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RESUMO

“vIRUS DA INFLUENZA RECOMBINANTES PARA VACINAS E TRATAMENTO
GENETICO”

A presente invencdo proporcicna uma composicdo util

para a preparagado de virus de influenza A, por exemplo na

auséncia de virus auxiliar.
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Antecedentes da Invencado

A capacidade para gerar virus de ARN infecciosos a
partir de ADNc clonados tem contribuido grandemente para a
compreensdo bioldgica desses agentes patogénicos e, desse
modo, para processos aperfeigoados de controlo de doengas
(Palese et al., 1996). No entanto, este progresso tem sido
relativamente limitado para virus de ARN de sentido
negativo quando comparados com virus de ARN de sentido
positivo, visto que nem o ARN viral gendmico (ARNV) nem ©
ARN complementar antigendmico (ARNc) dos virus de ARN de
sentido negativo podem servir como um molde (“template”)
directo para a sintese de proteinas. Pelo contrario, o
ARNv, apds encapsidacdo pela nucleoproteina viral (NP),
deve ser transcrito em ARNm de sentido positivo pelo
complexo viral de ARN polimerase. Deste modo, forma-se a
unidade de replicagdo minima pelo ARNvV gendmico complexado
com a NP e as proteinas de polimerase. A despeito destes
obstédculos, estabeleceram-se processos de  engenharia
genética inversa para produzir virus de ARN ndo segmentados
de sentido negativo, incluindo o virus da raiva (Snell et
al., 1994), o virus da estomatite vesicular {(Lawson et al.,
1995; Whelan et al., 1995), o virus do sarampo ({(Radecke et
al., 1995}, o virus sincicial respiratério {Ccllins et al.,
19¢5), o virus de Sendal {(Garcin et al., 1995; Kato et al.,
1986}, o virus da morrinha (Raron et ai., 1997}, o virus da
parainfluenza humana de tipo 3 (Hoffman et al., 1997) e SV5

(He et al., 1997).



Asg familias Orthomyxoviridae, Arenaviridae e
Bunyaviridae contém genomas segmentados de ARN de cordao
negativo e incluem diversos patogéneos humanos e animais,
por exemplo, virus de influenza de tipos A, B e C
(Orthomyxoviridade), virus da coriomeningite linfocitica
(LCMV) (Arenaviridae) e virus da febre encefalitica e
hemorragica (Bunyaviridae, Arenaviridae). Os seus genomas
consistem em dois (Arenaviridae), trés (Bunyaviridae), ou
seis a oito (Orthomyxoviridae) moléculas de ARN de cordao
Unico de polaridade negativa (complementar para o ARNm). Os
ARNv interactuam com a NP e a ARN polimerase dependente do
ARN para formar complexos de ribonucleoproteina (RNPs). Os
RNPs sdo rodeados por uma bicamada lipidica derivada da
célula hospedeira. Inserido neste invélucro encontram-se
glicoproteinas virais, as quais s&o essenciais para a
ligagcao do receptor e para a entrada na célula hospedeiro.
Deste modo, a producdoc de virus ARN segmentados de sentido
negativo a partir de ADNc clonados constitui um desafio
formiddvel, jd que tem de se produzir um ARNvV separado para

cada segmento genético.

Bridgen e Elliott (1996) produziram um virus de
Bunyamwera (familia Bunyaviridae) a partir de ADNc trés
segmentos de ARNv antigendmico de sentido positivo. Nao
obstante, a eficdcia do isclamento do virus fol reduzida.
Nenhum dos ortomixovirus, que contém seis (togotovirus),
sete (virus da influenza C) ou oito (virus da influenza A e
B} segmentos da ARN de sentido negativo foram produzidos
inteiramente a partir de ADNc clonados. Este atraso nc
progresso sentiu-se mais acentuadamente nas esforcos para

controlar infecgdes pelo virus da influenza.



Palese e colegas (Enami et al., 1990) foram pioneiros

na genética inversa, sistema dependente do virus asuxiliar

para o virus da influenza A (Figura 1 Na sua abordagem,
os complexos RNP sdo produzidos por sintese de ARNv iIn
vitro na presenga de polimerase purificada e proteinas NP e
entdo utilizados para transfectar células eucaridticas. I?
infeccdo subsequente com o virus auxiliar de influenza A
tem como resultado a producdo de virus gque possuem um gene
derivado do ADNc¢ clonado. Um segundo processo, desenvolvido
por Neumann et al. (1994), baseia-se na sintese in vivo de
ARNv por ARN polimerase I (Figura 1B), uma enzima celular
que transcreve o ARN ribossdémico a que faltam tanto a
terminagdo 5’ c¢como uma cauda 3' poliA, As células
infectadas com o virus da influenza e transfectadas com um
plasmideo que contém que contém ADNc clonado pelo virus da
influenza, flanqueadas por sequéncias promotora e
terminadora de ARN polimerase I, que conduziram & produgdo
de virus transfectantes. Com ambos ©S8 Pprocessos, no
entanto, os transfectantes tém de ser escolhidos a partir
de um wvasto conjunto original de virus auxiliares, o que

exige um sistema forte de escolha e complica a producgido do

crescimento de virus defeituosos.

Um sistema para produzir particulas semelhantes ao
virus incompetente da replicacdo [(VLPs) foi desenvolvido
por Mena et al., (1996), em gque um ARNv semelhante ao virus
da influenza que codifica um gene repdérter & transcrito in
vitro e transfectado para células eucaridticas. Todas as
dez proteinas do virus da influenza sdo expressas a partir
de plasmideos sobre o controlo de um promotor T7 ARN da
polimerase. Quando as células transfectadas cdoc infectadas
com um virus recombinante de vacinia que exprime a ARN

polimerase T7, eles produzem VLP de influenza. No entanto,

‘o



a eficdcia do sistema é reduzida: em 25% das experiéncias,
0s investigadores nao conseguiram detectar a expressac do
gene repdrter. Além disso, o virus de vacinia exprime mais
do que 80 proteinas, qualquer das guals pode afectar o

ciclo de wvida da influenza viral.

Pleschka et al. 1996 descreve um sistema genético
inverso para a produgdo de um RNPv individual gue contém
CAT ADNc inteiramente a partir de plasmideos transfectados
em 293 células, mas a produgac dos virus completos (sem

auxiliar) nao foi indicada.

Deste modo, 0 que se torna necessario € um pProcesso
para preparar virus de ARN segmentados de cordaoc negativo,
por exemplo, ortomixovirus tais como virus da influenza A,

inteiramente a partir de ADNc clonados.

Sumdrio da Invencio

A presente invencado diz respeito a um processo para a
preparacao de virus influenza infecciosos na auséncia de um
virus auxiliar, que compreende as fases que consistem em:
(a) a introducdo em células hospedeiras, na auséncia de um
virus auxiliar, de uma composicdo gue compreende uma
pluralidade de vectores de ortomixovirus que compreendem:

(1) um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um ADNc de PA do virus da influenza ligado

a uma sequéncia de terminacao da transcricgao,

um vector que compreende um promotor ligado de um

modo funcional. a um ADNc de #81 do virus da influenza

ligado a uma sequéncia de terminagdo da transcrigdo,



(iii) um vector que compreende um promotor ligado de

um modo funcional a um ADNc de PB2 do virus s
ligado a uma sequéncia de terminagdc da transcricio,

{iv) um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um ADNc de HA do virus da influenza ligado
a uma sequéncia de terminacdoc da transcricdo,

{(v) um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um ADNc de NP do virus da influenza ligado
a uma sequéncia de terminac¢do da transcrigao,

(vi} um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um ADNc de NA do virus da influenza ligado
a uma sequéncia de terminacado da transcricao,

(vii) um vector que compreende um promotor ligado de
um modo funcional a um ADNc de M do virus da influenza
ligado a uma sequéncia de terminacdo da transcricgao,

(viii) um vector que compreende um promotor ligado de
um modo funcional a um ADNc de NS do virus da influenza
ligado a uma sequéncia de terminagdo da transcrigdo,

(ix) um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um segmento de ADN gque codifica um
polipéptido PA da influenza e ligado a uma sequéncia de
terminagao da transcricao,

(x) um vector gue compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um segmento de ADN que codifica um
polipéptido PB1 da influenza e ligado a uma sequéncia de
terminacao da transcricao,

(x1) um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um segmento de ADN qgue codifica um
polipéptido PB2 da influenza e ligado a uma seguéncia de
terminacdo da transcrigao,

(xii) um vector que compreende um promotor ligado de

um modo funcional a um segmento de ADN que codifica um



polipéptido NP da influenza e ligado a uma sequéncia de

terminacao da transcricao; e

(b} o isolamento dos virus de influenza infecciosos a

partir das referidas células hospedeiras.

A presente inveng¢ao proporciona pelo menos um dos
seguintes vectores isolados e purificados: um vector que
compreende o promotor ligado de um modo funcional a um ADNc
de PA de virus de influenza ligado a uma gequéncia s
termina¢ao da transcrigado, um vector que compreende um
promotor ligado de um modo funcional a um ADNc de PR1 de
virus da influenza ligado a uma sequéncia de terminacao da
transcricgdo, um vector que compreende um promotor ligado de
um modo funcional a um ADNc de PB2 do virus da influenza
ligado a uma sequéncia de terminagdo da transcrig¢do, um
vector que compreende um promotor ligado de um  modo
funcional a um ADNc de HA de virus da influenza ligado a
uma sequéncia de terminacdoc da transcricdo, um vector que
compreende um promotor ligado de um modo funcional a um
ADNc de NP de virus da influenza ligado a uma sequéncia de
terminagao da transcrigao, um vector que compreende um
promotor ligado de um modo funcional a um ADNc de NA de
virus da influenza ligado a uma sequéncia de terminacgdo da
transcricao, um vector que compreende um promotor ligado de
um modo funcional a um ADNc de M de virus da influenza
ligade a uma sequéncia de terminagdo da transcrigdo, e um
vector que compreende um promotor ligado de um modo
funcional a um ADNc de NS de virus da influenza ligado a
uma sequéncia e terminacdo da transcricdo. O ADNc pode
apresentar-se na orientagdo sentido ou anti-sentido em

relacdo ao promotor. Deste modc, um vector tal como se



descreve na presente memdria descritiva pode codificar uma
proteina de ortomixovirus (sentido), ou ARNv (anti-senti-

do). Pode utilizar-se qualquer promotor para exprimir uma
proteina viral. 0Os promotores preferidos para os vectores
que codificam o ARNvVv incluem, mas sem ficarem limitados a
estes, um promotor de ARN polimerase I, um promotor de ARN
polimerase II, um promotor de polimerase ARN 111, um
promotor T7 e um promotor T3. Prefere-se ainda que o
promotor de ARN polimerase I seja um promotor de ARN
polimerase I humana. As sequéncias de terminacao da
transcrigao preferidas para os vectores que codificam o
ARNv incluem, mas sem ficarem limitadas a estas, uma
sequéncia de terminagao da transcrigac de ARN polimerase I,
uma sequéncia de terminagao da transcricido da @ ARN
polimerase II, ou uma sequéncia de terminagaoc da
transcrigcao da ARN polimerase III, ou uma ribozima. De
preferéncia, os vectores compreendem ADNc de influenza, por
exemplo influenza A (por exemplo, qualquer gene de
influenza A gue inclui quaisquer dos subtipos 15 HA ou 9
NA), ADN B ou C (veja-se os Capitulos 45 e 46 de Fields
Virology (Fields et &1, (eds.), Lippincott-Raven Publ..
Philadelphia, PA (1996)), muito embora se encare que o(s)
gene (g) de quaisquer virus possam ser utilizados nos

vectores ou processos de acordo com a presente invencgdo.

