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(57) Resumo: PROCESSOS E COMPOSICOES PARA
VACINACAODE ANIMAIS COM ANTIGENOS DE PRRSV COM
MAIOR IMUNO- GENICIDADE. Porcos desafiados com variagbes
hipoglicosiladas da proteina GP5 principal de superficie do Virus da
Sindrome Reprodutiva e Respiratéria Suma (PRRSV) exibiram maior
produgdo de anticorpos neutralizadores de PRRSV em relagdo aos
niveis de anticorpos neutralizadores produzidos por porcos imunizados
com GP5 do tipo selvagem (wt) ou glicosilada. Esta invengdo fornece
processos de obtencdo de respostas imunoldgicas maioresem porcos
para o PRRSV, composicdes uteis para a obtengdo de respostas
imunoldgicas maiores assim como polinucleotideos isolados que
codificam variagGes hipoglicosiladas da proteina GP5 principal de
superficie de PR- RSV.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "PROCESSOS
E COMPOSICOES PARA VACINAGAO DE ANIMAIS COM ANTIGENOS
DE PRRSV COM MAIOR IMUNOGENICIDADE".
Referéncia Cruzada aos Pedidos de Patentes Relacidngcm

Este pedido de patente reivindica prioridade ao Pedido de Paten-
te U.S. Provisério N® 60/712.357, depositado em 30 de agosto de 2005.
Citacdo Em Relacdo a Pesquisa ou ao Desenvolvimento Patrocinado Fede-

ralmente

- Esta invencao foi feita com o apoio do Governo sob uma Con-
cessdo Competitiva de Iniciativa de Pesquisa Nacional #2004-01576 do De-
partamento U.S. de Agricultura e Sob um programa COBRE do Instituto Na-
cional de Saude (National Institute of Health) do Centro. Nacional para Re-
cursos para Pesquisa Projeto # P20RR15636. O govérno possui cértoé direi-
tos a esta invengao. '
Apéndice

N&o Aplicavel

.Antecedentes da Invencao

Campo da Invencao

A presente invencédo refere-se de forma geral a composigdes
que compreendem antigenos do Virus da Sindrome Reprodutiva e Respira-
téria Suina (PBRSV) com maior imunogenicidade é a métodos para o0 uso
dos mesmos. As composigdes e os métodos descritos aqui resultam em res-
postas imunogénicas melhoradas de porcos'aos antigenos de PRRSV, for-
necendo assim uma maior proteg¢ao de porcos a infeccdo causada pelo PR-
RSV.

Arte Relacionada

O PRRSV é um agente patogénico economicamente importante
que afeta porcos. A infecgdo de porcas e leitoas com PRRSV pode resultar
em falha re'produtiva, O PRRSYV causa ainda doenga respiratdria em porcos
de todas as idades. E possivel vacinar os porcos para protegé-los da infec-
¢ao com PRRSV. Entretanto, as vacinas disponiveis comercialmente atuais
(cuja maior parte é constituida de vacinas atenuadas vivas) sdo de alguma
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maneira ineficientes e, portanto, devem ser melhoradas. Os mecanismos
imunolégicos completos de protegdo contra o PRRSV néo estdo claros; en--
tretanto, foi mostrado claramente que os anticorpos que neutralizam o PR-
RSV sao fundamentais para esta prote¢do. Infelizmente, o préprio PRRSV
(em sua forma do tipo selvagem) ou as vacinas vivas atuais derivadas do

mesmo possuem pouca capacidade de induzir anticorpos neutralizadores

~ especificos ao virus de uma maneira conveniente e em niveis eficientes (isto

é, protetores). A

A Patente U.S. N° 6.500.662, "Infectious cDNA clone of North
American porcine reproductive and respiratory syndrome (PRRS) virus e u-
ses thereof" (por Calvert e outros, 31 de dezembro de 2002) descreve o de-
senvolvimento de um clone de cDNA de PRRSV Norte Americano infeccioso

‘@ Seu uso Como uma vacina. Entretanto, a Pat_ente U.S_. N¢ 6.500.662 ndo

divulga vacinas para PRRSV que compreendem antigenos de PRRSV hipo-
glicosilados. , |

Em um outro estudo, as sequéncias da proteina GP5 (ou protei-
na do ORF5) de varias cepas de PRRSV Norte Americanas foram compara-
das uma com as outras e ao isolado representativo de PRRSV Europeu co-
nhecido como a cepa Lelystad, revelando que os sitios de glicosilagéo liga-
dos a N na Asparagina 44 (N44) e na Asparagina 51 (N51) da sequéncia

| consenso de GP5 eram conservados em todos os isolados de PRRSV verifi-

cados (Pirzadeh e outros, Can. J. Vet Res., 1998, 62: 170-177). Entretanto, o
sitio de N-glicosilagéo localizado na Asparagina 31 (N31) da seqiiéncia con-
senso de GP5 estava ausente em certos isolados de PRRSV Norte Ameri-
canos e ausente no isblado da cepa Lelystad de PRRSV européia. Proteinas
de fusdo GST-GP5 recombinantes de quairo (4) cepas de PRRSV Norte

Americanas e a cepa Leylstad foram produzidas em E. coli na forma de cor-

pos de inclusao insoluveis, renaturadas e utilizadas como agentes imunogé-
nicos em coelhos. Tais proteinas recombinantes produzidas em E. coli man-
tém, mas nao glicosilam seus sitios de N-glicosilagao nativos.

Também foi mostrado que a inoculagdo de porcos com uma va-

cina de DNA que compreende uma fuséo do promotor de CMV ao gene GP5
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do isolado de PRRSV Norte Americano IAF-Klop fornece prote¢do em ani-
mais imunizados contra o desafio com PRRSV (Pirzadeh e Dea, 1998, J.

