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CORONAVIRUS
CAMPO DE INVENCAO

[0001] A presente invencao se refere a um
coronavirus atenuado compreendendo um gene replicase
variante, o que faz com que o virus tenha patogenicidade
reduzida. A presente invencao também se relaciona com a
utilizacao de tal coronavirus em uma vacina para prevenir e
/ ou tratar uma doenca.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0002] Virus da Dbronqgquite infecciosa (IBV), o
agente etioldgico da bronquite infecciosa (IB), é um agente
patogénico infeccioso altamente contagioso de aves
domésticas que replica principalmente no trato
respiratério, mas também em células epiteliais do
intestino, rim e oviduto. IBV & um membro da Ordem
Nidovirales, Familia Coronaviridae, subfamilia
Coronavirinae e género Gammacoronavirus; geneticamente
coronavirus muito semelhante causa doencas em perus,
galinha-de-angola e faisdes.

[0003] Os sinais clinicos de IB incluem espirros,
estertores traqueais, secrecao nasal e respiracao ofegante.
As aves para cRNAe tem reduzido ganho de peso, enquanto que
aves poedeiras pdem menos ovos e produzem ovos de ma
qualidade. A infeccgado respiratdéria predispde galinhas para
infecgdes bacterianas secunddarias que podem ser fatais em
pintos. O virus também pode causar danos permanentes no
oviduto, especialmente, em filhotes, levando a producdo e
qualidade reduzida de ovos; e rim, algumas vezes levando a
doenca renal, que pode ser fatal.

[0004] IBV tem sido relatado para ser responsavel
pela perda mais econdmica para a indastria de aves de
capoeira que qualquer outra doenca infecciosa. Embora as
vacinas vivas atenuadas e as vacinas inativadas sejam

universalmente usadas no controle de IBV, a protecao obtida
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pela utilizacao de vacinacao pode ser perdida, quer devido
a vacina avidria ou a introdugdo de um novo sorotipo de IBV
que ndo estd relacionada com a vacina utilizada, o que
representa um risco para a industria avicola.

[0005] Além disso, existe uma necessidade na
industria para desenvolver vacinas que sejam adequadas para
utilizacdao 1in ovo, de modo a melhorar a eficiéncia e
eficdcia de custos dos programas de vacinacdo. Um desafio
importante associado com vacinagcao in ovo é qgque o virus
deva ser capaz de se replicar na presenca de anticorpos
maternos derivadas contra o virus, sem ser patogénico para
o embrido. As vacinas de 1IBV correntes sao obtidas, de
acordo com multiplos passagem em ovos embrionados, 1isso
resulta em virus com patogenicidade reduzida para galinhas,
de modo que eles podem ser utilizados como vacinas vivas
atenuadas. No entanto tais virus quase sempre mostram um
aumento da viruléncia aos embrides, e, portanto, nao pode
ser utilizado para vacinagcao Iin ovo em gque causem eclosao
reduzida. Uma reducao de 70% na taxa de eclosao é visto em
alguns casos.

[0006] Atenuacdo seguinte a multipla passagem em
ovos embrionados também sofre de outras desvantagens. E um
método empirico, como a atenuacao dos virus é aleatdria e
irdo diferir de cada vez que o virus seja passado, de modo
que a passagem do mesmo virus através de uma série
diferente de ovos para fins de atenuacdo ira conduzir a um
conjunto diferente de mutagdes que conduzem a atenuacgao.
Existem também problemas associados com a eficdcia do
processo: algumas mutagdes irao afetar a replicacao do
virus e algumas das mutacgdes podem também tornar o virus
atenuado. As mutagdes também podem ocorrer no gene S, gue
também podem afetar a imunogenicidade, de modo a que a
resposta imune desejada seja afetada e o potencial vacinal

ndo pode proteger contra o sorotipo necessario. Além disso,
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existem problemas associados com a reversdo a viruléncia e
a estabilidade das wvacinas.

[0007] E importante que novas e mais seguras
vacinas sejam desenvolvidas para o controle de IBV. Assim,
existe uma necessidade de vacinas de IBV, que nao estejam
associadas a estes problemas, em particular, wvacinas que
podem ser utilizadas para vacinagao in ovo.

SUMARIO DA INVENCAO

[0008] Os presentes inventores utilizaram uma
abordagem genética reversa de forma a atenuar racionalmente
o IBV. Esta abordagem é muito mais controldvel do que a
atenuacao na sequéncia aleatdéria de multiplas passagens em
ovos embrionados, porque a posicdo de cada mutacadao é
conhecida e o seu efeito sobre o virus, isto é, a razao de
atenuacao, pode ser derivada.

[0009] Utilizando a abordagem genética reversa, os
presentes inventores identificaram varias mutagdes que
causam o virus ter niveis reduzidos de patogenicidade. Os
niveis de patogenicidade podem ser reduzidos, de tal modo
que, quando o virus é administrado a um ovo embrionado, é
capaz de se replicar sem ser patogénico para o embrido.
Tais virus podem ser adequados para a vacinacado in ovo, o©
que é uma vantagem significativa e tem melhoria sobre as
vacinas IBV vivas atenuadas produzidas apdés multiplas
passagem em ovos embrionados.

[0010] Assim, em um primeiro aspecto, a presente
invencao proporciona um coronavirus vivo atenuado
compreendendo um gene da replicase variante codificando
poliproteinas que compreendem uma mutacdo em uma ou mais
das proteinas nao estruturais (s) (nsp)-10, nsp-14, nsp-15
ou nsp-16.

[0011] A variante do gene da —replicase pode
codificar uma proteina que compreende uma ou mais mutacgdes

de aminocdcidos selecionadas a partir da lista de:
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Pro para Leu na posigcao 85 da SEQ ID NO: 6,

Val para Leu na posicao 393 da SEQ ID NO: 7;

Leu para Ile na posicao 183 da SEQ ID NO: 8;

Val para Ile na posicao 209 da SEQ ID NO: 9.

[0012] O gene da replicase pode codificar uma
proteina compreendendo a mutacdo de aminodcidos Pro para
Leu na posicgao 85 da SEQ ID NO: 6.

[0013] O gene da replicase pode codificar uma
proteina compreendendo as mutagdes de aminodcidos Val a Leu
na posigcao 393 da SEQ ID NO: 7; Leu e lie na posicao 183 da
SEQ ID NO: 8; e Val para Ile na posicao 209 da SEQ ID NO:
9.

[0014] O gene da replicase pode codifica uma
proteina compreendendo as mutacdes de aminodcidos Pro para
Leu na posicao 85 da SEQ ID NO: 6; Val para Leu na posicgao
393 da SEQ ID NO: 7; Leu para Ile na posigao 183 da SEQ ID
NO: 8; e Val para Ile na posicao 209 da SEQ ID NO: 9.

[0015] O gene da replicase pode compreender uma ou
mais substituig¢des de nucleotideos selecionada a partir da
lista de:

C para T na posicdo de nucleotideo 12137;

G para C na posicdo de nucleotideo 18114;

T para A na posicao de nucleotideo 19047; e

G para A na posicdo de nucleotideo 20139;
em comparagao com a sequéncia apresentada como SEQ ID NO:
1.

[0016] O coronavirus pode ser um virus da bronquite
infecciosa (IBV).

[0017] O coronavirus pode ser M41 do IBV.

[0018] O coronavirus pode compreender uma proteina
S, pelo menos, parte dos quais é de um sorotipo de IBV que
nao seja M41l.

[0019] Por exemplo, a subunidade S1 ou toda a

proteina S pode ser a partir de um sorotipo diferente do
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IBV MA41l.

[0020] O coronavirus, de acordo com o ©primeiro
aspecto da invencado reduziu a patogenicidade em comparacao
com um coronavirus que expressa uma replicase
correspondente do tipo selvagem, de tal modo que guando o
virus é administrado a um ovo embrionado, seja capaz de se
replicar sem ser patogénico para o embriao.

[0021] Em um segundo aspecto, a presente invencao
proporciona um gene da replicase variante, tal como
definidos em ligacao com o primeiro aspecto da invencgao.

[0022] Em um terceiro aspecto, a presente invencao
proporciona uma proteina <codificada por um gene da
replicase de coronavirus variante de acordo com o segundo
aspecto da invencao.

[0023] Em um quarto aspecto, a presente invencao
fornece um plasmideo gque compreende um gene da replicase de
acordo com o segundo aspecto da invencao.

[0024] Em um quinto aspecto, a presente invencao
proporciona um método para fazer o coronavirus de acordo
com ©O primeiro aspecto da 1invencao que compreende as
seguintes etapas:

(1) transfectar um plasmideo de acordo com o quarto
aspecto da invencdo em uma célula hospedeira;

(ii) infectar a célula hospedeira com um virus de
recombinacao que compreende o genoma de uma cepa de
coronavirus com um gene da replicase;

(1ii) permitir que a recombinacdao homdéloga ocorra
entre as sequéncias de genes de replicase do plasmideo e as
sequéncias correspondentes no genoma do virus de
recombinacdo para produzir um gene da replicase modificada;
e

(iv) selecionar para a recombinacao de virus
compreendendo o gene da replicase modificada.

[0025] O virus de recombinacdao pode ser um virus de
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vaccinia.
[0026] O método pode também incluir a etapa de:
(v) recuperar o} coronavirus recombinante que

compreende o gene da replicase modificada a partir do DNA
do virus de recombinacgao a partir da etapa (iv).

[0027] Em um sexto aspecto, a presente invencao
proporciona uma célula capaz de produzir um coronavirus de
acordo com o primeiro aspecto da invencgao.

[0028] Em um sétimo aspecto, o presente invencao
proporciona uma vacina compreendendo um coronavirus de
acordo com o primeiro aspecto da invencdao e um veiculo
farmaceuticamente aceitavel.

[0029] Em um oitavo aspecto, a presente invencao
proporciona um método para o tratamento e / ou prevencao de
uma doenca em um sujeito que compreende o passo de
administracdo de uma vacina de acordo com o sétimo aspecto
da invengao ao sujeito.

[0030] Outros aspectos da invencao proporcionam:

. a vacina de acordo com o sétimo aspecto da
invencdo para utilizacdo no tratamento e / ou prevencdo de
uma doenca em um sujeito.

. Utilizacdao de um coronavirus de acordo com O
primeiro aspecto da invencao na fabricagcdao de uma vacina

para o tratamento e / ou prevencdo de uma doengca em um

sujeito.

[0031] A doenca pode ser a bronquite infecciosa
(IB) .

[0032] O modo de administragcao da wvacina pode ser

selecionado a partir do grupo que consiste em;
administracao de colirio, administracao intranasal,
administracdo através de ingestdo de &gua, injecdo de pds-
eclosao e injecao in ovo.

[0033] A vacinacao pode ser realizada por vacinacao

in ovo.
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[0034] A presente invencao também fornece um método
para produzir uma vacina, de acordo com o sétimo aspecto da
invencao, que compreende a etapa de infectar uma célula de
acordo com o sexto aspecto da invengdao com um coronavirus
de acordo com o primeiro aspecto da invencgao.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[0035] A Figura 1 mostra a cinética do crescimento
de M41-R-6 e M41-R-12 em comparagao com M41-CK (EP4 M41l) em
células CK

[0036] A Figura 2 mostra os sinais clinicos,
snicking e chiado no peito, associado com M41 -R-6 e M41 -
R-12 em comparagao com M4l -CK (M41l EP4) e Beau-R (barras
mostram simulada, Beau-R, M41-R 6, M41-R 12, M41-CK EP4 da
esquerda para a direita de cada ponto de tempo).

[0037] A Figura 3 mostra a atividade ciliar do
virus em anéis traqueais isolados de tragqueias retiradas de
pintos infectados. atividade ciliar 100% indica que né&o ha
efeito pelo virus; apatogénica, 0% de atividade indica a
perda completa da atividade ciliar, ciliostase completo,
indicando que o virus patogénico é (barras mostram
simulada, Beau-R, M41-R 6, -R 12 M41], M41 -CK EP4 da
esquerda para a direita de cada ponto temporal ).

[0038] A Figura 4 mostra os sinais c¢linicos,
snicking, associado com M41 R-nsplOrep e M41 R-
nspl4,15,1l6rep comparagao com M4l -R-12 e M41 -CK (M4l EP)S)
(barras mostram simulada, M41-R12; M41 R- nsplOrep; M4l R-
nspl4,15,16rep e M41 -CK EP5 a partir da esquerda para a
direita de cada ponto de tempo).

[0039] A figura 5 mostra a atividade ciliar do M4l
R-nsplOrep e M41 R-nsplé4,15,16rep comparacgao com M41-R-12 e
M41-CK em anéis traqueais isolados de traqueias retiradas
de pintos infectados (barras mostram simulada; M41-R12; M4l
R-nsplOrep; M41 R-nspl4d,15,1l6rep e M41 -CK EP5 da esquerda

para a direita de cada ponto de tempo).
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[0040] A Figura 6 mostra sinais clinicos, snicking,
associado com M41-R nsplO, 15rep, M41-R nsplO, 14, 1brep,
M41-R nsplO, 14, lérep, M41-R nspl0O, 15, lérep M4l e M4l em
comparagcao com -K -CK (barras mostram simulada, M41 R-
nspl0, 15repl; M41 R-nsplO,14,16rep4; M4l R-nspl0,15,16rep8;
M41 R-nsplO,14,15repl0; M4l -K6 e M4l -CK EP4 de esquerda
para a direita de cada ponto de tempo).

[0041] A Figura 7 mostra os sinais clinicos,
pieira, associado com M41 R-nsplO, 15rep, M41 R-nsplO, 14,
15rep, M41 R-nsplO, 14, 1l6rep, M41] R-nsplO, 15, 1lérep e
M41-K em comparacao com M4l -CK (barras mostram simulada,
M41 R-nspl0,15repl; M41 R-nspl0,14,1l6rep4; M41 R-NSPL
0,15,16rep8; M41 R-nspl0,14,15replO; M41 -K6 e M4l -CK EP4
da esquerda para a direita de cada ponto de tempo).

[0042] A Figura 8 mostra a atividade ciliar do M4l
R-nspl0, 15rep, M41 R-nsplO, 14, 15rep, M41 R-nsplO, 14,
lérep, M41 R-nspl0, 15, 1l6orep e M4l K em comparagcao com
M41-CK em anéis traqueais isolados de traqueias retiradas
de pintos infectados (barras mostram simulada, M41 R-
nspl0, 15repl; M41-R nsplO,14,16repd; M41-R nspl0,15,16rep8;
M41-R nspl0,14,15repl0; M41-K6 e M41-CK EP4 da esquerda
para a direita de cada ponto de tempo).

[0043] A Figura 9 mostra a cinética do crescimento
em comparacdo com rIBVs M4l -CK em células CK. Figura 9A
mostra os resultados de M41 e M41-R -K. Fig 9B mostra os
resultados para M41 -nspl 0 representante; M41-R nspl4, 15,
16 rep; M41 R-nsplO, 15 rep; M41 R-nsplO, 15, 16 rep; M4l
R-nspl0, 14, 15 rep; e M41 R-nsplO, 14, 16.

[0044] A Figura 10 mostra a Posicao de mutacgdes de
aminodcidos em mutado nsplO, nspl4, nspl5 e nspléb
sequéncias.

[0045] A Figura 11 - A) Snicking; B) Os sintomas
respiratdérios (respiracdo asmatica e estertores combinado)

e C) atividade ciliar do rIBV M41 R-NSP 10,14 representante
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e rIBV M41 R-NSP 10,16 representante comparacgao com M41 -CK
(barras mostram simulada, M41 R-nsplO, l4rep; M41 R-
nsplO0,l6rep e M4l K da esquerda para a direita de cada
ponto de tempo).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0046] A presente invencao proporciona um
coronavirus que compreende um gene da replicase variante
que, quando expresso na coronavirus, faz com que o virus
tenha reduzida patogenicidade em comparacgao com  um
coronavirus correspondente, que compreende o gene da
replicase do tipo selvagem.

CORONAVIRUS

[0047] Gammacoronavirus é um género de virus animal
pertencente a familia Coronaviridae. Os coronavirus séao
virus com envelope com um genoma de RNA de cadeia simples
de sentido positivo e uma simetria helicoidal.

[0048] O tamanho gndémico de coronavirus wvaria de
aproximadamente 27 a 32 qguilobases, gque é o tamanho mais
longo para qualquer virus de RNA conhecido.

[0049] Os coronavirus infectam principalmente o
trato respiratdério ou gastrointestinal superior dos
mamiferos e aves. Cinco a seis diferentes estirpes
atualmente conhecidas de coronavirus infectam os seres
humanos. O coronavirus humano mais divulgado, SARS-CoV, que
causa a sindrome respiratdéria aguda grave (SARS), tem uma
patogénese Unico porgque ele faz com que ambos superior e
infecgdes do trato respiratdério inferior e também pode
causar gastroenterite. Médio coronavirus Sindrome
Respiratéria Leste (MERS-CoV) também provoca uma infeccgao
do trato respiratério inferior em seres humanos. Os
coronavirus sao acreditados para causar uma percentagem
significativa de todos os resfriados comuns em adultos
humanos.

[0050] Os coronavirus também causam uma série de
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doencas em animais de gado e animais domesticados, alguns
dos quails podem ser graves e sao uma ameag¢a para o sector
agricola. Os coronavirus economicamente significativas de
animais de gado incluem virus da Dbronquite infecciosa
(IBV), que provoca principalmente doengca respiratdria em
galinhas e afeta seriamente a industria avicola em todo o
mundo; Coronavirus suino (gastroenterite transmissivel,
TGE) e bovina coronavirus, que tanto resultar em diarreia
em animais Jjovens. Coronavirus felino tem duas formas,
coronavirus entérico felino é um agente patogénico de
significado clinico menor, mas esta mutacdo espontdnea de
virus pode resultar em peritonite infecciosa felina (PIF),
uma doenca associada com a elevada taxa de mortalidade.

[0051] H& também dois tipos de coronavirus canino
(CCoV), uma que causa doenca leve gastrointestinal e que
tem sido encontrado para causar doenca respiratdéria. Rato
virus da hepatite (MHV) é um coronavirus gue provoca uma
doenga murino epidemia com alta mortalidade, principalmente
em coldénias de ratos de laboratédrio.

[0052] Os coronavirus sao divididos em quatro

grupos, conforme mostrado abaixo:

Alfa
. coronavirus canino (Familias)
. Feline coronavirus (FeCoV)
. Human coronavirus 229E (HCoV-229E)
. virus da diarreia epidémica porcina (PEDV)
. virus da gastroenterite transmissivel (TGEV)
. Coronavirus Humano NL63 (NL ou New Haven)
Beta
. Coronavirus bovino (BCoV)
. coronavirus respiratério Canine (CRCoV) - Comum

no sudeste da Asia e Micronesia
. coronavirus humano 0C43 (HCoV-0C43)

J virus da hepatite de ratos (MHV)
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. virus hemaglutinante encefalomielite de porcos
(HEV)

. coronavirus de Rato (VN). Coronavirus de ratos é
bastante prevalente na Austrdlia Oriental, onde, a partir
de Marco / Abril de 2008, verificou-se entre as coldnias de
roedores nativas e selvagens.

. (Sem nome comum como de ainda) (HCoV-HKU1)

[0053] Respiratéria aguda grave sindrome de
coronavirus (SARS-CoV)

. Médio Oriente respiratéria sindrome de

coronavirus (MERS-CoV)

Gama

. virus da bronquite infecciosa (IBV)

. Turquia coronavirus (Bluecomb virus da doencga)

. coronavirus Faisao

. coronavirus pintadas
Delta

[0054] Bulbul coronavirus (Bucova)

[0055] Thrush coronavirus (ThCoV)

[0056] Munia coronavirus (MuCoV)

[0057] coronavirus suino (carve) HKU15

[0058] O gene variante de replicase do coronavirus
da presente invencao pode ser derivado de um

alphacoronavirus, tais como TGEV; um betacoronavirus, tais
como MHV; ou um gammacoronavirus, tais como VBI.

[0059] Tal como aqui utilizado o termo "derivado
de" significa que o) gene da replicase compreende
substancialmente a mesma sequéncia de nucleotideos, tal
como o gene da replicase do tipo selvagem do coronavirus
relevante. Por exemplo, o gene da replicase variante da
presente invencao pode ter até 80%, 85%, 90%, 95%, 98% ou
99% de identidade <com a sequéncia de tipo selvagem
replicase. O gene variante de <coronavirus —replicase

codifica uma proteina compreendendo uma mutagao em uma ou
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mais das proteinas nao estruturais (nsp) -10, NSP-14, NSP-
15 ou NSP-16 quando comparada com a sequéncia do tipo
selvagem do nao-estrutural proteina.