Descreve-se ainda na presente memdéria descritiva uma
composicaoc que compreende uma pluralidade dos vectores
ortomixovirus descritos na presente memdria descritiva, Por
consequéncia, a composicao compreende vectores escolhidos a
partir e um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um ZDN¢ de PA de virus da influenza ligado
a uma sequéncia de terminacdo da transcricao, um vectcr que

compreende um promotor ligadc de um modo funcional a um



ADNc de PB1 de virus da influenza ligado a uma sequéncia de
terminagcdao da transcricao, um vector que compreende um
promotor ligado de um modo funcional a um ADNc de PB2 de
virus da influenza ligado a uma sequéncia de terminacao da
transcricao, um vector que compreende um promotor ligado de
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um modo funcional a um ADNc de HA de virus dfa in
ligado a uma sequéncia de terminacdo da transcrigdo, um
vector que compreende um promotor ligado de um modo
funcional a um ADNc de NP de virus da influenza ligado a
uma sequéncia de terminacdo da transcricdo, um vector que
compreende um promotor ligado de um modo funcional a um
ADNc de NA de virus da influenza ligado a uma sequéncia de
terminacdo da transcricdo, um vector gue compreende um
promotor ligado de um modo funcional a um ADNc de M de
virus da influenza ligado a uma sequéncia de terminacido da
transcricao, um vector que compreende um promotor ligado de
um modo funcional a um ADNc de NS de virus da influenza
ligado a uma sequéncia de terminag¢do da transcrigdo e
vectores que codificam a PA do virus da influenza, um
vector que codifica a PBl de virus da influenza, um vector
que codifica a PB2 do virus da influenza e um vector que
codifica a NP de virus da influenza. De preferéncia, os
vectores que codificam as proteinas virais compreendem
ainda uma sequéncia de terminacdc da transcricdo. Prefere-
se que um promotor para o0s vectores que compreende ADNc do
virus da influenza incluam um promotor ARN polimerase I, um
promotor ARN polimerase II, um promotor ARN polimerase III,
um promotor T7 e um promotor T3. Prefere-se igualmente que
cada vector que compreende um ADNc do virus da influenza
compreenda uma sequéncia de terminacac da transcrigao tal
como uma sequéncia de terminagdo da transcrigao de ARN
polimerase I, uma sequéncia de terminacgdo da transcricgao de

ARN polimerase II, ou uma sequéncia de terminacdo da



transcricao de ARN polimerase III, ou uma ribozima. De
preferéncia, os vectores compreendem ADN de infiuenza por
exemplo, ADN da influenza A, B ou C. Mais preferivelmente,
a composicao descrita na presente memdria descritiva s ymal
pode ser aplicada no processo para a preparacao de virus da
influenza infecciosos de acordo com a presente invencgao
compreende uma pluralidade de vectores ortomixovirus, que
compreendem um vector gque 1inclui um promotor de ARN
polimerase I ligado de um modo funcional a um ADNc de PA de
virus da influenza ligado a uma sequéncia de terminagdo da
transcricdo de ARN polimerase I, um vector que compreende
um promotor de ARN polimerase I ligado de um modo funcional
a um ADNc de PBl1 de virus da influenza ligado a uma
sequéncia de terminac¢do da transcricgao de ARN polimerase I,
um vector que compreende um promotor de ARN polimerase I
ligado de um modo funcional a um ADNc de PB2 de virus da
influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo da
transcricao de ARN polimerase I, um vector gue compreende
um promotor de ARN polimerase I ligado de um modo funcional
a um ADNc de HA de virus da influenza ligado a uma
sequéncia de terminacao da transcricdo de ARN polimerase I,
um vector que compreende um promotor de ARN polimerase I
ligado de um modo funciocnal a um ADNc de NP de virus da
influenza ligado a uma seguéncia de terminacdo da
transcricdo de ARN polimerase I, um vector que compreende
um promotor de ARN polimerase I ligado de um modo funcional
a um ADNc de NA de wvirus da influenza ligado a uma
sequéncia de terminacdo da transcricao de ARN polimerase I,
um vector que compreende um promotor de ARN polimerase I
ligado de um modo funcional a um ADNC de M de virus da
influenza ligado a uma sequéncia de terminagdao da
transcricdo de ARN polimerase I, & um vector que compreende

um promotor de ARN polimerase I ligado de um modo funcional



a um ADNc de NS de wvirus da influenza ligado a uma
sequéncia de terminacdc da transcricdo de ARN polimerase I;
e vectores que codificam a PA do virus da influenza, um
vector que codifica a PRl do virus da influenza, um vector
gue codifica a PB2 do virus da influenza e um vector que
codifica a NP do virus da influenza ou um vector que
codifica a HA do virus da influenza, um vector que codifica
a NA do virus da influenza, um vector que codifica a M1 do
virus da influenza, um vector que codifica a M2 do virus da
influenza e um vector gque codifica a NS2 do virus da

influenza.

Adicionalmente, uma composicgac tal como a que se
descreveu anteriormente, compreende ainda um vector que
compreende um promotor ligado a sequéncias nao
codificadoras de 5’ ortomixovirus ligadas as desejadas
sequéncias ndo codificadoras de 3’ ortomixovirus ligadas a
sequéncias de terminagdo da transcrigdc. A introducdo de
uma tal composigdo numa célula hospedeira permissiva para a
replicagdo de ortomixovirus tem como resultado um ARNv que
compreende virus recombinantes que corresponde a sequéncias
do vector que compreende sequéncias nac codificadoras de 5¢
ortomixovirus ligadas a um ADNc ligado a sequéncias nao
codificadoras de 3¢ ortomixovirus. De preferéncia, o ADNc
tem uma orientacao anti-sentido. Também preferivelmente, o

promotor € um promotor de ARN polimerase I, um promotor de

i3
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ARN polimerase II, um promotor de polimerase III, um
promotor T7 e um promotor T3. Prefere-se igualmente que a
sequéncia de terminacdoc da transcrigdo seja uma sequéncia

de terminacdo da transcrigdo de ARN polimerase i, uma

-

sequéncia de terminagdo da transcrigdo @i ARN polimerase

I ou uma sequéncia de terminacdo da transcricdo de ARN

polimerase III, ou uma ribozima. Por exemplo, © pode



codificar um epitopo imunogénico, tal como um epitope na

terapia do cancro ou vacina.

Um grande numero de vectores tal como descritos na
presente memdéria descritiva pode encontrar-se ligada
fisicamente ou cada vector pode encontrar-se presente num
plasmideo individual ou outro, por exemplo, veiculo linear

de libertacdo do acido nucleico.

Conforme se mencionou anteriormente, a presente
invencac proporciona igualmente um processo para a
preparacdo de virus da influenza. O processo compreende
fazer contactar uma célula com uma pluralidade dos vectores
descritos na presente meméria descritiva, por exemplo, de
maneira seqguencial ou simulténea, por exemplo, recorrendo a
uma composigdo tal como descrita na presente meméria
descritiva, em uma qguantidade eficaz para se obter os virus
da influenza infecciosos. A presente invencao inclui
igualmente o isolamento do virus a partir de uma célula que
se fez contactar com a composic¢ao. Deste modo, na presente
meméria descritiva descreve-se um virus isolado, bem como
uma célula hospedeira que se faz contactar com a composicgao
ou com o virus isolado tal como se descreve na presente

meméria descritiva.

Conforme se descreve a seguir, preparam-se os virus da
influenza A inteiramente a partir da BADNc¢ clonados. A
abordagem da engenharia genética inversa descrita na
presente meméria descritiva & altamente eficaz e pode ser
utilizada para introduzir mutagdes em qualguer segmento
genético e para desenvolver sistemas de libertac¢do do gene
baseados no virus da influenza. Por exemplo, transfectaram-

-se células de rim embridnico humano (2937) com o0ito



plasmideos, cada um deles a codificar um ARN viral do virus

(HIN1) ou &/FRS (HIN1), flanqueado por um

promotor de ARN polimerase I humana e um terminador de ARN
polimerase I de murganho, conjuntamente com plasmideos que
codificam uma nucleoproteina viral e as polimerases virais
PB2, PBL e PA. Esta estratégia conduz a » 1 x 10" de
unidades formadoras de placa (pfu) de virus por ml de
sobrenadante as 48 horas apds a transfeccgdo. Dependendo dos
virus produzidos, a adigdo dos plasmideos que exprimem
todas as restantes proteinas estruturais virais conduziu a
um aumento substancial da producdo de virus, » 3 x 10°
pfu/ml. A engenharia genética 1inversa foi igualmente
utilizada para produzir um virus reclassificado que contém

‘9438, em que todos os outros genes

Os virus adicionais produzidos por

representam &%
este processo apresentavam mutagdes no gene PA ou possuiam

um epitope estranho na cabecga da proteina neuraminidase.

Além disso, pode utilizar-se a mesma abordagem para
cutros virus para produzir virus de ARN naoc segmentado de
cordao negativo (isto &, Paramixoviridae, Rhabdoviridae e
Filoviridae), ou outros virus de ARN segmentados de cordao
negativo, ©por exemplo Arenaviridae e Buniaviridae,
inteiramente do ADNc¢ clonado. Além disso, a expressao do
ARNc em células em vez do ARNv pode melhorar a eficdcia da

produgado dos virus.

O processo de acordo com a presente invengao permite a
manipulacdo facil dos virus da influenza, por exemplo, pela
introducdo de mutagdes de atenuacdo no genoma viral. Além

disso, dado os virus da influenza induzem uma forte

imunidade humoral e celular, a invencdo melhora grandemente

estes virus tais como vectores de vacina, particularmente



com vista & disponibilidade de variantes naturais do virus,
que podem ser utilizadas de maneira sequencial, permitindo

0 uso repetitivo para a terapia genética.

Desse modo, tal como se encontra descrito na presente
memdéria descritiva, isolaram-se e purificaram-se o0s
vectores ou plasmideos, o©s quals exprimem ou codificam
proteinas do virus da influenza, ou exprimam ou codificam a
ARNv de influenza, tanto em RNAvV nativo como recombinante.
Deste modo, um vector ou plasmideo tal como descrito na
presente memdéria descritiva pode compreender um gene ou uma
estrutura de leitura abertura de interesse, por exemplo, um
gene estranho que codifica um péptido ou uma proteina
imuncgénico(a) uteis como uma vacina. De preferéncia, o
vector ou plasmideo que exprime o ARNV da influenza
compreende um promotor, por exemplo, um promotor de ARN
polimerase I, apropriado para a expressao numa célula
hospedeira particular, por exemplo, c¢élulas hospedeiras
avidarias ou de mamiferos, tals como células caninas,
felinas, equinas, bovinas, ovinas ou de primatas incluindo
células humanas. Prefere-se também os vectores ou o0s
plasmideos que compreendem ADN Uteis para preparar ARNv de
influenza que compreende sequéncias de terminagdo da
transcrig¢do de ARN polimerase I. Para os vectores ou o0s
plasmideos que compreendem um gene ou uma estrutura de
leitura aberta, prefere-se que o gene ocu a estrutura de
leitura aberta seja flanqueada pelas sequéncias de ndo
codificacdao 5’ e 3’ do virus da influenza, e ainda mais
preferivelmente, que o gene ou a estrutura de leitura
aberta seja ligado de um modo funciocnal a um promotor de

&8 polimerase I e uma sequéncia de terminacdo da

transcricdoc de ARN polimerase TI.



Conforme se descreve a seguir, transfectaram-se 293T
com plasmiaeos que codificam as proteinas estruturais do
virus da influenza A conjuntamente com um plasmideo que
continha o gene repdrter de proteina de fluorescéncia verde
(GFP), flanqueado por um promotor e um terminador ARN
polimerase I. A transcricdo intracelular da Ultima
construgao pela ARN polimerase I gerou GFP ARNv que foi
encapsulada nas particulas semelhantes ao virus da
influenza. Este sistema, que produziu mais de 10°
particulas infecciosas por ml de sobrenadante, pode ser
utilizado em estudos de replicacgao do virus da influenza e
formagdo de particulas. Pode também beneficiar os esforgos
na produgac de vacinas e no desenvolvimento de vectores

aperfeicoados para a terapia genética.

Por conseguinte, na presente memdéria descritiva
descreve-se uma célula hospedeira, cujo genoma & aumentado
de maneira estavel com pelo menos uma molécula & ADN
recombinante. A molécula de ADN recombinante inclui pslo
menos uma das seguintes: uma molécula de ADN recombinante
que compreende um promotor funcional na célula hospedeira
ligado a um primeiro sitio lox ligado a um segmento de ADN
que compreende uma sequéncia de transcricao stop ou
terminacdao ligado a um segundo sitio lox ligado a uma
regido de codificagdao HA do virus da influenza; uma
molécula de ADN recombinante gue compreende um promotor

funcional na célula hospedeira ligado a um primeiro sitio

.
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lox ligado a um segmento de que compreende uma

sequéncia de transcrigao stop ou terminacao ligada a um

segundo sitio Iox ligado a uma regido de codificacdoc NA do

virus da influenza; uma mclécula &8
compreende um promotor funcional na c¢élula hospedeira

ligada um a primeiro sitio lox ligado a um segmento de ADN



que compreende uma sequéncia de transcrigao stop ou
terminagdo ligada a um segundo sgitio lox ligado a uma
regido de codificacdo M1 do wvirus da influenza; uma
molécula de ADN recombinante que compreende um promotor
funcional na célula hospedeira ligado a wum primeiro sitio
lox ligado a um segmentc de ADN que compreende uma
sequéncia de transcricao stop ou terminacao ligada a um
segundo sitio lox ligado a uma regido de codificagdo NS2 do
virus da influenza; uma molécula de ADN recombinante que
compreende um promotor funcional na célula hospedeira
ligado a um primeiro sitio lox ligado a um segmento de ADN
que compreende uma sequéncia de transcricao stop ou
terminacdo ligada a um segundo sitio lox ligado a uma
regido de codificagdo M2 do virus da influenza; uma
molécula de ADN recombinante que compreende um promotor
funcional na célula hospedeira ligado a um primeiro sitio
loxP ligado a um segmento de ADN que compreende uma
sequéncia de transcricao stop ou terminacao ligada a um
segundo sitio lox ligado a uma regido de codificacgao PA do
virus da influenza; uma molécula de ADN reccmbinante que
compreende um promotor funcional na célula hospedeira
ligado a um primeiro sitio Iox ligado a um segmento de ADN
que compreende uma sequéncia de transcrigcac stop ou
terminacdo ligada a um segundo sitio lox ligado a uma
regido de codificagido PB1 do wvirus da influenza; uma
molécula de ADN recombinante que compreende um promotor
funcional na célula hospedeira ligado a um primeiro sitio
iox ligado a um segmento de ADN que compreende uma
sequéncia de transcrigdao stop ou terminacac ligada a um
seqgundo sitio Iox ligado a uma regido de codificacdo PB2 do
virus da influenza; ou uma molécula de ADN recombinante que
compreende um promotor funcional mna célula hospedeira

ligado a um primeiro sitio Iox ligado a um segmento de ADN



que compreende uma sequéncia de transcrigdo stop ou
terminacdo ligada a um segundo sitio lox ligado a uma

regido de codificagdo NP do virus da influenza.