General Virology, 79, 989-999). Este isolado do gene GP5 patrticular codifica

uma proteina GP5 que contém os residuos de Asparagina N31, N44 e N51
que sao presumidamente glicosilados quando expressos em porcos imuni-
zados com a vacina de DNA. A vacinagao de porcos com GST-GP5 produzi-
da por E. coli, que mantém, mas n&o glicosila os sitios de N-glicosilagao do
gene GP5 da cepa IAF-Klop, ndo protege os pulmdes de porcos desafiados
com o virus.

| Também foram descritos os clones infecciosos de PRRSV Euro-
peu contendo mutagbes que resultam na expressao de proteinas de PRRSV
hipoglicosiladas (Wissink e outros, 2004, J. Gen. Virol. 85: 3715-23). Esta

referéncia particular relata que o PRRSV que contém mutagdes no Residuo

de Asparagina 53 (N53) na proteina GP(5) da cepa de PRRSV Lelystad que
previne a glicosilagédo ligada a N de tal sitio é infeccioso e pode produzir par-
ticulas virais infecciosas da cepa de PRRSV. Em contraste, o PRRSV que

“contém mutagdes no N46 da proteina GP(5) de PRRSV Lelystad que previ-

ne a glicosilagdo ligada a N de tal sitio ndo é infeccioso e ndo produz parti-
culas virais infecciosas da cepa de PRRSV Lelystad. Wissink e outros espe-
culam que os sitios de N-glicano na proteina GP», de PRRSV Europeu e,

.por analogia, o sitio N53 da proteina GP5, poderiam atuar em niveis muito

diferentes no hospedeiro natural, incluindo interagdes com o receptor ou pro-
tecao i'munolégica.

Em virus sem ser o PRRSV, os residuos de glicano foram impli-
cados em uma variedade de fungdes. A glicosilacao ligada a N, em geral, é
importante para corrigir o dobramehto, o alvo e a atividade bioldgica de pro-
teinas (Helenius, A. e M. Aebi., Annu. Rev. Biochem. 73: 1019-1049, 2004.;
Williams, D. B. e Glycoconj J., 12: iii-iv. 1995; Zhang, e outros, Glycobiology
14: 1229-46, 2004). Em muitos virus envelopados, as proteinas do envelope
sao modificadas pela adi¢gao de porgéés de agucar e a glicosilagao ligada a
N da proteina do envelope desempenha fun¢des diversas de glicoproteinas
virais tais como a ligagao ao receptor, a fusdo de membrana, a penetragao
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" nas células e o brotamento viral (Braakman, |. e E. van Anken, Traffic 1: 533-
9, 2000; Doms e outros Virology 193: 545-62, 1993). Estudos recentes de-

monstraram a.fungao da glicosilagéo ligada a N da glicoproteina do virus
Hantaan no dobramento das proteinas e no tréfego"intraceiular (Shi, X. e R.
M. Elliott, J. Virol. 78: 5414-22, 2004) assim como na atividade biolégica e na -
antigenicidade da prbtel'na hemaglutinina (HA) do virus influenza (Abe, Y., e
outros, J. Virol. 78: 9605-11, 2004). Al‘ém‘disso, se tornou evidente que a
glicosilagao de proteinas do envelope viral € um mecanismo prihci'pal para a
evasdo imunoldgica viral e para a persisténcia utilizada para varios virus en-
velopados diferentes para esCapar, bloquear ou minimizar a resposta de an-
ticorpo que neutraliza os virus. Os eXemplos deste efeito foram relatados
para SIV (Reitter, J. N. e outrbs, Nat. Med. 4: 679-84, 1998) e Hiv-1 (Wei,‘ X.

‘e outros, Nature 422: 307-12, 2003), HBV (Lee, J. e outros. Biochem. Bio-

phys. Res. Commun. 303: 427-32, 2003), influenza (Skehel, J. J. e outros,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:_1779-83, 1984) e 0 arterivirus LDV (Ch»en, Z.
e outros Virology 266: 88-98, 2000).

Sumario da Invencao

E em vista dos problemas anteriores que'a presénte invengao foi
desenvolvida. E demonstrado que as variagdes hipoglicosiladas de uma pro-
teina de superficie principal de PRRSV GP5 aumentavam o nivel de anticor-
pos neutralizadores de PRRSV produzidos pof porcos imunizados em rela-
géao aos niveis de anticorpos neutralizadores produzidos por porcos imuniza-
dos com a GP5 do tipo selvagem (wt) ou glicosilada. .

, | Esta invengao fornece primeiramente um método de afivagéb'de
uma resposta imunolégica melhorada em um porco a um antigeno do Virus
da Sindrome Reprodutiva e Respiratéria Suina (PRRSV), que compreende a
administragao de uma composi¢édo que compreende um polinucleotideo que
codifica uma variagdo do polipeptideo GP5 do PRRSV hipoglicosilada em
que pelo menos um sitio de glicosilagao ligada a N correspondente é_ aspa-
ragina 34 ou a asparagina 51 em uma proteina GP5 de referéncia da SEQ
ID NO: 1 esta inativado. Em certas modalidades do método, pelo menos um
sitio de glicosilagao ligada a N correspondente a asparagina 34 ou a aspara-
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- gina 51 na SEQ ID NO: 1 é inativado. Este polinucleotideo pode compreen-
der uma molécula de RNA infecciosa de PRRSV ou uma molécula de DNA
~ que codifica uma molécula de RNA infecciosa de PRRSV. A molécula de

RNA infecciosa de PRRSV é um derivado de PRRSV. Norte Americano ou
um derivado de PRRSV Europeu. Alternativamente, este polinu'cleotl’deo po-
de compreender uma molécula de DNA em gue um promotor ativo em célu-
las de mamiferos esta ligado de forma operacional ao dito polinucleotideo
que codifica uma proteina GP5 hipoglicosilada. Este promotor é um promotor
de CMV em certas modalidades preferidas da ihvengéo. Alterhativamente, o}

- polinucleotideo pode ser um vetor viral. Os vetores virais representativos que

podem ser utilizados incluem vetores do virus vaccinia, vetores virais de

herpes simplex, vetores de adenovirus, vetores de alfavirus e vetores de

- TGEV.