IBV

[0060] Bronquite infecciosa avidria (IB) é uma
doenca respiratdéria aguda e altamente contagiosa das aves
que provoca perdas econbmicas significativas. A doencga é
caracterizada por sinais respiratdérios, incluindo ofegante,
tosse, espirros, estertores traqueais, e corrimento nasal.
Em frangos jovens, pode ocorrer insuficiéncia respiratédria
grave. Em camadas, dificuldades respiratdérias, nefrite,
diminuig¢do na produgcao de ovos, e perda de qualidade
interna dos ovos e qualidade da casca do ovo sao comuns.

[0061] Em frangos de corte, tosse e sacudindo sao
sinais clinicos comuns, que se espalha rapidamente em todas
as aves do local. Morbidade ¢é de 100% em bandos nao
vacinados. A mortalidade varia dependendo da idade, a
estirpe de virus e infecgdes secunddrias, mas podem ser de
até 60% em bandos nédo vacinados.

[0062] O primeiro sorotipo IBV a ser identificado
foi Massachusetts, mas nos Estados Unidos varios sorotipos,
incluindo Arkansas e Delaware, estao circulando, além do
tipo de Massachusetts originalmente identificado.

[0063] A cepa de IBV Beaudette foi obtida de acordo
com pelo menos 150 passagens em embrides de galinha. IBV
Beaudette nao é mais patogénica para galinhas chocadas, mas
mata rapidamente embrides.

[0064] H120 é uma linhagem comercial de IBV
atenuado Massachusetts vacina serotipo wvivo, atenuado por
aproximadamente 120 passagens em ovos de galinha
embrionados. H52 ¢é outra vacina de Massachusetts, e
representa um virus anteriormente e ligeiramente mais
patogénica passagem (passagem 52), durante o)

desenvolvimento de H120. As vacinas baseadas em H120 sao
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comumente usados.

[0065] IB QX é um isolado de campo virulento de
IBV. As vezes, ¢é conhecido como "QOX chinesa", como era
originalmente isolado na sequéncia de focos da doenca na
regidao de Qingdao na China em meados de 1990. Desde entao,
o virus tem se arrastado para a Europa. A partir de 2004,
as questdes de producgao de ovos graves foram identificados
com um virus muito semelhante em partes da Europa
Ocidental, principalmente, na Holanda, mas também relataram
da Alemanha, Franca, Bélgica, Dinamarca e no Reino Unido.

[0066] @) virus isolado a partir dos casos
holandeses foi identificado pelo Instituto de Pesquisa
holandesa em Deventer como uma nova estirpe que eles
chamaram D388. A ligacdo chinés veio de novos ensaios que
mostraram que o virus foi de 99% semelhantes a virus QX
chinés. A atenuada QX-like IBV estirpe da wvacina viva foi
agora desenvolvido.

[0067] IBV é um virus com envelope que se replica
no citoplasma da célula e gque contém um,, o genoma de RNA
de sentido positivo de cadeia simples nao segmentado. IBV
tem um RNA genoma 27,6 kb e como todos os coronavirus
contém os quatro proteinas estruturais; spike glicoproteina
(3), a proteina de membrana pequena (E), proteina
integrante da membrana (M) e a proteina do nucleocapsideo

(N) gque interage com o RNA gendémico.

[0068] O genoma € organizado da seguinte maneira: 5
'UTR - o0s genes da polimerase (replicase) do gene da
proteina-estruturais (SEMN) - UTR 3'; onde a UTR sao

regides nao traduzidas (cada ~ 500 nucleotideos de IBV).
[0069] O envelope lipidico contém trés proteinas de
membrana: S, M e E. O IBV S proteina é uma glicoproteina de
tipo I que oligomeriza no reticulo endoplasmatico e ¢é
montada em homotrimero inserido na membrana virion através

do dominio transmembranar e estd associado por meio de ndo-
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covalente interacgdes com a proteina M. Apds incorporagao em
particulas de coronavirus, a proteina S é responsavel pela
ligacao ao receptor da célula alvo e a fusadao das membranas
virals e celulares. A glicoproteina S consiste em quatro
dominios: uma sequéncia de sinal que é clivado durante a
sintese; o ectodominio, que estd presente no lado de fora
da particula de virion; a regido transmembranar responsavel
por ancorar a proteina S na bicamada lipidica da particula
de virion; e a cauda citoplasmatica.

[0070] Todos os coronavirus também codificam um
conjunto de genes de proteinas acessdérias de funcgao
desconhecida que ndo sao necessarios para a replicacdo in
vitro, mas pode desempenhar um papel na patogénese. IBV
codifica dois genes acessdérios, genes 3 e 5, que ambos
expressam dois acessdérios proteinas 3A, 3B e 5a, 5b,
respectivamente.

[0071] O gene variante de replicase do coronavirus
da presente invencao pode ser derivado de um IBV. Por
exemplo, o IBV pode ser Beaudette do IBV, H120, H52, IB QX,
D388 ou M41l.

[0072] O IBV pode ser M41l do IBV. M4l é um serotipo
Massachusetts prototipico que foi isolado nos EUA em 1941.
E um isolado utilizado em muitos laboratérios de todo o
mundo como uma mancha laboratorial patogénica e podem ser
obtidas a partir de ATCC (VR-21 ™). variantes atenuadas
também sdo utilizados por véarios fabricantes de vacinas
como vacinas IBV contra sorotipos Massachusetts causando
problemas no campo. Os presentes inventores escolheram usar
esta estirpe como haviam trabalhado por muitos anos sobre
este virus, e porque a sequéncia do genoma do virus
completo estd disponivel. O M41 isolar, M41-CK, usado pelos
presentes inventores foil adaptado para crescer em células
de rim de pintainho primério (CK) e, por conseguinte, foi

considerado favoravel ©para a recuperacdo de um virus
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infeccioso a partir de um cDNA do genoma completo. E
representativo de um IBV patogénicas e, portanto, podem ser
analisadas para mutagdes que causam a perda ou redugao na
patogenicidade.

[0073] A sequéncia do genoma de IBV M41 -CK sao
fornecidas como SEQ ID NO: 1.