De preferéncia, a célula hospedeira € aumentada com
uma molécula de ADN recombinante que compreende um promotor
funcional na célula hospedeira ligado a um primeiro sitio
lox 1ligado a um segmento de ADN que compreende uma
sequéncia de transcrigdo stop ligada a um segundo sitio lox
1igado a uma regiao de «codificacdo HA do wvirus da
influenza; uma molécula de ADN recombinante que compreende
um promotor funcional na célula hospedeira ligado a um
primeirc sitio lox ligado a um segmento de ADN que
compreende uma sequéncia de transcrigdo stop ligada a um
segundo sitio lox ligado a uma regiao de codificacgao NA do
virus da influenza; uma molécula de ADN recombinante que
compreende um promotor funcional na célula hospedeira
ligado a um primeiro sitio lox ligado a um segmentc de ADN
que compreende uma sequéncia de transcricdo stop ligada a
um segundo sitic lox ligado a uma regido de codificacgao M1
do virus da influenza; uma molécula de ADN recombinante que
compreende um promotor funcional na c¢élula hospedeira
ligado a um primeiro sitio Jlox ligado a um segmento de ADN
que compreende uma sequéncia de transcrigdo stop ligada a
um segundo sitio Jox ligado a uma regido de codificacgdo NS2
do virus da influenza; e uma molécula de ADN recombinante
que compreende um promotor funcional na célula hospedeira
ligado a um primeiro sitio lox ligado a um segmento de ADN
gue compreende uma sequéncia de transcrigdo stop ligada a
um segundo sltio lox ligado a uma regido de codificacdo M2

do

da influenza. De preferéncia, os sitios lox sdo

gitios de loxP.



A presente invengdo proporciona um processo para a
preparacac de virus de influenza infecciosos com replicagio

defeituosa. O processo compreende fazer contactar uma

célula hospedeira que é aumentada com moléculas de
recombinante conforme se descreveu na presente memdria
descritiva, por exemplo, que codificam HA, NA, M1, M2, NS2,
P2, PBL, PB2 ou NP, com um virus de influenza recombinante
que compreende: ARNv que compreende uma estrutura de
leitura aberta Cre e ARNv que compreendem genes de
influenza nao expressos pela célula hospedeira. Isola-se
entdo o virus a partir da célula que se fez contactar. De
preferéncia, o virus recombinante compreende ainda ARNv que
compreende uma estrutura desejada de leitura aberra. Como
alternativa, faz-se contactar a célula hospedeira aumentada
com um vector que compreende um promotor funciona na célula
hospedeira ligado de um modo funcional a um segmento de ADN
que codifica Cre e uma pluralidade de vectores cada um dos
quais compreende um promotor ligado de um modo funcional a
um ADNc do wvirus da influenza nao presente na célula

hospedeira. Isola-se entao o virus.

Na presente memdria descritiva, descreve-se uma célula
hospedeira, cujo genoma € aumentado com uma molécula de ADN
recombinante que compreende um promotor funcional na célula
hospedeira ligado a um primeiro sitio lox ligado a um
segmento de ADN que compreende uma sequéncia de transcrigéao
stop ligada a um segundo sitio lox ligado a uma superficie
da célula hospedeira qgue liga uma regido de codificacdo da
proteina; uma molécula de ADN recombinante que compreende
um promotor funcional. na c¢élula hospedeira ligado a um
primeiro sitio lIox 1ligado a um segmento de ADN que
compreende uma sequéncia de transcricaoc stop ligada a um

segundo sitio lox ligado a uma regidc de codificacdc da



proteina de fusdo; uma molécula de ADN recombinante que
compreende um promotor funcional na célula hospedeira
ligado a um primeiro sitio Iox ligado a um segmento @& ADN
que compreende uma sequéncia de transcricao stop ligada a
um segundo sitio lox ligado a uma regido de codificacido M1
do virus da influenza; uma molécula de ADN recombinante gue
compreende um promotor funcional na c¢élula hospedeira
ligado a um primeiro sitio lox ligado a um segmento de ADN
que compreende uma sequéncia de transcricdo stop ligada a
um segundo sitio lox ligado a uma regido de codificacdo NS2
do virus da influenza; e uma molécula de ADN recombinante
que compreende um promotor funcional na célula hospedeira
ligado a um primeiro sitio Jox ligado a um segmento de ADN
gue compreende uma sequéncia de transcricido stop ligada a
um segundo sitio Jox ligado a uma regido de codificacgdo M2
do wvirus da influenza. De preferéncia, os sitios lox sdo

sitios loxP.

De igual modo, descreve-se também na presente memdria
descritiva uma célula hospedeira, cujo genoma é aumentado
com uma molécula de ADN recombinante gque compreende um
promotor funcional na célula hospedeira ligado a um
primeiro sitio Jox 1ligado a um segmento de ADN gue
compreende uma sequéncia de trancricdo stop ligada a um
segundo sitio Jox ligado & superficie de ligacido da célula
hospedeira e uma regido de codificagcdoc da proteina de
fusdo; uma molécula de ADN recombinante que compreende um
promotor funcional na célula hospedeira ligado a um
primeiro sitio lox ligado a um segmento de ADN que
compreende uma segquéncia de trancrigdo stop ligada a um
segundo sitio lox ligado a uma regido de codificagdo M1 do
virus da influenza; uma mclécula de ADN recombinante que

compreende um promotor funcional na c¢élula hospedeira



ligado a um primeiro sitio lox ligado a um segmento de ADN
que compreende uma segquéncia de transcricao stop ligada a
um segundc sitic lox ligado a uma regido de codificagao NS2
do virus da influenza; e uma molécula de ADN recombinante
que compreende um promotor funcional na célula hospedeira
ligado a um primeiro sitio lox ligado a um segmento de ADN
que compreende uma sequéncia de transcrigao stop ligada a
um segundo sitio lox ligado a uma regido de codificacdo M2
do virus da influenza. De preferéncia, os sitios Jox séao

sitios loxP.

As células hospedeiras aumentadas com moléculas de ADN
recombinante conforme se descreveu anteriormente sido Uteis
para a preparacao de virus de influenza infecciosos com
replicacao defeituosa. Por exemplo, faz-se contactar uma
célula- hospedeira transformada de maneira estdvel com
moléculas de ADN recombinante que codificam NA, NA, M1, M2
e NSZ com uma pluralidade de vectores, isto é, vectores que
exprimem ARNv, que compreende uma estrutura de leitura
aberta Cre, ARNv que compreende PA, ARNv que compreende NP,
ARNv qgue compreende PBl, ARNv que compreende PR2 e,
eventualmente, ARNv que compreende um gene de interesse; e

vectores que codificam PA, FBl, PB2 e NP.

Os processos para a producdo de virus descritos na
presente meméria descritiva, que ndo requerem infeccdo com
virus auxiliar, sdo Uteis em estudos de mutagénese viral, e
na produgdo de vacinas (por exemplo, para a SIDA,
influenza, hepatite B, hepatite C, rinovirus, filovirus,
malédria, herpes, e doenca do pé e da boca) e vectores de
terapia genética (por -exemplo, para © cancro, SICA,

adenosina desaminase, distrofia muscular, deficiéncia de



ornitina transcarbamilase e tumores do sistema nervoso

central).

Desse modo, descreve-se na presente memdéria descritiva
um virus para utilizagdo em terapia clinica (por exemplo,
para uma vacina ou terapla genética). Por exemplo,
descreve-se na presente meméria descritiva um processo para
imunizar um individuo contra um agente patogénico, por
exemplo, uma bactéria, virus ou parasita, ou um tumor
maligno. O processo compreende a administracao ao individuo
de uma quantidade de pelo menos um virus isolado de acordo
com a presente invengao, eventualmente em combinacao com um
adjuvante, eficaz para imunizar o individuo. O virus
compreende ARNV que compreende um polipeptido codificadoe
pelo agente patogénico ou um polipeptido especifico do

tumor.

Descreve-se igualmente um processo para aumentar ou

AR
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intensificar a expressao de uma proteina w3
mamifero que apresenta uma indicacao ou doenca
caracterizada por uma quantidade diminuida ou uma auséncia
de proteina enddgena. O processo compreende a administracédo
ao mamifero de uma quantidade de um virus isclado de acordo
com a presente invengdo eficaz para aumentar ou
intensificar a quantidade da proteina enddgena no mamiferoc.

De preferéncia, o mamifero € um ser humano.

Na presente meméria descritiva descrevem-se igualmente

vectores e processos para a producdo recombinante de virus

de sentidc

de corda positivo, por exemplo virus da
positivo, Deste modo, descreve-se na presente memdria
descritiva um vector que compreende um segmento de ADN que

compreende sequéncias de transcricdo de iniciacdo de ARN



polimerase I ligadas de um modo funcional a um segundo
segmento de ALN que compreende seguéncias de um virus de
ARN de sentido positivo, eventualmente ligado de maneira
operacional a um terceiro segmento de ADN que compreende
sequéncias de transcricgdo de terminacao de ARN polimerase
I. De igual modo, proporciona-se um processo para do(s)
vector{es) para a preparacido de virus recombinantes. O
processo é particularmente Gtil na medida em gque utiliza
ADN clonado e técnicas de transfecgao, evitando deste modo
a manipulacdo do ARN. Além disso, a transcrigdo de ARN
polimerase I & altamente eficaz e tem uma elevada
fidelidade. Para os wvirus de ARN de sentido de positivo
cujo ARN gendémico &€ ndo fechado (por exemplo, pestivirus;
virus da hepatite C; e Picornaviridae, incluindo
poliovirus, rinovirus, virus da hepatite A, e virus da
doenca do pé e da boca), introduz-se um ADNc que codifica o
genoma de comprimento completo na orientacac do sentido
genémico entre as sequéncias promotora e terminadora da ARN
polimerase I. A transfecgao do plasmideco resultante em
células hospedeiras permissivas conduz ao ARN gendémico para
a replicagdo do virus. Um nuimero de virus de ARN de sentido
positivo contém ARNs gendmicos fechados (por exemplo,
flavivirus, incluindo o virus da febre de dengue e diversos
virus da encefalite). Muito embora os transcritos de ARN
polimerase I nao sejam fechado, um ADNC que codifica o
genoma de comprimento completo de virus de ARN com ARNs

gendmicos fechados & introduzido numa orientagdo de sentido

anti-genémico num vector de transcricdo da &BN polimerase

I. Apbs a transfeccdo do plasmideo resultante, a ARN

polimerase I celular transcreve um ARN anti-genémico [(&du
fechado). Alé&m disso, a eotransfecgdo com plasmideos de
expressdo da proteina para as proteinas necessdrias para a

replicagdo tem como resultado a replicagdo do ARN anti-



-genémico, conduzindo deste modo ao ARN gendmico e, por

tultimo, ao virus infeccioso.

Descricdo Resumida dos Desenhos

Figura 1. Diagrama esquematico de sistemas genéticos
inversos estabelecidos. No processo de transfeccdo de RNP
(A), reunem-se proteinas NP purificada e pclimerase em RNPs
com a utilizacdo de ARNvV sintetizado in vitro. As células
sao transfectadas com RNPs, seguido por uma infecgdo com o
virus auxiliar. No processo (B} de ARN polimerase T,
transfecta-se para as células um plasmideo que contém um
promotor de ARN polimerase I, um ADNc que codifica o ARNv a
ser recuperado € o terminado de ARN polimerase I. A
transcricao intracelular por ARN polimerase I permite obter
0 ARNv sintético, que € embalado em particulas de virus de
progenia por infecgdo com virus auxiliares. Com ambos o0s
processos, seleccionam-se virus transfectantes (isto €, os
que contém o ARN derivado do ADNc clonado), a partir de uma
populacdo de virus auxiliares.

Figura 2. Diagrama esquemdtico da produgdo de
construgdes de ARN polimerase I. Amplificaram-se os ADNc
derivados do virus da influenza por PCR, digerido com BsmBI
e clonado nos sitios BsmBI do vector pHH21 (E. Hoffmann,
Ph, D., Justus, Liebig-University, Giessen, Alemanha), que
contém o promotor (P} da ARN polimerase I humana e ©
terminador T do ARN polimerase I de murganho. O
nucledtido de timidina a montante da sequéncia terminador

[*T) representa a extremidade 3’ do ARN viral de influenza.
As sequéncias dos virus de influenza A encontram-se
indicadas por letras a negrito.

Figura 3. Processo de engenharia genética inversa

proposta para a produgdo de virus segmentados de ARN de



sentido negativo. Os plasmideos que contém o promotor de
ARN polimerase I ligado a um ADNc para cada um dos oito
segmentos de ARN viral, e o terminador de ARN polimerase I
sdo transfectados para células conjuntamente com 0S
plasmideos de expressdo da proteina. Muito embora os virus
infecciosos possam ser produzidos com plasmideos que
exprimem PA, PBl, PB2 e NP, a expressao de todas as
restantes proteinas estruturais (indicadas entre paréntesis
rectos) e aumenta a eficdcia da producdo de virus
dependendo do virus produzido.