Uma variedade de tipos e fontes de sequéncias de PRRSV pode
Ser utilizada para a obtengéo do polinucleotideo que codifica uma variagéo
do polipeptl'deo GP5 de PRRSV hipoglicosilada;em que pelo menos um sitio

de glicosilagéo ligada a N correspodente a asparagina 34 ou a asparagina
51 em uma proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 esta inativado. Em

cértas modalidades da invengﬁé'o, um polinucleotideo que codifiéa uma varia-
¢ao do polipeptideo GP5 de PRRSV hipoglicosilada é obtido através da sin-

-tese direta, da mutagénese de uma seqiéncia de nucleotideos de GP5 do

isolado de PR’RSV Norte Americano ou da mutagénese de uma seqiéncia
de nucleotideos de GP5 de PRRSV Norte Americano. A sequéncia de nu-

- cleotideos de GP5 do isolado de PRRSV Norte Americano pode ser selecio-

nada do grdpo de n_ucleotideos que codifica as proteinas GP5 da SEQ ID
NO: 1, da SEQ ID NO: 2, da SEQ ID NO: 3, da SEQ ID NO: 4, da SEQ ID
NO: 5, da SEQ ID NO: 6, da SEQ ID NO: 7,da SEQ ID NO: 8, da SEQ ID
NO: 9, da SEQ ID NO: 10, da SEQ ID NO: 11, da SEQ ID NO: 12 e da SEQ
ID NO: 13. A sequéncia de nucleotideos consenso de GP5 de PRRSV Norte
Americano codifica urha proteina GP5 consenso que é pelo menos 85% i-
déntica a SEQ ID NO: 14. Em outras modalidades da invengao, o polinucleb-
tideo que codifica uma variagdo do polipeptideo GP5 de PRRSV hipoglicosi-
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lada é obtido através da sintese direta, da mutagénese de uma seqléncia de
nucleotideos de GP5 do isolado de PRRSV Europeu ou da mutagénese de-
uma sequéncia de nucleotideos de GP5 consenso de PRRSV Europeu. A
seqliéncia de nucleotideos de GP5 do isolado de PRRSV Europeu codifica
uma proteina GP5 que é pelo menos 85% idéntica 2 SEQ ID NO: 15. }
Uma variedade de métodos de inativagdo dos sitios de glicosila- .

- ¢do ligada a N especificados pode ser utilizada para a pratica eficiente do

método desta invengdo. Um método preferido de inativagdo de um sitio de
glicosilagao ligada a N correspondendo & asparagina 51 é substituir o cédon
de asparagina por um cédon que codifica um aminoacido sem ser a aspara-
gina. Este cédon de substituicdo pode codificar um residuo de alanina ou de
glutamina. Em modalidades mais preferidas, ambos os ditos sitios de glicosi-

'Iagéq ligada a N correspondendo a asparagina 34 e a asparagina 51 em

uma proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 estdo inativados. Em ou-
tras modalidades, o sitio de glicosilagao ligada a N correspondendo a aspa-
ragina 34 esta inativado. Este sitio de glicosilagdo ligada a N da asparagina
34 pode ser inativado através da substituicdo de um céddn: que codifica a
dita asparagina 34 por um cédon que codifica um aminoacido sem ser a as-
paragina. O cédon que codifica um outro aminoacido pode codificar um resi-
duo de alanina ou de glutamina. Em outras modalidades preferidas, ambos
os sitios de glicosilagéo ligada a N correspondendo a asparagina 34 e a as-
parégina 51 em uma proteina GP5 de referéncia podem ser inativados atra-
vés da substituicdo de cédons que codificam a asparagina 34 e a asparagina
51 por codons que codificam um aminodacido sem ser a asparagina. Ambos
os cédons que codificam a asparagina 34 e a asparagina 51 podem ser
substituidos por cédons que codificam um residuo de alanina ou de glutami-

na para inativar tais sitios de glicosilagdo. Alternativamente, ambos cddons

podem ser substituidos por cédons que codificam um residuo de alanina pa-
ra inativar ambos os sitios de glicosilagao. Alternativamente, um dos sitios
de glicosilagéo ligados a N é inativado pela substituigio de um cédon que
codifica a dita asparagina 34 ou a dita asparagina 51 por um cédon que codi-

fica um aminoéacido sem ser a asparagina enquanto que o outro sitio de gli-
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cosulagao ligada a N é inativado por outras técnicas.
Em modalidades preferidas, o método emprega uma molécula

~de RNA infecciosa de PRRSV que é um derivado do PRRSV Norte America-

no que codifica uma proteina variante do polipeptideo GP5 de PRRSV hipo-
glicosilada em que pelo menos um sitio de glicosilagdo ligada a N corres-
pondendo a asparagina 34 ou a asparagina 51 em uma proteina GF’5 de
referéncia.dé SEQ ID NO: 1 esté inativado. Em modalidades mais preferidas,
ambos os ditos sitios de glicosilagdo ligada a N correspondendo a asparagi-
na 34 e a asparagina 51 em uma proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO:

-1 estao inativados. Ambos os sitios de glicosilagéo ligada a N corresponden-

do a asparagina 34 e a asparagina 51 em uma proteina GP5 de referéncia
podem ser inativados através da substituigdo dos codons que codificam a
asparagina 34 e a asparagina 51 por.cédons que codificam um aminoécido
sem ser a asparagina. Ambos os cddons que codificam a asparagina 34 e a
asparagina 51 podem ser substituidos por cédons que codificam um residuo
de alanina ou de glutamina para inativar tais sitios de glicosilagao. Alternati-

-vamente, ambos os cédons podem ser substituidos por cédons que codifi-

cam um residuo de alanina para inativar tal sitio de glicosilagao.
' Para a pratica deste método, a composi¢do que contém o poli-
nucleotideo € administrada através de inje¢do. subcutanea, inje¢ao intrave-

.nosa, injec¢ao intradermal, inje¢do parenteral, inje¢do intramuscular, injecdo

isenta de agulha, eletroporagao, fornecimento oral, fornecimento, intranasal,
fornecimento oronasal ou qualquer combinagdo dos mesmos. A composicio
administrada pode compreender ainda um veiculo terapeuticamente aceita-
vel. Este veiculo terapeuticamente aceitavel é selecionado do grupo que
consiste em uma proteina, um tampéo, um tensoativo e um polimero de po-
lietileno glicol ou qualquer combinagdo dos mesmos.

