCAGA
TCCTICGCAAT CCCTAGGAGG
AAATACAATC AGGGGCAGTA
AGCCTCGACT GTGCCTTICTA
CTTGACCCTG GAAGGTGCCA
GCATTGTCTG AGTAGGTIGTC
GGAGGATTGG GAAGACAATA
GGCGGAAAGA ACCAGCIGGG

CCGICELLXL
CAGCACATCC
CCCAACAGTT
ATCTIGTGCGG
CATAGTTARG
TGCTCCCGGC
GGTTTTCACC

ACAACGTCGT GACTGGGAAA
CCCTTTCGCC AGCTGGCGTA
GCGCAGCCTG AATGGCGAAT
TATTTCACAC CGCATATGGT
CCAGCCCCGA CACCCGCCAA
ATCCCGCTITAC RAGACAAGCIC
GTCATCACCG AAACGCGCGA

Figura 4-3

TTGCGGTCCT
GCGCCACCAG
GCAGTCACCG
GCTGCTGTGT
CTCTAGACCC
GTACTTCGAT
AACCGGCTTT
TCACTTAGCA
GACRGCACCA
TGAACAGGAG
TGTTRATTTT
TTACAGAAAT
GGATCACCAA
TTCATCAAGA
ATATCTCAGG
GGTTGACATA
ATTAGGCAAG
TATGAATACT
GTTGCCAGCC
CTCCCACTGT
ATTCTATTCT
GCAGGCATGC
GCTCGACAGC
ACCCTGGCGT
ATAGCGAAGA
GGQGCCIGAT
GCACTCTCAG
CACCCGCTGA
TGACCGICTC

GTTAACGGTG
ACATAATAGC
TCCAAGCTTG
GGAGCAGTCT
CCAGATGAAL
AGAGGAACTC
GTCAGATATG
GGACAGTCTA
AATATCTTTA
GTTTICTGCGT
GGTGTGATTG
CTGAATATAG
GCTTGGAGAG
ACAATTACAG
AAATATCRAT
TATAACAGRA
GGCTTGAGCT
CCATGGAGRA
ATCTGTTGTT
CCTTTCCTAA
GGGGGGTGGG
TGGGGATCCG.
TCGACTCTAG
TACCCAACTT.
GGCCCGCACT

‘GCGGTATTIT

TACAATCTGC
CGCGCCCTGA
CGGGAGCTGC
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- = 4850Kas),
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Molécula: pPJV2005, 5089 bps ADN circular

Nome Arquivo: pPJIV2005.cm5,

Descricédo: Ligacdo de frag. de LTB NheBam no Vector Nhe Bam 7054
Notas:

Caracteristicas da Molécula:

Tipo Inicio Fim Nome Descrigao

REGIAD 2242 3060 CMVpro

REGIAD 3061 3884 introna

GENE 3506 3969 TPAsigCDS'

GENE 3975 4286 CTA CDS

REGIAD 4394 4690 bGHpA

Enzimas (19 sitios)

ST S B S - -
Nhel 3969, Clal 4061, Smal 4130, . Munl 4258

Figura 5-1



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
‘961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1581
1741
1801
1861
1921
1581
-2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581

2701
2761
2821
2881
2941

3001

3061
3121
3181
. 3241

3301.