Figura 4. Eliminacado do epitope FLAG em células
infectadas com um virus transfectante. Utilizou-se a
coloracdao do anticorpo para identificar a NA em células
MDCK infectadas com virus de tipo selvagem quer PR8-WSN-
FL79 (A, D) ou &SNSHFYY (B, E), ou células MDCK falsamente
infectadas (C, F). Nove horas apdés a infecgdo, fixaram-se
as células com paraformaldeido, trataram-se com Triton
X-100 e incubaram-se com anticorpos moncclonais quer anti-
-FLAG (A-C) ou anti-WSN N2A (D-F). A coloracdo intensa Golgi
(vermelho) € evidente nas amostras positivas (A, D e E).

Figura 5. Isolamento dos mutantes PA. Amplificou-se ©
gene PA de cada virus por RT-PCR com iniciadores gue
produziram um fragmento de 1226 bp (posicac 677 a 1903 no
ARNm, alas 1, 3, 5), gue foi entdo digerido com a enzima de
restrigdao BsplZ0l (na posicao 846 do ARNm, alas 4, 7) ou
Pvull (na posicac 1284 do ARNm, alas 2, 6). A presenca dos
sitios Bspl20I ou Pvull nos produtos PCR conduziu quer a
fragmentos de 162 pb e 1057 pb ou 607 pb e 619 pb,
respectivamente. PM = marcadores do peso molecular.

Figura 6. Iniciadores utilizadcs para ampliar as
sequéncias de influenza.

Figura 7. 3 plasmidec pPolI-GFP para a producdo do ARN

semelhante ao virusgs da influenza gue codifica a proteina



GEP. Este plasmideo contém um gene GFP (derivado &s
-N1; Clontech, Palo Alto, Z&} numa orientacdo anti-sentido
as regides de ndo codificagido 5’ e 3’ do segmento do virus
da influenza a, flanqueado pelo promotor humanc ARN
polimerase I e o terminador de murganho ARN polimerase I.

Figura 8. Diagrama esquemdtico da estratégia da
producdo de VLP. 0s plasmideocs da expressdo de proteina
individuais um plasmideo que contém o promotor ARN
polimerase I, um ADNc que codifica o gene repdrter GFP, e o
terminador de ARN polimerase I s3do transfectados para
células 293T. A transcricdo intracelular por ARN polimerase
I conduz ao GFP ARNv de poclaridade negativa, conforme
indicado pelas letras invertidas. Recolhem-se os liguidos
sobrenadantes gue contém VLPs, misturados com virus de
influenza auxiliares e inoculam-se em células MDCK.

Figura 9. As proteinas Fa, PBLl, PB2 e NP de virus
influenza A encapsidam GFP ARNv produzido por ARN
polimerase I, que conduz & expressido de GFP. Transfectaram-
-se células 293T com plasmideos que exprimem as proteinas
PB2, PB1l, PA e NP (2) ou com todos os plasmideos com
excepcdo do que exprime a proteina NP (B), conjuntamente
com ARN polimerase I-plasmideo do gene GFP para sintese
intracelular do ARNv de gene de repdrter. Fixaram-se as
células 48 horas apds a transfecgdo e determinou-se a
expressao de GFP com um microscédpio de fluorescéncia.

Figura 10. Produgdo de VLPs de influenza infecciosa,
Transfectaram-se células 293T com nove plasmideos, cada um
dos quais exprime uma proteina de estrutura viral diferente
(A), ou com oito plasmideos que omitem a construgdo de NP
(B}, conjuntamente com o ARN polimerase I-plasmideoc do gene
GFP. Quarenta e oito horas apds a trasnfeccdo, isolaram-se
0s sobrenadantes que contém VLP, misturados com o virus

e 1inocularam-se em c¢élulas MDCK.

auxiliar



Fixaram-se as células 10 horas apdés a infecgdo, e
determinou-se a expressdo de GFP com um microscépio de
fluorescéncia.

Figura 11. Esquema da utilizacdao da recombinase CRe
para exprimir a proteina NS2 da influenza numa célula, cujo
genoma € aumentado com uma molécula de ADN recombinante. O
genoma da célula compreende uma molécula de  ADN
recombinante gue compreende um promotor ligado a um sitio
especifico, sitio de recombinagdao (por exemplo, IloxP)
ligado a uma sequéncia de transcricao stop ligado a um
sequndo sitio especifico de recombinagdoc com a mesma
orientacgdo que o primeiro sitio especifico de recombinacgao
ligado ao gene NS2.

Figura 12. Preparacgado do virus de influenza deficiente

em replicacgao

Descricdo Pormenorizada da Invencgdo

Definicdes

Tal como utilizados na presente memdria descritiva, os
termos “isolado e/ou purificado" referem-se a preparacio,
isolamento e&/ou purificacdo in vitro de um vector ou um
plasmideo de acordo com a presente invencdo, de modo que
ndo se encontre associado com substéncias In vivo, ou se
encontre substancialmente purificado a partir de
substdncias in vitro. Tal como wutilizada na presente

memdria descritiva, a expressao "4cido nuclelco

recombinante" ou "sequéncia ou segmento de
recombinante" refere-se a um acido nucleico, por exemplo ao
DN, que foi derivado ou isolado a partir de uma fonte, gque

pode subseguentemente ser alterada gquimicamente in vitro,

de modo gue a sua sequéncia ndo ocorra naturalmente, ou



corresponda a sequéncias de ccorréncia que naoc se encontrem
posicionadas tal como se encontrariam posicionadas no
genoma nativo. Um exemplo do ADN “derivade” a partir de uma
fonte, seria uma sequéncia de ADN que & identificada como
um fragmento Util, e que é entdo sintetizado quimicamente
sob uma forma essencialmente pura. Um exemplo de um tal ADN
"isolado" a partir de uma fonte seria uma sequéncia de ADN
util que € separada ou removida da referida fonte por meios
quimicos, por exemplo através da utilizagdo de
endonucleases de restricao, de modo que possa ainda ser
manipulado, por exemplo. amplificado, para utilizacdo na

invengdo, através da metodologia da engenharia genética.

Tal como utilizada na presente membria degcritiva, =
expressdo 'recombinacdo especifica no sitio" pretende-se
que inclua os trés seguintes eventos: 1) eliminac¢ao de um
segmento alve de ADN flanqueado pelos sitios ou sequéncias
de recombinacdo especificos do sitio, por exemplo sitios
loxP; 2) inversdao da sequéncia nucleotidica de um segmento
de ADN alvo flanqueado por sitios ou sequéncias ds
recombinacdo especificas do sitio, por exemplo, sitios lox;
e 3) permuta reciproca de segmentos de ADN alvo prdximos
dos sitios ou sequéncias de recombinagdo especificos do
sitio, por exemplo, sitios lox localizados em diferentes
moléculas de ADN. Os sistemas de recombinase especificos do
sitio incluem. mas sem ficarem limitados a estes, o sistema
Cre/loxP do bacteridéfago PL1 ({patente de invengdo norte-

-americana N.° 5 658 772).

Para remediar a reversibilidade da reaccdo de
recombinagdo especifica do sitio, pode alterar-se a

a de

[N

estrutura do sistema de recornbinacdo. A segquénc

recornbinagido especifica do & pode ser rnutada de wra



maneira tal que o produto da reacgido de recombinagac deixe
de ser reconhecido como substrato para a reacgao inversa,
estabilizando deste modo o invento de integracao ou
excisao. Por exemplo, para eliminar sequéncias
indesejaveis, posicionam-se os sitios lox com a mesma
orientacaoc de modo a flanquearem as sequéncias nao

desejadas.

Outros sitios lox incluem os sitios l1oxB, loxIL & 1oxR
que sao sequéncias nucleotidicas isoladas a partir de E.

coli (Hoess e tal., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 19, 3398

(1982)). Podem igualmente produzir-se os sitios lox por uma
variedade de técnicas de sintese que sao conhecidas na
especialidade. Por exemplo, vias de sintese para a producédo
dos sitios lox que se encontram descritas em Ito e tal.,
Nuc. Acid Res., 10, 1755 (1982) e Ogilvie e tal., Science,
214, 270 (1981).

Tal como se utiliza na presente memdéria descritiva, a
expressao "gitio lox” significa uma sequéncia nucleotidica
na qual o produto genético do gene cre pode catalisar uma
recombinagdo especifica do sitio. LoxP €& uma sequéncia
nucleotidica com 34 pares de bases que pode ser isoclada a
partir do Dbacteriéfago Pl por processos conhecidos da
especialidade (veja-se, por exemplo, Hoess e tal., Proc.

Natl. Acad. Sci. USA, 78, 3398 (1982)). LoxP consiste em

duas repeticdes invertidas de 13 pares de bases separadas

por uma regido espacadora de pares de bases.

Tal como utilizada na presente meméria descritiva, a
expressac “gene cre’ significa uma sequéncia nucleotidica
gue codifica para um produto genético enzimético o qual

efectua a recombinac8c especifica do sitio do ADN em



<R

células eucaridticas nos sitios lox. O gene cre pode ser
isolado a partir do bacteridéfago Pl por processos

conhecidos na especialidade (veja-se Abremaid e tal., Cell,

32, 1301-1311 (1983)).

Replicacdo do virus da influenza

Os virus da influenza A possuem iy
(ARNve) virais de sentido negativo de corddo individual que
codificam um total de dez proteinas. 0O ciclo de wida So
virus da influenza tem 1inicio com & ligacio &

hemaglutinina (HA) a receptores que contém dcido sidlico na

¥

superficie da célula hospedeira, seguida por uma swd
mediada por um receptor. O pH baixo dos ultimos endossomas
desencadeia um desvico conformacional no HA, expondo deste
modo o terminal N da subunidade HA2 (o denominado péptido
de fusao). O péptido de fusao inicia a fusdo da membrana
viral e endossdémica e a matriz proteica (M1) e os complexos
RNP sao libertados no citoplasma. Os RNPs consistem em
nucleoproteina (NP), gue encapsida ARNv, e o complexo de
polimerase viral, que é formado pelas proteinas £&, PBl e
PR2. Os RNPs sao transportados para o nucleo, onde tem
lugar a transcricdo e a replicagdo. O complexo de ARN
polimerase catalisa trés reacgdes diferentes: sintese de um
ARNm com uma estrutura poliA com terminal 5’ e 3, um ARN
(ARNc) complementar de comprimento completo e de ARNV
genémico utilizando o ADNc como modelo (“template”) .
Reunem-se entdo ARNvg, NP e proteinas de polimerase
recentemente sintetizadas em RNPs, exportadas dos nucleos e
transportadas para a membrana de plasma, onde ocorre a
germinag¢do das particulas do virus da progenia. A proteina

desempenha um papel crucial final na

neuraminidase |

infeccao pela eliminacdo do acido siélico dos



sialiloligossacéridos, libertando deste modo, o©s virides
recentemente reunidos a partir da superficie da célula e
evitando a auto-agregagdo das particulas de wvirus. Muito
embora a associlacdo dos virus desenvolva interacgdes
proteina-proteina e proteina-ARNv, a natureza destas

interaccgbes é largamente desconhecida.

Os togotovirus (THOV) representam um novo género da
familica de Orthomyxoviridae. Eles s3ao transmitidos por

carragas que foram encontradas em animais domésticos,

o v

%
i

incluindo camelos, cabras e gado vacum. ¥ _
os THOV podem replicar-se em carragas e células de
vertebrados. O genoma dos THOV compreende seis segmentos de
ARN no sentido negativo de corddo individual. As proteinas
codificadas pelos trés segmentos maiores mostram uma
homologia significativa em relagdo as proteinas de
polimerase do virus da influenza PB2, PBl e PA. P segmento
5 codifica uma proteina relacionada com o virus da
influenza NP. A glicoproteina dos THOV, que é codificada
pelo segmento 4, ndoc é homdloga quer das proteinas HA ou Na
do virus da influenza, mas apresenta uma sequéncia analoga
% da glicoproteina de baculovirus. Julga-se gue © segmento
mais pequeno codifica uma proteina de matriz e nao se
parece com qualquer das proteinas do virus da influenza.
Tal como o virus da influenza, ambas as extremidades 3’ e
5’ do ARNv gdo necessarias para a actividade promotora, e
esta actividade encontra-se localizada nos nucledtidos
terminais 14 e 15 das extremidades 3' e 5’ do ARNv,

respectivamente.