A composi¢do administrada pode compreender ainda um adju- -
vante. Este adjuvante pode ser hidréxido de aluminio, Quil A, uma interrup-
cao brusca em gel de alumina, éleos} minerais, glicerideos, acidos graxos,
subprodutos de &cidos graxos, micobactérias e oligodesoxinucleotideos CpG

ou qualquer combinagdo dos mesmos. Uma composigdo administrada tam-
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bém pode compreender um segundo adjuvante tal como interleucina 1 (IL-1),
IL-2, IL4, IL-5, ILG, IL- 12, interferon gama (g-IFN), fator de necrose celular,
MDP (muramil dipeptideo). complexo imuno estimulante (ISCOM) e liposso-
mos.

A resposta imunolégica melhorada de um porco a um antigeno
de PRRSV pode compreender a maior produgéo de anticorpos neutralizado-
res de PRRSYV pelo dito porco. A maior produgéo de anticorpos neutralizado-
res de PRRSV é tipicamente observada apds a imunizagao do porco através
dos métodos e das composi¢gdes desta invengdo. A resposta imunoldgica
melhorada pode ser obtida em uma porca, uma leitoa, um porco nao castra-
do ou um leitao. '

A invengao fornece ainda um método de ativagdo de uma res-

'posta imunoldgica melhorada em um porco a um antigeno do Virus da Sin-

drome Reprodutiva e Respiratéria Suina (PRRSV), que compreende a admi-
nistragdo de uma composi¢cdo que compreende uma variagéb do polipepti-
deo GP5 de PRRSV hipoglicosilada em que pelo menos um sitio de glicosi-
lagcao Iigada a N correspondendo a asparagina 34 ou a asparagina 51 em
uma proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 esta inativado no dito por-
co. A proteina variante do polipeptideo GP5 de PRRSV hipoglicosilada pode
ser produzida pelos mesmos polinucleotideos utilizados nos métodos descri-
tos anteriormente em sistemas bacterianos, de levedura ou de mamiferos.

A presente invengao fornece ainda composigdes que compreen-
dem um polinucleotideo que codifica um variagdo do polipeptideo GP5 do
PRRSV Norte Americano hipoglicosilada em que pelo menos um sitio de
glicosilagao ligada a N correspondendo a asparagina 51 em uma proteina
GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 esta inativado e um veiculo terapeuti-

camente aceitavel. Em certas modalidades, as composi¢goes compreendem

polinucleotideos em que ambos os sitios de glicosilagéo ligada a N corres-
pondendo a asparagina 34 e a asparagina 51 na SEQ ID NO: 1 estéo inati-
vados. Em modalidades preferidas, esta composigdo pode compreender
uma molécula de RNA infecciosa do PRRSV Norte Americano ou uma molé-
cula de DNA que codifica uma molécula de RNA infecciosa do PRRSV Norte
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Americano. Em outras modalidades, o polinucleotideo compreende uma mo-
lécula de DNA em que um promotor ativo em células de mamiferos esta li-

“gado de forma operacional ao dito polinucleotideo que codifica a dita varia-

¢do do polipeptideo GP5 do PRRSV Norte Americano hipoglicosilada. Em
certas modalidades preferidas, este promotor € um promotor do CMV. Ainda
em outras modalidades, o polinucleotideo na composi¢do compreende um

vetor viral. Os vetores virais que podem ser utilizados na composi¢do podem

ser qualquer um de um vetor do virus vaccinia, um vetor viral de herpes sim-
plex, um vetor de adenovirus, um vetor de alfavirus e um vetor de TGEV.
Nos polinucleotideos da composi¢cdo, um sitio de glicosilagdo
ligada a N é inativado através da substituigdo de um cddon que codifica a
dita asparagina 51 por um cédon que codifica um aminoacido sem ser a as-
paragina. O codon que codifica um amino4cido sem ser a asparagina codifi-

ca um residuo de alanina ou de glutamina. Em outras modalidades desta

composigao, um sitio de glicosilagéo ligada a N adicional é inativado através
da substituicdo de um cédon que codifica a asparagina 34 por um cédon que

-codifica um aminoacido sem ser a asparagina. Este cédon que codifica um

outro aminoacido pode codificar um residuo de alanina ou de glutamina. As
composigdes preferidas que compreendem os polinucleotideos que codifi-
cam uma prdtev’na variante do polipeptideo GP5 do PRRSV Norte Americano
hipoglicosilada em que ambos os ditos sitios de glicdsilagéo ligada a N cor-
respondendo a asparagina 34 e a asparagina 51 em uma proteina GP5 de
referéncia Norte Americana da SEQ ID NO: 1 estdo inaiivados e sao assim

- fornecidos por este pedido de patente. Ambos os ditos sitios de glicosilagdo

ligada a N podem ser inativados através da substituicao dos cédons que co-
dificam a dita asparagina 34 e a dita asparagina 51 por cddons que codifi-
cam um aminoacido sem ser a asparagina. Estes cédons que codificam um
aminodacido sem ser a asparagina podem codificar um residuo de alanina ou
de glutamina.

O veiculo 'terapeuticamente aceitavel utilizado na composicdo
pode ser uma proteina, um tampao, um tensoativo e um polimero de polieti-

leno glicol ou qualquer combinagdo dos mesmos. A composicdo compreen-
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de ainda pelo menos um adjuvante. Este adjuvante pode ser hidréxido de
aluminio, Quil A, uma interrupgdo brusca em gel de alumina, 6leos minerais,
glicerideos, acidos graxos, subprodutos de acidos graxos, micobactérias e
oligodesoxinucleotideos CpG ou qualquer combina¢do dos mesmos. .A com-
posicao pode compreender ainda um segundd adjuvante selecionado do
grupo.que consiste em interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL4, IL-5, IL6, IL-12, interfe-

~ ron gama (g-IFN ), fator de necrose celular, MDP (muramil dipeptideo), com-

plexo imuno estimulante (ISCOM) e lipossomos.