3361
3421
3481
3541
3601

+ GACGAARGGG

CTTAGACGTC
TCTABATACA
AATATTGARA
TTGCGGCATT
CTGRAGATCA
TCCTTGAGAG
TATGTGGCGC
ACTATTCTCA
GCATGACAGT
ACTTACTTCT
GGGATCATGT
ACGAGCGTGA
GCGAACTACT
TTGCAGGACC
GAGCCGGTGA
CCCGTATCGT
AGATCGCTGA
CATATATACT
TCCITTTTGA
CAGACCCCGT
GCTGCTTGCA
TACCAACTCT
TTCTAGTGTA
TCGCTCTGCT
GGTTGGACTC
CGTGCACACA
AGCATTGAGA
GCAGGGTCGG
ATAGTCCTCT
GGGRGCGGAG
GCTGGCCTTT
TTACCGCCTT
CAGTGAGCGA
CGATTCATTA
ACGCAATTAR
CGGCTCGTAT
ACCATGATTA
TTGTATCTAT
TGACATTGAT
CCATATATGG
ACGACCCCCG
CTTTCCATTG
AAGTGTATCA
TGGCATTATG
TTAGTCATCG
CGGTTTGACT
TGGCACCAAA
ATGGGCGGTA
CAGATCCCCT
TCCAGCCTCC
GTAAGTACCG
TTTTTGGCTT

. CCTATAGGTG

ATTACTAATC
TCTGTCCTIC
TTTACAAATT
GCGTGGGATC
CGGCGGAGCT
CAGCTCCITG
CAGTGTGCCG

CCTCGTGATA
AGGTGGCACT
TICARATATG
AAGGARGAGT
TTGCCTTCCT
GTTGGGTGCA
TTTTCGCCCC
GGTATTATCC
GAATGACTTG
BAGAGRATTA
GACRACGATC
AACTCGCCTT
CACCACGATG
TACTCTAGCT
ACTTICTGCGC
GCETGGETCT
AGTTATCTAC
GATRGGTGCC
TTAGATTGAT
TAATCTCATG
AGARARGATC
AACAARAAAR
TTTICCGAAG
GCCGTAGTTA
BRTCCTGTTA
ARGRCGATAG
GCCCAGCTTG
BAGCGCCACG
AACAGGAGAG
CGGCTTTCGC
CCTATGGARA
TGCTCACATG
TGAGTGAGCT
GGARGCGGAA
ATGCAGCTGG
TGTGAGTTAG
GITGTICTGGA
CGCCRAGCTA
ATCATAATAT
TATTGACTAG
AGTTCCGCCT
CCCATTGACG
ACGTCAATGG
TATGCCAAGT
CCCAGTACAT
CTATTACCAT
CRCGGGGATT
ATCARCGGGA
GGCGTGTACG
GGAGACGCCA
GCGGCCGGGA
CCTATAGACT
GGGGCCTATA
TGGGTTATTG
CATAACATGG
AGRGACTGAC
CACATATACA
TCCACGCGAR
TCCACATCCG
CTCCTAACAG
CACAAGGCCG

-14/26-

CGCCTATTIT
TTTCGGGGAR
TATCCGCTCA
ATGAGTATTC
GTTTTTGCIC
CGAGTGGGTT
GARGAACGTT
CGTATTGACG
GTTGAGTACT
TGCAGTGCIG
GGAGGACCGA
GATCGTTGGG
CCTGTAGCAA
TCCCGRCAAC
TCGGCCCTIC
CGCGGTATCA
ACGACGGGGA
TCACTGATTA
TTAAAACTTC
ACCAARATCC
AARGGATCTT
CCACCGOTAC
GTRACTGGCT
GGCCACCACT
CCAGTGGLCTG
TTACCGGATA
GAGCGAACGA
CTTCCCGRAG
CGCACGAGGS
CACCTCTGAC
AACGCCAGCA
TICTTTCCTG
GATACCGCTC
GAGCGCCCAA
CACGACAGGT
CTCACTCATT
ATTGTGAGCS
GTCGACATAA
GTACATTTAT
TTATTAATAG
TACATAACTT
TCAATRATGA
GTGGAGTATT
CCGGCCCCCT
GACCTTACGG
GGTGATGCGG
TCCAAGTCTC
CTTTCCARAA
GTGGGAGGTC
TCCACGCTGT
ACGGTGCATT
CTATAGGCAC
CACCCCCGET
ACCATTATTG
CTCTTTGCCA
ACGGACTCTG
ACAACGCCGT
TCTCGGGTAC
AGCCCTGGTC
TGGAGGCCAG
TGGCGGTAGG