A sintese do RARNm dos THOV é iniciada pelas estruturas
fechadas derivadas de c¢élulas hospedeiras. No entanto,
contrariamente ao virus da influenza, apenas as egtruturas
fechadas (sem nucledtidos adicionais! s&o cindidas a partir
de ARNms celulares (Albo e tal., 1996; Leahy e tal., 1997;
Weber e tal., 1996). Os ensaios de cisdo in vitro revelaram
gque tanto as extremidades 5’ e 3’ do ARNvV 830 necessarias
para a actividade de endonuclease (Leahy et al., 1998), mas
a adicao de um modelo promotor de ARNc nao estimula a
actividade de endonuclease (Leahy et al_, 1998), tal como
foi indicada para o virus da influenza (Cianci et al.,
1995; Hagen et al., 1994). Foi proposta uma estrutura em
anzol ("hook") para os THOV (Leahy et al., 1997; Weber et
al., 1997), a qual é andloga a estrutura em saca-rolhas
proposta para o virus da influenza (Flick et al., 1996).
Esta estrutura em anzol ("hook"), no entanto, apenas se
encontra no promotor THOV ARNv. A sequéncia promotora de
ARNc nao permite a formagao de pares de bases entre as
posicgdes 2 e 9, e entre as posicdes 3 e 8 na extremidade 5’
do ARNc. As alterag¢des nas posigdes 3 ou 8 para permitir a
formacdo de pares de bases entre estes nucledtidos
estimulam a actividade de endonuclease, a qual constitui
uma prova de suporte muito forte da estrutura e anzol
("hook") proposta (Leahy et al., 1998). No entanto, esta
estrutura pode ser crucial para a regulacido do ciclo de
vida dos THOV; o promotor de ARNv, que forma a estrutura em
anzol ("hook"), pode estimular a actividade de endonuclease
de PB2, permitindo deste modo a transcricao. O promotor de

pelo contrario, ndo pode formar a estrutura em anzol

(“hook”) e pode, por conseguéncia, ser incapaz de estimular

a actividade de endonuclease, resultando deste modo na




Bunyaviridae

A familia Bunyaviridae inclui diversos virus que
provocam febres hemorrdgicas ou encefaliticas em seres
humanos (por exemplo, febre de Rift Valley, Hantaan, ILa
Crosse e febre hemorrdgica da Crimeia-Conge)., Os virides
esféricos e envolvidos contém trés segmentos de ARN de
sentido negativo de cordaoc simples (revisto em Elliott,
1997). O segmento maior (L) codifica a proteina viral de
ARN polimerase (proteina L), enquanto o segmento M codifica
as duas glicoproteinas virais Gl e G2 e uma proteina néao
estrutural (NSm). O segmento mais pequeno (S) codifica a
proteina nucleocapside (N) e uma segunda proteina nao
estrutural (NSs}. A replicacdo e a transcricdc do virus tem
lugar no citoplasma e nos rebentos de viriles recentemente

associados através das membranas do aparelho Golgi.

Bridgen & Elliott (1996) estabeleceram um sistema de
engenharia genérica inversa para produzir virus infecciosos
de Bunyamwera inteiramente a partir de ADNcs clonados. Eles
seguiram uma estratégia primeiramente descrita por Schnell
et al. (1994) para o virus da raiva: a transcrigao
intracelular de um ADNc que codifica para o© 2ARN
antigenémico de sentido positivo (mas ndo para o ARN
gendémico de sentido negativo) em células que exprimem
polimerase e nucleoproteina virais. Brigden & Elliott
(1996) infectaram-se células HeLaT4+ com virus de wvaccinia
que exprimem a polimerase T7 e transfectaram estas células
com plasmideos que exprimem proteinas codificadas pelos

segmentos S, M e L, Eles tra~sfectaramentdo estas células

com trés plasmideos que codificam os & antigendmicos de
comprimento completo flangueados pelo  promotor da

polimerase T7 e o ribozima do virus da hepatite delta. Para



aumentar o numero de particulas de buniavirus relativamente
ao numero de particulas do virus wvacinia, os autores
utilizaram células de mosquito nas quais o virus de
Bunyamwera se replica mas nao o de vacinia. Este protocolo
pode ser utilizado ndo somente para produzir por engenharia
genérica Bunyaviridae, mas também produzir virus
reclassificados que nao podem ser facilmente obtidos por
células com infectantes com diferentes estirpes de

Bunyaviridae.

Para estudar os elementos do promotor de buniavirus e
as proteinas virais que sdo necessdrias para a transcricdo
e a replicagao, Dunn et &i. (1995) clonaram o gene CAT na
orientacaoc de sentido negativo entre as regides nao
traduzidas 5' e 3'do segmento de ARN S de Bunyamwera.
Transfectaram-se as células com construgdes que exprimem as
proteinas codificadas pelos segmentos L e S e
transfectaram-se entdc com ARN transcrito in vitro, do gue
resultou a actividade CAT. O segmento S de buniavirus
codifica duas proteinas, N e NS, em estruturas de leitura
sobrepostas. Para determinar se ambas estas proteinas sao
necessarias para a transcricdc e a replicacgdo, ensaiaram-
-se construcgdes que exprimem apenas N ou NSs quanto &
actividade CAT. A expressidc da proteina N, conjuntamente
com a proteina L, deu comoc resultado uma actividade CAT,
enquanto gue nao foi detectada qualguer actividade CAT com
a construcdo de expressdo NSs. Deste modo, as proteinas L e
N sao suficientes para a transcricao e a replicagao de um

ARN semelhante ao buniavirus.

Tal como com o virus da influenza, as sequéncias
terminais dos ARNs de buniavirus SETe) conservadas

complementarmente e elevadamente. Considerou-se por



consequéncia que estes elementos de sequéncia definem o
promotor buniaviral e sdo crucials para a actividade
promotora. A eliminagdo dos cinco nucleétidos na
extremidade 3’ do ARN viral reduz drasticamente a expressio
CAT (Dunn et al., 1995). Pelo contrario, a adicdo de dois
nucledtidos na extremidade 5’, ou de 11 ou 35 nucledtidos
na extremidade 3' nao elimina a expressido CAT (Dunn et al.,
1995). Por consequéncia, tal como o complexo de polimerase
do virus da influenza, a proteina de buniavirus polimerase
pode, aparentemente, iniciar a transcricdo e/ou a

replicag¢do de maneira interna.

A presente invengdo serd descrita ainda pelos exemplos

seguintes.

ExemElo 1

Materiais e Processos

Células e vwvirus. Mantiveram-se células de rim

embriénico humano 293T e células de rim caninc Madin-Darby
(MDCK) em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal de vitela e em meio de
Eagle (MEM) gque contém 5% de soro de vitela recém-nascida,
respectivamente. Mantiveram-se todas as células a
temperatura de 37°C em 5% de C0,. Propagaram-se os virus da

influenza &/ v3 {HIN1) e A/PR/8/34 em ovos com dez dias

de idade

Construcdo de plasmideos. Para produzir construgdes de

ARN polimerase I introduziram-se ADNcs cionados derivados

/%% ou A/PR/8/324 entre as sequéncias

de ARN wviral

promotora e terminadora de ARN polimerase I. Resumidamente,



amplificaram-se cos ADNcs clonadcs por PCR com iniciadores
que contém sitios BsmBI, digeridos com BsmBI, e clonados
nos sitios BsmBI do vector pHH21 que contém o promotor de

ARN polimerase I humana e o terminadcr de ARN polimerase T

by

de murganho, separados por sitios (Figura 2}. Os

¥% foram

genes PBL1, FA, HA, NP, NA, M e NS da estirpe &;
amplificados com PCR pela utilizacao dos plasmideos
seguintes: PpSCWPB2, pGW-PB1 e pSCWPA (todos obtidos a
partir de Dr. Debi Nayak na University of California Los
Angeleg), e PpWH17, pWNP152, pT3WNAl5 (Castrucci et al.,
19392}, pGT3WM e pWNSL1, respectivamente. O gene PBl do virus

foi amplificado pela utilizagdo de

da influenza &/
pcDNA774 (PBl) (Perez et al., 1998) como um template. Veja-
se a figura 6 para as sequéncias dos iniciadores. Para
garantir que o0s genes se encontravam isentos de mutagdes
indesejadas, sequenciaram-se os fragmentos derivados de PCR
com um auto-sequenciador (Applied Biosystem Inc., CA, USA)
de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante. Os
ADNcs gque codificam os genes HA, NP, NA e M1l do virus

% foram clonados conforme descritos (Huddleston et

al., 1882) e subclonados no vector de expressac eucaridtica
pCAGGS/MCS  (controlado pelo promotor de f-actina de
frangos) (Niwa et al., 1991), do que resultam pEWSN-HA,
pCAGGS -WSN-NPO~-14, PCAGGS-WNALS e pCAGGS-WSN-M1-2/1,
respectivamente. Os genes M2 e NS2 a partir do virus

foram amplificados por PCR e clonados em

pCAGGS/MCS, para se obter pEPZ4c e pCA-NS2. Finalmente,

utilizaram-se

para exprimir as proteinas PB2, PEL e PA sob o controlo =

promotor do citomegalovirus (Perez et al., 1998).



Produgado de particulas de influenza infecciosas.

Transfectaram-se células 293T (1 x 3 com um maximo de 17

N

plasmideos em quantidades diferentes com a utilizagdo de
Trans IT LT-1 (Panvera, Madison, Wisconsin) de acordo com
as instrucgdes do fabricante. Resumidamente, misturou-se o

ADN com o reagente de transfecgdo (2 pl de Trans IT-LT-1

por pg de ADN), incubaram-se a temperatura ambiente durante
45 minutos e adicionaram-se as células. Seis horas mais
tarde, substituiu-se a mistura reagente de transfeccio do
ADN por Opti-MEM (Gibco/BRL, Gaithersburg, Maryland) que
contém 0,3% de albumina de soro bovino e 0,01% de soro
fetal de vitela. A diferentes tempos apds a transfeccao,
recolheram-se o©0s virus a ©partir do sobrenadante e
titularam-se em células MDCK. Visto que o virus auxiliar
nao era necessario para este processo, analisaram-se 0s

virus transfectantes isolados sem purificacdo de placa.

Determinacdo da percentagem de células transfectadas

com plasmideo gque produzem virus. Vinte e quatro horas apés

a transfecgdo, dispersaram-se células 293T com ©0,02% de
EDTA em células individuais. Diluiu-se entdo a suspensdo de
células 10 vezes e transferiu-se para monocamadas
confluentes de células MDCK em placas com 24 cavidades.

Detectaram-se o8 virus pelo ensaio da hemaglutinacgéao.

Ensaio de irnunocoloragdo., Nove horas apds a infecgao

com o virus da influenza, lavaram-se as células duas vezes
com soro fisioldgico tamponado com fosfato (PBS) e fixaram-
-se com 3,7% de paraformaldeido (em PBS) durante 20 minutos
a temperatura ambiente. Em seguida, trataram-se com 0,1% de
Triton X-10C e processaram-se conforme descrito por Neumann

et al. (1997).



Resultados

Producao de virus infecciosos por expressdo actuada

pelo plasmideo de segmentos de ARN viral, trés subunidades

de polimerase e proteina NP. Muito embora a transfeccdo das

células com uma mistura de RNPs extraidos de virides
purificados tenha como resultado particulas infecciosas de
influenza, esta estratégia ndo €& supostamente eficiente
quando utilizada com oito RNPs diferentes produzidos in
vitro. Para produzir virus de influenza infecciosa
inteiramente a partir de ADNcs, produziram-se oito RNP
virais in vivo. Deste modo, prepararam-se os plasmideos que
contém ADNcs para os ARNs virais de comprimento completo do

flangueados pelo promotor de ARN polimerase

I humana e o terminador de ARN polimerase I de murganho. Em
principio, a transfeccgido destes oito plasmideos em células
encaridticas deverd ter como resultado a sintese de todos
0s oito ARNvs de influenza. As proteinas PB2, PB1, PA e NP,
produzidas por cotransfeccdo de plasmideos de expressido da
proteina, devem ser reunidas com o8 ARNvs em RNPvs
funcionais que sao replicados e transcritos, formando por
Gltimo wvirus de influenza infecciosos (Figura 3).

Transfectaram-se 1 x 10° de células 293T com plasmideos de
expressao da proteina (1 ug de pcDNA762(PB2), 1 ug de
PcDNA774 (PB1), 0,1 Mg de pcDNA787(PA) e 1 ug de pCAGGS-WSN-

-NP0/14) e 1 ug de cada um dos seguintes plasmideos de ARN

polimerase I (pPolI-WSN-PB2, pPolI-WSN-PB1, &
pPolI-WSN-HA, ©pPolI-WSN-NP, pPolI-WSN-NA, pPolI-WSN-M e

pPOLI-WSN-NS), A decisdo de wutilizar uma quantidade

reduzida de baseou-se em observacles prévias
(Mena et 2l,, 1996) e em resuitados das condig¢des éptimas

- Y
(VLPs)

para a producdo de particulas semelhantes a wiyus

(resultados nao representados). Vinte e quatro horas apds a



transfeccdo de células 293T, observaram-se 7 x 10° pfu de
virus por ml no sobrenadante (Experiéncia 1, Quadro 1}, o
que € demonstrativo pela primeira vez da capacidade da
engenharia genética inversa para produzir virus de

influenza A inteiramente a partir de plasmideos.

Quadro 1. Conjuntos de plasmideos utilizados para produzir

virus de influenza a partir de ADNc* clonado

Y

H

i
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H

i

i

5
e

¥

§

v

4

| NA + + + + + + +
M + + + + 4 +
N3 + + + t + +
Plasmideos de expressio
de proteinas para:
PB1 + + + + + + +
PB2 + + + + + + +
PA + + + + + + +
NP + + + + + + +
HA + + + + + +
NA + + + + + +
M1 + + + + + +
M + + + + + +
NS2 + + + + + +
Titulo do virus
(pfasiudy 7x10° | 7x10° | 1x10’ | 3x1of 0 0 0 0

As células 293T foram transfectadas com os plasmideos
indicados. Vinte e quatro (Experiéncias 1 e 2) ou quarenta
e oito horas (Experiéncias 3-8) mais tarde, determinou-se o
virus do sobrenadante em células MDCK.