[0074] SEQ ID NO: 1 Sequéncia de IBV M41 -CK
ACTTAAGATAGATATTAATATATATCTATCACACTAGCCTTGCGCTAGATTTCCAACTA
ACAAAACGGACTTAAATACCTACAGCTGGTCCTCATAGGTGTTCCATTGCAGTGCACTT
AGTGCCCTGGATGGCACCTGGCCACCTGTCAGGTTTTTGTTATTAAAATCTTATTGTTC
TGGTATCACTGCTTGTTTTGCCGTGTCTCACTTTATACATCCGTTGCTTGGGCTACCTG
TATCCAGCGTCCTACGGGCGCCGTGGCTGGTTCGAGTGCGAAGAACCTCTGGTTCATCA
GCGGTAGGCGGGTGTGTGGAAGTAGCACTTCAGACGTACCGGTTCTGTTGTGTGAAATC
GGGGTCACCTCCCCCCACATACCTCTAAGGGCTTTTGAGCCTAGCGTTGGGCTACGTTT
CGCATAAGGTCGGCTATACGACGTTTGTAGGGGGTAGTGCCAAACAACCCCTGAGGTGC
AGGTTCTGGTGGTGTTTAGTGAGCAGACATACAATAGACAGTGACAACATGGCTTCAAC
CTAAAACAGGGAGTATCTCCCAAACTAAGGGATGTCATTCTTGTATCCAAAGACATTCT
GAACAACTTTGTGACGCTTTGTTTTTCTATACGTCACACAACCCTAAGGATTACGCTGT
GCTTTTGCAGTTAGGCAGAAGTTTGATCGTAATCTGCAGACTGGGAAACAGTTCAAATT
GAAACTGTGTGTGGTCTCTTCCTCTTGAAGGGAGTTGACAAAATAACACCTGGCGTCCA
GCAAAAGTCTTAAAAGCCACTTCTAAGTTGGCAGATTTAGAAGACATCTTTGGTGTCTT
CCCTTTGCAAGAAAATATCGTGAACTTTTGAAGACAGCATGCCAGTGGTCTCTTACTGA
GAAACACTGGATGCTCGTGCACAAACTCTTGATGAAATTTTTGACCCTACTGAAATACT
TGGCTTCAGGTGGCAGCAAAAATCCAAGTTTCGGCTATGGCGATGCGCAGGCTTGTTGA
GAAGTAACTGCAAAAGTCATGGATGCTTTGGGCTCAAATATGAGTGCTCTTTTCCAGAT
TTTAAACAACAAATAGTCAGAATTTTTCAAAAAGCGCTGGCTATTTTTGAGAATGTGAT
GAATTACCACAGCGTATTGCAGCACTTAAGATGGCTTTTGCTAAGTGTGCCAAGTCCAT
ACTGTTGTGGTTATGGAGAGGACTCTAGTTGTTAGAGAGTTCGCAGGAACTTGTCTTGA
AGCATTAATGGTGCTGTTGCAAAATTCTTTGAAGAACTCCCAAATGGTTTCATGGGTGT
AAAATTTTCACTACACTTGCCTTCTTTAGGGAGGCTGCAGTGAAAATTGTGGATAACAA
CCAAATGCACCGAGAGGCACTAAAGGGTTTGAAGTCGTTGGTAATGCCAAAGGTACACA
GTTGTTGTGCGTGGCATGCGAAATGACTTAACACTGCTTGACCAAAAAGCTGAAATTCT
GTGGAGTCAGAAGGTTGGTCTGCAATTTTGGGTGGACATCTTTGCTATGTCTTTAAGAT
GGTGATCGCTTTTACGCGGCACCTCTTTCAGGAAATTTTGCATTGCATGATGTGCATTT
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TGTGAGCGTGTTGTCTGTCTTTCTGATGGTGTAACACCGGAGATAAATGATGGACTTAT
CTTGCAGCAATCTACTCTTICTTTTAGTGTCGCAGAACTTGTGGCAGCCATTAAAAGGGT
GAACCATTTAAGTTTCTGGGTCATAAATTTGTGTATGCAAAGGATGCAGCAGTTTCTTT
ACATTAGCGAAGGCTGCTACTATTGCAGATGTTTTGAAGCTGTTTCAATCAGCGCGTGG
AAAGTAGAAGATGTTTGGTCTTCACTTACTGAAAAGTCTTTTGAATTCTGGAGGCTTGA
TATGGAAAAGTGCGTAATCTCGAAGAATTTIGTTAAGACTTGTTTTTGTAAGGCTCAAAG
GCGATTGTGATTTTAGCGACAGTGCTTGGAGAGGGCATTTGGCATCTTGTTTCGCAAGC
ATCTATAAAGTAGGTGGTCTTTTTACTAAAGTTGTTGACTTTTGTGAAAAATATTGGAA
GGTTTTTGTGCACAGTTGAAAAGAGCTAAGCTCATTGTCACTGAAACCCTCTGTGTTTG
AAAGGAGTTGCACAGCATTGTTTTCAACTATTGCTGGATGCAATACAGTTTATGTATAA
AGTTTTAAGAAGTGTGCACTTGGTAGAATCCATGGAGACTTGCTCTTCTGGAAAGGAGT
GTGCACAAAATTATTCAAGAGGGCGATGAAATTTGGTTTGACGCCATTGATAGTATTGT
GTTGAAGATCTIGGGTGTTGTTCAAGAAAAATTGATTGATTTTGATGTTTGTGATAATGG
ACACTTCCAGAGAACCAACCCGGTCATATGGTTCAAATCGAGGATGACGGAAAGAACTC
ATGTTCTTCCGCTTCAAAAAGGATGAGAACATTTATTATACACCAATGTCACAGCTTGT
GCTATTAATGTGGTTTGCAAAGCAGGCGGTAAAACTGTICACCTTTGGAGAAACTACTGG
CAAGAAATACCACCACCIGATGTTIGIGITTATTAAGGTITAGCATTGAGTGTTGTGGTGA
CCATGGAATACAATCTTCAAAAAGGCTTATAAGGAGCCCATTGAAGTAGAGACAGACCC
ACAGTTGAACAATTGCTCTCTGTGGTCTATGAGAAAATGTGTGATGATCTCAAGCTGTT
CCGGAGGCTCCAGAACCACCACCATTTGAGAATGTCACACTIGTITGATAAGAATGGTAA
GATTTGGATTGCATAAAATCATGCCATCTGATCTATCGTGATTATGAGAGCGATGATGC
ATCGAGGAAGAAGATGCAGAAGAATGTGACACGGATTCAGGTGATGCTGAGGAGTGTGC
ACTAATTCAGAATGTGAAGAAGAAGATGAGGATACTAAAGTGTTGGCTCTTATACAAGC
CCGGCAAGTAACAAATATCCTICTIGCCTCTTGATGATGATTATAGCGTCTACAATGGATT
ATTGTTCATAAGGACGCTCTCGATGTTGTGAATTTACCATCTGGTGAAGAAACCTTTTG
TCAATAACTGCTTTGAAGGGGCTGTTAAAGCTCTTCCGCAGAAAGTTATTGATGTTCAG
GTGACTGGGGTGAGGCTGTTGATGCGCAAGAACAATTGTGTCAACAAGAATCAACTCGG
GTCATATCTGAGAAATCAGTTGAGGGTTTTACTGGTAGTTGTGATGCAATGGCTGAACA
GCTATTGTTGAAGAGCAGGAAATAGTACCTGTTGTTGAACAAAGTCAGGATGTAGTTGT
TTTACACCTGCAGACCTAGAAGTTGTTAAAGAAACAGCAGAAGAGGTTGATGAGTTTAT
CTCATTTCTGCTGTCCCTAAAGAAGAAGTTGTGTCTCAGGAGAAAGAGGAGCCACAGGT
GAGCAAGAGCCTACCCTAGTTGTTAAAGCACAACGTGAGAAGAAGGCTAAAAAGTTCAA
GTTAAACCAGCTACATGTGAAAAACCCAAATTTTTGGAGTACAAAACATGTGTGGGTGT
TTGGCTGTTGTAATTGCCAAAGCATTGGATGAGTTTAAAGAGTTCTGCATTGTAAACGT
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GCAAATGAGCACATGTCGCATGGTGGTGGCGTTGCAAAGGCAATTGCAGACTTTTGTGA
CCGGACTTTGTTGAATATTGCGCGGACTATGTTAAGAAACATGGTCCACAGCAAAAACT
GTCACACCTTCATTTGTTAAAGGCATTCAATGTGTGAATAATGTTGTAGGACCTCGCCT
GGAGACAGCAACTTGCGTGAGAAGCTTGTTGCTGCTTACAAGAGTGTTCTTGTAGGTGA
GTGGTTAACTATGTTGTGCCAGTTCTCTCATCAGGGATTTTTGGTGTAGATTTTAAAAA
TCAATAGATGCTATGCGCGAAGCTTTTAAAGGTTGTGCCATACGCGTTCTTTTATTTTT
CTGAGTCAAGAACACATCGATTATTTCGATGCAACTTGTAAGCAGAAGACAATTTATCT
ACGGAGGATGGTGTTAAATACCGCTCTGTTGTTTTAAAACCTGGTGATTCTTTGGGTCA
TTTGGACAGGTTTTTGCAAGAAATAAGGTAGTCTTTTCGGCTGATGATGTTGAGGATAA
GAAATCCTCTTTATACCCACAACTGACAAGACTATTICTTGAATATTATGGTTTAGATGG
CAAAAGTATGTAACATATTTGCAAACGCTTGCGCAGAAATGGGATGTTCAATATAGAGC
AATTTTGTTATATTAGAGTGGCGTGACGGAAATTGCTGGATTAGTTCAGCAATAGTTCC
CTTCAAGCTGCTAAAATTAGATTTAAAGGTTTTICTTGCAGAAGCATGGGCTAAACTGTIG
GGTGGAGATCCTACAGACTTTIGTTGCCTGGTGTTATGCAAGTTGCAATGCTAAAGTAGT
GATTTTTCAGATGCTAATTGGCTTTTGGCCAATTTAGCAGAACATTTTGACGCAGATTC
ACAAATGCACTTCTTAAGAAGTGTGTGTCGTGCAATTGTGGTGTTAAGAGTTATGAACT
AGGGGTCTTGAAGCCTGTATTCAGCCAGTTCGAGCACCTAATCTTCTACATTTTAAAAG
CAATATTCAAATTGCCCAACCTIGIGGTGCAAGTAGTACGGATGAAGTAATAGAAGCTTA
TTACCGTACTTATTGCTTTITTGCTACTGATGGTCCTGCTACAGTTGATTGTGATGAAAT
GCTGTAGGGACTGTTGTITTTCATTGGCTCTACTAATAGTGGCCATTGTTATACACAAGC
GATGGTAAGGCTTTTGACAATCTTGCTAAGGATAGAAAATTTGGAAGGAAGTCGCCTTC
ATTACAGCAATGTATACACGTTTTTCTCTTAGGAGTGAAAATCCCCTACTTGTTGTTGA
CATAGTAAGGGTAAAGCTAAAGTAGTAAAAGAAGATGTTTCTAACCTTGCTACTAGTTT
AAAGCCAGTTTTGACGATCTTACTGACTTTGAACAGTGGTATGATAGCAACATCTATGG
AGTCTTAAAGTGCAGGAGACACCTGATAATCTTGATGAATATGTGTCATTTACGACAAG
GAAGATTCTAAGTTGCCACTGACACTTAAAGTTAGAGGTATCAAATCAGTTGTTGACTT
AGGTCTAAGGATGGTTTTACTTATAAGTTAACACCTGATACTGATGAAAATTCAAAAAA
CCAGTCTACTACCCAGTCTTGGATTCTATTAGTCTTAGGGCAATATGGGTTGAAGGCAT
GCTAATTTTGTTGTTGGGCATCCAAATTATTATAGTAAGTCTCTCCGAATTCCCACGTT
TGGGAAAATGCCGAGAGCTTTGTTAAAATGGGTTATAAAATTGATGGTGTAACTATGGC
CTTTGGCGTGCAGAACACCTTAATAAACCTAATTTGGAGAGAATTTTTAACATTGCTAG
AAAGCTATTGTTGGATCTAGTGTTIGTTACTACGCAGTGTGGTAAAATACTAGTTAAAGA
GCTACATACGTTGCCGATAAAGTAGGTGATGGTGTAGTTCGCAATATTACAGATAGAAT
AAGGGTCTTTGTGGATTCACACGTGGCCATTTTGAAAAGAAAATGTCCCTACAATTTCA
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AAGACACTTIGTIGTTCTTTTTCTTTITATTTCTTAAAGGCTAGTGCTAAGAGTTTAGTTTT
AGCTATAAGATTGTGTTATGTAAGGTGGTGTTTGCTACCTTACTTATAGTGTGGTTTAA
TACACAAGTAATCCAGTAGTGTTTACTGGAATACGTGTGCTAGACTTCCTATTTGAAGT
TCTTTATGTGGTCCTTATAATGACTACGGTAAAGATTCTTTTGATGTGTTACGCTATTT
GCAGGTGATTTTACTTIGTCGTGTGTGTTTACATGATAGAGATTCACTTCATCTGTACAA
CATGCTTATAGCGTAGAACAAATTTATAAGGATGCAGCTTCTGGCATTAACTTTAATTG
AATTGGCTTTATTTGGTCTTTCTAATATTATTTIGTTAAGCCAGTGGCAGGTTTTGTTAT
ATTTGTTATTGTGTTAAGTATTTGGTATTGAGTTCAACTGTGTTGCAAACTGGTGTAGT
TTTCTAGATTGGTTTGTAAAAACAGTTTTTACCCATTTTAATTTTATGGGAGCGGGATT
TATTTCTGGCTCTTTTACAAGATATACGTACAAGTGCATCATATATTGTACTGTAAGGT
GTAACATGTGAAGTGTGCAAGAGAGTTGCACGCAGCAACAGGCAAGAGGTTAGCGTTGA
GTTGGTGGACGCAAGCAAATAGTGCATGTTTACACTAATTCTGGCTATAACTTTTGTAG
AGACATAATTGGTATTGTAGAAATTGTGATGATTATGGTCACCAAAATACATTTATGTC
CCTGAAGTTGCTGGCGAGCTTTCTGAAAAGCTTAAGCGCCATGTTAAACCTACAGCATT
GCTTACCACGTTGTIGTATGAGGCATGCGTGGTTGATGATTTTIGTTAATTTAAAATATAG
GCTGCAATTCCTGGTAAGGATAATGCATCTTICTIGCTGTTAAGTGTTTCAGTGTTACAGT
TTTTTAAAGAAAGCTGTTTITTCTTAAGGAGGCATTGAAATGTGAACAAATATCTAATGT
GGTTTTATAGTGTGTAATACACAGAGTGCGCATGCACTAGAGGAAGCAAAGAATGCAGC
GTICTATTATGCGCAATATCTGTIGTAAGCCAATACTTATACTTIGACCAGGCACTTITATGG
CAATTAATAGTAGAGCCTGTGTICTAAGAGTGTTATAGATAAAGTGTGTAGCATTTTGTT
AATATAATATCTGTAGATACTGCAGCTTTAAATTATAAGGCAGGCACACTTCGTGATGT
CTIGCTTTCTATTACTAAAGACGAAGAAGCCGTAGATATGGCTATCTTCTGCCACAATCT
GAAGTGGAATACACTGGTGACGGTTTTACTAATGTGATACCGTCATATGGTATGGACAT
GATAAGTTGACACCTCGTGATAGAGGGTTTTTGATAAATGCAGATGCTTCTATTGCTAT
TTAAGAGTCAAAAATGCTCCTCCGGTAGTATGGAAGTTTTCTGATCTTATTAAATTGTT
GACAGTTGCCTTAAATATTTAATTTCAGCTACTGTCAAGTCAGGAGGTCGTTTCTTTAA
ACAAAGTCTGGTGCTAAACAAGTTATTTCTTGTCATACCCAGAAACTGTTGGTAGAGAA
AAGGCAGGTGGTGTTATTAATAACACTTTTAAATGGTTTATGAGTTGTTTTAAATGGCT
TTTGTCTTTTATATACTTTTTACAGCATGTTGTTTGGGTTACTACTATATGGAGATGAT
AAAAGTTTTGTTCACCCCATGTATGATGTAAACTCCACACTGCATGTTGAAGGGTTCAA
GTTATAGACAAAGGTGTTATTAGAGAGATTGTGTCAGAAGATAATTGTTTCTCTAATAG
TTTGTTAATTTTGACGCCTTTTGGGGTAAATCATATGAAAATAATAAAAACTGTCCAAT
GTTACAGTTGTTATAGATGGTGACGGGACAGTAGCTGTTGGTGTTCCTGGTTTTGTATA
TGGGTTATGGATGGTGTTATGTTTGTGCATATGACACAGACTGATCGTAGACCTTGGTC
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ATTCCTACCTGGTTTAATAGAGAAATTGTTGGTTACACTCAGGATTCAATTATCACTGG
GGTAGTTTTTATACATCTATAGCATTATTTTICTGCTAGATGTTTATATTTAACAGCCAC
AATACACCTCAATTGTATTGTTTTAATGGCGACAATGATGCACCTGGAGCCTTACCATT
GGTAGTATTATTCCTCATAGAGTATACTTCCAACCTAATGGTGTTAGGCTTATAGTTCA
CAACAAATACTGCATACACCCTACATAGTGAAGTTTGTTTCAGACAGCTATTGTAGAGT
AGTGTATGTGAGTATACTAAACCAGGTTACTGTGTGTCACTAGACTCCCAATGGGTTTG
TTTAATGATGAATACATTAGTAAACCTGGCGTTTTCTGTGGTTCTACTGTTAGAGAACT
ATGTTTAATATGGTTAGTACATTCTTTACTGGTGTCAACCCTAATATTTATATTCAGCA
GCAACTATGTTTTTAATACTAGTTGTTATTGTGTTAATTTTTGCAATGGTTATAAAGTT
CAAGGTGTTTTTAAAGCTTATGCGACCATTGTGTTTACAATAATGTTAGTTTGGGTTAT
AATGCATTTIGTTTTGTGTGTACATAGTTATAATAGTGTTTTAGCTGTTATATTATTAGA
CTCTATTGCTATGCATCATTGGTTACAAGTCGCAATACTGCTATAATAATGCATTGTTG
CTTGTITTITTACCTTTIGGTTTAATAGTACCCACATGGTTGGCTTGTTGCTATCTGGGATT
ATTCTTTATATGTACACACCGTTGGTTTTCTGGTGTTACGGTACTACTAAAAATACTCT
AAGTTGTATGATGGCAACGAGTTTGTTGGTAATTATGACCTTGCTGCGAAGAGCACTTT
GTTATTCGTGGTACTGAATTTGTTAAGCTTACGAATGAGATAGGTGATAAATTTGAAGC
TATCTTTCTGCGTATGCTAGACTTAAATACTATTCAGGCACTGGTAGTGAGCAAGATTC
TTGCAAGCTTGTICGTGCATGGTTAGCTTATGCTTTGGACCAATATAGAAATAGTGGTGT
GAGGTTGTTTATACCCCACCGCGTTACTCTATTGGTGTTAGTAGACTACACGCTGGTTT
AAAAAACTAGTTTCTCCTAGTAGTGCTGTTGAGAAGTGCATTGTTAGTGTCTCTTATAA
GGCAATAATCTTAATGGACTGTIGGCTGGGTGATTCTATTTACTGCCCACGCCATGTGTA
GGTAAGTTTAGTGGTGACCAGTGGGGTGACGTACTAAACCTTGCTAATAATCATGAGTT
GAAGTTGTAACTCAAAATGGTGTTACTTITGAATGTTIGTCAGCAGGCGGCTTAAAGGAGA
GTTTTAATTTTACAAACTGCAGTTGCCAATGCTGAAACTCCTAAGTATAAGTTTGTTAA
GCTAATTGTGGTGATAGTTTCACTATAGCTTIGTTCTTATGGTGGTACAGTTATAGGACT
TACCCTGTCACTATGCGTTCTAATGGTACTATTAGAGCATCTTTCCTAGCAGGAGCCTT
GGCTCAGTTGGTTTTAATATAGAAAAGGGTGTAGTTAATTTCTTTTATATGCACCATCT
GAGTTACCTAATGCATTACACACTGGAACTGACCTAATGGGTGAGTTTTATGGTGGTTT
GTAGATGAAGAGGTTGCGCAAAGAGTGCCACCAGATAATCTAGTTACTAACAATATTGA
GCATGGCTCTATGCGGCAATTATTAGTGTTAAAGAAAGTAGTTTTTCACAACCTAAATG
TTGGAGAGTACTACTGTTTCTATTGAAGATTACAATAGGTGGGCTAGTGATAATGGTTT
ACTCCATTTTCCACTAGTACTGCTATTACTAAATTAAGTGCTATAACTGGGGTTGATGT
TGTAAACTCCTTCGCACTATTATGGTAAAAAGTGCTCAATGGGGTAGTGATCCCATTTA
GGACAATATAATTTTGAAGACGAATTGACACCAGAATCTGTATTTAATCAAGTTGGTGT
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GTTAGGTTACAGTCTTICTTTTGTAAGAAAAGCTACATCTTGGTTTTGGAGTAGATGTGA
TTAGCTTGCTTCTTGTTTGTGTTGTGTGCTATTGTCTTATTTACGGCAGTGCCACTTAG
TTTTATGTACATGCAGCTGTTATTTTGTTGATGGCTGTGCTCTTTATTTCTTTTACTGT
AAACATGTTATGGCATACATGGACACTTTCCTATTGCCTACATTGATTACAGTTATTAT
GGAGTTTGTGCTGAAGTCCCTTTCATATACAATACTCTAATTAGTCAAGTTGTTATTTC
TTAAGCCAATGGTATGATCCTGTAGTCTTTGATACTATGGTACCATGGATGTTATTGCA
TTAGTGTTGTACACTGCTTTTAAGTGTGTACAAGGCTGCTATATGAATTCTTTCAATAT
TCTTTGTTAATGCTGTATCAGTTTATGAAGTTAGGTTTTGTTATTTACACCTCTTCAAC
ACTCTTACTGCATATACAGAAGGTAATTGGGAGTTATTCTTTGAGTTGGTTCACACTAT
GTGTTGGCTAATGTTAGTAGTAATTCCTTAATTGGTTTAATTGTTTTTAAGTGTGCTAG
TGGATTTTATATTATTGCAATGCAACATACTTTAATAATTATGTGTTAATGGCAGTCAG
GTTAATGGCATAGGCTGGCTTTGCACCTGTTACTTTGGATTGTATTGGTGGGTTAATAA
GTITTTTGGTTTAACCTTAGGTAAATACAATTTTAAAGTTTCAGTAGATCAATATAGGTT
ATGTGTTTGCATAAGGTAAATCCACCTAAAACTGTGTGGGAGGTCTTTACTACAAATAA
CTTATACAAGGAATTGGAGGCGATCGTGTGTTGCCTATAGCTACAGTGCAATCTAAATG
AGTGATGTAAAGTGTACAACTGTTGTTTTAATGCAGCTTTTGACTAAGCTTAATGTTGA
GCAAATTCAAAAATGCATGCTTATCTTGTTGAGTTACACAATAAAATCCTCGCATCTGT
GATGTTGGAGAGTGCATGGATAATTTATTGGGTATGCTTATAACACTATTTTGTATAGT
TCTACTATTGATTTGGGTGAGTATTGTGATGATATACTTAAGAGGTCAACTGTATTACA
TCGGTTACTCAAGAGTTTTCGCACATACCCTCGTATGCTGAATATGAAAGAGCTAAGAT
ATTTATGAAAAGGTTTTAGCCGATTCTAAAAATGGTGGTGTAACACAGCAAGAGCTTGT
GCATATCGTAAAGCTGCCAATATTGCAAAGTCAGTTITTITGATAGAGACTTIGGCTGTTCA
AAGAAGTTAGATAGCATGGCAGAACGTGCTATGACAACAATGTATAAAGAGGCGCGTGA
ACTGATAGAAGAGCAAAATTAGTTTCATCATTACATGCACTACTTTTTTCAATGCTTAG
AAAATAGATTCTGAGAAGCTTAATGTCTTATTTGACCAGGCGAATAGTGGTGTTGTACC
CTAGCAACTGTTCCAATTGTTTGTAGTAATAAGCTTACCCTTGTTATACCAGACCCAGG
ACGTGGGTCAAGTGTGTGGAGGGTGTGCATGTTACATATTCAACAGTTGTTTGGAATAA
GACTGTGTTACTGATGCCGATGGCACAGAGTTACACCCCACTTCTACAGGTAGTGGATG
ACTTACTGTATAAGTGGTGATAATATAGCATGGCCTTTAAAGGTTAACTTGACTAGGAT
GGGCATAATAAGGTTGATGTTGCCTTGCAAAATAATGAGCTTATGCCTCACGGTGTAAG
ACAAAGGCTTGCGTAGCAGGTGTAGATCAAGCACATTGTAGCGTTGAGTCTAAATGTTT
TATACAAGTATTAGTGGCAGTTCAGTTGTAGCTGCTATTACCTCTTCAAATCCTAATCG
AAAGTAGCCTCTTTTTTGAATGAGGCAGGTAATCAGATTTATGTAGACTTAGACCCACA
TGTAAATTTGGTATGAAAGTGGGTGATAAGGTTGAAGTTGTTTACCTGTATTTTATAAA
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AATACGAGGTCTATTGTAAGAGGTATGGTACTTGGTGCTATATCTAATGTTGTTGTGTA
CAATCTAAAGGTCATGAGACAGAGGAAGTGGATGCTGTAGGCATTCTCTCACTTTGTTT
TTTGCAGTAGATCCTGCGGATACATATTGTAAATATGTGGCAGCAGGTAATCAACCTTA
GGTAACTGTGTTAAAATGTTGACAGTACATAATGGTAGTGGTTTTGCAATAACATCAAG
CCAAGTCCAACTCCGGATCAGGATTCTTATGGAGGAGCTTCTGTGTGTCTTTATTGTAA
GCACATATAGCACACCCTGGCGGAGCAGGAAATTTAGATGGACGCTGTCAATTTAAAGT
TCTTTTGTGCAAATACCTACTACGGAGAAAGATCCTGTTGGATTCTGTCTACGTAACAG
GTTTGCACTGTTTGTCAGTGTTGGATTGGTTATGGATGTCAGTGTGATTCACTTAGACA
CCTAAACCTTCTGTTCAGTCAGTTGCTGTTGCATCTGGTTTTGATAAGAATTATTTAAC
GGGTACGGGGTAGCAGTGAGGCTCGGCTGATACCCCTAGCTAATGGATGTGACCCCGAG
TTGTAAAGCGAGCCTTTGATGTTTGTAATAAGGAATCAGCCGGTATGTTTCAAAATTTA
AGCGTAACTGTGCACGATTCCAAGAAGTACGTGATACTGAAGATGGAAATCTTGAGTAT
GTIGATTCTTATTTTGTGGTTAAACAAACCACTCCTAGTAATTATGAACATGAGAAAGCT
GTTATGAAGACTTAAAGTCAGAAGTAACAGCTIGATCATGATTITCTTTGTGTTCAATAAA
ACATTTATAATATTAGTAGGCAGAGGCTTACTAAGTATACTATGATGGATTTTTGCTAG
CTTTGCGGCACTTTGACCCAAAGGATTGCGAAGTTCTTAAAGAAATACTTIGTICACTTAG
GTTGTATAGAAGATTATCACCCTAAGTGGTTTGAAGAGAATAAGGATTGGTACGACCCA
TAGAAAACCCTAAATATTATGCCATGTTGGCTAAAATGGGACCTATTGTACGACGTGCT
TATTGAATGCTATTGAGTTCGGAAACCTCATGGTTGAAAAAGGTTATGTTGGTGTTATA
CACTTGATAACCAAGATCTTAATGGCAAATTTTATGATTTTIGGTGATTTTCAGAAGACG
CGCCTGGTGCTGGTIGTTCCTIGTTTTTGATACGTATTATTICTTACATGATGCCCATCATG
CCATGACTGATGCGTTGGCACCTGAGAGGTATTTTGAATATGATGTGCATAAGGGTTAA
AATCTTATGATCTCCTCAAGTATGATTATACTGAGGAGAAACAAGATTTGTTTCAGAAT
ACTTTAAGTATTGGGATCAAGAGTATCACCCTAACTGTCGCGACTGTAGTGATGACAGT
GTTTGATACATTGTGCAAACTTCAACATCTTIGTITTITCTACACTTGTACCGCAGACTTCT
TCGGTAATTTGTGTAGAAAGGTTTTTGTTGATGGTGTACCATTTATAGCTACTTGTGGT
ATCATTCTAAGGAACTTGGTGTTATTATGAATCAAGATAACACCATGTCATTTTCAAAA
TGGGTTTGAGTCAACTCATGCAGTTTGTTGGAGATCCTGCCTTGTTAGTGGGGACATCA
ATAAATTAGTGGATCTTAGAACGTICTTIGTTTTAGTGTTTGTGCTTTAGCGTCTGGTATA
CTCATCAAACGGTAAAACCAGGTCACTTTAACAAGGATTTCTACGATTTTGCAGAGAAG
CTGGTATGTTTAAGGAAGGTTCTTCTATACCACTTAAACATTTCTTCTACCCACAGACG
GTAATGCTGCTATAAACGATTATGATTATTATCGTTATAACAGGCCTACCATGTTTGAA
TACGTCAACTTTTATTTTGTTTAGAAGTGACTTCTAAATATTTTGAATGTTATGAAGGG
GCTGTATACCAGCAAGCCAAGTTGTAGTTAACAATTTAGATAAGAGTGCAGGTTATCCT