TATAGGTTAA
ATGTGCGCGE
TGAGACAATA
AACATTTCCG
ACCCAGARAC
ACATCGAACT
TTCCAATCAT
CCGGGCARGA
CACCAGTCAC
CCATAACCAT
AGGAGCTAAC
AACCGGAGCT
TGGCAACAAC
ARTTAATAGA
CGGCTGGCTG
TTGCAGCACT
GTCAGGCAAC
AGCATTGGTA
ATTTTIAATT
CTTAACGTGA

TGTCATGATA
AACCCCTATT
ACCCTGATAA
TGTCGCCCTIT
GCTIGGTGAAA
GGATCTCAAC
GAGCACTITTT
GCRACTCGGT
AGAAAAGCAT
GAGTGATAAC
CGCTTTTITG
GAATGRAGCC
GTTGCGCARA
CTGGATGGAG
GTTTATTGCT
GGGGCCAGAT
TATGGATGAA
ACTGTCAGAC
TAAAAGGATC

GTTTTCGTTIC

CTTGAGATCC
CAGCGGTGGT
TCAGCAGAGC
TCAAGAACTC
CTGCCAGTGG
AGGCGCAGCG
CCTACACCGA
GGAGARAGGC
AGCTTCCAGG
TTGAGCGTICG
ACGCGGCCTT
CGTTATCCCC
GCCGCAGCCG
TACGCRAACC
TTCCCGACTG
AGGCACCCCA
GATAACAARTT
ATCAATATIG
ATTGGCICAT
TAATCAATTA
ACGGTAAATG
CGTATGTTCC
TACGGTAAAC
ATTGACGTCA
GACTTTCCTA
TTTTCGCAGT
CACCCCATTG
TGTCGTAATA
TATATARGCA
TTTGACCTCC
GGARCGCGGA
ACCCCTTTGG
CCTTATGCTA
ACCACTCCCC
CAACTATCTC
TATTITTTACA
CCCCCeTsee
GTGTTCCGGA
CCATGCCTCC
ACTTAGGCAC
GTATGTGTCT

Figura 5-2

UOITTTTICTG
TTGTTTGCCG
GCAGATACCA
TGTAGCACCG
CGATARGTCG
GTCGGGCTGA
ACTGAGATAC
GGACAGGTAT
GGGAAACGCC
ATTTTIGTGA
TTTACGETITC
TGATTCTGTG
AACGACCGAG
GCCTCTCCCC
GAANGCGGGC
GGCTTTACAC
TCACACAGGA
GCTATTGGCC
GTCCRATATG
CGGGGTCATT

GCCCGRCTICG”

CATAGTARACG
TGCCCACTTG
ATGACGGTAR
CTTGGCAGTA
ACACCRATGG
ACGTCAATGG
ACcceGeeeec
GAGCTCGTTT
ATAGAAGACA
TTCCCCGTGC
CTCTTATGCA
TAGGTGATGG
TATTGGTGAC
TATTGGCTAT
GGATGGGGTC
CGCAGTTTTIT
CATGGGCTCT
AGCGGCTCAT
AGCACAATGC
GAAAATGAGC

ATAATGGTTT
TGTTTATTTT
ATGCTTCAAT
ATTCCCTTTT
GTAAAAGATG
AGCGGTAAGA
ARAGTTCTGC
CGCCGCATAC
CTTACGGATG
ACTGCGGCCA
CACAACATGG
ATACCARAACG
CTATTAACTG
GCGGATAAAG
GATAAATCTG
GGTAAGCCCT
CGAAATAGAC
CAAGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTGAGCGT
CGCGTAATCT
GATCAAGAGC
RATACTGTCC
CCTACATACC
TGTCTTACCG
ACGGGGGGTT
CTACAGCGTG
CCGGTARGCG
TGGTATCTTT
TGCTCCTCAG
CTGGCCTTIT
GATAACCGTA
CGCAGCGAGT
GCGCOTTEGC
AGTGAGCGCA
TTTATGCTTC
AACAGCTATG
ATTGCATACG
ACCGCCATGT
AGTTCATAGC
TGACCGCCCA
CCAATAGGGA
GCAGTACATC
ATGGCCCGCC
CATCTACGTA
GCGTGGATAG
GAGTTTGTTT
GTTGACGCAA
AGTGAACCGT
CCGGGACCGA
CARGAGTGAC
TGCTATACTG
TATAGCTTAG
GATACTTTCC
ATGCCAATAC
CCATTTATTA
ATTAAACATA
TCTCCGGTAG
GGTCGCTCGG
CCACCACCAC
TCGGAGATTG