Uma composigéo que compreende uma variagdo do polipeptideo
GP5 do PRRSV Norte Americano hipoglicosilada em que pelo menos um
sitio de glicosilagao ligada a N correspondéndo a asparagina 51 em uma
proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 est4 inativado e um veiculo
terapeuticamente aceitavel é também fornecida por esta invengdo. Em >mo-
dalidades preferidas, os sitios de glicosilagado ligada a N correspondendo a
asparagina 34 ou a asparagina 51 em uma proteina GP5 de referéncia da
SEQ ID NO: 1 estéo inativados. A proteina variante do polipeptideo GP5 de
PRRSV hipoglicosilada pode ser produzida pelos mesmos polinucleotideos
utilizados nos métodos previamente descritos em sistemas de expressao
bacterianos, de leveduras ou de mamiferos.

A presente invengéo fornece ainda polinucleotideos isolados que
codificam uma variagdo do polipeptideo GP5 do PRRSV Norte Americano
hipoglicosilada em que pelo menos um sitio de glicosilagao ligada a N cor-
respondendo a asparagina 51 em uma proteina GP5 de referéncia da SEQ
ID NO: 1 esta inativado. Em certas modalidades, sdo fornecidos os polinu-
cleotideos em que ambos os sitios de glicosilagéo Ii'gada a N corresponden-
do a asparagina 34 e a asparagina 51 na SEQ ID NO: 1 estdo inativados.

Em modalidades preferidas, este polinucleotideo isolado pode compreender

uma molécula de RNA infecciosa do PRRSV Norte Americano ou uma molé-
cula de DNA que codifica uma molécula de RNA infecciosa do PRRSV Norte
Americano. Em outras modalidades, o polinucleotideo isolado compreende
uma molécula de DNA em que um promotor ativo nas células de mamiferos

esta ligado de forma operacional ao dito polinucleotideo que codifica a dita
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variagao do polipeptideo GP5 do PRRSV Norte Americano hipoglicosilada.
Em certas modalidades preferidas, este promotor é um promotor do CMV.

“Ainda em outras modalidades, o polinucleotideo isolado compreende um

vetor viral. Os vetores virais que podem ser utilizados na composigao podem
ser qualquer um de um vetor de virus vaccinia, um vetor viral de herpes sim- -
plex, um vetorlde'adenovirus, um vetor de alfavirus e um vetor de TGEV.

" Nos polinucleotideos isolados um sitio de glicosilagdo ligada a N
€ inativado através da substituigdo de um cédon que codifica a dita aspara-
gina 51 por um cédon que codifica um aminoacido sem ser a asparagina. O
codon que codifica um aminoacido sem ser a asparagina codifica um residuo
de alanina ou de glutamina. Em outras modalidades preferidas, um sitio de
glicosilagdo ligada a N adicional -é inativado através da substituigdo de um
codon que codifica a asparagina 34 por um cédon que codifica um aminoa-
cido sem ser a asparagina. Este cddon que codifica um outro aminoacido

pode codificar um residuo de alanina ou de glutamina. Séo fornecidos os

polinucleotideos preferidos que codificam uma proteina variante do polipep-
‘tideo GP5 do PRRSV Norte Americano hipoglicosilada em que ambos os

ditos sitios de glicosilagao ligada a'N cdrrespondendo a asparagina 34 e a
asparagina 51 em uma proteina GP5 de referéncia Norte Americana da SEQ
ID NO: 1 estdo inativados. Ambos os ditos sitios de glicosilagéo ligada a N
podem ser inativados através da substituigdo dos cédons que codificam a
dita asparagina 34 e a dita asparagina 51 por cédons que codificam um ami-
noacido sem ser a asparagina. Estes cédons que codificam um aminoacido
sem ser a asparagi‘na podem codificar um residuo de alanina ou de glutami-
na. ‘}

A invencdo fornece aihda um polipeptideo isolado que é uma
variagdo do polipeptideo GP5 do PRRSV Norte Americano hipoglicosilada
em que pelo menos um sitio de glicosilagdo ligada a N correspondendo a
asparagina 51 em uma proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 esta
inativado. A proteina variante do polipeptideo GP5 de PRRSV hipoglicosila-
da isolada pode ser produzida pelos mesmos polinucleotideos utilizados nos
métodos previamente descritos nos sistemas de expressdo bacterianos, de
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leveduras ou de mamiferos e purificada por cromatografia ou outras técni-
cas. '

As caracteristicas e as vantagens adicionais da presente inven-
¢ao, assim como a-estrutura e a operagéo de varias modalidades da presen-
te invengdo, estdo descritas em detalhes abaixo com referéncia as figuras -

em anexo.

~ Breve Descricdo das Figuras

As figuras em anexo, que sdo incorporadas e que constituem
uma parte do relatério descritivo, ilustram as modalidades da presente in-
vengdo e junto com a descrigdo, servem para explicar 0s principios da in-
vengéo.' Nas figuras:

A Figura 1 ilustra a Expresséo transitéria da proteina GP5 e M

‘do PRRSV. A. Esquema do constructo bicistrénico que mostra as regides

que codificam GP5 e M que flanqueiam o IRES (IE) do virus da encefalomio-
cardite. As regides codificadoras estao sob o controle do prdmotor da RNA
polimerase de T7 (retangulo em preto) presente a montante da regiao codifi-
cadora de GP5. A seta dobrada mostra a posicao e a diregdo da transcrigao
pela RNA polimerase de T7 do vetor. B. Expressdo das prdteinas GP5e M
em células transfectadas com o vetor bicistronico. As células transfectadas