Peticao 870170004355, de 23/01/2017, pag. 378/441



22/64

TCAATAAGTTTGGAAAGGCCCGTCTCTATTATGAAATGAGTCTAGAGGAGCAGGACCAC
TCTTTGAGAGTACAAAGAAGAACGTCCTGCCTACTATAACTCAGATGAATTTAAAATAG
CCATATCCGCGAAAAATAGAGCGCGTACAGTGGCAGGTGTGTCTATCCTTTCTACTATA
CTAATAGGCAGTTTCATCAGAAGATTCTTAAGTCTATAGTCAACACTAGAAACGCTCCG
TAGTTATTGGAACAACCAAGTTTTATGGCGGTTGGGATAACATGTTGAGAAACCTTATC
AGGGTGTTGAAGACCCGATTCTTATGGGTTGGGATTATCCAAAGTGTGATAGAGCAATC
CTAATTTGTTGCGTATAGCAGCATCTTTAGTACTCGCTCGTAAACACACTAATTGTTGA
CTTGGTCTGAACGCGTTTATAGGTTGTATAATGAATGCGCTCAGGTTTTATCTGAAACG
TCTTAGCTACAGGTGGTATATATGTGAAACCTGGTGGTACTAGCAGTGGAGATGCTACA
CTGCTTATGCAAACAGTGTTTTCAACATAATACAAGCCACATCTGCTAATGTTGCGCGC
TTTTGAGTGTTATAACGCGTGATATTGTATATGATGACATTAAGAGCTTGCAGTATGAT
TGTACCAGCAGGTTTATAGGCGAGTCAATTTTGACCCAGCATTTGTTGAAI%AGTTTTT
TCTTATTTGTGTAAGAATTTCTCATTGATGATCTTIGTCTGACGACGGTGTTGTTTGTTT
AACAACACATTAGCCAAACAAGGTCTTGTAGCAGATATTTCTGGTTTTAGAGAAGTTCC
TACTATCAGAACAATGTTTITTATGGCTGATTICTAAATGTTIGGGTTGAACCAGATTTAGA
AAAGGCCCACATGAATTTTGTTCACAGCACACAATGTTAGTGGAGGTTGATGGTGAGCT
AGATACTTGCCATATCCAGACCCATCACGTATTTTGTGTGCATGTGTTTTTGTAGATGT
TTGGATAAGACAGAATCTGTGGCTGTTATGGAGCGTTATATCGCTCTTGCCATAGATGT
ACCCACTAGTACATCATGAAAATGAGGAGTACAAGAAGGTATTCTITTIGTGCTTICTTTICT
ACATCAGAAAACTCTATCAAGAGCTTTCTCAGAATATGCTTATGGACTACTCTTTTGTA
TGGATATAGATAAGGGTAGTAAATTTTGGGAACAGGAGTTICTATGAAAATATGTATAGG
CCCCTACAACATTACAGTICTTGTIGGCGTTTGTGTAGTGTGTAATAGTCAAACTATATTC
GCTGTGGTAATTGTATTCGCAAACCATTTTTGTIGTTIGTAAGTIGTITGCTATGACCATGTA
TGCACACAGACCACAAAAATGTTITTIGTCTATAAATCCTTACATTTGCTCACAGCCAGGT
GTGGTGAAGCAGATGTTACTAAATTGTACCTCGGAGGTATGTCATACTTCTGCGGTAAC
ATAAACCAAAGTTATCAATACCGTTAGTATCTAATGGTACAGTGTTTGGAATTTACAGG
CTAATTGTGCAGGTAGCGAAAATGTTGATGATTTTAATCAACTAGCTACTACTAATTGT
CTACTGTGGAACCTTATATTTTGGCAAATCGTTGTGTAGATTCGTTGAGACGCTTTGCG
CAGAGACAGTAAAAGCTACAGAAGAATTACATAAGCAACAATTTGCTAGTGCAGAAGTA
GAGAAGTACTCTCAGATCGTGAATTGATTCTGTCTTGGGAGCCAGGTAAAACCAGGCCC
CATTGAATAGAAATTATGTTTTCACTGGCTTTCACTTTACTAGAACTAGTAAAGTTCAC
TCGGTGATTTTACATTTGAAAAAGGTGAAGGTAAGGACGTTGTCTATTATCGAGCGACT
CTACTGCTAAATTGTCTGTTGGAGACATTTTTGTTTTAACCTCACACAATGTTGTTTCC
TTATAGCGCCAACGTTGTGTCCTCAGCAAACCTTTTCTAGGTTTGTGAATTTAAGACCA
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ATGTGATGGTACCTGCGTGTTTTGTAAATAACATTCCATTGTACCATTTAGTAGGCAAC
AGAAGCGTACTACAGTACAAGGCCCTCCTGGCAGTGGTAAATCCCATTTTGCTATAGGT
TGGCGGCTTACTTTAGTAACGCCCGTGTCGTTTTTACTGCATGCTCTCATGCAGCTGTG
ATGCTTTATGTGAAAAAGCTTTTAAGTTTCTTAAAGTAGATGATTGCACTCGTATAGTA
CCTCAAAGGACTACTATCGATTGCTTCTCTAAGTTTAAAGCTAATGACACAGGCAAAAG
TACATTTTTAGTACTATTAATGCCTTGCCAGAAGTTAGTTGTGACATTICTTTTGGTTGA
CGAGGTTAGTATGTTGACCAATTACGAATTGTCTTTTATTAATGGTAAGATAAACTATC
AATATGTTGTGTATGTAGGTGATCCTGCTCAATTACCGGCGCCTCGTACGTTGCTTAAG
GTTCACTCTCTCCAAAGGATTATAATGTTGTCACAAACCTTATGGTTTGTGTTAAACCG
ACATTTTCCTTGCAAAGTGTTACCGTTIGTCCTAAAGAAATTGTAGATACTGTTTCTACC
TTGTATATGATGGAAAGTTTATTGCAAATAACCCGGAATCACGTCAGTGTTTCAAGGTA
TAGTTAATAATGGTAATTCTGATGTAGGACATGAAAGTGGCTCAGCCTACAACATAACC
AATTAGAATTTGTGAAAGATTTTGTCTGTCGCAATAAGGAATGGCGGGAAGCAACATTA
TTTCACCTTATAATGCTATGAACCAGAGAGCCTACCGTATGCTTIGGACTTAATGTTCAA
CAGTAGACTCGTICTCAAGGTTCGGAGTATGATTATGTTATCTTITTGTGTTACTGCAGAT
TCGCAGCATGCACTGAATATTAACAGATTCAATGTAGCGCTTACAAGAGCCAAGCGTGG
TATACTAGTTGTCATGCGTCAGCGTGATGAACTATATTCAGCTCTTAAGTTTATAGAGC
TTGATAGTGTAGCAAGTCTGCAAGGTACAGGCTTGTTTAAAATTTGCAACAAAGAGTTT
AGTGGTGTTCACCCAGCTTATGCAGTCACAACTAAGGCTCTTGCTGCAACTTATAAAGT
TAATGATGAACTTGCTGCACTTGTTAACGTGGAAGCTGGTTCAGAAATAACATATAAAC
ATCTTATTTCTTTGTTAGGGTTTAAGATGAGTGTTAATGTTGAAGGCTGCCACAACATG
TTTATAACACGTGATGAGGCTATCCGCAACGTAAGAGGTTIGGGTAGGTTTITGATGTAGA
AGCAACACATGCTTGCGGTACTAACATTGGTACTAACCTGCCTTTCCAAGTAGGTTTCT
CTACTGGTGCAGACTTTGTAGTTACGCCTGAGGGACTTGTAGATACTTCAATAGGCAAT
AATTTTGAGCCTGTGAATTCTAAAGCACCTCCAGGTGAACAATTTAATCACTTGAGAGC
GTTATTCAAAAGTGCTAAACCTTGGCATGTTGTAAGGCCAAGGATTGTGCAAATGTTAG
CGGATAACCTGTGCAACGTTTCAGATTGTGTAGTGTTTGTCACGTGGTGTCATGGCCTA
GAACTAACCACTTTGCGCTATTTTGTTAAAATAGGCAAGGACCAAGTTTGTTCTTGCGG
TTCTAGAGCAACAACTTTTAATTCTCATACTCAGGCTTATGCTTGTTGGAAGCATTGCT
TGGGTTTTGATTTTGTTTATAATCCACTCTTAGTGGATATTCAACAGTGGGGTTATTCT
GGTAACCTACAATTTAACCATGATTTGCATTGTAATGTGCATGGACACGCACATGTAGC
TTCTGCGGATGCTATTATGACGCGTTGTCTTGCAATTAATAATGCATTTTGTCAAGATG
TCAACTGGGATTTAACTTACCCTCATATAGCAAATGAGGATGAAGTCAATTCTAGCTGT
AGATATTTACAACGCATGTATCTTAATGCATGTGTTGATGCTCTTAAAGTTAACGTTGC
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TATGATATAGGCAACCCTAAAGGTATAZ"AATGTGTTAGACGTGGAGACTTAAATTTTA
GATTCTATGATAAGAATCCAATAGTACCCAATGTCAAGCAGTTTGAGTATGACTATAAT
CAGCACAAAGATAAGTTTGCTGATGGTCTTTGTATGTTTTGGAATTGTAATGTGGATTG
TTATCCCGACAATTCCTTAGTTTGTAGGTACGACACACGAAATTTGAGTGTGTTTAACC
TACCTGGTTGTAATGGTGGTAGCTTGTATGTTAACAAGCATGCATTCCACACACCTAAA
TTTGATCGCACTAGCTTTCGTAATTTGAAAGCTATGCCATTCTTTTTCTATGACTCATC
GCCTTGCGAGACCATTCAATTGGATGGAGTTGCGCAAGACCTTGTGTCATTAGCTACGA
AAGATTGTATCACAAAATGCAACATAGGCGGTGCTGTTTGTAAAAAGCACGCACAAATG
TATGCAGATTTTGTGACTTCTTATAATGCAGCTGTTACTGCTGGTTTTACTTTTTGGGT
TACTAATAATTTTAACCCATATAATTTGTGGAAAAGTTTTTCAGCTCTCCAGTCTATCG
ACAATATTGCTTATAATATGTATAAGGGTGGTCATTATGATGCTATTGCAGGAGAAATG
CCCACTATCGTAACTGGAGATAAAGTTTTTGTTATAGATCAAGGCGTAGAAAAAGCAGT
TTTTTTAATCAAACAATTCTGCCTACATCIGTAGCGTTITGAGCTGTATGCGAAGAGAAA
TATTCGCACACTGCCAAACAACCGTATTTTGAAAGGTTTGGGTGTAGATGTGACTAATG
GATTTGTAATTTGGGATTACACGAACCAAACACCACTATACCGTAATACTGTTAAGGTA
TGTGCATATACAGACATAGAACCAAATGGCCTAATAGTGCTGTATGATGATAGATATGG
TGATTACCAGICTTTTCTAGCTGCTGATAATGCTGITTITAGTITTICTACACAGTGTTACA
AGCGGTATTCGTATGTAGAAATACCGTCAAACCTGCTTGTTCAGAACGGTATTCCGTTA
AAAGATGGAGCGAACCTGTATGTTTATAAGCGTGTTAATGGTGCGTTTGTTACGCTACC
TAACACATTAAACACACAGGGTCGCAGTTATGAAACTTTTGAACCTICGTAGTIGATGTIG
AGCGTGATTTTCTCGACATGTCTGAGGAGAGTTTTGTAGAAAAGTATGGTAAAGAATTA
GGTCTACAGCACATACTGTATGGTGAAGTTGATAAGCCCCAATTAGGTGGTTTACACAC
TGTTATAGGTATGTGCAGACTTITTACGTIGCGAATAAGTTGAACGCAAAGTCTGTTACTA
ATTCTGATTCTGATGTCATGCAAAATTATTTTGTATTGGCAGACAATGGTTCCTACAAC
AAGTGTGTACTGTTGTGGATTTGCTGCTTGATGATTTCTTAGAACTTCTTAGGAACATA
CTGAAAGAGTATGGTACTAATAAGTCTAAAGTTGTAACAGTGTCAATTGATTACCATAG
CATAAATTTTATGACTTGGTTTGAAGATGGCATTATTAAAACATGTTATCCACAGCTTC
AATCAGCATGGACGTGTGGTTATAATATGCCTGAACTTTATAAAGTTCAGAATTGTGTT
ATGGAACCTTGCAACATTCCTAATTATGGTGTTGGAATAGCGTTGCCAAGTGGTATTAT
GATGAATGTGGCAAAGTATACACAACTCTGTCAATACCTTTCGAAAACAACAATGTGTG
TACCGCATAATATGCGAGTAATGCATTTTGGAGCTGGAAGTGACAAAGGAGTGGCTCCA
GGTAGTACTGTTCTTAAACAATGGCTCCCAGAAGGGACACTCCTTGTCGATAATGATAT
TGTAGACTATGTGTCTGATGCACATGTTTCTGTGCTTTCAGATTGCAATAAATATAAGA
CAGAGCACAAGTTTGATCTTGTGATATCTGATATGTATACAGACAATGATTCAAAAAGA
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AAGCATGAAGGCGTGATAGCCAATAATGGCAATGATGACGTTTTCATATATCTCTCAAG
TTTTCTTCGTAATAATTTGGCTCTAGGTGGTAGTTTTGCTGTAAAAGTGACAGAGACAA
GTTGGCACGAAGTTTTATATGACATTGCACAGGATTGTGCATGGTGGACAATGTTTTGT
ACAGCAGTGAATGCCTCTTCTTCAGAAGCATTCTTGGTTGGTGTTAATTATTTGGGTGC
AAGTGAAAAGGTTAAGGTTAGTGGAAAAACGCTGCACGCAAATTATATATTTTGGAGGA
ATTGTAATTATTTACAAACCTCTGCTTATAGTATATTTGACGTTGCTAAGTTTGATTTG
AGATTGAAAGCAACACCAGTTIGTTAATTTGAAAACTGAACAAAAGACAGACTTAGTCTT
AATTTAATTAAGTGTGGTAAGTTACTGGTAAGAGATGTTGGTAACACCTCTTTTACTAT
GACTCTTTTGTGTGTACTATGTAGTGCTGCTTTGTATGACAGTAGTTCTTACGTTTACA
CTACCAAAGTGCCTTTAGACCACCTAATGGTTGGCATTTACACGGGGGTGCTTATGCGT
AGTTAATATTTCTAGCGAATCTAATAATGCAGGCTCTTCACCTGGGTGTATTGTTGGTC
TATTCATGGTGGTCGTGTTGTTAATGCTTCTTCTATAGCTATGACGGCACCGTCATCAG
TATGGCTTGGTCTAGCAGTCAGTTTTGTACTGCACACTGTAACTTTTCAGATACTACAT
GTTTGTITACACATTIGTITATAAATATGATGGGTIGTICCTATAACTGGCATGCTTCAAAAGA
TTTTTTACGTIGTTTCTGCTATGAAAAATGGCCAGCTTITTCTATAATTTAACAGTTAGTT
AGCTAAGTACCCTACTTTTAAATCATTTCAGTGTGTTAATAATTTAACATCCGTATATT
AAATGGTGATCTTGTTTACACCTCTAATGAGACCACAGATGTTACATCTGCAGGTGTTA
TTTTAAAGCTGGTGGACCTATAACTTATAAAGTTATGAGAGAAGTTAAAGCCCTGGCTA
TTTTGTTAATGGTACTGCACAAGATGTTATTTTIGTGTGATGGATCACCTAGAGGCTTGT
AGCATGCCAGTATAATACTGGCAATTTTTCAGATGGCTTTTATCCTTTTATTAATAGTG
TTTAGTTAAGCAGAAGTTTATTGTCTATCGTGAAAATAGTGTTAATACTACTTTTACGT
ACACAATTTCACTTTTCATAATGAGACTGGCGCCAACCCTAATCCTAGTGGTGTTCAGA
TATTCAAACTTACCAAACACAAACAGCTCAGAGTGGTTATTATAATTTTAATTTTTCCT
TCTGAGTAGTTTTGTTTATAAGGAGTCTAATTTTATGTATGGATCTTATCACCCAAGTG
TAATTTTAGACTAGAAACTATTAATAATGGCTTIGTGGTTTAATTCACTTTCAGTTTCAT
TGCTTACGGTCCTCTTCAAGGTGGTTGCAAGCAATCTGTCTTTAGTGGTAGAGCAACTG
TTGTTATGCTTATTCATATGGAGGTCCTTCGCTGTGTAAAGGTGTTTATTCAGGTGAGT
AGATCTTAATTTTGAATGTGGACTGTTAGTTTATGTTACTAAGAGCGGTGGCTCTCGTT
ACAAACAGCCACTGAACCGCCAGTTATAACTCGACACAATTATAATAATATTACTTTAA
TACTTGTGTTGATTATAATATATATGGCAGAACTGGCCAAGGTTTTATTACTAATGTAC
CGACTCAGCTGTTAGTTATAATTATCTAGCAGACGCAGGTTTGGCTATTTTAGATACAC
TGGTTCCATAGACATCTTTIGTTGTACAAGGTGAATATGGTCTTACTTATTATAAGGTTA
CCCTTGCGAAGATGTCAACCAGCAGTTTGTAGTTTCTGGTGGTAAATTAGTAGGTATTT
TACTTCACGTAATGAGACTGGTTCTCAGCTTCTTGAGAACCAGTTTTACATTAAAATCC
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TAATGGAACACGTCGTTTTAGACGTTCTATTACTGAAAATGTTGCAAATTGCCCTTATT
TAGTTATGGTAAGTTTTGTATAAAACCTGATGGTTCAATTGCCACAATAGTACCAAAAA
ATTGGAACAGTTTGTGGCACCTTTACTTAATGTTACTGAAAATGTGCTCATACCTAACG
TTTTAATTTAACTGTTACAGATGAGTACATACAAACGCGTATGGATAAGGTCCAAATTA
TTGTCTGCAGTATGTTTGTGGCAATTCTCTGGATTGTAGAGATTTGTTTCAACAATATG
GCCTGTTTGTGACAACATATTGTCTGTAGTAAATAGTATTGGTCAAAAAGAAGATATGA
ACTTTTGAATTTICTATTCTTCTACTAAACCGGCTGGTTTTAATACACCATTTCTTAGTA
TGTTAGCACTGGTGAGTTTAATATTTCTCTTCTGTTAACAACTCCTAGTAGTCCTAGAG
GCGTTCTTTTATTGAAGACCTTCTATTTACAAGCGTTGAATCTGTTGGATTACCAACAA
TGACGCATACAAAAATTGCACTGCAGGACCTTTAGGTTTTCTTAAGGACCTTGCGTGTC
TCGTGAATATAATGGTTTGCTTGTGTTGCCTCCCATTATAACAGCAGAAATGCAAATTT
GTATACTAGTTCTCTAGTAGCTTCTATGGCTTTTGGTGGTATTACTGCAGCTGGTGCTT
ACCTTTTGCCACACAACTGCAGGCTAGAATTAATCACTTGGGTATTACCCAGTCACTTT
GTTGAAGAATCAAGAAAAAATTGCTGCTTCCITTAATAAGGCCATTGGTCGTATGCAGA
AGGTTTTAGAAGTACATCTCTAGCATTACAACAAATTCAAGATGTTGTTAATAAGCAGG
TGCTATTCTTACTGAGACTATGGCATCACTTAATAAAAATTTTGGTGCTATTTCTTCTT
GATTCAAGAAATCTACCAGCAACTTGACGCCATACAAGCAAATGCTCAAGTGGATCGTT
TATAACTGGTAGATTGTCATCACTTTCTGTTTTAGCATCTGCTAAGCAGGCGGAGCATT
TAGAGTGTCACAACAGCGTGAGTTAGCTACTCAGAAAATTAATGAGTGTGTTAAGTCAA
GTICTATTAGGTACTCCTITTTGTGGTAATGGACGACATGTTCTAACCATACCGCAAAATC
ACCTAATGGTATAGTGTTTATACACTTTTICTTATACTCCAGATAGTTTTGTTAATGTTC
TGCAATAGTGGGTTTTTGTGTAAAGCCAGCTAATGCTAGTCAGTATGCAATAGTACCCC
TAATGGTAGGGGTATTTTTATACAAGTTAATGGTAGTTACTACATCACAGCACGAGATT
GTATATGCCAAGAGCTATTACTGCAGGAGATATAGTITACGCTITACTTICTTGTCAAGCAA
TTATGTAAGTGTAAATAAGACCGTCATTACTACATTCGTAGACAATGATGATTTTGATT
TAATGACGAATTGTCAAAATGGTGGAATGACACTAAGCATGAGCTACCAGACTTTGACA
ATTCAATTACACAGTACCTATACTTGACATTGATAGTGAAATTGATCGTATTCAAGGCT
TATACAGGGTCTTAATGACTCTTTAATAGACCTTGAAAAACTTTCAATACTCAAAACTA
TATTAAGTGGCCTTGGTATGTGTGGTTAGCCATAGCTTTTGCCACTATTATCTTCATCT
AATACTAGGATGGGTTTTCTTCATGACTGGATGTTGTGGTTGTTGTTGTGGATGCTTTG
CATTATGCCTCTAATGAGTAAGTGTGGTAAGAAATCTTCTTATTACACGACTTTTGATA
CGATGTGGTAACTTAACAATACAGACCTAAAAAGTCTGTTTAATGATTCAAAGTCCCAG
TCCTTCCTAATAGTATTAATTTTTICTTTGGTGTAAACTTGTACTAAGTTGTTTTAGAGG
TTTATTATAGCGCTCCAACAACTAATACAAGTTTTACTCCAAATTATCAATAGTAACTT
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ACAGCCTAGACTGACCCTTTGTCACAGTCTAGACTAATGTTAAACTTAGAAGCAATTAT
GAAACTGGTGAGCAAGTGATTCAAAAAATCAGTTTCAATTTACAGCATATTTCAAGTGA
TTAAACACAGAAGTATTTGACCCCTTTGACTATTGTTATTACAGAGGAGGTAATTTTTG
GAAATAGAGTCAGCTGAAGATTGTTCAGGTGATGATGAATTTATTGAATAAGTCGCTAA
GGAAAATGGAAGTTTTCTAACAGCGCTTTATATATTTGTAGGATTTTTAGCACTTTATT
TCTAGGTAGAGCACTTCAAGCATTTGTACAGGCTGCTGATGCTTGTTGTTTATTTTGGA
TACATGGGTAGTAATTCCAGGAGCTAAGGGTACAGCCTTTGTATATAAGTATACATATG
TAGAAAACTTAACAATCCGGAATTAGAAGCAGTTATTGTCAACGAGTTTCCTAAGAACG
TTGGAATAATAAAAATCCAGCAAATTTTCAAGATGTCCAACGAGACAAATTGTACTCTG
ACTTTGAACAGTCAGTTGAGCTTTTTAAAGAGTATAATTTATTTATAACTGCATTCTTT
TGTTCTTAACCATAATACTTCAGTATGGCTATGCAACAAGAAGTAAGTTTATTTATATC
TGAAAATGATAGTGTTATGGTGCTTTTGGCCCCTTAACATTGCAGTAGGTGTAATTTCT
GTATATACCCACCAAACACAGGAGGTICTTGTCGCAGCGATAATACTTACAGTGTTTGCT
GICTIGICTITTIGTAGGTTATTGGATCCAGAGTATTAGACTCTITTAAGCGGTGTAGGTCA
TGTGGTCATTTAACCCAGAATCTAATGCCGTAGGTTCAATACTCCTAACTAATGGTCAA
CAATGTAATTTTGCTATAGAGAGTGTGCCAATGGTGCTTTICTCCAATTATAAAGAATGG
TGTTCTTTATTIGTGAGGGTCAGTGGCTTGCTAAGTGTGAACCAGACCACTTGCCTAAAG
ATATATTTGTTTGTACACCGGATAGACGTAATATCTACCGTATGGTGCAGAAATATACG
GTGACCAAAGCGGAAATAAGAAACGGTTTGCTACGITIGICTATGCAAAGCAGTCAGTA
GATACTGGCGAGCTAGAAAGTGTAGCAACAGGAGGGAGTAGICTTTACACCTAAATGTIG
TGTGTGTAGAGAGTATTTAAAATTATTICTTTAATAGTGCCTCTATTTTAAGAGCGCATA
ATAGTATTATTTTTGAGGATATTAATATAAATCCTCTCTGTTTTATACTCTCTTTTCAA
GAGCTATTATTTAAAAAACAGTTTTTCCACTCTTITTIGTIGCCAAAAACTATTGTTGTITAA
TGGTGTAACCTTTCAAGTAGATAATGGAAAAGTCTACTACGAAGGAAAACCAATTTITTA
GAAAGGTTGTTGTAGGTTGTGGTTGAGTTATAAAAAAGATTAAACTACCTACTACACTT
ATTTTTATAAGAGGCGTTTTATCTTACAAGCGCTTAATAAATACGGACGATGAAATGGC
TGACTAGTTTTGTAAGGGCAGTTATTTCATGTTATAAACCCCTATTATTAACTCAATTA
AGAGTATTAGATAGGTTAATCTTAGATCATGGACCAAAACACATCTTAACGTGTGTTAG
GTGCGTGATTTTGTTTCAATTAGATTTAGTTTATAGGTTGGCGTATACGCCTACTCAAT
CGCTGGTATGAATAATAGTAAAGATAATCCTTTTTGCGGAGCAATAGCAAGAAAAGCGC
GAATTTATCTGAGAGAAGGATTAGATTGTGTTTACTTTCTTAACAAAGCAGGACAAGCG
AGTCTTGTCCCGCGTGTACCTCTCTAGTATTCCAGGGGAAAACTTGTGAGGAACACAAA
TATAATAATAATCTTTTGTCATGGCAAGCGGTAAGGCAACTGGAAAGACAGATGCCCCA
GCTCCAGTCATCAAACTAGGAGGACCAAAGCCACCTAAAGTTGGTTCTTCTGGAAATGA
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TCTTGGTTTCAAGCAATAAAAGCCAAGAAGTTAAATTCACCTCCGCCTAAGTTTGAAGG
TAGCGGTGTTCCTGATAATGAAAATCTAAAACCAAGTCAGCAGCATGGATATTGGAGAC
GCCAAGCTAGGTTTAAGCCAGGTAAAGGTGGAAGAAAACCAGTCCCAGATGCTTGGTAT
TTTTACTATACTGGAACAGGACCAGCCGCTAACCTGAATTGGGGTGATAGCCAAGATGG
TATAGTGTGGGTTGCTGGTAAGGGTGCTGATACTAAATTTAGATCTAATCAGGGTACTC
GTGACTCTGACAAGTTTGACCAATATCCGCTACGGTTTTCAGACGGAGGACCTGATGGT
AATTTCCGTTGGGATTTCATTCCTCTGAATCGTGGCAGGAGTGGGAGATCAACAGCAGC
TTCATCAGCAGCATCTAGTAGAGCACCATCACGTGAAGTTTCGCGTGGTCGCAGGAGTG
GTTCTGAAGATGATCTTATTGCTCGTGCAGCAAGGATAATTCAGGATCAGCAGAAGAAG
GGTTCTCGCATTACAAAGGCTAAGGCTGATGAAATGGCTCACCGCCGGTATTGCAAGCG
CACTATTCCACCTAATTATAAGGTTGATCAAGTGTTTGGTCCCCGTACTAAAGGTAAGG
AGGGAAATTTTGGTGATGACAAGATGAATGAGGAAGGTATTAAGGATGGGCGCGTTACG
CAATGCTCAACCTAGTTCCTAGCAGCCATGCTTGTCTTTTCGGAAGTAGAGTGACGCCC
AGACTTCAACCAGATGGGCTGCACTTGAAATTTGAATTTACTACTGTGGTCCCACGTGA
TGATCCGCAGTTTGATAATTATGTAAAAATTTGTGATCAGTGTGTTGATGGTGTAGGAA
CACGTCCAAAAGATGATGAACCAAGACCAAGTCACGCTCAAGTTCAAGACCTGCAACAA
GAGGAAATTCTCCAGCGCCAAGACAGCAGCCCCTAAGAAGGAGAAAAAGCCAAAGAAGC
AGGATGATGAAGTGGATAAAGCATTGACCTCAGATGAGGAGAGGAACAATGCACAGCTG
GAATTTGATGATGAACCCAAGGTAATTAACTGGGGGGATTCAGCCCTAGGAGAGAATGA
ACTTTGAGTAAAATTCAATAGTAAGAGTTAAGGAAGATAGGCATGTAGCTTGATTACCT
ACATGTCTATCGCCAGGGAAATGTCTAATTTGTCTACTTAGTAGCCTGGAAACGAACGG
TAGACCCTTAGATTTTAATTTAGTTTAATTTTTAGTTTAGTTTAAGTTAGTTTAGAGTA
GGTATAAAGATGCCAGTGCCGGGGCCACGCGGAGTACGACCGAGGGTACAGCACTAGGA
CGCCCATTAGGGGAAGAGCTAAATTTTAGTTTAAGTTAAGTTTAATTGGCTATGTATAG
TTAAAATTTATAGGCTAGTATAGAGTTAGAGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
REPLICASE