3661
3721
3781
3841
3902
396
4021
4081
41471
4201
4261
4321
4381
444l
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041

GGCTCGCACC
TEAGTIGTTG
GAGGGCAGTG
TGARCAGACTA
CRATCATGGA
TCGTTICGGC
AAATATATAC
ARATGGTTAT
ARCATATAGA
ATCTGACCGA
TTGCGGCAAT
GCTTGAGCTC
CATGGRAGAAL
TCIGTTGTTT
CITTCCTAAT
GGGGGTGGGG
GGGGATGCGS
CGACTCTAGA
ACCCRACTTA
GCCCGCACCG
CGGTATTTTC
ACAATCTGCT
GCGCCCTGAC
GGGAGCTGCA

fehie). _ JWT)N
TATTCTGATA
TAGTCTGAGC
ACAGACTGTT
TGCAATGAAG
TAGCGCTCCC
CATARATGAC
CATTACATTT
CTCCCARAAAL
GACCAAARTT
CAGTATGGAA
ACGCTCTTGT
CCCAGATCTA
GCCOCTCCCC
AARATGAGGA
TGGGGCAGGA
TGGGCTCTAT
ATTCACTGGC
ATCGCCTTGC
ATCGCCCTTC
TCCTTACGCA
CTGATGCCER
GGGCTTGTCT
TGTGTCAGAG

-15/26-

TGGAAGACTT
BGAGTCAGAG
AGTACTCGTT
CCTTTCCATS
AGAGGGCTCT
CAGTCTATTA
AAGATACTAT
ARGAGCGGCG
AAAGCCATTG
GATARATTAT
ARCTAGGGAT
GRGGGACAGA
CGTATGATCA

AAGGCAGCGE CACARGAXGIWIICAGGCAGTC —

GTAACTCCCG
GCTGCCGCGC
GGTCTTTTCT
GCTGTGTGCT
CAGRACTATG
CATATACGGA
CAACATTTCA
AAAGGATGAA
GTGTATGGAA
CCTCGCAATC
AATACAATCA
GCCTCCACTG

CGTGCCTTCC
ARTTGCATCE
CAGCAAGGGG
GGCTTCTGAG
CGTCGTTITA
AGCACATCCC
CCAACAGTIG
TCTGTGCGGT
ATAGTTAAGC
GCTCCCGGCA
GTTTTCACCG

TTGACCCTGG
CATTGTCTGA
GAGGATTGGG
GCGGARAGAA
CAACGTCGTG
CCTTTCGCCA
CGCAGCCTGA
ATTTCACACC
CRGCCCCGALC
TCCGCTTACA
TCATCACCGA

Figura 5-3

TTGCGGTGCT
GCGCCACCAG
GCAGTCACCG
GCTGCTGTGT
TTCGGAATAT
ATCGATGGCA
GGTCGARGTC
GGRCACATTA
TAATAARACC
CCTAGGAGGA
GGGGCAGTAT
TGCCTTCTAG
RAGGTGCCAC
GTAGGTGTCA
ARGACAATAG
CCAGCTIGGGE
ACTGGGAAAR
GCTGGCGTAA
RTGGCGAATG
GCATATGGTG
BACCCGCCAAC
GACRAGCTGT
BACGCGCGA