# A menos que se indique de outro modo, construiram-se os

plasmideos com ADNCc que representam o ARNsgs de virus

coexpressao de todas as proteinas estruturais virais. Muito

embora a NP viral e as proteinas de polimerase sejam
suficientes para a produ¢do activada do plasmideo de virus
da influenza, foi possivel poder aumentar essa eficiéncia

Em estudos prévios, a expressao de todas as proteinas



estruturais do virus da influenza (PB2, PR1, PA, Ha, NP,
NA, M1, M2 e NS2) resultaram em VLPs que continham um ARNv
artificial que codifica um gene de cloramfenicol-
-acetiltransferase repérter (Mena et al., 1996). Deste
modo, a disponibilidade do complemento completo das
proteinas estruturais, em vez de apenas as requeridas para
a replicagado e transcrigao do ARN viral, pode melhorar a
eficdcia da produgdo de virus. Para esta finalidade,
transfectaram-se células 293T com quantidades ¢dptimas de
plasmideos de expressdo da proteina geral viral (conforme
julgado pela produgao de VLP; resultados nao publicados): 1
pg de  pcDNA762(PB2) e pcDNA774(PB1), 0,1 ng  de
pcDNA787 (PA); 1 ug de pEWSN-HA, pCAGGS-WSN-NPO/14 e pCAGGS-
-WNA15; 2 pg de pCAGGS-WSN-M1-2/1; 0,3 pg de pCA-NS2; e
0,03 ng de pEP24c¢c (para M2), conjuntamente com 1 pg de cada
plasmideo de ARN polimerase I (Experiéncia 2, Quadro 1).
Transfectou-se um segundo conjunto de células com o0 mesmo

conjunto de plasmideos de ARN polimerase I, com a exXCepgao

F

foi

do gene de PBl, para o qual o ¥
substituido numa tentativa de ©produzir um virus de
reclassificacgdo, conjuntamente com plasmideos gue exprimem
apenas as proteinas PA, PBl, PB2 e NP (Experiéncia 3,
Quadro 1) ou o0s que exprimem todas as proteinas estruturais
da influenza (Experiéncia 4, Quadro 1). Os rendimentos de
virus WSN nao diferem apreciavelmente para as 24 horas
(Experiéncias 1 e 2, Quadro 1) ou para as 36 horas
(resultados ndo indicados) apds a transfeccdo. No entanto,

verificou-se um aumento de mais do que dez vezes nos

rendimentos dos virus com #+P¥81 quando todas as
proteinas estruturais da influenza viral fora
proporcionadas (Experiéncias 3 e 4, Quadro 1). Os controlos
negativos, aos quais faltou um dos plasmideos para a

expressao das proteinas PA, PBLl, PB2 de NP, ndo permitiu a



obtencdo de quaisquer virus (Experiéncias 5-8, Quadro 1).
Deste modo, dependendo do virus produzido, a expressao de
todas as proteinas estruturais do virus da influenza A
melhorou apreciavelmente a eficdcia do processo genético

inverso.

Seguidamente, determinou-se a cinética da produgao do
virus apds a transfeccédo de células utilizando o conjunto
de plasmideos utilizado para produzir um wvirus com o gene

Em duas das trés experiéncias, detectou-se

primeiramente o virus as 24 horas apds a transfecgao. O
titulo medido nessa altura, >10° pfu/ml, tinha aumentado
para >10° pfu/ml em 48 horas apds a transfeccgdo (Quadro 2).
Para calcular a percentagem de células transfectadas com
plasmideo que se encontravam a produzir virus, trataram-se
células 293T com EDTA (0,02%) 24 horas apds a transfeccgdo
para dispersar as células e realizaram-se entdo estudos de
diluigdo de limitagdo. Nesta experiéncia, ndo se observou

qualquer virus livre na cultura sobrenadante neste

instante. Os resultados indicaram cque 1 em it células se

encontrava a produzir particulas de virus infecciosas.

Quadro 2. Cinéticas da producdo de virus apds transfeccdo

de plasmideo em células 293T*

Horas apés a transfeccdo i Titulo do virus na cultura sobrenadante {pfu/ml}

do plasmideo Experiéncia

As células 293T foram transfectadas com oito plasrnideos

de ARN polimerase I que ccdificam genes do virus

com a excepcdo do gene PB1, o qual & derivado de virus



e nove plasmideos de expressdao da proteina

conforme se descreveu no texto.
Em instantes diferentes, titularam-se os virus na cultura

sobrenadante em células MDCK. ND = ndo realizado.

Isolamento de virus de influenza que contém o epitopo

FLAG na proteina NA., Para verificar que o novo sistema de

engenharia genética inversa permitiu a introducdo de
mutacdes no genoma de virus de influenza A, produziu-se um
virus que contém um epitope FLAG (Castrucci et al., 1992)
na proteina NA. Transfectaram-se células 293T com um
plasmideo de ARN polimerase I (pPolI-WSN-NA/FL79) que
continha um ADNc que codificava tanto a proteina NA como um
epitope FLAG no fundo da cabega da proteina, conjuntamente
com ©0s reqgueridos ARN polimerase I e plasmideos da
expressao da proteina. Para confirmar que o virus isolado
(PRB-WSN-FL79) exprime de facto a proteina NA-FLAG,
realizaram-se ensaios de imunocoloracdo de células
infectadas com virus de tipo selvagem PR8-WSN-FL79. Um
anticorpo monoclonal do epitope FLAG detectou células
infectadas com PR8-WSN-FL79, mas nao as infectadas com o
virus de tipo selvagem (Figura 4). O isolamento do virus
PR8-WSN-FL79 foi eficaz tal como para o virus de tipo
selvagem ndo marcado (resultados nado indicados). Estes
resultados indicam que o novo sistema de engenharia
genética inversa permite a introducdo de mutagdes no genoma

do virus da influenza A.

Produgdo de virus de influenza infecciosos que contém

mutagdes no gene PA. Para produzir virus que possuem

mutagdes no gene PA, introduziram-se duas mutagdes
silenciosas que criam nevas sequéncias de reconhecimentos

para endonucleases de restricdo (Bspl20I na posicdo 846 e



Pvull na posicdo 1284 do ARNm}. Previamente, ndo foi
possivel modificar este gene por engenharia genética
inversa, devido & falta de um sistema de seleccdo fidvel.
Isclaram-se virus de transfeccdc, PA-T846C e PA-AL1284.
Clonaram-se biologicamente os virus transfectantes isolados
mediante duas diluigdes limitativas consecutivas. Para
verificar que os virus isolados eram, de @ facto,
transfectantes com muta¢des no gene #i, obteve-se o ADNC
para o gene PA mediante transcriptase inversa-PCR. Conforme
ilustrado na Figura 5, os virus PA-TB846C e PA-A1284C tinham
as mutagdes esperadas dentro do gene PA, conforme
demonstrado pela presenca dos sitios de restricédo
recentemente introduzidos. O PCR das mesmas amostras virails
iniciadores sem a fase de transcrigdo inversa ndo conseguiu
produzir quaisquer produtos (resultados nao representados),
0 que € indicativo de que o PA ADNc era, de facto,
originado a partir do ARNv em vez do plasmidec utilizado
para produzir os virus. Estes resultados ilustram como se
pode produzir e isolar virus e genes mutados sem o recurso

a virus auxiliares.

Discussdo

Oz sistemas genéticos reversos descritos na presente
meméria descritiva permitem a produgac eficaz de virus de
influenza A inteiramente a partir de ADNcs clonados.
Bridgen and Elliott (1996) também wutilizaram sistemas
genéticos reversos para produzir um virus Bunyamwera

(familia Bunyaviridae), mas O mesmo contém apenas trés

e a # i da sua

[41]

segmentos de ARN de sentido

e

Muito embora os

producdo era reduzida,

virus produzideos diferissem  entre as  experiéncias,

obgervou-ge congigtentemente 107 i células para o



0

virus da influenza, que contém oito segmentos. B3 varias
explicagdes para a elevada eficdcia do sistema de

engenharia genética inversa descrita anteriormente. Em vez

de produzir in vitro (Luytjes et al., 198%), os RNPs
foram produzidos in vivo através da sintese intracelular de
ARNvs que utilizam ARN polimerase I e através da expressio
de plasmideos actuados das proteinas de polimerase viral e
NP. De igual modo, a utilizacdo de c¢élulas 293T, que sao
facilmente transfectadas com plasmideos (Goto et al.,
1397), garantiu gue uma grande populacdo de células recebeu
todos os plasmideos necessarios para a producdo do virus.
Além disso, o grande numero de transcritos produzidos pela
ARN polimerase I, que se encontram entre as enzimas mas
abundantemente expressas nas c¢élulas em crescimento,
contribuiu provavelmente para a eficacia global do sistema.
Estas caracteristicas conduziram a um numero
correspondentemente abundante de transcritos de ARNv em
quantidades adequadas de proteina viral para encapsidacgédo
do ARNv, formacdo de RNPs no nucleo e exportacdo destes
complexos para a membrana celular, onde 0s novos virus sao

reunidos e libertados.

Os sistemas genéticos reversos previamente
estabelecidos (Enami et al., 1990; Neumann et al., 1994;
Luytjes et al., 1989; Pleschka et al., 1996) requerem a
infeccdo com o virus auxiliar e, por consequéncia,

processos e selecgdo que permitem que um peqgueno numero de

transfectantes seja encontrado a partir de um numero

de virus auxiliares, Tais estratégias foram utilizadas para

produzir de influenza que possuem um dos seguintes
genes derivados do ADNc: PB2 (Bubbarao et al., 1993,
(Enami et al., 1991: Horimoto et al., & NF )

NA (Enami et al.,




Yasuda et al., 19%4) e NS {(Enami et al., 1991). A maior
parte dos processos de seleccao, excepto no que toca aos
aplicdveis aos genes HA e NA, baseia-se na temperatura de
crescimento, restricgio da  gama de hospedeiro ou
sensibilidade ao f&rmaco, limitando deste modo a utilidade
da engenharia genética inversa para a andlise funcional dos
produtos genéticos. Mesmo com og genes HA e NA, para os
quais se encontram disponiveis sistemas de selecgdo fidveis
accionados pelo anticorpo, €& dificil produzir virus com
defeitos de crescimento proeminentes. Pelo contrdrio, o
sistema genético inverso descrito na presente meméria
descritiva ndo exige virus auxiliar e permite que se
produzam transfectantes com mutag¢des em qualquer segmento
genético ou com defeitos de crescimento graves. Esta
vantagem €& demonstrada na Figura 5, gue ilustra o
isolamento de virus transfectantes com um gene PA mutado.
Tendo a tecnologia para introduzir qualquer mutagdo vidvel
no genoma do virus da influenza A serd possivel que os
investigadores se preocupem com um numero de assuntos ha
muito em repouso, tais como a natureza das sequéncias
reguladoras em regides nao traduzidas do genoma viral,
relagdes estrutura-fungdo de proteinas virais e a Dbase
molecular da restricdo da gama de  hospedeiro e

patogenicidade viral.

Muito embora as vacinas de influenza inactivadas se
encontrem disponiveis, a sua eficacia ¢ subdptima devido,
parcialmente, & sua capacidade limitada para eliciar

respostas de Igh Local e de cé&lulas T citotlxicas. Os

ensaios clinicos de vacinas influenza adaptadas ao
frio agora sob observagac sugerem tais  vacinas gdo
atenuadas de maneira Optima, de tal modo que elas nao

provocaram gintomas de 1influenza, mas induziram ainda



imunidade protectora {revistc em Keitel & Piedra, 1%98). No
entanto, o0s resultados preliminares indicam que estas
vacinas de virus vivos ndoc serdo significativamente mais
eficazes do gue as melhores vacinas inactivadas (revisto em
Keitel. & Piedra, 19983, deixando espago para outros
aperfeicoamentos. Uma possibiiidade seria a de modificar
uma vacina adaptada ao frio com o sistema de genética
inversa descrito anteriormente. Como alternativa, seria
possivel partir de um esfregar pela utilizacdo de genética
inversa ©para produzir uma estirpe-mde ("master”) de
influenza A com muta¢des de atenuacdo multipla nos genes
que codificam as proteinas internas. A aplicacdo mais
intrigante do sistema genético inverso descrito na presente
meméria descritiva baseia-se na producdo rapida de vacinas
de virus vivos atenuados nos casos de pandemias suspeitas
gue envolvem novos subtipos de HA ou NA de virus de

influenza.

Esse novo sistema genético reverso melhorara
provavelmente a utilizacdoc de virus da influenza com
vectores de vacina. Os virus podem ser produzidos de modo a
exprimirem proteinas estranhas ou epitopcs imunogénicos
além das proteinas de influenza viral. Seria possivel, por
exemplo, produzir virus com proteinas estranhas tais como
um nono segmento (Enami et al., 1991) e wusa-las como
vacinas vivas. Nao somente os virus de influenza estimulam

fortes respostas imunes mediadas por células humorals, mas

também proporcionam s ampla rede de superficie de viriéo

o

de proteinas HA e (por exemplo 15 gubtipos de HA e 9 de
NA e ag suas variantes epidémicas), permitindo a imunizagio

repetida da mesma populagdc alvo.