“de forma simulada (faixa 1) ou transfectadas com o plasmideo (faixas 2-7)

foram marcadas de forma radioativamente como descrito em Materiais e Mé-
todos, imunoprecipitadas com o anticorpo anti-Gp5 (faixas 1-5) ou com o
anticorpo anti-M (faixas 6-7). As proteinas imunoprecipitadas foram mantidas

néo-tratadas (-) (faixas 1, 2, 6 e 7) ou tratadas (+) com Endo H (faixa 3),

PNGase F (faixa 4) e analisadas por eletroforese. A faixa 5 contém proteinas
imunoprecipitadas provenientes de células transfectadas tratadas (+) com

tunicamicina. E mostrada a mobilidade das proteinas com massa molecular

relativa (Mr) em quilodaitons. |

A Figura 2 ilustra a andlise da glicosilagao de WT-GP5 e seus
mutantes utilizando um plasmideo bicistrénico. A. Representagdo esquema-
tica do vetor bicistrénico e da GP5 do PRRSV com os trés supostos sitios de
glicosilagdo nas posigdes de aminoacidos 34, 44 e 51 mostradas. B. Varios
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mutantes foram utilizados no presente estudo. C. Expressado da GP5 do tipo
selvagem e mutante e sua sensibilidade a Endo H. O experimento foi reali-

zado como descrito na legenda da Figura 1, as proteinas foram imunopreci-

pitadas com o anticorpo anti-GP5, digeridas com Endo H (+) ou deixadas
nao-digeridas (-) e analisadas por eletroforese. As proteinas GP5 mutantes
sao mostradas por pontas de setas. A mobilidade das proteinas com massa

‘molecular relativa (Mr) em quilodaltons € mostrada a direita.

A Figura 3 ilustra a caracterizagao de virus mutantes que codifi-
cam GP5 mutante. A. Cinética de crescimento em uma L’Jnicé.etapa de PR-
RSVs do tipo selvagem (FL-12) e varios mutantes em células MARC-145. As
células em placas de seis cavidades foram infectadas com PRRSV a uma
MOI de 3, os sobrenandantes de cultura foram coletados nos tempos indica-
dos apds a infecgdo e os titulos virais foram determinados. Sao mostrados
os titulos médios com desvio padréo (barras de erros) proveniente dos trés
experimentos independentes. B. Morfologia de placas de virus mutantes. As

setas vazadas e as pontas de setas exibem placas que sao menos eviden-

-tes. C. Transcomplementagao para a recuperacdo de PRRSVs mutantes.

Anélise quantitativa da recuperagdo de virus mutantes partindo de células
que expressam a proteina GPS do tipo selvagem. E mostrado o rendimento
médio de virus provenientes de trés experimentos indépendentes com des-
vio padrao (representado por barras de erros). |

A Figura 4 ilustra uma verificagdo da GP5 incorporada em virions
mutantes e sintetizada em células infectadas por virus. A. Os virions radior-
rotulados provenientes dos sobrenadantes de cultura de células infectadas
foram peletizados, a proteina GP5 foi imunoprecipitada, tratada com (+) ou
sem (-) Endo H e analisada por eletroforese. A GP5 com e sem digestao
com Endo H nas faixas 1 e 2 € mostrada por. colchetes brancos. B. As célu-
las infectadas com varios virus mutantes foram radiorrotuladas, a GP5 foi
imunoprecipitada, tratada com (+) ou sem (-) Endo H e analisada por eletro-
forese. A GP5 com e sem digestao com Endo H nas faixas 2 e 3 é mostrada
por colchetes brancos. A mobilidade das proteinas com massa molecular
relativa (Mr) em quilodaltons é mostrada do lado direito de cada painel.
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A Figura 5 ilustra um alinhamento de seqléncias de aminoaci-
dos N-terminais de GP5 do PRRSV Norte Americano com a seqtiéncia N-
terminal de referéncia de GP5 do PRRSV Norte Americano (SEQ.ID NO: 1;
cepa NVSL 97-7895). Sdo mostrados 0S primeiros 60 aminoacidos N-
terminais de um alinhamento das proteinas de 200 aminoacidos. Os sitios de
glicosilagao ligada a N da asparagina 34 "NSS" e da asparagina 51 "NGT" .

" nas proteinas sdo mostrados em negrito. Outros sitios de glicosilagéo ligada

a N localizados entre os residuos 29 e 35 da proteina GP5 de referéncia es-
tdo sublinhados. |

A Figura 6 ilustra um alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos
N-terminais do PRRSV europeu com a seqiiéncia N-terminal de referéncia
de GP5 do PRRSV Norte Americano (SEQ ID NO: 1; cepa NVSL 97-7895).

'Um alinhamento da proteina GP5 inteira de proteinas de aproximadamente

200 aminoacidos é mostrando quando um sitio de glicosilagéo ligada a N da
asparagina 51 "NGT" € mostrado em negrito (isto é, a asparagina 53 na SEQ
ID NO: 15). , '
_DescriCéo Detalhada das Modalidades Preferidas
Definicdes:

"Veiculo aceitavel, como utilizado aqui, se refere a um veiculo

“que n&o é deletério aos outros ingredientes da composigcéo e ndo é deletério

ao material ao qual sera aplicado. "Veiculo terapeuticamente aceitavel" se
refere a um veiculo que nao é deletério aos outros ingredientes da composi-
¢do e ndo é deletério ao receptor humano ou outro animal do mesmo. No
contexto dos outros ingredientes da composigéo, "ndo-deletério” significa
que o veiculo ndo-reagira com ou degradara os outros ingredientes ou inter-
ferira com a eficiéncia dos mesmos. A interferéncia com a eficiéncia de um
ingrediente ndao abrange a mera diluicao do ingrediente. No contexto do ani-
mal, "nao deletério" significa que o veiculo ndo é prejudicial ou letal a planta
ou ao animal. A
"Adjuvante”, como utilizado aqui, se refere a qualquer material

utilizado em associagdo com um antigeno que aumenta a capacidade de tal

antigeno para a indugao de uma resposta imunoldgica.
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"Administragdo”, como utilizado aqui, se refere a quaisquer mei-
os de fornecimento de um polinucleotl'deo, um polipeptideo ou uma compo-

~sicao do mesmo a um individuo. Os exemplos ndo limitantes de meios de

administragao incluem inje¢do subcutanea, injegdo intravenosa, injecdo in-

tradermal, injegdo parenteral, inje¢do intramuscular, inje¢do isenta de agu-

lha, eletroporagdo, fornecimento oral, fornecimento intranasal, fornecimento
oronasal ou qualquer combinagao dos mesmos.