[0075] Para além dos genes estruturais e
acessérios, dois tergos de um genoma de coronavirus
compreende o gene da replicase (na extremidade 5' do
genoma), que €& expressa como duas poliproteinas, PPLA e ppl
AB, em que pplab é um produto de extensdao de PPLA como um
resultado de um mecanismo de mudanca -1 ribossomal. Os dois
poliproteinas sao clivados por dois tipos de proteases

codificadas por virus geralmente resultando em 16 proteinas
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nao-estruturais (NSP1 -16); IBV carece NSP1l codificando
assim Nsp2-16.

[0076] Assim, o gene 1 em IBV codifica 15 (16 em
outros coronavirus) proteinas nao-estruturais (nsp2-16),
que estao associados com a replicacgao e transcricao de RNA.

[0077] 0 termo 'proteina replicase "eé aqui
utilizado para se referir a uma e a ppl poliproteinas pplab
ou subunidades NSP individuais.

[0078] O termo "gene da replicase" é aqui utilizado
para se referir a uma sequéncia de 4&dcido nucleico dque
codifica para as proteinas de replicase.

[0079] Um resumo das fungdes das proteinas nsp do

coronavirus é fornecida na Tabela 1.

Tabela 1
Proteina Nsp Funcdes chaves

1 Conservado dentro, mas nao entre grupos
genéticos de coronavirus; Potenciais
funcdes reguladoras na célula hospedeira.

2 Dispensdvel para MHV e replicacdo de SARS-
CoV em cultura de tecidos

3 Dominio dcido; Dominio macro com
atividades de ligacao a ADRP e poli (ADP-
ribose); Uma ou duas proteases semelhantes
a papaina contendo ZBD; Dominio Y

4 Dominio Transmembranar

5 Protease principal como-C, homodimero

6 Dominio Transmembranar

7 Interage com nsp8 para formar um complexo
hexadecamérico

8 RNA polymerase nao canonical; interage com
nsp’/ para formar um complexo
hexadecamérico

9 Proteina de ligacadao a ssRNA, dimero
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10 Proteina de ligacgao a RNA,
homododecamérica, dominio de ligacdo a
zinc, conhecida para interagir com nspléd e

nspl6
11 desconhecida
12 RNA polymerase dependente de RNA
13 Dominio de ligacao a zinco, NTPase,

dNTPase, 5’-a—-3’ helicase RNA e DNA, RNA
5'—trifosfato

14 37-a 57 exoribonuclease, Dominio de
ligacao a zinco e N7-metiltransferase

15 endoribonuclease Uridilato-especifica,
homohexamero

16 ribose-2’'-O-metiltransferase putativa

[0080] A variante do gene da replicase codificada

pelo coronavirus da presente invencdo compreende uma
mutacao em uma ou mais das secgdes de seguéncia que
codifica nsp-10, nsp-14, nsp-15 ou nsp-16.

[0081] NsplO tem atividade de 1ligagao a RNA e
parece estar envolvido em interagbes homo e / ou
heterotipicas dentro de outros PTS da regido de ppla /
pplab. Adota uma dobra o / B composta de cinco o-hélices,
um 310-hélice e trés beta-fios. Dois locais de ligagao ao
zinco foram identificados que sao formados por residuos de
cisteina conservados e um residuo de histidina (Cys-74 /
Cis-77 / A-83 / Cis-90; Cis-117 / Cis-120 / Cis-128 / Cys-
130). A proteina foi confirmada para se ligarem RNA de
cadeia simples e de cadeia dupla e DNA sem especificidade
6bvia. NSP-10 pode ser reticulado com NSP-9, sugerindo que
o vigor de uma rede complexa de 1interacdes proteina-
proteina envolvendo NSP-7, -8, -9 e -10. Além disso, NSP-10
¢ conhecido por interagir com NSP-14 e NSP-16.

[0082] nsp-14 compreende um dominio ativo

exoribonuclease 3'-para-5' (éxon) na regidao do terminal
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amino. SARS-CoV éxon tem sido demonstrado ter atividade
exoribonuclease de metal dependente de ions de 3'-para-5'
que atua em ambos os RNA de cadeia simples e de cadeia
dupla, mas nao no DNA. NSP-14 tem sido demonstrado ter
atividade a prova de leitura. Este NSP também tem sido
demonstrado que possuem uma atividade N7-metiltransferase
(MT) na regiao do terminal carboxila.

[0083] nsp-15 associada NendoU (endorribonuclease
nidoviral, especifico para L) atividade de RNAase foi
avaliado para um nuUmero de coronavirus, incluindo SARS-CoV,
MHV e IBV. As atividades foram consistentemente relatado
para ser significativamente melhorada por Mn2 + e ides
houve pouca atividade na presenca de Mg2 + e Ca2 +. NendoU
cliva no lado 3 'de residuos em ambos uridilato de RNA de
cadeia simples e de cadeia dupla. 0 substrato
biologicamente relevante (s) de coronavirus NendoUs
continua a ser identificado.

[0084] nsp—-16 foi previsto para mediar a atividade
de ribose-2'-0O-metiltransferase (2'-0-MTase) e inverter-
genética experiéncias tém demonstrado que o dominio de 2'-
0-MTase ¢é essencial para a sintese de RNA viral em HCoV-
229E e SARS-CoV. A enzima pode estar envolvida na producao
da tampa 1 estruturas de RNA de coronavirus e pode também
cooperar com NendoU éxon e em outras vias de processamento
de RNA. 2'-0-MTase também pode metilato RNAs especificos
para protegé-los da clivagem NendoU mediada.

[0085] As sequéncias gendmicas e proteinas para
nsp-10, nsp-14, nsp-15 e nsp-16 sao fornecidas como SEQ ID
NO: 2 — 5 e 6 - 9, respectivamente.

SEQ ID NO: 2 (sequéncia nucleotidica nsp-10- nucleotideos
1884-12318 de SEQ ID NO: 1)

TCTAAAGGTCATGAGACAGAGGAAGTGGATGCTGTAGGCATTCTCTCACTTTGTTCTTT
TGCAGTAGATCCTGCGGATACATATTGTAAATATGTGGCAGCAGGTAATCAACCTTTAG
GTAACTGTGTTAAAATGTTGACAGTACATAATGGTAGTGGTTTTGCAATAACATCAAAG
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CCAAGTCCAACTCCGGATCAGGATTCTTATGGAGGAGCTTCTGTGTGTCTTTATTGTAG
AGCACATATAGCACACCTTGGCGGAGCAGGAAATTTAGATGGACGCTGTCAATTTAAAG
GTTCTTTTGTGCAAATACCTACTACGGAGAAAGATCCTGTTGGATTCTGTCTACGTAAA
AGGTTTGCACTGTTTGTCAGTGTTGGATTGGTTATGGATGTCAGTGTGATTCACTTAGA
CAACCTAAACCTTCTGTTCAG

[0086] SEQ ID NO: 3 (sequéncia de nucleotideos nsp-
14 — nucleotideos 16938-18500 de SEQ ID NO: 1)
GGTACAGGCTTGTTTAAAATTTGCAACAAAGAGTTTAGTGGTGTTCACCCAGCTTATGC
AGTCACAACTAAGGCTCTTGCTGCAACTTATAAAGTTAATGATGAACTTGCTGCACTTG
TTAACGTGGAAGCTGGTTCAGAAATAACATATAAACATCTTATTTCTTTGTTAGGGTTT
AAGATGAGTGTTAATGTTGAAGGCTGCCACAACATGTTTATAACACGTGATGAGGCTAT
CCGCAACGTAAGAGGTTGGGTAGGTTTTGATGTAGAAGCAACACATGCTTGCGGTACTA
ACATTGGTACTAACCTGCCTTTCCAAGTAGGTTTCTCTACTGGTGCAGACTTTGTAGTT
ACGCCTGAGGGACTTGTAGATACTTCAATAGGCAATAATTTTGAGCCTGTGAATTCTAA
AGCACCTCCAGGTGAACAATTTAATCACTTGAGAGCGTTATTCAAAAGTGCTAAACCTT
GGCATGTTGTAAGGCCAAGGATTGTGCAAATGTTAGCGGATAACCTGTGCAACGTTTCA
GATTGTGTAGTGTTTGTCACGTGGTGTCATGGCCTAGAACTAACCACTTTGCGCTATTT
TGTTAAAATAGGCAAGGACCAAGTTTGTTCTTGCGGTTCTAGAGCAACAACTTTTAATT
CTCATACTCAGGCTTATGCTTGTTGGAAGCATTGCTTGGGTTTTGATTTTGTTTATAAT
CCACTCTTAGTGGATATTCAACAGTGGGGTTATTCTGGTAACCTACAATTTAACCATGA
TTTGCATTGTAATGTGCATGGACACGCACATGTAGCTTCTGCGGATGCTATTATGACGC
GTTGTCTTGCAATTAATAATGCATTTTGTCAAGATGTCAACTGGGATTTAACTTACCCT
CATATAGCAAATGAGGATGAAGTCAATTCTAGCTGTAGATATTTACAACGCATGTATCT
TAATGCATGTGTTGATGCTCTTAAAGTTAACGTTGTCTATGATATAGGCAACCCTAAAG
GTATTAAATGTGTTAGACGTGGAGACTTAAATTTTAGATTCTATGATAAGAATCCAATA
GTACCCAATGTCAAGCAGTTTGAGTATGACTATAATCAGCACAAAGATAAGTTTGCTGA
TGGTCTTTGTATGTTTTGGAATTGTAATGTGGATTGTTATCCCGACAATTCCTTACTTT
GTAGGTACGACACACGAAATTTGAGTGTGTTTAACCTACCTGGTTGTAATGGTGGTAGC
TTGTATGTTAACAAGCATGCATTCCACACACCTAAATTTGATCGCACTAGCTTTCGTAA
TTTGAAAGCTATGCCATTCTTTTTCTATGACTCATCGCCTTGCGAGACCATTCAATTGG
ATGGAGTTGCGCAAGACCTTGTGTCATTAGCTACGAAAGATTGTATCACAAAATGCAAC
ATAGGCGGTGCTGTTTGTAAAAAGCACGCACAAATGTATGCAGATTTTGTGACTTCTTT
AATGCAGCTGTTACTGCTGGTTTTACTTTTTGGGTTACTAATAATTTTAACCCATATAT
TTGTGGAAAAGTTTTTCAGCTCTCCAG
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[0087] SEQ ID NO: 4 (sequéncia de nucleotideos nsp-
15 — nucleotideos 18501-19514 de SEQ ID NO: 1)
TCTATCGACAATATTGCTTATAATATGTATAAGGGTGGTCATTATGATGCTATTGCAGG
AGAAATGCCCACTATCGTAACTGGAGATAAAGTTTTTGTTATAGATCAAGGCGTAGAAA
AAGCAGTTTTTTTTAATCAAACAATTCTGCCTACATCTGTAGCGTTTGAGCTGTATGCG
AAGAGAAATATTCGCACACTGCCAAACAACCGTATTTTGAAAGGTTTGGGTGTAGATGT
GACTAATGGATTTGTAATTTGGGATTACACGAACCAAACACCACTATACCGTAATACTG
TTAAGGTATGTGCATATACAGACATAGAACCAAATGGCCTAATAGTGCTGTATGATGAT
AGATATGGTGATTACCAGTCTTTTCTAGCTGCTGATAATGCTGTTTTAGTTTCTACACA
GTGTTACAAGCGGTATTCGTATGTAGAAATACCGTCAAACCTGCTTGTTCAGAACGGTA
TTCCGTTAAAAGATGGAGCGAACCTGTATGTTTATAAGCGTGTTAATGTGCGTTTGTTA
CGCTACCTAACACAATAAACACACAGGGTCGAAGTTATGAAACTTTTGACCTCGTAGTG
ATGTTGAGCGTGATTTTCTCGACATGTCTGAGGAGAGTTTTGTAGAAAGTATGGTAAAG
AATTAGGTCTACAGCACATACTGTATGGTGAAGTTGATAAGCCCCAATAGGTGGTTTCC
ACACTGTTATAGGTATGTGCAGACTTTTACGTGCGAATAAGTTGAACGCAAAGTCTGTT
ACTAATTCTGATTCTGATGTCATGCAAAATTATTTTGTATTGGCAGACAATGGTTCCTC
AAGCAAGTGTGTACTGTTGTGGATTTGCTGCTTGATGATTTCTTAGAACTTCTTAGGAC
ATACTGAAAGAGTATGGTACTAATAAGTCTAAAGTTGTAACAGTGTCAATTGATTACCA
TAGCATAAATTTTATGACTTGGTTTGAAGATGGCATTATTAAAACATGTTATCCACAGC
TTCAA

[0088] SEQ ID NO: 5 (seguéncia de nucleotideos nsp-
16 - nucleotideos 19515-20423 de SEQ ID NO: 1)
TCAGCATGGACGTGTGGTTATAATATGCCTGAACTTTATAAAGTTCAGAATTGTGTTAT
GGAACCTTGCAACATTCCTAATTATGGTGTTGGAATAGCGTTGCCAAGTGGTATTATGA
TGAATGTGGCAAAGTATACACAACTCTGTCAATACCTTTCGAAAACAACAATGTGTGTA
CCGCATAATATGCGAGTAATGCATTTTGGAGCTGGAAGTGACAAAGGAGTGGTGCCAGG
TAGTACTGTTCTTAAACAATGGCTCCCAGAAGGGACACTCCTTGTCGATAATGATATTG
TAGACTATGTGTCTGATGCACATGTTTCTGTGCTTTCAGATTGCAATAAATATAAGACA
GAGCACAAGTTTGATCTTGTGATATCTGATATGTATACAGACAATGATTCAAAAAGAAG
CATGAAGGCGTGATAGCCAATAATGGCAATGATGACGTTTTCATATATCTCTCAAGTTT
TCTTCGTAATAATTTGGCTCTAGGTGGTAGTTTTGCTGTAAAAGTGACAGAGACAAGTT
GGCACGAAGTTTTATATGACATTGCACAGGATTGTGCATGGTGGACAATGTTTTGTACG
CAGTGAATGCCTCTTCTTCAGAAGCATTCTTGATTGGTGTTAATTATTTGGGTGCAAGG
AAAAGGTTAAGGTTAGTGGAAAAACGCTGCACGCAAATTATATATTTTGGAGGAATTGT
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AATTATTTACAAACCTCTGCTTATAGTATATTTGACGTTGCTAAGTTTGATTTGAGATT
GAAAGCAACGCCAGTTGTTAATTTGAAAACTGAACAAAAGACAGACTTAGTCTTTAATT
TAATTAAGTGTGGTAAGTTACTGGTAAGAGATGTTGGTAACACCTCTTTTACTAGTGAC
TCTTTTGTGTGTACTATGTAG

[0089] SEQ ID NO: 6 (sequéncia de aminodcido nsp-
10)
SKGHETEEVDAVGILSLCSFAVDPADTYCKYVAAGNQPLGNCVKMLTVHNGSGFAITSK
PSPTPDODSYGGASVCLYCRAHIAHPGGAGNLDGRCQFKGSEFVQIPTTEKDPVGECLRN
KVCTVCQCWIGYGCQCDSLRQPKPSVQ

[0090] SEQ ID NO: 7 (sequéncia de aminodcido nsp-
14)
GTGLFKICNKEFSGVHPAYAVTTKALAATYKVNDELAALVNVEAGSETIYKHLISLLGFEF
KMSVNVEGCHNMF ITRDEATRNVRGWVGEFDVEATHACGTNIGTNLPFQVGESTGADEWT
PEGLVDTSIGNNFEPVNSKAPPGEQFNHLRALFKSAKPWHWRPRIVOMLDNALCNVSDC
WEVTWCHGLELTTLRYFVKIGKDQVCSCGSRATTEFNSHTQAYACWKHCLGFDEVYNPLL
VDIQOWGYSGNLQFNHDLHCNVHGHAHVASADATMTRCLATINNAFCQDVNWDLTYPHTA
NEDEVNSSCRYLQRMYLNACVDALKVNVVYDIGNPKGIKCVRRGDLNEFRFYDKNPIVPN
VKQFEYDYNQHKDKEFADGLCMEFWNCNVDCYPDNSLVCRYDTRNLSVENLPGCNGGSLYV
NKHAFHTPKFDRTSFRNLKAMPFFEYDSSPCETIQLDGVAQDLVSLATKDCTIKCNIGG
AVCKKHAQMYADFVTSYNAAVTAGEFTEFWVTNNENPYNLWKSESALQ

[0091] SEQ ID NO: 8 (sequéncia de aminodcido nsp-
15)
SIDNIAYNMYKGGHYDATAGEMPTIVTGDECVEVIDQGVEKAVEFFNQTILPTSVAFELY
AKRNIRTLPNNRILKGLGVDVTINGEVIWDYTNQTPLYRNTVKVCAYTDIEPNGLIVLYD
DRYGDYQSFLADNAAVLVSTQCYKRYSYVEIPSNLLVONGIPLKDGANLYVYKRVNGAF
VTLPNTLNTQGRSYETFEPRSDVERDFLDMSEESFVEKYGKELGLOQHILYGEVDKPQLG
GLHTVIGMCRLLRANKLNAKSVTNSDSDVMONYEFVLDNAGSYKQVCTWDLLLDDFLELL
RNILKEYGTNKSKVVTVSIDYHSINFMTWEFEDGIIKTCYPQLOQ

[0092] SEQ ID NO: 9 (sequéncia de aminodcido nsp-
16)
SAWTCGYNMPELYKVONCVMEPCNIPNYGVGIALPSGIMMNVAKYTQLCQYLSKTTMCV
PHNMRVMHFGAGSDKGVAPGSTVLKOWLPEGTLLVDNDIVDYVSDAHVSVLSDCNKYKT
EHKFDLVISDMYTDNDSKRKHEGVIANNGNDDVFIYLSSFLRNNLALGGSFAViCVTET
SWHEVLYDIAQDCAWWTMECTAVNASSSEAFLVGVNYLGASEKVKVSGKTLHANYTIFWN
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CNYLQTSAYSIFDVAKFDLRLKATPWNLKTEQKTDLVENLIKCGKLLVRDVGNTSFETDS
FVCTM
PATOGENICIDADE REDUZIDA

[0093] O coronavirus vivo, atenuado da presente
invencao compreende um gene da replicase variante que faz
com que o virus tenha reduzida patogenicidade em comparacao
com um coronavirus gque expressa o gene de tipo selvagem
correspondente.