Os VLPs de influenza que possuem um ARNy artificial
que codifica um gene repdrter foram produzidos mediante
expressao de proteinas estruturais virais e de ARNv com ©
sistema de polimerase de vaccinia-T7 (Mena et al., 1996).
Utilizando a engenharia genética inversa, &€ agora possivel
produzir VLPs que contém ARNvs que codificam proteinas
necessarias para a transcrigdo e a replicacdo do ARNv (isto
€, PA, PBL, PB2 e NP), bem como ARNvs que codificam as
proteinas de interesse. Tais VLPs podem constituir veiculos
uteis de libertacdo do gene. De um modo importante, a sua
falta de genes que codificam proteinas estruturais virais
garantiria que os virus infecciosos ndo seriam produzidos
apds a terapia com o gene VLP. Visto que o genoma do virus
da influenza ndo se integra no cromossoma do hospedeiro, o
sistema VLP seria apropriado para a terapia genética em
situacgbes que requerem apenas a traducdo de células a curto
prazo (por exemplo, o tratamento do cancro). Em contraste
com os vectores do adenovirus (Kovesdi et al., 19%7), os
VLPs da influenza podiam conter tanto variantes HA como NA,

permitindo o tratamento repetido de populagdes alvo.

A familia Orthomyxoviridae  compreende virus e
influenza 2, B e C, bem como os Thogotovirus recentemente
classificados. A estratégia para a producdo de virus de
influenza A infecciosos inteiramente a partir de ADHNcs
clonados descritos na presente meméria descritiva
aplicar-se-ia a quaisquer ortomixovirus e, talvez, a outros
virus de ARN segmentados de sentido negativo bem como (por
capacidade para

exemplo, Arenaviridae).

A
manipular o genoma viral sem limitac¢les técnicas apresenta

implicagdes profundas para o estudo dos ciclos de vida




ExemElo 2

A expressdo das proteinzs PBS, PBI, PA, e NP do virus

da influenza conduz & replicacio e & transcri¢do de um ARN

viral artificial. Para produzir VLPs de influenza,

utilizou-se o sistema de ARN polimerase 1 para a sintese
intracelular de ARNg virails de influenza in vivo (Figura
7). Neste sistema, um ADNc que codifica um gene repdrter
numa orientacdo anti-sentido é flanqueado pelas regides de
nao codificacao 5’ e 3’ de um ARN de influenza viral.
Inseriu-se esta cassete entre um promotor e um terminador
de ARN polimerase I. A transfecgdo de tais construcdes de
células eucaridticas conduz & transcricdo do gene repdérter
pela ARN polimerase I celular, produzindo deste modo ARNs
semelhantes ao virus da influenza (Neumann et ﬁl., 1994).
Pela infecgdo do virus da influenza, replicaram-se og ARNvVs

artificiais e transcreveram-se pelo complexo de polimerase

viral, do que resulta a expressdo do gene repdrter.

Para determinar se a expressdo das proteinas PB2, PRI,
PA e NP conduz & expressio do gene repdérter codificado pelo

transcrito derivado de ARN polimerase 1, transfectaram-se

plasmideos (1 pug de cada) que exprimem a proteina NP do

(HIN1) sob o controlo do promotor de

f-actina de frangos as proteinas de

sob o controlo do promotor de

polimerase do virus /¥
2 (PB2), 5cDNA774 (PB1) .

citomegalovirus

e a construgdo do gene repdrter de ARN

polimerage I [pPolI-GFP) em células de rim embridnico

humano {(292T). Quarenta e

egtavam a



proteinas NP. Estes resultados indicam que a NP e as trés

proteinas de polimerase de influenza viral tinham formado

um complexo funcional que replicou a transcreveu o GFP

derivado da ARN polimerase I,

Transcrigido e replicacao Optimas de ARNv. Para

determinar as quantidades de plasmideo de ADN necessarias
para a expressao Optima do GFP repérter, modelou-se a
expressdao das proteinas de polimerase de NP. Estudos
prévios tinham indicado grandes quantidades de PA reduzem a
extensao do gene repoérter em sistemas de
transcrigdo/replicacao {(Mena et al., 1996) . Por
consequéncia, de uma maneira gradual, reduziu-se a
expressao de PA a partir do plasmideo, identificando 0,1 ug
de pcDNA787 (PA] como a quantidade de template que conduzia
& expressdo mais forte de GFP. Com NP, a componente
estrutural principal dos complexos de RNP, podem ser
necessarias quantidades elevadas de plasmidec de expressdo
da proteina. No entanto, quantidades mais elevadas do
plasmideo ndo afectaram de maneira aprecidvel o numero de
células 293T de GFP positivo. Além disso, diversas

quantidades de plasmideos de expressdo da proteina PB2 e

PB1 (gama compreendida entre 1,0 e 0,03 pg) ndo afectou a

expressdao GFP nas células 293T. Deste modo, em todas as

experiéncias  subsequentes, utilizaram-se 0,1 upg de

bt

Formacgdc de VLPs de influenza a partir de

clonadog. Estudas prévics com 0 gistema de T7 ARN
polimerase em Vv vacinia mostraram gue a formagdo de

3

necessita de nove proteinas do virus da

ViPs de i

NS2 (Mena et

influenza: PBZ, PBl, FA,



al., 1996). A proteina NS1, pelc contrario, é dispensavel
para a formagdo da particula (Mena et a ., 1996). Para
estabelecer um sistema eficaz actuado pelo plasmideo para a
producdoc de VLP, produziram-se ADNcs que codificaram os
genes HA, NA, #®i, M2 e NS2. Clonaram-se os ADNCs no vector
de expressdo eucaridética pCAGGS/MCS (controlado pelo

promotor P-actina de frango), do que resulta pEWSN-HA,

PCAGGS-WNALS, g SR N PEP24cC e pCA-NS2Z,
respectivamente. A expressdo de cada proteina foi

confirmada pela andlise das manchas de Western.

Para produzir VLPs, transfectaram-se 10° células 293T

com 1,0 Ug de cada plasmideo de expressdo da proteina (com

a excepgdo do pcbNA787(PA), para o qual se utilizou 0,1

po), e com 1 pg da construgdo do gene repdrter pPolI-GFP.
Isolaram-se sobrenadantes de cultua 48 horas apds a
transfeccdo e misturaram-se com o virus A/WSN/33 para
proporcionar proteinas do virus da influenza necessarias
para a replicagéo e a transcricgidoc de GFP ARNv. Inoculou-se
entdo a mistura em células MDCK. Dez horas apds a
incubacao, detectaram-se células MDCK GFP positivas, que
correspondem a 450 particulas/ml de sobrenadante (Quadro
3). Deste modo, a expressao accionada pelo plasmideo de
todas as proteinas estruturais virais da influenza deram

como resultado a formacao de VLPs de infeccao infecciosos

que contém GFP ARNv. disso, libertou-se GFP ARNvV nas

células MDCK.

Excelente montagem de virus de influenza. Estudou-se

igualmente a formagdo de VLP nas células que exprimem

diferentes quantidades da construcdc do gesne repdérter de

i polimerase I, bem como ADNs do plasmidsc HA, NA, M1, M2

com pPclI-GFP, 1,0 ug do @

e NSZ.



de ADN foi altamente eficaz na produgido de VLPs, enguanto
que a eficacia fol significativamente reduzida para 2,0 ug
ou 2,0 ug. Visto que as proteinas NS2 e M2 sdo expressas em
pequenas quantidades nos estados avancados da infec¢do, era
provavel que quantidades relativamente pequenas dos
plasmideos de expressdo fossem necessdrias para a formagdo
¢ptima de VLP. A redugdo da construgdo de expressido de M2 a
partir de 1,0 ug até 0,3 ug resultou num aumento de mais do
que dez vezes do numero de células MDCK GFP positivas
(Quadro 3). Uma reducgdc ulterior de plasmideo para 0,03 LUg
ndo aumentou o numero de VLPs. Para a NS2, quantidades
menores de plasmideo ensaiado (0,1 pg) foram associadas com

uma formacaoc menos eficaz de VLPs (Quadro 3).

A proteina M1 constitui o complemento principal
estrutural do virido. Deste modo, nivels elevados da
expressdo de Ml sdo provavelmente necessarios para a
formacao eficaz de VLPs. Esta previsao foi ensaiada em
experiéncias que comparam a formacdo de VLP em células
transfectadas com 1,0 pg ou 2,0 pug de plasmideo M1 do ADN.
Conforme se ilustra no Quadrc 3, guantidades mais elevadas
de plasmideo deram como resultado um aumento de mais do que
dez vezes o numero de células MDCK GFP positivas. A
comparacdo de duas quantidades diferentes (1 upg versus 2
ug) de plasmideos que exprimem as proteinas MA e NA néo

revelou quaisquer diferencas aprecidveis na formagdo de

JLP, © gue conduz & gelecgdo de i upg de cada p

para utilizacdo em experiéncias

subsequentes. Na glcbalidade, estes estudos tiveram camo

resultado um aumento superior a 10C vezes da &

formagdo de VLP,



4 = . . . .
do que 10" particulas de virus de influenza infecciosos por

ml de sobrenadante (Figura 10).

Quadro 3. Quantidades ¢éptimas de ADN plasmidial para a

formagido de VPLs infecciosos*

Quantidade {pg} de expressdo de ADN em plasmidecs:

Faee

da formacio de VBL |

com plasmideos de

expressdo para todas as nove proteinas estruturais do virus
da influenza e com o plasmideo GFP da ARN polimerase T.
Quarenta e oitoc horas apds a transfecgdo, isolaram-se os
sobrenadantes que contém a VLP, misturaram-se com o virus

e inocularam-se em células MDCK. Fixaram-

auxiliar #&:&5%
-se as células 10 horas apds a infeccdo e determinou-se a
expressao de GFP com um microscoépio de fluorescéncia.
Apenas as quantidades dos plasmideos M1, M2 e NS2 variaram
(letra a negrito) para determinar as suas gquantidades
dptimas para a expressido de GFP em células MDCK.

+ Determinou-se a eficdcila relativa da formacdo de VLP

IS

mediante contagem do numero de células GFP-positivas nos

.

cinco campos microscédpicos. A amostra que contém 1 ug de
cada plasmideo (que produz 456 VLP infecciosos/ml de

gobrenadante) foil escolhida como referéncia (valor de 1).

Autenticidade de VLPg produzidos inteiramente 2 partir

de plasmideocs. Para verificar os

os virus d=s influenza auténticos,




neutralizaram-se VLPs com um anticorpo para o WCN Ha.
Incubaram-se 0s sobrenadantes que contém VLP derivados de
células 2937 transfectadas com plasmidec com uma porgido de
anticorpos monoclonais WSN HA @u com um anticorpo
monoclonal para a proteina G do virus da estomatlte
vesicular (V8V) (controlo negativo) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Adicionou-se virus auxiliar
A/PR/8/34, o qual ndo é neutralizade pelo conjunto de
anticorpos monoclonais WSN HA, a mistura e inocularam-se em
células MDCK. Apenas o anticorpo monoclonal especifico
anti-WSN-HA neutralizou os VLPs, o que € indicativo de que
a HA constitui um mediador da ligacdo e da entrada de VLPs

nas células.

Seguidamente, identificou-se o conjunto minimo de
proteinas necessdaric para a formagdo de VLPs. Outros
estabeleceram que eram essenciais as trés polimerases de
virus da influenza e a NP para a replicagdo e a transcricgao
de ARNv (Honda et al., 1988). Por consequéncia, incluiu-se
cada uma destas quatro proteinas, mas omitiram-se
consecutivamente HA, NA, M1, M2 ou NS2. A exclusdo de
qualquer destes plasmideos nao afectou a
replicacdo/transcrigo de GFP ARNv em células 293T
transfectadas. Os sobrenadantes derivados de células 293T
transfectadas a que faltavam as proteinas HA, NA, M1 ou NS2
ndo promoveram a expressdo de GFP nas c¢élulas MDCK
infectadas, o que € indicativo da auséncia de VLPs
infecciosos. Detectaram-se VLPs infecciosos com & omissao
de M2 mag o numero foi reduzido (uma redugdo superior a 500
vezes em comparacdo com o conjunto completo de proteinas

egtruturals) . Degte modo, todas as proteinas estruturais do

essdrias para a Iformagdo eficaz

e
o
[
]

da influenza

de acordo com os valoreg resultantes




de estudos do sistema de virus de vaeinia (Mena et al.,

19967 .

A gliproteina VSV pode substituir as proteinas HA e NA

na producdo de VLPs. Substituiram-se as proteinas HA e NA

do virus da influenza pela proteina VSV G, que funciona na
ligagao e fusdo do receptor. Nas células 293T transfectadas
com pPolI-GFP; quantidades ©&ptimas das construgdes de
expressac PB2, PBl, PBPA, NP, M1, M2 e NS2; e 1 ug da
construgdo VSV-G (pCAGGS-VSV-G}, substituicdo da proteina
VSV-G pelas glicoproteinas do virus da influenza nao
afectou adversamente a formacdo de VLP. Pelo contrario,
numeros superiores de células GFP-positivas  foram
observados de maneira reprodutivel gquando VSV-G, em vez das
proteinas HA e NA&, serviu como glicoproteina viral. Deste
modo, a proteina VSV G pode ser incorporada de maneira
eficaz nos virifes da influenza e pode actuar tal como as

proteinas HA e NA na libertacdo e entrada de virus.