GTTAACGGTG
ACATAATAGC
TCCARGCTTG
GGRGCAGTCT
CGCARCACAC
GGCAAMMGAG
CCGGGCAGTC
AGAATCACAT

"CCCAATTCAA

TTAGGCAAGG
ATGAATACTC
TTGCCACGCCA
TCCCACTGTC
TTCTATTCTG
CAGGCATGCT
CICGACAGCT
CCCTGGCGIT
TAGCGAAGAG
GCGCCTGATG
CACTCTCAGT
ACCCGCTGAC
GACCGTCTCC



-16/26-

5248 Nar,
5249 Kasl
5249 Ehal}

soasﬁmm.
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Molécula: pPJV2007, 5488 bps ADN circular

Nome Arquivo: pPJIV2007.cm5,

Descricdo: Ligacdo da Insercdo de LTA-RDEL Nhe-Bam no Vector Nhe
Bam 7054

Notas:

Caracteristicas da Molécula:

Tipo Inicio Fim Nome Descricaoc

REGIAD 2242 3060 CMVpro

REGIAO 3061 3884 intronA

GENE 3906 3969 TPAsigCDS'

GENE 3975 4285 CTA CDS

REGIAD 4793 5089 bGHpA

Enzimas (14 sitios)

Peil 1876, Salr 2241, Mscl 2266, Spel 2356
sacII 3009, Nsil 3106, Pstl 3879, Fhel 1969
BamEI 4636, BgiII 4793, EcoRI soas, Ehel 5249

Figura 6-1



2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601

GACGARAGGG
CTTAGACGTIC
TCTARATACA
AATATTGAAA
TTGCGCCATT
CTGAAGATCA
TCCTTGAGAG
TATGTGGCGC
ACTATTCTCA
GCATGACAGT
ACTTACTICT
GGGATCATGT
ACGAGCGTGA
GCGAACTACT
TTGCAGGACC
GAGCCGGTGA
CCCGTATCGT
AGATCGCTGA
CATATATACT

- -TCCTTTTTGA

CAGACCCCGT
GCTGCTTGCA
TACCAACTICT
TTCTAGTGTA
TCGCTCTGCT
GGTTGGACTC
CGTGCACACA
AGCATTGAGA
GCAGGGTCGG
ATAGTCCTGT
GGGGGCGGAG
GCTGGCCTTT
TTACCGCCTT
CAGTGAGCGA
CGATTCATTA
ACGCAATTAM
CGGCTCGTIAT
ACCATGATTA
TTIGTATCTAT
TGACATTGAT
CCATATATGG
ACGACCCCCG
CTTTCCATTG
AAGTGTATCA
TGGCATTATG
TTAGTCATCG
CCGTTTCGACT
TGGCACCAAA
ATCCGCCGTA
CAGATCGCCT
TCCAGCCTCC
GTAAGTACCG
TTTTTGGCTT
CCTATAGGTG
ATTACTRATC
TCTGTCCTTC
TTTACAAATT
GCGTGGGATC
CGGCGGAGCT
CAGCTCCTTG
CAGTGTGCCG

CCTCGTGATA
AGGTGGCACT
TTCAARATATG
ARGGAAGAGT
TTGCCTTCCT
GTTIGGCTGCA
TTTTCGCCCC
GGTATTATCC
GAATGACTTG
AAGAGRATTA
GACAACGATC
AACTCGCCTT
CACCACGATIG
TACTCIAGCT
ACTTCTGCGC
GCGTGGGTCT
AGTTATCTAC
GATAGGTGCC
TTAGATTGAT