[0094] O termo "atenuado" tal como aqui utilizado,
refere-se a um virus que apresenta a referida reduzida
patogenicidade e podem ser classificadas como  nao-—
virulenta. 0O, virus vivo atenuado é um virus de replicacéao
enfraquecida ainda capaz de estimular uma resposta imune e
a producgao de imunidade, mas gque nao causa a doenca real.

[0095] O termo "patogenicidade" é aqui utilizado de
acordo com O seu significado normal, referir-se ao
potencial do virus para causar doenca em um individuo.
Tipicamente, a patogenicidade de um coronavirus é
determinada através do ensaio de doenca associados
sintomas, por exemplo, espirros, snicking e reducao da
atividade ciliar traqueal.

[0096] O termo "patogenicidade reduzida" ¢é wusado
para descrever que o nivel de patogenicidade de um
coronavirus é diminuida, rebaixada ou diminuida em
comparacgao com  um correspondente, de tipo selvagem
coronavirus.

[0097] Em uma concretizacao, o coronavirus da
presente invencao tem uma patogenicidade reduzida em
comparacao com o virus M41-CK parental a partir do qual foi
derivado ou um coronavirus controlo. Os coronavirus de
controlo podem ser um coronavirus com uma patogenicidade
conhecida, por exemplo, um coronavirus replicase expressa a
proteina de tipo selvagem.

[0098] A patogenicidade de um coronavirus pode ser
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avaliada wutilizando métodos bem conhecidos na arte.
Tipicamente, a patogenicidade ¢é avaliada analisando os
sintomas clinicos em um sujeito desafiados com o virus, por
exemplo, uma galinha.

[0099] Como ilustracao, a galinha pode ser
contestada em 8-24 dias de idade por nasal ou inoculacgao
ocular. Os sintomas clinicos associados com infeccao, IBV,
podem ser avaliadas 3-10 dias pds—-infecgao. Os sintomas
clinicos comumente avaliado para determinar a
patogenicidade de um coronavirus, por exemplo, um IBV,
incluem ofegar, tossir, espirrar, snicking, depressao,
penas enrugadas e perda de atividade ciliar traqueal.

[00100] A replicase variante da presente invencao,
quando expressa em um coronavirus, podem causar uma reducao
do nivel dos sintomas c¢linicos em comparacao com um
coronavirus gque expressa uma replicase do tipo selvagem.

[00101] Por exemplo, um coronavirus expressando a
replicase variante pode causar um nUmero de snicks por ave
por minuto, que é menos do que 90%, menos do gue 80%, menos
do que 70%, menos do que 60%, menos do que 50%, menos do
que 40%, menos do que 30%, menos de 20% ou menos do que 10%
do numero de snicks causadas por um virus gue expressam O
tipo selvagem replicase.

[00102] Um coronavirus expressando uma replicase
variante de acordo com a presente 1invencao podem causar
sibilos em menos do que 70%, menos do que 60%, menos do que
50%, menos do que 40%, menos do que 30%, menos de 20% ou
menos do que 10% de o numero de aves em um rebanho
infectado com o virus expressando o tipo replicase
selvagem.

[00103] Um coronavirus expressando uma replicase
variante de acordo com a presente invengao pode resultar em
atividade ciliar traqueal que é pelo menos 60%, pelo menos

70%, pelo menos 80%, pelo menos 90% ou pelo menos 95% do
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nivel de atividade ciliar traqueal em aves nao infectadas.
[00104] Um coronavirus replicase expressa uma
variante de acordo com a presente invencao pode fazer com
que os sintomas clinicos, tal como definido na Tabela 2, a
um nivel mais baixo do que um coronavirus dgque expressam O

tipo selvagem replicase.

Snicking (sneezing) -

Nasal exudate IBV specific: Mild (N.B. Respiratory signs
become apparent from 2-3 dpi if they

Watery eyes = are going to occur and can continue for
up to 7d).

Swollen infraorbital sinuses

Rales (vibration in trachea or bronchi region) -

Hunched posture / depressed

Mild, if exceed 2d increase to
Fluffed up feathers moderate

Eating and drinking less -

IBV specific: Mild, if exceed 24h increase to
moderate for a max of 2d. If still drinking in excess
then kill by schedule 1 method.

Drinking in excess: evident by fluid filled crop or
measured water intake

Less active but still evade capture

Mild, if exceed 1d increase to
Weight loss = moderate.

Not eating or drinking

Birds sit alone and does not evade capture

Moderate: birds at end point. Kill by schedule 1
Severe respiratory distress: e.g. excessive gasping ™ method.

Snicking and / or rales for 7d in total

Severe: report to project license
Found dead holder.
Full post-mortem to be performed.

[00105] A replicase variante da presente invencao,
quando expressa em um coronavirus, podem fazer com que o
virus se replica em niveis ndo-patogénicos in ovo.

[00106] Durante o desenvolvimento de vacinas para
ser administrada in ovo a embrides de galinha, deve ser
dada atencao a dois pontos: o efeito dos anticorpos
maternos sobre as vacinas e o efeito das wvacinas no

embrido. Os anticorpos maternos sao conhecidos por
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interferir com a imunizacao ativa. Por exemplo, as vacinas
com estirpes fracas nao induzir niveis de anticorpos
protetores, quando administradas a frangos de corte com
anticorpos maternos como estas estirpes sao neutralizados
pela associagao anticorpos maternos.

[00107] Assim, uma particula viral deve ser
suficientemente eficientes na replicagao de propagagaoc e
para garantir que ele nao é neutralizado pelos anticorpos
maternos derivadas contra o virus. Os anticorpos maternos
derivados sao uma piscina finito de anticorpos eficazes,
que diminuem com a idade do frango e neutralizacao do virus
dessa maneira nao equivale ao estabelecimento da imunidade
de longo prazo para o embrido / pinto. A fim de desenvolver
a 1munidade a longo prazo contra o virus, o embriao de
galinha chocados e deve desenvolver uma resposta imune
protetora adequada, gque ¢é distinta para o efeito dos
anticorpos maternos-derivados.

[00108] Para ser util para a vacinacdao in ovo, o
virus deve também nao replicar e propagar a um nivel qgue
faz com que seja patogénico para o embrido.

[00109] A patogenicidade reduzida em termos de o
embrido pode significar gque o coronavirus causa uma menor
redugcao na taxa de eclosao de comparacao, um controle de
coronavirus de tipo selvagem correspondente. Assim, o termo
"sem serem patogénicas para o embrido” no contexto da
presente 1invencao pode significar "sem causar eclosao
reduzida", quando comparado com um controlo coronavirus.

[00110] Uma variante da replicase adequada pode ser
identificada wutilizando métodos que sao conhecidos no
estado da técnica. Por exemplo, experiéncias de desafio
comparativos seguintes na vacinagado in ovo de embrides com
ou sem anticorpos maternos-derivados pode ser executada (ou
seja, em que a camada tem ou nao tem sido vacinados contra

IBV).
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[00111] Se a replicase variante permite que o virus
se propagar a um nivel que é demasiado elevado, o embriao
ndo chocard ou ndo serda viavel incubacdo seguinte (isto é&,
o virus ¢é patogénico para o embrido). Um virus que &
patogénico para o embrido pode matar o embrido.

[00112] Se a variante da replicase provoca uma
redugcao na replicagao wviral e propagacao, gque € muito
grande, o virus serd neutralizado pelos anticorpos
maternos—derivados. desafio subsequente do pintinho com
IBV, portanto, resultar no desenvolvimento de sintomas
clinicos (por exemplo, pieira, snicking, perda de atividade
ciliar) e o aparecimento da doenca na pintainho desafiado;
uma vez que ird nado conseguiram desenvolver uma imunidade
eficaz contra o virus.

VARIANTE

[00113] Tal como aqui utilizado, o termo "variante"
¢ sindénimo de "mutante" e refere-se a um dcido ou sequéncia
de amino 4dcido nucleico que difere em comparagao com a

correspondente sequéncia de tipo selvagem.

[00114] Uma sequéncia variante / mutante pode surgir
naturalmente, ou pode ser criada artificialmente (por
exemplo, por mutagénese dirigida ao local). O mutante pode

ter pelo menos 70, 80, 90, 95, 98 ou 99% de identidade de
sequéncia com a parte correspondente da sequéncia de tipo
selvagem. O mutante pode ter menos de 20, 10, 5, 4, 3, 2 ou
1 mutacao (s) através da porcao correspondente da sequéncia
de tipo selvagem.

[00115] O termo "tipo selvagem" é usado para
significar um gene ou proteina possuindo uma sequéncia de
dcido nucleotideo ou amino, o qual ¢é idéntico ao gene
nativo ou proteina, respectivamente (isto €&, o gene ou
proteina wviral).

[00116] As comparagdes de identidade pode ser

realizado por olho, ou mais geralmente, com a ajuda de
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programas de comparacao de sequéncias facilmente
disponivel. Estes programas de computador disponiveis
comercialmente podem calcular a% de identidade entre duas
ou mais sequéncias. Um programa de computador adequado para
realizar esse alinhamento o pacote de GCG é Wisconsin
Bestfit (Universidade de Wisconsin, EUA; Devereux et al,
1984, Nucleic Acids Research 12: 387.). Os exemplos de
outros softwares que podem realizar comparacoes de
sequéncias incluem, mas nao estao limitados a, o pacote
BLAST (ver Ausubel et al, 1999 ibid -. Capitulo 18), FASTA
(Atschul et al, 1990, J. Mol Biol, 403-410) ea suite
GENEWORKS de ferramentas de comparacao, ClustalX (ver
Larkin et al (2007). Clustal W e Clustal X wversao 2.0
Bioinformatics, 23:. 2947-2948). Tanto BLAST e FASTA estao
disponiveis para pesquisa off-line e on-line (ver Ausubel
et al., 1999 ibid, paginas 7-58 a 7-60). No entanto, para
algumas aplicagdes, prefere-se wutilizar o programa GCG
Bestfit. Uma nova ferramenta, chamada BLAST 2 Sequences
estd também disponivel para comparacdo de proteina e
sequéncia de nucleotideos (ver FEMS Microbiol Lett 1999 174
(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177 (1): 187-8 e
tatianal@ncbi.nlm .nih.gov).

[00117] A seguéncia pode ter uma ou mais delecgdes,
inserc¢des ou substituicbes de residuos de aminodcidos que
produzem uma alteragcao silenciosa e resultam em uma
molécula funcionalmente equivalente. As substituigdes de
aminodcidos deliberadas podem ser feitas com base em
semelhanca em polaridade, carga, solubilidade,
hidrofobicidade, hidrofilicidade, e / ou a natureza
anfipadtica dos residuos desde que a atividade seja retida.
Por exemplo, carregado negativamente aminodcidos incluem
dcido aspartico e &cido glutémico; aminodcidos carregados
positivamente incluem lisina e arginina; e aminodcidos com

grupos de cabeca polares nao carregados possuindo valores
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de hidrofilicidade semelhantes incluem leucina, isoleucina,
valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, fenilalanina e tirosina.

[00118] As substituicdes conservativas podem ser
feitas, por exemplo, de acordo com a Tabela abaixo, os
aminoéacidos no mesmo bloco na segunda coluna e
preferencialmente na mesma linha na terceira coluna podem

ser substituidos uns pelos outros:

ALIFATICO Ndo-polar GAP
I LV
Polar - nao carregado CSTM
N ©
Polar - carregado D E
K R
AROMATICO HF WY
[00119] O coronavirus da presente invencao pode

compreender uma variante do gene da replicase que codifica
uma proteina que compreende uma mutagao em comparagao com
qualquer um dos SEQ ID NO: 6, 7, 8 ou 9, que, gquando
expressa em um coronavirus, faz com que o virus ter
reduzido patogenicidade em relagdo a um coronavirus due
expressam O correspondente replicase do tipo selvagem.

[00120] O gene da replicase variante pode codificar
uma proteina que compreende pelo menos uma ou mais mutacdes
de aminodcidos em qualquer combinacao de NSP-10, NSP-14,
NSP-15 e NSP-16.

[00121] O gene variante de replicase do coronavirus
da presente invencao pode codificar uma proteina
compreendendo uma mutacadao, tal como definido nas sequéncias

mod M41 apresentados na Figura 10.
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[00122] O gene variante de replicase do coronavirus
da presente invencado pode codificar wuma proteina que
compreende uma ou mais mutacdes de aminoacidos
seleccionadas a partir da lista de:

[00123] Pro para Leu na posigcao 85 da SEQ ID NO: 6,

[00124] Val para Leu na posicao 393 da SEQ ID NO: 7;

[00125] Leu para Ile na posicao 183 da SEQ ID NO: 8;
[00126] Val para Ile na posicao 209 da SEQ ID NO: 9.
[00127] O gene variante de replicase do coronavirus

da presente invencao pode codificar uma proteina que nao
compreende uma mutagcdao no nsp-2, nsp-3, nsp-6 ou nsp-13.

[00128] O gene variante de replicase do coronavirus
da presente invencdo pode codificar uma proteina gque nao
compreende uma mutacao no NSPL 0 gue corresponde a treonina
para isoleucina mutacgao causada por uma mutagao na posicao
de nucleotideo 12008 no gene relatado por Ammayappan et al.
(Arch Virol (2009) 154: 495-499).

[00129] Ammayappan et al (como acima) relata a
identificacdo da sequéncia de alteracgdes responsavels pela
atenuacao da estirpe de IBV Arkansas DPI. O estudo
identificou 17 alteracgdes de aminodcidos em uma variedade
de proteinas de IBV apds multiplas passagens, aprox. 100,
do virus em ovos embrionados. Nao foi investigado se o
virus atenuado (Arca DP1 101) é capaz de se replicar na
presenca de anticorpos maternos derivadas contra o virus in
ovo, sem ser patogénico para o embrido. Dado que este virus
foi produzido por multiplas passagens em 0OVOS SPF
embrionados, uma metodologia semelhante para as vacinas IBV
classicas, é provavel que este virus é patogénico para os
embrides. O virus pode também ser sensivel a anticorpos
maternos—se derivados das galinhas foram vacinados com um
serotipo semelhante.

[00130] O gene variante de replicase do coronavirus

da presente invencado pode codificar wuma proteina que
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compreende qualquer combinacao de uma ou mais mutagdes de
aminodcidos fornecida na lista acima.

[00131] O gene da replicase variante pode codificar
uma proteina que compreende a mutacdo de aminodcidos Pro
para Leu na posicao 85 da SEQ ID NO: 6.

[00132] O gene da replicase variante pode codificar
uma proteina que compreende a mutacdo de aminodcidos Val
para Leu na posicao 393 da SEQ ID NO: 7.

[00133] O gene da replicase variante pode codificar
uma proteina que compreende a mutacdo de aminodcidos Leu
para Ile na posicao 183 da SEQ ID NO: 8.

[00134] O gene da replicase variante pode codificar
uma proteina que compreende a mutacdo de aminoacidos Val
para Ile na posigao 209 da SEQ ID NO: 9.

[00135] O gene da replicase variante pode codificar
uma proteina que compreende as mutagdes de aminodcidos Pro
para Leu na posigao 85 da SEQ ID NO: 6, e Val para Leu na
posicao 393 da SEQ ID NO: 7.

[00136] O gene da replicase variante pode codificar
uma proteina que compreende as mutagdes de aminodcidos Pro
para Leu na posicao 85 da SEQ ID NO: 6 Leu para Ile na
posicao 183 da SEQ ID NO: 8.

[00137] O gene da replicase variante pode codificar
uma proteina que compreende as mutagdes de aminodcidos Pro
para Leu na posicao 85 da SEQ ID NO: 6 e Val para Ile na
posicao 209 da SEQ ID NO: 9.

[00138] O gene da replicase variante pode codificar
uma proteina que compreende as mutagdes de aminodcidos Val
para Leu na posicao 393 da SEQ ID NO: 7 e Leu para se
deitar na posicao 183 da SEQ ID NO: 8.

[00139] O gene da replicase variante pode codificar
uma proteina que compreende as mutagdes de aminocdcidos Val
para Leu na posigcao 393 da SEQ ID NO: 7 e Val para Ile na
posicao 209 da SEQ ID NO: 9.
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[00140] O gene da replicase variante pode codificar
uma proteina que compreende as mutagdes de aminodcidos Leu
para Ile na posigcao 183 da SEQ ID NO: 8 e Val para lie na
posicao 209 da SEQ ID NO: 9.

[00141] A variante do gene da —replicase pode
codificar uma proteina que compreende as mutacgdes de
aminodcidos Pro para Leu na posicgdo 85 da SEQ ID NO: 6, Val
para Leu na posicao 393 da SEQ ID NO: 7 e Leu para se
deitar na posicao 183 da SEQ ID NO : 8.

[00142] A variante do gene da replicase pode
codificar uma proteina que compreende as mutacgdes de
aminodcidos Pro para Leu na posicdo 85 da SEQ ID NO: 6 Leu
para Ile na posicao 183 da SEQ ID NO: 8 e Val para Ile na
posicao 209 da SEQ ID NO: 9.

[00143] A variante do gene da replicase pode
codificar wuma proteina que compreende as mutacdes de
aminodcidos Pro para Leu na posicao 85 da SEQ ID NO: 6, Val
para Leu na posicao 393 da SEQ ID NO: 7 e Val para Ile na
posicao 209 da SEQ ID NO : 9.

[00144] A variante do gene da replicase pode
codificar wuma proteina que compreende as mutacdes de
aminodcidos Val para Leu na posicdo 393 da SEQ ID NO: 7,
Leu para se deitar na posicao 183 da SEQ ID NO: 8 e Val
para Ile na posigao 209 da SEQ ID NO : 9.

[00145] A variante do gene da replicase pode
codificar uma proteina que compreende as mutacgdes de
aminodcidos Pro para Leu na posicgdo 85 da SEQ ID NO: 6, Val
para Leu na posicao 393 da SEQ ID NO: 7, Leu para se deitar
na posicao 183 da SEQ ID NO : 8 e Val para Ile na posicao
209 da SEQ ID nO: 9.

[00146] O gene variante replicase também pode ser
definida no nivel de nucleotideos.

[00147] Por exemplo, a sequéncia de nucleotideos da

variante do gene da replicase do coronavirus da presente
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invencao pode compreender um ou mais nucleotideos dentro
das regides substituigdes selecionadas a partir da lista
de: 11884-12318, 16938-18500, 19515-20423 e 18.501-19.514
de SEQ ID NO: 1.

[00148] Por exemplo, a sequéncia de nucleotideos da
variante do gene da replicase do coronavirus da presente
invencao pode compreender uma ou mais substituicdes de
nucleotideos selecionada a partir da lista de:

C para T na posicao de nucleotideo 12137;

G para C na posicao de nucleotideo 18114;

T para A na posigcao de nucleotideo 19047; e

G para A na posicao de nucleotideo 20139;
em comparagao com a sequéncia apresentada como SEQ ID NO:
1.

[00149] Tal como aqui utilizado, o termo
"substituicao" ¢ sindénimo do termo mutacdo e significa que
as sequéncias de nucleotideos na posicao identificada
difere ao da sequéncia de nucleotideos de tipo selvagem.

[00150] A sequéncia nucleotidica pode compreender
qualguer combinacdo das substituicdes de nucleotideos
seleccionada a partir da lista de:

C para T na posicdo de nucleotideo 12137;

G para C na posicdo de nucleotideo 18114;

T para A na posicao de nucleotideo 19047; e

G para A na posicdo de nucleotideo 20139;
em comparagcao com a sequéncia apresentada como SEQ ID NO:
1.

[00151] A sequéncia nucleotidica pode compreender a
substituicao Cl12137T.

[00152] A sequéncia nucleotidica pode compreender a
substituicao G18114cC.

[00153] A sequéncia nucleotidica pode compreender a
substituicao T19047A.

[00154] A sequéncia nucleotidica pode compreender a
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substituicao G20139A.

[00155] A sequéncia nucleotidica pode compreender o
Cl2137T substituicdes e G181 14C.

[00156] A sequéncia nucleotidica pode compreender as
substituigdes C12137T e T19047A.