Un sistema eficaz para a produgdo de particulas de
virus de influenza infecciosos constituiria uma vantagem na
investigacdo com este virus e potencialmente na produgao de
vacinas e de vectores para terapia genética. Contrariamente
aos sistemas de virus de vaeinia existentes, a estratégia
de producdoc de VLP descrita na presente memdéria descritiva
¢ altamente eficaz, quer na transfeccdc inicial de células
commo no rendimento de VLPs {+14% particulas infecciosas/ml
de scbrenadante), alénm disso, é accionado inteiramente por

plasmideos que exprimem as proteinas do virus da influenza

proteinas ¥

(isto é, na auséncia de quaisquer
0o gue simplifica grandemente e interpretacgio dos

~egultados. Uma outra vantagem & a capacidade para estudar

=~

os efeitos de mutagdes letals na formacgde de wvirides,



embzlagem, de complexos de RNF, germinacao da replicacgao de
virus e processos de ligagdo e fusdo. Além disso, é
provavel que o sistema descrito anteriormente funcionasse
igualmente bem com outros virus, por exemplo, paramixovlrus

e rabdovirus.

As proteinas HA e NA de virus da influenza podem ser
substituidas funcionalmente pela glicoproteina G de VSV.
Anteriormente, referiu-se que os virus da influenza néo
conseguiram incorporar a proteina VSV G quando
proporcionada pelo virus SV40 recombinante (Naim et al.,
1993). 0Os resultados descritos na presente memdria
descritiva sugerem que nem a proteina HA nem a proteina NA
sdo essenciais para a formacao de VLPs, muito embora nao se
possa excluir que estas glicoproteinas desempenham um papel
nas interacgdes com outras proteinas virais, afectando
deste modo a estrutura dos virides, conforme sugerido pelas
formas alongadas dos virus que exprimem as proteinas HAs,
Nas, sem calda, ou ambas (Garcia-Sastre et al., 1995; Jin

et al., 1994; Jin et al., 1997; Mitnaul et al., 1995).

O sistema baseado no plasmideo descrito anteriormente
pode ser particularmente Util para a libertacgdo do gene
terapéutico. Podem preparar-se VLPs que contém o ARNv que
codifica as proteinas necessarias para a transcricdoc e
replicacdo (isto &, as NP e as polimerases), bem como as
ARNv que codifica a proteina de interesse, Estas particulas
sdo 1infecciosas e podem libertar um gene designado em
células alvo, onde seria replicado e transcrito. Dado que
estas particulas ndo contém um complemento completo de

elas nao podem produzir virus de progénie

genes i
infecciosa. Esta caracteristica, conjuntamente com a falta

v

de integragdo do genoma viral nos c¢romossomas hospedeiros,



garantiria a seguranga bioldgica da libertagidc do gene em
individucs humanos e nao humanos. Finalmente, a
disponibilidade dos subtipos 15 HA e ¢ NA e das suas
variantes permitiria a administrac¢do repetida de VLPs,
ultrapassando deste modo a imunorresisténcia as proteinas
geradas pelo vector, um dos principais obstdculos que se
encontram no usoc repetido de outros vectores virais, tais
como os adenovirus. Um outro beneficio do sistema accionado
pelos plasmldeos seria realizado em situagdes gque exigem
apenas a expressdo a curto prazo de proteinas virais, tais

como no tratamento do cancro.

Exemplo 3

Pela wutilizagdo do sistema Cre-loxP, é possivel
produzir linhas de células de embalagem para a producaoc dos
virus deficientes na replicagao. Por exemplo, prepara-se um
vector de expressdo da proteina que contém uma cassete stop
de transcricao (por exemplo, pBS302 of Life Technologies,
Bethesda, Maryland; e Sauer et al., 1993; Lasko et al.,
1892; Pichel et al., 1993; Bolivar et al., 1977; Stuhl et
al., 1981; Stuhl, 1985; Fiers et al., 1978), flanqueado por
dois sitios IloxP e um dos genes virais. A transcricéo,
iniciada na sequéncia promotora, € bloqueada nos sitios
stop de transcricdo. Deste modo, o gene viral ndo &
transcrito nem traduzido. Uma célula que & transfectada de
maneira estavel com um tal vector é infectada com um virus
da influenza a que falta o ARNvV que codifica o gene clonado
no sistema IoxP. Este virus contém igualmente um ARNvV

adicional que codifica a preoteina Cre. Este virus nioc é

x

em células normais, visto

ARNvs. No entantc, na Llinha de

proteina Cre e & expressa a partir do AENv



resultado a recombinacdo no sitic loxP, do que resulta a
eliminacdc do sitio stop de transcrigdo. Deste modo, ofs)
gene (s) viral{ais) respectivo(s) & (sao) agora
transcritc{s) e expressols}), permitindo que o virus se

amplifigque nestas células (Figura ii:.

Llém disso, prepararam-se linhas de células de
embalagem que exprimem as proteinas virais tardias (isto &,
HA, NA, M1, M2 e NS2} controladas pelo sistema loxP (Figura
12). As proteinas HA e NA podem ser substituidas por outras
proteinas virais de ligagido e de fusdo do receptor (por
exemplo, as glicoproteinas GPl e GP2 de Ebola GP, Marburg
GP, Bunyaviridae, as proteinas G e/ou F de rabdovirus e
paramixovirus, glicoproteina de togotovirus e as
glicoproteinas de virus de ARN de cordao positivo).
Produzem-se particulas semelhantes a virus que contém os
ARNvs que codificam as proteinas necessarias para a
replicacdo/transcricao (isto é, as proteinas polimerase e
NP), um ARNv que codifica o gene de interesse e um ARNvV que
codifica Cre. Estes ARNvs sdo acondicionados em particulas
semelhantes a virus nas linhas de células de

acondicionamento.

Essas particulas semelhantes a virus podem ser
utilizadas para fins de terapia de vacina e genética visto
gque (1) ndo contém o complemento completo de genes virails
g, desse modo, nao podem ser formadas particulas de
progénie infeccionas, satisfazendo as preocupagdes
rigorosas de seguranca; iiii exprimirdo provavelmente as

roteinag estranhas para varios niveis; i{iii) nao exprimem

3

ag glicoproteinas virais (HA, que

p

antigénios principails; deste modo, a resposta imune do

hospedeiro contra as proteinas « deve ser limitada.
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Muito embora a memdria descritiva anterior da presente
invencao tenha sido descrita em zrelacao a formas de
realizacao preferidas da mesma, e muitos pormenores tenham
sido indicados para fins de ilustrag¢do, serd evidente para
0s peritos na especialidade que a invencdo é susceptivel de
formas de realizacgido adicionais e que alguns dos pormenores
descritos na presente meméria descritiva podem ser variados
consideravelmente sem que haja um afastamento dos

principios basicos da invengéo.
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1. Processo para a preparacac de virus de influenza
infecciosos na auséncia de um virus auxiliar, que

compreende as fases que consistem em:

{a) a introducdo em cé&lulas hospedeiras, na auséncia de um
virus auxiliar, de uma composigdo que compreende um grande

numero de vectores ortomixovirus que compreendem:

(1) um vector gque compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um ADNc de PA do virus de influenza ligado
a uma sequéncia de terminacgdo da transcricao,

(i1) um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um ADNc de PB1 do virus de influenza
ligado a uma sequéncia de terminacdo da transcricao,

{1ii) um vector que compreende um promotor ligado de
um modo funcional a um ADNc de PB2 do virus de influenza
ligado a uma sequéncia de terminagdo da transcricéo,

(iv) um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um ADNc de HA do virus de influenza ligado
a uma sequéncia de terminacado da transcricao,

(v} um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um ADNc de NP do virus de influenza ligado
a uma sequéncia de terminagdao da transcrigao,

(vi) um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um APNc de NA do virus de influenza ligado
a uma sequéncia de terminagdo da transcricaoc,

‘ 5

{(vii}) um vector que compreende

um modo funcional. a um ADN¢ de M do virus de influenza

ligado a uma sequéncia de terminacdo da transcrigdo,



(viii) um vector que compreende um promotor ligado de

= de NS do virus de influenza

,

um modo funcional a um &
ligado a uma sequéncia de terminacdo da transcricgédo,

{ix) um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um segmento de ADN que codifica um
polipeptido PR de virus de influenza e ligado a uma
sequéncia de terminagao da transcricéao,

(x) um vector gue compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um segmento de ADN gque codifica um
polipeptido PB1 de virus de influenza e ligado a uma
sequéncia de terminacdoc da transcricéo,

(xi) um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um segmento de ADN que codifica um
polipeptido PB2 de virus de influenza e ligado a uma
sequéncia de terminacdo da transcricao,

(xii) um vector que compreende um promotor ligado de
um modo Tfuncional a um segmento de ADN gue codifica um

polipeptido NP de virus de influenza e ligado a uma

sequéncia de terminacac da transcricao; e

(b) o 1isolamento dos virus de influenza infecciosos a

partir das referidas células hospedeiras.

2. Processo de acordo com a reivindicagac 1., em que o©
processo produz pelo mencs 1 x 107 pfu (unidades formadoras

de placa)/ml de virus de influenza infecciosos.

3. Processo de acordo com a reivindicagdo 1. ou a

reivindicagdo 2., em que o processc compreende ainda a

introducdo na

gue compreende um promotor ligado de

(xiidi} um =

um modo funcional a um segmento de ADN que codifica um



polipeptido de HA de virus de influenza e ligado a uma
sequéncia de terminacdo da transcricao,

{(xiv) um vector que compreende um promotor ligado de
um mode funcional a um segmento de ADN que codifica
polipeptido de NA do wvirus de influenza e ligado a uma
sequéncia de terminacao da transcricgao,

{xv}) um vector que compreende um promotor ligado de um
modo funcional a um segmento de ADN gque codifica um
polipeptido M1 de virus de influenza e ligado a uma
sequéncia de terminacgao da transcrigao,

(xvi}) um vector que compreende um promotor ligado de
un modo funcional a um segmento de ADN que codifica um
polipeptido M2 de virus de influenza e ligado a uma
sequéncia de terminacao da transcricgao,

(xvii) um vector que compreende um promotor ligado de
um modo funcional a um segmento de ADN que codifica um
polipeptido NS2 de virus de influenza e ligado a uma

sequéncia de terminacgado da transcricao.

4. Processo de acordo com a reivindicagdo 3., sm que o
processo produz pelo menos 3 x 10* pfu/ml de virus de

influenza infecciosos.

5. Processo de acordo com uma qualguer das reivindicacdes
1. a 4., em que o promotor & um promotor escolhidco de entre
0 grupo gque consiste em um promotor de ARN polimerase I, um
promotor de ARN polimerase II, um promotor de ARN

polimerase III, um promotar de T7 e um promotor de T3.

6. Processo de acordo com uma qualgquer das reivindicacdes

&M ogue o promotor € uwm promotor de ARN polimerase

}m...)
o))
.



. Processo de acordo com uma qualquer das reivindicacbes

7
1. a 6., em que o promotor € um promotor de ARN polimerase

I humano.

8. Processo de acordo com uma qualquer das reivindicagbes
1. a 7., em que a sequéncia de terminagdc € escolhida de
entre o grupo que consiste numa sequéncia de terminagdo da
transcricdo escolhida de entre uma sequéncia de terminacédo
da trancrigdo de ARN polimerase I, uma sequéncia de
terminacdoc da trancricdo de ARN polimerase II, uma
sequéncia de terminacdo da trancrigdo de ARN polimerase Id

e um ribozima.

9. Processo de acordo com uma qualguer das reivindicacdes

1. a 8., em que dois ou mais vectores se encontram

fisicamente 1ligados.

10. Processo de acordo com uma qualquer das reivindicacgdes
1. a 8., em que dois ou mais vectores se encontram em

plasmideos separados.

11. Processo de acordo com uma qualquer das reivindicagdes
1. a 10., que compreende ainda a fase que consiste na
introducao de pelo menos uma mutagdo em um ou mais dos ADNC

da proteina PA da influenza, o 2DNc da proteina PB1 da

influenza, o da proteina PB2 da influenza, o ADNc da

da influenza, o ADNc da proteina NP da

proteina
influenza, ¢ ADNc da proteina 3% da influenza, o ADNc da
proteina ¥ da influenza, ou o ADNc da proteina NS da
influenza, antes da introdugac do vector nas células

hospedeiras.



12. Processo de acordo com uma qualquer das reivindicacgdes

-

1. a 10., qgque compreende ainda a fase que consiste a
introduzir pelo menos uma mutacao nc ADNc da proteina HA da

influenza antes da introducdo dos vectores nas células

hospedeiras.

13. Processo de acordo com uma qualquer das reivindicacgdes
1. a 12., em gue um ou mais vectores compreende ainda
sequéncias 3' e 5’ ndo codificadoras de um virus da

influenza.

14. Processo de acordo com uma qualquer das reivindicagdes
1. a 13., em gque um vector codifica um péptido ou uma

proteina imunogénicos uteis como vacina.

15. Processo de acordo com uma qualquer das reivindicagdes
1. a 14., em que as células hospedeiras sao células de

mamiferos.

Lisboa, 24 de Setembro de 2007
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