"Antigeno", como utilizado aqui, se refere a qualquer entidade
que induza uma resposta imunoldgica em um hospedeiro.

"Sequéncia consenso", como utilizado aqui, se refere a uma se-
quéncia de aminodacidos, de DNA ou de RNA criada através do alinhamento
de duas ou mais seqiiéncias homélogas e que deriva de uma nova sequén-
cia que representa a séqﬂéncia de aminodacidos, de DNA ou de RNA co-
mum.

_ "Variagdo do polipeptideo GP5 de PRRSV hipoglicosilada®, co-
mo utilizado aqui, se refere as proteinas GP5 do PRRSV em que a sequén-

cia de aminoacidos original ou nado-variante que compreende um ou mais

~ sitios de glicosilagdo ligada a N foram alteradas de forma a reduzir o nimero

de sitios de glicosilagdo ligada a N na proteina variante de GP5 resultante.
Sob esta defini¢éo, a expressdo de uma proteina GP5 original ou ndo varian-
te em E. coli para a producdo de uma proteina GPS com a seqléncia de
GP5 original contendo 0 mesmo numero de sitios de glicosilagdo nao resul-
taria na produgéo de uma variagao do polipéptideo GPS de PRRSV hipogli-

- cosilada.

"Resposta imunoldgica”, como utilizado aqui, se refere a produ-
¢éo de anticorpos e/ou de células (tais como linfécitos T) que se ligam, de-
gradam ou inibem de outra maneira um antigeno particular. As expressdes
relacionadas tal como "uma resposta imunoldégica melhorada" se referem ao
uso dos métodos e das composi¢des que resultam em qualquer melhoria
que possa ser medida na resposta de um hospedeiro imunizado para um
antigeno. Por exemplo, as melhorias que podem ser medidas em uma res-

posta imunoldgica incluem, mas néo estdo limitadas, a maior produgéo de
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anticorpos neutralizadores (isto é, maiores titulos de anticorpos) em relagéo
aos niveis de produgdo observados nos animais de controle que foram imu-
nizados com antigenos que ndo possuem as modificagdes estruturais que
sao responsaveis por uma resposta imunolégica melhorada.

"Molécula de RNA infecciosa" se refere a uma molécula de RNA
que codifica todos os elementos necessarios para a produgdo de um virion
funcional quando introduzido em uma célula hospedeira permissiva. ,

"Clone infeccioso", como utilizado aqui, se refere a uma molécu-
la de DNA que codifica uma molécula de RNA infecciosa.

"PRRSV Norte Americano", como utilizado aqui, se refere a
qualquef PRRSV que compreende sequéncias de polinucleotideos associa-
do com isolados do PRRSV Norte Americano, tal como, mas nao limitado a

.cepa NVSL 97-7895 (Truong e outros, Virology, 325: 308-319 e referéncias

contidas no mesmo) ou cepas IAF-Klop, MLV, ATCC VR-2332, ATCC VR-
2385, IAF-BAJ, IAF-DESR, IAF-CM, IAF 93-653, IAF 93-2616, IAF 94-3182,
IAF 94-287 descritas em Pirzadeh e outros Can. J. Vet Res, 62: 170-177 e |
referéncias contidas no mesmo. Para esta invengéo, o PRRSV que compre-
ende as sequéncias de polinucleotideos associadas com um isolado do PR-
RSV Norte Americano sdo PRRSV que contém seqiiéncias de polinucleoti-
deos em que a régiéo que codifica GP5 codifica um polipeptideo que possui
pelo menos 85% de identidade de sequéncia com a proteina em relagéo a
SEQ ID NO: 1.

"PRRSV Europeu", como Utilizado aqui, se refere a qualquer
PRRSV que compreende sequiéncias de polinucleotideos associadas com
um isolado do PRRSV Norte Americano, tal como, mas n&o limitado & cepa
Lelystad (Wissink e outros, J. Gen. Virol. 85: 3715, 2004 e referéncias conti-
das no mesmo). Para esta invengdo, o PRRSV que compreende as seqiién-
cias de polinucleotideos associadas com um isolado do PRRSV Europeu
sdo PRRSV que contém sequéncias de polinucleotideos em que a regido
que codifica GP5 codifica um polipeptideo que possui pelo menos 85% de
identidade de sequéncia com a proteina em relagdo a SEQ ID NO: 15.

"Porcentagem de identidade", como utilizado ‘aqui, se refere ao
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numero de elementos (isto &, aminoacidos ou nucleotideos) em uma se-
quéncia que é idéntico dentro de um comprimento definido de dois segemen-
tos: de DNA, RNA ou proteina alinhados de forma étima. Para calcular a
"porcentagem de identidade", o nimero de elementos idénticos é dividido
pelo nimero total de elementos no comprimento definido dos segmentos
alinhados e multiplicado por 100. Quando a porcentagem de identidade é
utilizada em referéncia as proteinas, é entendido que certos residuos de a-
minoacidos podem ndo ser idénticos, mas sdo, todavia, substituicbes con-
servativas de aminoacidos que refletem substituicoes de residuos de amino-
acidos com propriedades quimicas similares (por exemplo, residuos acidos
ou basicos, hidrofdébicos, hidrofilicos, doadores ou receptores de ligagdo de
hidrogénio). Tais substituigbes podem nao alterar as propriedades funcionais
da molécula. ConseqUentemente‘, a porcen_tagefn de identidade de seqiién-
cias de proteinas pode ser aumentada para considerar substituicdes conser-
vativas. |
Introducdo | _