‘-TAATCTCATG

AGAAARGATC
ARCAAAAMMA
TTTTCCGAAG
GCCGTAGTTA
AATCCTGTTA
AAGACGATAG
GCCCAGCTTG
AAGCGCCACG
AACAGGAGAG
CGGGTTTCGC
CCTATGGAAA
TGCTCACATC
TGAGTGAGCT
GGAAGCGGAA
ATGCAGCTGG
TGTGAGTTAG
GTTGTGTGGA
CGCCAAGCTA
ATCATAATAT
TATIGACIAG
AGTTCCGCGT
CCCATTGACG
ACGTCAATGG
TATGCCAACT
CCCAGTACAT
CTATTACCAT
CACGGGGATT
ATCAACGGGA
GGCCTGTACG
GGAGACGCCA
GCEGCCEGaA
CCTATAGACT
GGGGCCTATA
TGGGTTATTG
CATAACATGG
AGAGACTGAC
CACATATACA
TCCACGCGAA
TCCACATCCG
CTCCTAACAG
CACARGGCCG

-17/26-

CGCCTATTTT
TTTCGGGGAA
TATCCGCICA
ATGAGTAITC
GTTTTIGCIC
CGAGTGGGTT
GAAGAACGTT
CGTATTGACG
GTTGAGTACT
TGCAGTGCTG
GGAGGACCGA
GATCGTTGGG
CCTGTAGCAA
TCCCGGCAAC
TCGGCCCTTC
CGCGGTATCA
ACGACGGGGA
TCACTGATTA
TTAARACTTC
ACCAARATCC
ARAGGATCTT
CCACCGCTAC
GTAACIGGCT
GGCCACCACT
CCAGTGGCTG
TTACCGGATA
GAGCGAACGA
CTTCCCGAAG
CGCACGAGGG
CACCTCTGAC
ARCGCCAGCA
TTCTTICCTG
GATACCGCTC
GAGCGCCCAA
CACGACAGGT
CTCACTCATT
ATTGTGAGCG
GTCGACATAA
GTACATTTAT
TTATTRATAG
TACATAACTT
TCAATAATGA
GTGGAGTATT
CCGGCCCCCT
GACCTTACGG
GGTGATGCGG
TCCAAGTCTC
CTTTCCAAAA
GTGGGAGETC
TCCACGCTGT
ACGGTGCATT
CTATAGGCAC
CACCCCCGCT
ACCATTATTG
CTCTTTGCCA
ACGGACTCTG
ACARCGCCGT
TCTCGGETAC
AGCCCTGGTC
TGGAGGCCAG
TGGCGGTAGG

TATAGGTTRA
ATGTGCCCGE
TGAGACAATA
AACATTTCCG
ACCCAGAAAC
ACATCGAACT
TTCCAATGAT
CCGGGCAAGA
CACCAGTCAC
CCATAACCAT
AGGAGCTAAC
AACCGGAGCT
TGGCAACAAC
AATTAATAGA
CGGCTGGCTG
TTGCAGCACT
GTCAGGCAAC
AGCATTGGTA
ATTTTTAATT
CTTARCGTGA
CTTGAGATCC
CAGCAGTGAT
TCAGCAGAGC
TCARGAACTC
CTGCCAGTGG
AGGCGCAGCS
CCTACACCGA
GGAGRAAGGC
AGCTTCCAGG
TTGACCETCS
ACGCGGCCTT
CGTTATCCCC
GCCGCAGCCG
TACGCAAACC
TTCCCGACTG
AGGCACCCCa,
GATAACAATT
ATCAATATTG
ATTGGCTCAT
TAATCAATTA
ACGGTARATG
CGTATGTTCC
TACGGTABAC
ATTGACGTCA
GACTTTCCTA
TTTTGGCAGT
CACCCCATTG
TGTCGTAATA
TATATAAGCA
TTTGACCTCC
GGAACGCGEA
ACCCCTTTGG
CCTTATGCTA
ACCACTCCCC
CARCTATCTC
TATTTTTACA
CCCCOGTGCE
GTGTTCCGGA
CCATGCCTCC
ACTTAGGCAC
GIATGTGTCT