[00157] A sequéncia nucleotidica pode compreender as
substituigcdes C12137T e G20139A.

[00158] A sequéncia nucleotidica pode compreender as
substituicgcdes G18114C e T19047A.

[00159] A sequéncia nucleotidica pode compreender as
substituicgcdes G18114C e G20139A.

[00160] A sequéncia nucleotidica pode compreender as
substituicdes T19047A e G20139A.

[00161] A seguéncia nucleotidica pode compreender as
substituigcdes C12137T, G18114C e T19047A.

[00162] A seqguéncia nucleotidica pode compreender as
substituigcdes C12137T, T19047A e G20139A.

[00163] A seqguéncia de nucleotideos pode compreender
as substituicdes C12137T, G181 14C e G20139A.

[00164] A sequéncia de nucleotideos pode incluir as
substituicdes G18114C, T19047A e G20139A.

[00165] A seguéncia nucleotidica pode compreender as
substituig¢des C12137T, G18114C, T19047A e G20139A.

[00166] A sequéncia de nucleotideos pode nao
compreender uma substituicao, o) que corresponde a
substituigcao C12008T relatado por Ammayappan et al. (Como
acima) .

[00167] A sequéncia de nucleotideos pode ser
natural, sintética ou recombinante. Pode ser dupla ou de
cadeia simples, que pode ser DNA ou RNA ou combinacgdes
destes. Pode, por exemplo, ser DNAc, produto de PCR, a
sequéncia de DNA gndmico ou RNAm.

[00168] A sequéncia de nucleotideos pode ser

optimizado para a producdo de cdédon na célula hospedeira /
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hospedeiro da escolha.

[00169] Ele pode ser isolado, ou como parte de um
plasmideo, virus ou célula hospedeira.
PLASMIDEO

[00170] Um plasmideo é uma molécula de DNA extra-
cromossomal separado a partir do DNA cromossdédmico que é
capaz de se replicar independentemente do DNA cromossdédmico.
Eles sao geralmente circular e de cadeia dupla.

[00171] Os plasmideos ou vectores (como eles sao por
vezes conhecidos) podem ser utilizados para expressar uma
proteina em uma célula hospedeira. Por exemplo, uma célula
hospedeira bacteriana pode ser transfectada com um
plasmideo capaz de codificar uma proteina em particular, a
fim de expressar essa proteina. O termo também inclui
cromossomas artificiais de levedura e cromossomas
artificiais de bactérias que sao capazes de acomodar mais
longas porc¢des de DNA.

[00172] O plasmideo da presente invencadao compreende
uma sequéncia de nucleotideos capaz de codificar para uma
regido definida da ©proteina replicase. Também pode
compreender uma ou mais sequéncia adicional coronavirus
nucleotideo (s) ou sequéncia (s) nucleotidica capaz de
codificar uma ou mais proteinas de outros coronavirus, tais
como o gene S e / ou do gene 3.

[00173] O plasmideo pode também compreender um
marcador de resisténcia, tal como o gene da xantina—-guanina
fosforribosiltransferase (gpt) de Escherichia coli, que
confere resisténcia ao &cido micofendlico (MPA) na presencga
de xantina e hipoxantina e é controlado pelo P7.5 do virus
vaccinia precoce / promotor tardio.

VIRUS VACCINIA RECOMBINANTE

[00174] A presente invencao também se relaciona com

um virus de vaccinia recombinante (rVV) compreendendo um

gene da replicase variante, tal como aqui definido.
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[00175] O virus vaccinia recombinante (rVV) pode ser
feita utilizando um sistema de genética inversa, com base
vaccinia virus.

[00176] A este respeito, a presente invencao também
proporciona um método para fabricar uma particula viral
por:

(1) transfeccao de um plasmideo, tal como descrito na
secgao anterior para uma célula hospedeira;

(1ii) a infeccao da célula hospedeira com um virus de
recombinacdao que compreende o genoma de uma estirpe de
coronavirus com um gene da replicase;

(1ii) permitir que a recombinacao homdéloga ocorra
entre as sequéncias de genes de replicase do plasmideo e as
sequéncias correspondentes no genoma do virus de
recombinagdo para produzir um gene da replicase modificada;

(iv) selecionar para a recombinacao de virus
compreendendo o gene da replicase modificada.

[00177] O termo "gene da replicase modificado"
refere-se a um gene da replicase que compreende um gene da
replicase variante, tal como descrito em ligagcao com O
primeiro aspecto da presente invencao. Especificamente, o
termo refere-se a um gene que ¢é derivado de um gene da
replicase do tipo selvagem, mas compreende uma sequéncia de
nucleotideos que faz com que codificam uma proteina
variante de replicase, como aqui definido.

[00178] A recombinacgcao pode envolver todo ou parte
do gene da replicase. Por exemplo, a recombinacao pode
envolver uma sequéncia de nucleotideos que codifica para
qualgquer combinacdo de NSP-10, NSP-14, NSP-15 e / ou NSP-
16. A recombinacdao pode envolver uma sequéncia de
nucleotideos que codifica para um aminodcido ou mutacao
compreende uma substituicao de nucleotideos tal como
definido acima.

[00179] O genoma da cepa de coronavirus podem nao
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possuir a parte da proteina replicase correspondente a
parte fornecido pelo plasmideo, de modo que uma proteina
modificada ¢é formada através da insercao da sequéncia
nucleotidica proporcionada pelo plasmideo.

[00180] O virus da recombinacao é uma adequada para
permitir a recombinagcdao homdéloga entre o seu genoma e do
plasmideo. O virus vaccinia é particularmente adequado como
recombinacdao homdéloga ¢é utilizada rotineiramente para
introduzir e eliminar sequéncias para o genoma do virus
vaccinia.

[00181] @) método acima referido inclui,
opcionalmente, a etapa de:

(v) recuperacao do coronavirus recombinante que
compreende o gene da replicase modificada a partir do DNA
do virus de recombinacdo a partir do passo (iv).

[00182] Os métodos para recuperacao de coronavirus
recombinante, tais como IBV recombinante, sao conhecidos na
arte (Ver Britton et al (2005) ver pagina 24; e PCT /
GB2010 / 001293).

[00183] Por exemplo, o DNA do virus da recombinacao
a partir da etapa (iv) pode ser inserido em um plasmideo e
utilizados para transfectar células que expressam
citoplasmatica T7 RNA polimerase. As células podem, por
exemplo, ser pré-infectado com um virus da variola aviaria
que expressa RNA-polimerase de T7. 0 coronavirus
recombinante pode entdao ser isolado, por exemplo, a partir
do meio de crescimento.

[00184] Quando o plasmideo é inserido no genoma do
virus vaccinia, um 1intermedidrio instdvel ¢é formado. Os
recombinantes que compreendem o plasmideo pode ser
seleccionada para, por exemplo, utilizando um marcador de
resisténcia no plasmideo.

[00185] Recombinantes ©positivos podem entéao ser

verificado para conter o gene da replicase modificada por,
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por exemplo, por PCR e sequenciamento.

[00186] Grandes quantidades de recombinacao do
virus, incluindo o gene da replicase modificada (por
exemplo, virus vaccinia recombinante, (rvVv) podem ser

cultivadas e o DNA extraido a fim de levar a cabo o passo
(v)).

[00187] Os sistemas de genética inversa adequados
sao conhecidos no estado da técnica (Casais et al (2001) J.
Virol 75: 12359-12369; Casais et al (2003) J. Virol. 77:
9084-9089; Britton et ai (2005) J. viroldgica métodos 123:
203-211; Armesto et al (2008) Methods in Molecular Biology
454: 255-273).

CELULA

[00188] O coronavirus pode ser utilizado para
infectar uma célula.

[00189] Particulas de Coronavirus podem ser
colhidas, por exemplo, a partir do sobrenadante, por meio
de métodos conhecidos no estado da técnica, e,
opcionalmente, purificado.

[00190] A célula pode ser utilizada para produzir a
particula de coronavirus.

[00191] Assim, a presente invencao também
proporciona um método para a producgcdao de um coronavirus que
compreende as seguintes etapas:

(1) a infecg¢ao de uma célula com um coronavirus de
acordo com a invencao;

(1ii) permitindo que o virus se replicar na célula; e

(1iii) a colheita do virus da progénie.

[00192] A presente invencao também proporciona uma
célula capaz de produzir um coronavirus de acordo com a
invengcao wutilizando um sistema de genética inversa. Por
exemplo, a célula pode compreender um genoma de virus de
recombinacdo compreende uma sequéncia de nucleotideos capaz

de codificar para o gene da replicase do presente invencgao.

Peticao 870170004355, de 23/01/2017, pag. 407/441



51/64

[00193] A célula pode ser capaz de produzir virus de
recombinacdao recombinante (por exemplo, virus vaccinia)
contendo o gene da replicase.

[00194] Em alternativa, a célula pode ser capaz de
produzir coronavirus recombinante por um sistema de
genética inversa. A célula pode expressar ou ser induzidas
a expressar a polimerase de T7, a fim de resgatar a
particula viral recombinante.

VACINA

[00195] @) coronavirus pode ser utilizado para
produzir uma vacina. A vacina pode, através de uma forma
viva atenuada do coronavirus da presente invencao e pode
compreender ainda um veiculo farmaceuticamente aceitéavel.
Tal como aqui definido, os "portadores farmaceuticamente
aceitaveis" adequados para uso na 1invencao sao bem
conhecidos dos técnicos versados no assunto. Tais
transportadores incluem, sem limitacao, agua, solucao
salina, solugcao salina tamponada, tampao de fosfato,
solugdes aquosas / alcool, emulsdes ou suspensdes. Outros
diluentes e excipientes utilizados convencionalmente podem
ser adicionados de acordo com técnicas convencionais. Tais
transportadores podem incluir etanol, polidis, e misturas
adequadas dos mesmos, &leos vegetals, e ésteres orgdnicos
injetaveis. Tampdes e agentes de ajuste de pH, também pode
ser empregue. Os tampdes incluem, sem limitacgdo, os sais
preparados a partir de um &cido orgédnico ou base. tampdes
representativos incluem, sem limitacdo, sais de 4cidos
orgénicos, tais como sais de é&cido citrico, por exemplo,
citratos, 4acido ascérbico, acido glucdbnico, histidina-Hel,
dcido carbdnico, 4&cido tartdrico, 4&acido succinico, 4&acido
acético, ou acido 1italico, Tris, cloridrato trimethanmine,
ou tampdes de fosfato. Transportadores parentéricos podem
incluir solucao de cloreto de sdédio, dextrose de Ringer,

dextrose, trealose, sacarose, e cloreto de sdédio, lactato
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de Ringer ou d6leos fixos. Transportadoras intravenosa pode
incluir reabastece fluidos e nutrientes, reabastecedores de
electrdlitos, tais como aqueles baseados em dextrose de
Ringer e semelhantes. Os conservantes e outros aditivos,
tais como, por exemplo, antimicrobianos, antioxidantes,
agentes quelantes (por exemplo, EDTA), gases 1inertes e
semelhantes podem também ser fornecidos nos veiculos
farmacéuticos. A presente invencao nao ¢é limitada pela
seleccao do transportador. A preparagcao destas composicdes
farmaceuticamente aceitédveis, a partir dos componentes
acima descritos, possuindo isotonicidade pH adequado,
estabilidade e outras caracteristicas convencionais esta
dentro da pericia da arte. Ver, por exemplo, textos como
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20a ed,
Lippincott Williams & Wilkins, bar, 2000;!. e The Handbook
of Pharmaceutical Excipients, editar 4.sup.th., eds. RC
Rowe et ai, APhA Publications, 2003.

[00196] A vacina da presente 1invengcdo irad ser
administrada em uma "quantidade terapeuticamente eficaz",
que refere—-se a uma quantidade de um ingrediente ativo, por
exemplo, um agente de acordo com a presente 1invencao,
suficiente para efetuar resultados benéficos ou desejados
quando administrado a um individuo ou paciente. Uma
quantidade eficaz pode ser administrada em uma ou mais
administracdes, aplicacdes ou dosagens. Uma quantidade
terapeuticamente eficaz de uma composicao de acordo com a
invencao pode ser prontamente determinada por um vulgar
perito na arte. No contexto desta invencao, uma "quantidade
terapeuticamente eficaz" é uma qgque produz uma alteracgao
objetiva medida em wum ou mails pardmetros associados
condigcao da Bronquite Infecciosa suficiente para efetuar
resultados benéficos ou desejados .Uma quantidade eficaz
pode ser administrada em uma ou mais administracdes. Para

0s fins desta invencao, uma quantidade eficaz de
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medicamento, composto, ou a composicao farmacéutica € uma
quantidade suficiente para reduzir a incidéncia da
Bronquite Infecciosa. Tal como aqui utilizado, o termo
"terapéutico" engloba o espectro completo de tratamentos
para uma doenga, condigcdo ou desordem. Um agente de
"terapéutico" da invencao podem atuar de uma maneira que é
profildtica ou preventiva, incluindo aqueles que incorporam
procedimentos concebidos para dirigir os animais que podem
ser identificados como estando em risco (farmacogenética);
ou de uma forma que é benéfica ou curativa na natureza; ou
pode atuar para retardar a taxa ou extensdo da progressao
de, pelo menos, um sintoma de uma doencga ou disturbio a ser
tratado.

[00197] A presente invencao também se refere a um
método para a produgao de tal vacina que compreende O passo
de infectar células, por exemplo células Vero, com uma
particula viral gque compreende uma proteina da replicase,
tal como definido em 1ligacao com o primeiro aspecto da
invencao.

METODO DE VACINACAO

[00198] O coronavirus da presente invencgao podem ser
utilizados para tratar e / ou prevenir uma doenca.

[00199] Para "tratar" significa administrar a wvacina
a um individuo tendo uma doenca existente, a fim de
diminuir, reduzir ou melhorar pelo menos um sintoma
associado com a doenca e / ou para retardar, reduzir ou
bloguear a progressao da doencga.

[00200] Para "prevenir" significa a administrar a
vacina a um paciente que ainda nao tenha contraido a doenca
e / ou que nao estd a mostrar quaisquer sintomas da doenca
para impedir ou prejudicar a causa da doencga (por exemplo,
infecgao) ou para reduzir ou prevenir o desenvolvimento de
pelo menos um sintoma associado com a doenca.

[00201] A doenca pode ser qualquer doencga causada
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por um coronavirus, tal como uma doenca respiratdéria e / ou
a gastroenterite em humanos e hepatite, gastroenterite,
encefalite, ou uma doenca respiratdéria em outros animais.

[00202] A doenca pode ser da bronquite infecciosa
(IB); diarreia epidemica suina; gastroenterite
transmissivel; virus da hepatite de ratos; encefalomielite
hemaglutinante porcina; sindrome respiratdéria aguda grave
(SARS); ou doenca Bluecomb.

[00203] A doenca pode ser bronguite infecciosa.

[00204] A vacina pode ser administrada a pintos ou
galinhas eclodidas, por exemplo, gotas oculares ou
administragcdao intranasal. Embora precisos, estes métodos
podem ser, ©por exemplo, caro para grandes bandos de
frangos. As alternativas incluem a inoculacao por
pulverizacdo de administracdo para agua potdavel, mas pode
ser dificil de assegurar uma aplicacdao uniforme vacina
utilizando tais métodos.

[00205] A vacina pode ser fornecida em uma forma
adequada para a sua administracao, tais como um conta-gotas
para uso intraocular.

[00206] A vacina pode ser administrada por
inoculacao 1in ovo, por exemplo, por injecao de ovos
embrionados. Vacinacao in ovo tem a vantagem de que ele
proporciona uma resisténcia fase precoce para a doencga.
Também facilita a administracdo de uma dose uniforme por
objeto, ao contrario de 1inoculacgdo por pulverizacdo e
administracdo através da agua de beber.

[00207] A wvacina pode ser administrada a qualquer
compartimento apropriado do ovo, incluindo fluido
alantdico, saco vitelino, &amnio, ou célula de ar do
embridao. Pode ser administrado a seguir a concha (célula de
ar) de membrana e da membrana coriocalantdica.

[00208] Normalmente, a vacina ¢ 1injetada em ovos

embrionados, nos estdgios avancados do desenvolvimento
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embriondrio, geralmente durante o Gltimo trimestre do
periodo de incubacao, como 3-4 dias antes de chocar. Em
frangos, a vacina pode ser administrada entre o dia 15-19
do periodo de incubacao de 21 a dez dias, por exemplo, no
dia 17 ou 18.

[00209] O processo pode ser automatizado usando um
processo de 1injecgcao robdético, tais como os descritos no
documento WO 2004/078203.

[00210] A vacina pode ser administrada em conjunto
com uma ou mais outras vacinas, por exemplo, vacinas para
outras doencgas, tais como o virus da doenca de Newcastle
(NDV) . A presente invencao também fornece uma composicao de
vacina que compreende uma vacina de acordo com a invencgao
em conjunto com uma ou mais outra (s) vacina. A presente
invencao também proporciona um kit compreendendo uma vacina

de acordo com a invencao em conjunto com uma ou mais outra

(s) wvacina para administracao separada, sequencial ou
simultanea.
[00211] A composicao de vacina ou de wvacina da

invengao pode ser utilizada para tratar um ser humano,
animal ou objeto aviario. Por exemplo, o sujeito pode ser
um pintainho, galinha ou o mouse (como um rato de
laboratério, por exemplo, ratinho transgénico).

[00212] Tipicamente, um médico ou veterindrio
determinard a dosagem atual que serd mais adequada para um
sujeito individual ou grupo de sujeitos e ela variarda com a
idade, peso e resposta do sujeito especifico (s).

[00213] A composicgao pode compreender,
opcionalmente, um transportador, diluente, excipiente ou
adjuvante farmaceuticamente aceitavel. A escolha de
transportador farmacéutico, excipiente ou diluente pode ser
selecionado com respeito a via de administracdo pretendida
e a pratica farmacéutica padrao. As composicgdes

farmacéuticas podem compreender como (ou em adigcao ao) o
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transportador, excipiente ou diluente, qualquer ligante (s)
apropriado, lubrificante (s), agente (s), agente (s) de
revestimento de suspensao, agente (s) solubilizante e
outros agentes veiculares que pode ajudar ou aumentar a
entrega ou imunogenicidade do virus.

[00214] A invencao serd agora adicionalmente
descrita por meio de Exemplos, o0s quais se destinam a
servir para auxiliar um perito na arte na realizacao da
invengcdao e nao se destinam de forma alguma a limitar o
ambito da invencédo.

EXEMPLOS
Exemplo 1 - Geracao de um sistema de genética inversa de
IBV baseado em M41 -CK

[00215] Um DNAc de comprimento completo de M41-CK
foi produzida por substituicao do DNAc Beaudette no sistema
de genética inversa de virus da vacinia ©previamente
descritos em PCT / GB2010 / 001293 (aqui incorporado por
referéncia) com os DNAc sintético derivado da sequéncia de
consenso de M41.

[00216] O DNAc do IBV dentro de virus da vacinia
recombinante estrutura (rvVVv) rVV-BeauR-M41-Rep descrito no
Armesto, Cavanagh e Britton (2009). PLoS ONE 4 (10): e7384.
DOI: 10.1371 / Journal.pone.0007384, que consistiu na
replicase derivado da estirpe Beaudette do IBV e o0s genes
estruturais e acessdérias e 3 'UTR de IBV M41l -CK, foi ainda
modificado pela substituicdao do Beaudette 5' UTR-Nsp2- NSP3
sequéncia com a sequéncia correspondente de IBV M41 -CK. O
DNAc do IBV resultante consistia de 5 'UTR-Pne2-NSP3 da
M41, NSP4-Nspl6 de Beaudette e o0s genes estruturais e
acessérias e 3' UTR de M41l. Este cDNA foi ainda modificado
pela delecao da sequéncia de Beaudette-Nspl6 NSP4. O DNAc
resultante, com falta Nsp4-16, foi modificado em mais
quatro passos em que o PTS suprimido foram sequencialmente

substituidas com as sequéncias correspondentes de M41 -CK,

Peticao 870170004355, de 23/01/2017, pag. 413/441



57/64

o DNAc de substituigcao representado M41 -CK Nsp4-8, Nsp9-
12, Nspl2-14 e finalmente Nsplb5-16. Cada substituicao de
DNAc continha aprox. 500 nucleotideos na extremidade 5' que
corresponde a sequéncia 3' mais M4l previamente inserido e
aprox. 500 nucleotideos na extremidade 3 'correspondentes a
sequéncia do gene S do M41l. Isto permitiu a insercao da
sequéncia de DNAc de M41l, por recombinacao homdéloga e
adicao sequencial de sequéncia contigua gene da replicase
M41. Os cDNAs sintéticos contendo o M41 -derived sequéncias
NSP foram adicionados por recombinagadao homdéloga utilizando
o sistema do invencaor anterior descreveu transitdria
seleccdo dominante (TDS) (ver PCT / GB2010 / 001293). Os
cDNAs -derived M41 contendo a sequéncia correspondente aos
M41 nsp-10, -14, -15 e =16 continha os aminodcidos
modificados nas posicdes 85, 393, 183 e 209,
respectivamente, como indicado na Figura 10.

[00217] Um DNAc de comprimento completo que
representa o genoma de M4l -CK foi gerado no virus Vaccinia
representando as sequéncias sintéticas. Dois rIBVs, M41-R-6
e M4d1-R-12, foram resgatadas e mostrado para crescer de uma
maneira semelhante como M41 -CK (Fig. 1).

EXEMPLO 2 - Determinar a patogenicidade do virus resgatado
M41

[00218] Os virus resgatados no Exemplo 1 foram
utilizados para infectar agente patogénico especifico de 8
dias de idade, livres

[00219] (SPF) pintos de ocular e nasal inoculacgao
para testd-los para patogenicidade, como observado por
sinais clinicos em uma base didria 3-7 dias apds a infeccéo
e para a atividade ciliar dias 4 e 6 apdés a infecgao. A
perda de atividade ciliar é um método bem estabelecido para
determinar a patogenicidade do IBV. Os dois virus M41 -R
foram encontrados para ser apatogénico quando comparado com

M41-CK embora eles mostram alguns sinais clinicos em

Peticao 870170004355, de 23/01/2017, pag. 414/441



58/64

comparagao com os pintos de controlo nao infectadas (Fig.
2) e um pouco de perda, mas inconsistente da atividade
ciliar (Fig. 3).

[00220] Assim, os clones moleculares de M41 M41 -R -
CK nao eram patogénicos quando em comparagao com O virus
parental M41-CK.

[00221] Os inventores identificaram varias
diferencas de nucleotideos no M41 —-R em comparagao com as
sequéncias de M41-CK. A maioria destes eram mutacdes
sindénimas, como a alteracao do nucleotideo nao afecta a
sequéncia de aminocdcidos da proteina associada com a
sequéncia. No entanto, quatro mutagdes nao sindénimas foram
identificadas no gene da replicase de IBV especifico para
NSP-10, NSP-14, NSP-15 e NSP-16 componentes do gene da
replicase, estas mutacgcdes resultou em alteracgdes de
aminodcidos (Tabela 3).

Tabela 3. Mutagdes nao-Sinonimous identificados no NSDS de

genoma de comprimento completo M41-R

Regido da Posigdo do Mutagao do Alteragao no
Replicase Nucleotideo Nucleotideo Aminoacido
Nspl0 12137 C-T Pro-Leu
Nspl4 18114 G-C Val-Leu
Nspl5 19047 T-A Leu-Ile
Nsplé6 20139 G-A Val-Ile

Exemplo 3 - Reparagao de M41 -R rIBVs

[00222] A fim de determinar se as mutacdes
identificadas eram responsaveis pela perda de
patogenicidade associada com M41 -R, a mutagao Nsp-10 foi
reparada e as mutagdes em nsp-14, -15 e -16 foram reparados
e mostrado para crescer de uma maneira semelhante como M4l
-CK (Figura 9). Os inventores, assim, gerou os rIBVs, M4l

R-nsplOrep e M4l R-nspl4, 15, lérep, usando cDNAs
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sintéticas contendo os nucleotideos corretas wutilizando
sistema anterior descrito (TDS) do invencdor (ver PCT /
GB2010 / 001293).

[00223] Os rIBVs foram avaliados para patogenicidade
em pintos como descrito anteriormente. Ambos os rIBVs
mostraram aumento da patogenicidade gquando comparado com
M41-R, mas nao ao nivel observado com M41 -CK (Figs 4 e 5).
M41 R-nspl4, 15, 1l6érep deu sinais clinicos e mais reducgao
na atividade ciliar do que M41 R-nsplOrep, em geral estes
resultados indicaram gque as mudancas associadas com o0s
quatro nsp parece afetar patogenicidade.

[00224] Para determinar os papéis do PTS na
patogenicidade do DNAC de comprimento completo
correspondente a R-M41 nsplOrep foi usada para reparar as
mutagdes em Nspsld, 15 e 16, utilizando um DNAc sintético

que contém os nucleotideos corretos, utilizando o sistema

de TDS.

[00225] Os seguintes rIBVs foram produzidos: - R-M4l
nsplO, 1l5rep - M41-R com as mutagdes em NSP-10 e NSP-15
reparados

M41 R-nspl0O, 14, 15rep - M41-R com mutagdes no nsp-10,
-14 e -15 reparado

M41 R-nspl0O, 14, 1l6rep - M41-R com mutagdes no NSP-10,
-14 e -16 reparado

M41 R-nsplO, 15, 1l6rep - M4l -R com mutagdes no NSP-
10, -15 e -16 reparado

M41-K - Todos as quatro mutagdes, nsp-10, -14, -15 e -
16 reparado em M41 -R

[00226] Os rIBVs foram mostrados para crescer de uma
maneira semelhante como M41 -CK (Figura 9) e avaliados
quanto a patogenicidade como descrito anteriormente. M41 -K
(em que todas as quatro mutacdes tinha sido reparado)
resultou em sinais clinicos e perda de 100% de atividade

ciliar (ciliostase completa) por 4 dias pds—-infeccao (Fig.
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6, 7 e 8). Os outros rIBVs demonstrado diferentes niveis de
patogenicidade, para além do R-M41 nsplO, 15, 1lé6rep, gque
era essencialmente apatogénica. Estes resultados
confirmaram que o reparo de todos os quatro PTS restaurados
patogenicidade para M41 -R; novamente apoiando a evidéncia
anterior de que as mutacgdes descritas nos quatro NSPS estao
implicados na atenuacao M41-CK.

[00227] Os inventores também gerou rIBV M41 R-NSP
10, 14 rep (NSP 10 e 14 sao reparados, NSP 15 e 16 contém
mutacdes) e rIBV M41 R-NSP 10, 16 rep (NSP 10 e 16 sao
reparados, NSP 14 e 15 contém mutagdes) e avaliou a
patogenicidade destes wvirus.

[00228] rIBV M41 R-NSP 10, 14 rep menos patogénica
do que M41-K, mas causou cerca de 50% ciliostase nos dias
4-6 apds a infeccao. rIBV M41 R-NSP 10, 16 representante
foi quase apatogénica e nao causou ciliostase (veja a
Figura 11 ac).

[00229] Assim, o genoma associado com M41-R & um
potencial genoma espinha dorsal de um IBV atenuado
racionalmente.

EXEMPLO 4 - Vacinacdo / Estudo de Desafio com M41 -R

[00230] O virus da vacina candidatos foram testados
em estudos em que os ovos de galinha fertilizados foram
vacinadas in ovo aos 18 dias embrionamento e no qual foi
determinada a eclodibilidade dos ovos inoculados. A saude
clinica dos frangos foi investigado e as galinhas foram
desafiados aos 21 dias de idade com um virus desafio IB M4l
virulenta em 103,65 EID50 por dose.

[00231] Os sinais clinicos foram investigados apds
desafio proteccao pela vacina e um teste de ciliostase foi
realizada a 5 dias apds o desafio para investigar o efeito
de os virus de desafio em movimento dos cilios e proteccéao
pela vacina contra a ciliostase (inibicdo do movimento

ciliar).
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[00232] Vacinacao in ovo em ovVos de frango
comerciais
[00233] A concepcao da experiéncia é dado na Tabela

4 e os resultados clinicos sao apresentados na Tabela 5.
eclosdao dos ovos inoculados com IB M41 -R foi boa e
galinhas eram saudédveis. IB M41-R protegidos contra os
sinais clinicos apds o desafio nos frangos (placebo: 19/19
afetados, IB M41 -R: 3/18 afetada e um morto). Os
resultados do teste de ciliostase sao dadas na Tabela 6. IB

M41-R gerado proteccao contra a ciliostase.

[00234] Tabela 4 - Projeto de um eclodibilidade,
seguranca, estudo de eficdcia em ovos comerciais
Tratamento Descrigao | EIDso Rota Dia(s) Dia(s) Fim do Nr. de
do I por de de de estudo OvVOs por
tratamento | dose admin Admin desafio? tratamento
TO1 Nenhum NA NA NA NA NA 30
TO2 IB M41-R 104 In 18 dia em 21 em 26 30
ovo de dias de dias de
embrion | idade, 20 idade
NTX Saline NA In amento galinhas 30
ovo por grupo

1 volume de dose 0.1 ml, NA, nao aplicavel.

2 103-%5 EIDsg por dose
Tabela 5 - percentagens Hatch e dados clinicos antes e apds

o desafio em galinhas comerciais, para o projeto Ver Tabela

1.

Tratamento | eclosdo/ | Vital/ | Antes do desafio Apds desafio
total total |[mortes/ | Sintomas/ | morte/ Sintomas/

total total total total
Nenhum 28/30 FEutanizado imediatamente apdés a eclosao para
coleta de sangue
IB M41-R 28/30 28/28 1/20 0/19 1/19 3/18%7
Salina 29/30 29/29 1/20 0/19 0/19 19/191:2/3:4:5,6,7

1 Sistema respiratdério perturbado

2 Zumbindo
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3 Mudanca de voz

4 Respiracao dificil

5 Fistulas intra-orbital inchados
6 Crescimento desigual

7 Fraqueza

Tabela 6

— Resultados do teste ciliostase depois e desafio

para modelo ver Tabela 1.

Tratamento Protegido/total Percentagem de protecgao
Salina 0/19 0%
IB M41R 5/18 28%

[00235] Vacinacdo in ovo em ovos especificos isentos

de agentes patogénicos (SPF)

[00236] O desenho do estudo em ovos SPF é dado na

Tabela 7 e é semelhante a concepcao dos estudos com frangos

de cRNAe comerciais, mas a dose de vacinagao para IB M41 -R

foi maior, (105 EID50 por dose).

[00237] Os resultados (Tabela 8) mostram que a

porcentagem escotilha para IB M41 -R escotilha foi baixa, e

19 de 40 eclodiram e os filhotes eram fracos. Oito filhotes

morreram. Os restantes 1 1 frangos foram desafiados e 1 1

dos pintos nascidos de ovos que tinham sido inoculados com
solucao salina foram desafiados.

[00238] No teste de ciliostase apds o desafio

verificou-se que todos os frangos vacinadas in ovo com IB
M41-R foram protegidos, enquanto que nenhum dos controlos

foi protegido, ver Tabela 9.

[00239] Tabela 7. Projeto de uma Eclodibilidade,
seguranca, estudo de eficdcia em ovos SPF
Tratamento | Descricdo | EIDse' | Rota Dia Dias Fim de | Nr. de
do por de de estudo OvVOs por
tratament dose Admin | Admin |9€ tratament
o desafio? o
TO1 IB M41-R 10° In 18 At 21 | At 26 | 40
ovo dias dias de | dias
embri idade de
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T04 Salina NA In oname idade 40
ovo nto
NTX NA NA NA NA 10
! Dose volume 0.1 ml, NA, ndo aplicéavel.
2 dose de desafio 103-3 EIDsg em 0.2 m
Tabela 8. Percentagens Hatch e dados clinicos antes e

depois desafio em galinhas SPF, para o projeto consulte a

Tabela 7.
Tratamento |eclosao/ |Vital/ | Antes do desafio Apds desafio
total total |[mortes/ | Sintomas/ |mortes/ | Sintomas/

total total total total

IB M41-R 19/40 11/40 |8/40 weak 0 0

Salina 30/40 30/40 0 - 0 0

NA 9/10 9/10 0 - - -

Tabela 9. Resultados de teste de ciliostases apds desafio, por

modelo ver tabela 7.

Tratamento Protegido/total Percentage de protecgao
Salina 0/11 0%
IB M41R 11/11 100%

[00240] Em conclusao, IB M41 —-R era seguro em OVOS

comerciais, gerado protecdao contra os sinais clinicos e até

certo ponto contra ciliostase.

[00241] Em ovos SPF vacinadas com IB M41 R um numero
relativamente baixo de frangos nascidos. Isto pode ser
devido ao 10s EID50 por ovo de IB M41 -R utilizado. Este

foi 10 vezes mais elevada do que a dose utilizada nos

estudos anteriores em que houve um nivel elevado de taxa de

eclosao. As percentagens mais baixas de escotilha também

podem ser causadas por uma particularmente elevada

susceptibilidade da batelada de ovos SPF por virus, como em

outros estudos, o nivel de mortalidade embrionadria foi

também mais elevada que tinha sido anteriormente observada.

[00242] Apds o) desafio todos os frangos
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sobreviventes apds a eclosao foram completamente protegida
contra ciliostase. Conclui-se que o IB M41 -R tem um grande
potencial como vacina para ser administrada in ovo.

[00243] Todas as publicacdes mencionadas na
especificagcao acima sao aqui incorporadas por referéncia.
Varias modificagdes e variacdes dos métodos descritos e
sistema da invencao serao evidentes ©para os técnicos
versados no assunto sem afastamento do escopo e do espirito
da invencao. Embora a invencao tenha sido descrita em
ligagdo com concretizacgdes preferidas especificas, devera
ser entendido que a invencdo como reivindicada nao deve ser
indevidamente limitada a tais concretizacdes especificas.
De fato, varias modificacgdes dos modos descritos para
realizar a invencao que é O&bvia para os especialistas em
biologia molecular, virologia ou campos relacionados
destinam-se a estar dentro do escopo das reivindicacdes

seguintes.
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REIVINDICAGOES

1. Coronavirus atenuado vivo caracterizado pelo fato
de que compreende um gene replicase variante codificando
poliproteinas que compreendem uma mutagdo em uma oOu mais
das proteinas ndo estruturais (s) (nsp)-10, nsp-14, em que
O gene da replicase variante codifica uma proteina
compreendendo uma mutagdo de aminodcido de Pro para Leu na
posicdo correspondente a posicdo 85 da SEQ ID NO: 6, e /
ou, em gue O gene da replicase variante codifica uma
proteina compreendendo uma mutacdo de aminoadcido de Val
para Leu na posicdo correspondente a posigcdo 393 da SEQ ID
NO: 7.

2. Coronavirus, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que compreende ainda uma mutacdo
em um ou mais de nsp-15 correspondendo a SEQ ID NO: 8 e
nsp-16 correspondendo a SEQ ID NO: 9.

3. Coronavirus, de acordo com a reivindicacdo 2,
caracterizado pelo fato de que o gene replicase variante
codifica uma proteina compreendendo uma ou mais mutacdes de
aminoadcidos selecionadas a partir de: um aminoadcido de Leu
a Ile na posicdo correspondente a posicdo 183 da SEQ ID NO:
8; e uma mutacdo de aminodcido Val para Ile na posicéo
correspondente a posicdo 209 de SEQ ID NO: 9.

4. Coronavirus, de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 1 a 3, caracterizado pelo fato de que o gene
replicase codifica uma proteina compreendendo a mutacdo de
aminoacido de Pro para Leu na posigcdo correspondente a
posicdo 85 da SEQ ID NO: 6.

5. Coronavirus, de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 1 a 4, caracterizado pelo fato de que o gene

da replicase codifica uma proteina compreendendo as
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mutacdes de aminodcidos Val a Leu na posigdo correspondente
a posicdo 393 da SEQ ID NO: 7; Leu para Ile na posicgédo
correspondente a posicdo 183 da SEQ ID NO: 8; e Val a Ile
na posicdo correspondente a posicdo 209 da SEQ ID NO: 9.

6. Coronavirus, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que o gene
da replicase <codifica uma ©proteina compreendendo as
mutacdes de aminoacidos Pro a Leu na posicdo correspondente
a posicdo 85 da SEQ ID NO: 6; Val a Leu na posicéo
correspondente a posicdo 393 da SEQ ID NO: 7; Leu para Ile
na posigdo correspondente a posicdo 183 da SEQ ID NO: 8; e
Val a Ile na posicdo correspondente a posicdo 209 da SEQ ID
NO: 9.

7. Coronavirus, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que o gene
replicase compreende uma ou mais substituicdes de
nucleotideos selecionada a partir da lista de:

C para T na posicéao correspondente a posicéao
nucleotidica 12137;

G para C na posicao correspondente a posicédo
nucleotidica 18114;

T para A na posicdo correspondente a posicgédo
nucleotidical9047; e

G para A na posicao correspondente a posicgédo
nucleotidica 20139;

em comparacdo com a sequéncia apresentada como SEQ ID
NO: 1.

8. Coronavirus, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de gque é um
virus da bronquite infecciosa (IBV).

9. Coronavirus, de acordo com qualquer das
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reivindicag¢des 1 a 8, caracterizado pelo fato de que é IBV
M41.

10. Coronavirus, de acordo com a reivindicacdo 9,
caracterizado pelo fato de que compreende uma proteina S,
pelo menos, parte dos quais é de um serotipo de IBV que né&o
seja M41l.

11. Coronavirus, de acordo com a reivindicacdo 10,
caracterizado pelo fato de gque a proteina S é de um
serotipo de IBV que ndo seja M4l.

12. Coronavirus, de acordo com gualgquer uma das
reivindicagdes 1 a 11, caracterizado pelo fato de que tem
patogenicidade reduzida em relagdo a um coronavirus gue
expressa uma replicase do tipo selvagem correspondente, de
tal modo gque gquando o virus ¢é administrado a um ovo
embrionado, é capaz de se replicar sem ser patogénico para
o embrido.

13. Gene replicase variante caracterizado pelo fato de
que é definido conforme qualquer uma das reivindicacdes 1 a
7.

14. Proteina codificada por um gene replicase
coronavirus variante caracterizado pelo fato de dque ¢é
conforme definido pela reivindicacgdo 13.

15. Plasmideo caracterizado pelo fato de que
compreende um gene replicase conforme definido pela
reivindicacédo 14.

16. Método para produzir o coronavirus conforme
definido por gqualquer uma das reivindicacdes 1 a 13,
caracterizado pelo fato de gue compreende as seguintes
etapas:

(i) transfectar um plasmideo conforme definido pela

reivindicacdo 15 em uma célula hospedeira;
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(ii) infectar a célula hospedeira com um virus de
recombinacdo que compreende ©O genoma de uma cepa de
coronavirus com um gene replicase;

(iii) permitir que a recombinacdo homdéloga ocorra
entre as sequéncias de genes replicase do plasmideo e as
sequéncias correspondentes no genoma do virus de
recombinacdo para produzir um gene replicase modificado; e

(iv) selecionar para a recombinacéo de virus
compreendendo o gene replicase modificado.

17. Método, de acordo com a reivindicacdo 16,
caracterizado pelo fato de que o virus da recombinacdo é um
virus vaccinia.

18. Método, de acordo com a reivindicacdo 16 ou 17,
caracterizado pelo fato de que também inclui a etapa de:

(v) recuperar o coronavirus recombinante compreendendo
o0 gene replicase modificado a partir do DNA do virus de
recombinacdo a partir da etapa (iv).

19. Vacina caracterizada pelo fato de qgue compreende
um coronavirus conforme definido por qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 12 e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

20. Uso de um coronavirus conforme definido por
qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 12 caracterizado pelo
fato de que é para fabricacdo de uma vacina para prevencao
de uma doenca em um sujeito.

21. Uso, de acordo com a reivindicacéo 20,
caracterizado pelo fato de que a doenca é a bronquite
infecciosa (IB).

22. Uso, de acordo com a reivindicacéo 20,
caracterizado pelo fato de que a vacina é administrada por

colirio, administracdo intranasal, administracdo por beber
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agua, injecdo de pds-eclosdo e injecdo in ovo.

23. Uso, de acordo com a reivindicacéo 22,
caracterizado pelo fato de gque a vacinagdo é vacinagdo in
ovo.

24. Método para produzir uma vacina conforme definido
pela reivindicacdo 19 caracterizado pelo fato de que
compreende a etapa de infectar uma célula hospedeira com um
coronavirus conforme definido por qualgquer uma das

reivindicacdes 1 a 12.
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FIGURA 1
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6

2.00 ~

1.80 -

1.60 -

1.40 -

1.20 -

1.00 -

0.80 -

0.60 -

0.40 -

Numero de snick por ave por minuto

0.20 A

0.00 -
DIA3 DIA4 DIA5S DIA6 DIA7

B Mock

B M41R-nsp 10,15rep 1

B M41R-nsp 10, 14, 16 rep
4

B M41R-nsp 10, 15, 16 rep
8

B M41R-nsp 10, 14, 15 rep
10

B M41-K6

¥ M41-CK EP4

Peticéo 870170004355, de 23/01/2017, pég. 432/441




7/13

FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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