Figura 6-2

TGTCATGATA
AACCCCTATT
ACCCTGATAA
TGTCGCCCTT
GCTGGTGAAA
GGATCTCAAC
GAGCACTTTIT
GCAACTCGGT
AGAAARGCAT
GAGTGATAAC
CGCTTIITTTG
GAATGAAGCC
GTTGCGCAAA
CTGGATGGAG
GTTTATTGCT
GGGGCCAGAT
TATGGATGAA
ACTGTCAGAC
TAAAAGGATC
GTTITCGTTC
TTTTTTTCIG
TTGTTIGCCG
GCAGATACCA
TGTAGCACCE
CGATRAAGTCG
GTCGGGCTGA
ACTGAGATAC
GGACAGGTAT
GGGAAACGCC
ATTTTTGTGA
TTTACGGTTC
TGATTCTGTG
AACGACCGAG
GCCTCTCCCC
GAAAGCGGEC
GGCTTTACAC
TCACACAGGA
GCTATTGGECC
GTCCAATATG
CGGGGTCAIT
GCCCGCCTCG
CATAGTAACG
TGCCCACTTG
ATGACGGTAA
CTTGGCAGTA
ACACCAATGG
ACGTCAATGG
ACCCCGCCCC
GAGCTCGTIT
ATAGRAGACA
TTCCCCETTC
CTCTTATGCR
TAGGTGATGA
TATTGGTGRAC
TATTGGCTAT
GGATGGGGTC
CGCAGTTTIT
CATGGGCICT
AGCGGCTCAT
AGCACAATGC
GAARATGRAGC

DTARTGGTTT
TGTTTATTTT
ATGCTTCART
ATTCCCTTTT
GTAARAGATG
AGCGGTAAGA
RAAGTTCTGC
CGCCGCATAC
CTTACGGATG
ACTGCGGCCA
CACAACATGG
ATACCAARCG
CTATTAACTG
GCGGATAAAG
GATABATCTG
GGTAAGCCCT
CGARATAGAC
CAAGTTTACT
TAGGTGAAGA
CACTGAGCGT
CGCGTAATCT
GATCAAGAGC
AATACTGTCC
CCTACATACE
TGTCTTACCG
ACGGGEGETT
CTACAGCGTG
CCGGTAAGCE
TGGTATCTTT
TGCTCETCAG
CTGGCCTTTT
GATAACCGTA
CGCAGCGAGT
GCGCETTGEC
AGTGAGCGCA
TTTATGCTTC
AACAGCTATG
ATTGCATACG
ACCGCCATGT
AGTTCATAGC
TGACCGCCCA
CCAATAGGGA
GCAGTACATC
ATGGCCCGCC
CATCTACGTA
GCCTGGATAG
GAGTTTCTIT
GTTGACGC2A
ACTGAACCGT
CCGGGACCGA
CAAGAGTGAC
TGCTATACTG
TATAGCTTAG
GATACTTICC
ATGCCAATAC
CCATTTATTA
ATTARACATA
TCTCCGGTAG
GGTCGCTCGG
CCACCACCAC
TCGGAGATTG



3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
2201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
474l

4801 .

4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461

GECTCECACC
TGAGTTGTTG
GAGGGCAGTG
TGACAGACTA
CAATCATGGA
TCGITTCGGC
TABAACGTTC
AAATGAATAT

+ ATGACGGATA

TATTATCAGG
ATGTTAATGA
TAGGTGGAAT
ATGAACGATT
CTCCGGCAGA
AAGAACCCTG
GCTGATACTTG
CAARAGTTAA
TTTGAGGATC
AGGGACAGRA
GTATGATCAG
GTGCCTTCCT
ATTGCATCGC
AGCAMGGGGG
GCTICTGAGE
GTCGTTTTAC
GCACATCCCC

CAACAGTTGC.

CTIGTGCGGTA
TAGTTAAGCC
CTCCCGGCAT
TTTTCACCCT

CTGNECAGA
TATTCTGATA
TAGTCTGAGC
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TGGAAGACTT
AGAGTCAGAG
AGTACTCGTT

AARGGCAGCGG
GTAACTCCCG
GCTGCCECGC

ACAGACIGTT
TGCAATGARG
TAGCARTGGC
CGGAGGTCTT
TAATCTTTIAT

CCTTTCCATG
AGAGEGCICT
GACAAATTAT
ATGCCCAGAT
GATCACGCGA

TGTTICCACT
ATATTCCACT
TGTATTAGGC
ACCATATTCT
ACATCETAAC
GGATGGTTAC
GATTCATCAT
TAATGAGGAG
GAGGCRGATA
CTCGCAATCC
ATACARTCAG
CCTCGACTGT
TGACCCTGGA
ATTGTCTGAG
AGGATTGGGA
CGGALRGAAC
AACGTCGTGA

CTTITCGCCAG.

GCAGCCTGAA
TTTCACACCG
AGCCCCGACA
CCGCTTACAG
CATCACCGAR

TCTCTTAGTIT
TACTATATAT
GTATACAGCC
CAGATATATG
AGGGAATATA
AGATTAGCAG
GCACCACAAG
ACCCAGBRATC
TTTTCAGACT
CTAGGAGGAT
GGGCAGTATA
GCCTTCTAGT
AGGTGCCACT
TAGGTGTCAT
AGACAATAGC
CAGCTGGGEGC
CTGGGAARAC
CTGGCGTAAT
TGGCGAATGG
CATATGGTGC
CCCGCCARCA
ACRAGCTGTG
ACGCGCGA

GLLTCTITICY
GCTGTCTECT
ACCGTGCTGA
GGCATAATGA
GAGGAACACA
TGAGAAGTGC
ATGTTATAGC
CTCACCCATA
GATGGTATCG
GAGACCGGTA
GTTTCCCACC
GTTGTGGAAA
TGAGCACAAT
ATCAGTCAGA
TAGGCAAGGG
TGAATACTCC
TGCCAGCCAT
CCCACTGTCC
TCTATTCIGE
AGGCATGCTG
TCGACAGCTC
CCTGGCGTTA
AGCGAAGAGE
CGCCTGATGE
ACTCTCAGTA
CCCGCTEACE
ACCGTCTCCG

Figura 6-3

CAGAAGAAIIFGCAGGCAGC™

TTGCGGTGCT
GCGCCACCAG
GCAGTCACCG
GCTGCTGTGT
CTCTAGACCC
GTACTTCGAT
AACCGGCTTT
TCACTTAGCA
GACAGCACCA
TGAACAGGAG
TGTTAATTTT
TTACAGAAAT
GGATCACCAA
TTCATCAAGA
ATATCTCAGG
GGTTGACATA
CTTGAGCTCA
ATGGAGAAAC
CIGTTGTTTG
TTTCCTARTA
GAGGTAAEGET
GGGATGCGGT
GACTCTAGAA
CCCAACTTAR
CCCGCACCGA
GGTATTTTCT

GTTAACGGTG
ACATAATAGC
TCCAAGCTTG
GGAGCAGTCT
CCAGATGRAR
AGAGGAACTC
GTCAGATATG
GGACAGTCTA
AATATGTTTA
GTTTCTGCGT
GGTGTGATTG
CTGAATATAG
GCTTGGAGAG
ACAATTACAG
AAATATCRAT
TATAACAGAA
CGCTCTIGTG
CCAGATCTAC
cerocTecece
AAATGAGGAA
GGGGCAGGAL
GGGCTCTATG
TTCACTGGCC
TCGCCTTGCA
TCGCCCTTCC
CCTTACGCAT

CAATCTGCTC
CGCCCTGACG
GGAGCTGCAT

TGATGCCGCA
QGCTTETCTG
GTGTCAGAGG



-19/26-

Concentragdo Reciproca Logaritmica
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Absorvéncia (450 nm)
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Células Formadoras de Manchas/Milhdo
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Absorvéncia
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Absorvéncia
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# Animais Sobreviventes

Protecgdo Contra Estimulacdo com HSV-2 em Murganhos
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