A glicoproteina 5 (GP5) do virus da sindrome reprodutiva e res-
piratdria suina (PRRSV) é a incoprotel’né de envelope mais abundante e um
indutor principal de anticorpos neutralizadores in vivo. Trés supostos sitios

de glicosilagéo ligada a N (N34, N44 e N51) ficam Ioca'lizados no ectodomi-

_nio da GPS, onde existe também um epitopo de neutralizagao principal. Para

determinar quais destes supostos sitios de glicosilagdo sao utilizados no ci-
clo de vida do PRRSV e a fungio dos gruparhentos de glicano na indugéo de
anticorpos neutralizadores, foi gerado um conjunto de mutantes de GP5 con-
tendo substi{uigées de aminoacidos isoladas e multiplas nestes sitios. A ex-
pressao transitéria de proteinas do tipo selvagem (wt) assim como mutantes
e os estudos bioquimicos subsequentes revelaram que a GP5 madura con-
tém alto conteido de grupamentos de aglcar do tipo manose em todos os
trés Sl’tios. Estas mutag¢des foram subsequentemente incorporadas em um
clone de cDNA de comprimento completo para a recuperagdo de PRRSV
infeccioso. Os resultados dos presentes inventores demonstram que muta-
¢oes envolvendo o residuo N44 nado resultavam na producdo de progénie
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infecciosa, indicando que N44 é o residuo de aminoacido mais critico _‘para a
capacidade de infecgdo viral. Os virus que carregam muta¢ées em N34, N51-
e N34/561 cresceram em titulos mais baixos que o PRRSV do tipo.selvagem
e exibiam efeito citopatico reduzido nas células MARC 145. Nos ensaios de
neutralizag&o no soro, os virus mutantes exibiam sensibilidade a neutraliza- -

¢ao por anticorpos especificos ao PRRSV do tipo selvagem. Além disso, a .

_ inoculagao de porcos com os virus mutantes induziu niveis significativamen-

te maiores de anticorpos neutralizadores contra 0 PRRSV mutante assim
como do tipo ‘selvagem, sugerindo assim que a perda de residuos de glicano

“no ectodominio de GP5 aumenta tanto a sensibilidade destes virus a neutra-

lizagao in vitro assim como a imunogenicidade do epitopo de neutralizagdo
préximo. Estes resultados devem ter grande significancia para o desenvol-

| vimento de vacinas para PRRSV de eficiéncia protetora melhorada.

Os anticorpos neutralizadores sdo conhecidos como sendo um
correlativo principal de prote¢éo contra o PRRSV. Foi descoberto que a eli-
minagao dos sitios de glicosilagado na GP5 proteina do PRRSV resulta no
aumento significativo: (1) da capacidade da cepa de PRRSV modificada de
ser neutralizada por um anti-soro convalescente do PRRSV», e (2) da capaci-
dade desta cepa de PRRSV modificada de produzir niveis sem precedente
de anticorpos neutralizadores para PRRSV quando utilizada para inocular
porcos. A aplicagao deste conceito em qualquer virus vivo (do tipo selvagem ’
ou atenuado) utilizado para a imunizagdo contra a infecgédo pelo PRRSV te-
ria impacto significativo sobre este uso‘para conferir prote¢ao eficiente con-
tra a infecgao pelo PRRSV. |

Atualmente, ha trés abordagens principais para a imunizagdo
contra infecgbes causadas pelo PRRSV: (1) vacinas atenuadas vivas, (2)

vacinas inativadas (que se baseam no crescimento do PRRSV do tipo selva-

gem in vitro e quimicamente inativados) e (3) uso da infecgédo intencional
com o PRRSV do tipo selvagem virulento de uma maneira sistemética em
todos os animais do rebanho. Ha muita discussao e controvérsia erh_ relagao
a qual destas 3 formas é mais eficiente. A presente invengéo seria benéfica,
independentemente da abordagem utilizada para imunizagdo. A alteragéo
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gehética de um PRRSV vivo para modificar o nivel de glicosilagdo de suas
proteinas pode ser feita na cepa vacinal de PRRSV atenuada bu na cepa de
PRRSV do tipo selvagem utilizada para produzir uma vacina inativada ou na
cepa de PRRSV do tlpo selvagem para a moculagao direta do rebanho por
mfecgao em massa

-0 V|rus da sindrome reprodutlva e resplratorla suina (PRRSV)
pertence a familia Arteriviridae dentro da ordem Nidovirales que inclui ainda -
o] V|rus da arterite equina (EAV), o virus de elevagao da Iactate deS|drogena-
se (LDV) e o virus da febre hemorragla de simios (SHFV). O genoma viral é
uma molécula de RNA de fllamento positivo linear de aproximadamente 15,0
kb de comprimento e possui uma estrutura cap na extremidade a5 euma
cauda poli(A) na extremidade a 3'. Oito quadros abertos de leitura (ORF) sdo

codificados no genoma viral. Os dois primeiros quadros abertos de leitura

(ORF1a e ORF1ab) codificam poliproteinas virais nio-estruturais (NS) que

estdo envolvidas no processamento de poliproteinas e na transcricdo e na

replicagdo do genoma. As proteinas estrutuvrais,virais, codificadas no ORF2-
-7, sao expressas partindo dos seis mMRNAs com cap e poliadenilados subge-

ndmicos que sao sintetizados na forma do conjunto aninhado co-terminal a

3' de mRNAs com uma sequéncia lider comum na extremidade a 5'. A prote-

ina de envelope viral principal é a glicoproteina 5 (GPS)’, que é codificada no

- ORF5 do genoma viral. A GP5 € uma proteina transmembrana glicosilada

com aproximadamente 25 kDa de tamanho. Possui um suposto peptideb

sinal N-terminal e possui trés sitios de glicosilagdo ligada a N potenciais que

ficam localizados em um ectodominio pequeno que compreende os primei- :
ros 40 residuos da proteina madura. No EAV e no LDV, a glicoproteina de

envelope principal forma um heterodimero ligado por dissulfeto Com 0 produ-
to génico do ORF6, a protel’na de matriz viraI.(M)‘. A interacao si'milar, entre a
GP5 e a proteina M do PRRSYV foi observada, mas o modo de interagdo ain- -
da néo foi identificado. Foi postulado que a formagao de heterodimeros das
proteinas GP5 e M pode dese}mpenha'r uma fungdo critica na montagem do
PRRSYV infeccioso. Em adigdo a sua fungdo na montagem do virus, a GP5

parece estar envolvida na entrada do virus em células hospedeiras suscepti-
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veis. E pi'esumido que a GP5 interage com o receptor da célula hospedeira,
sialoadesina para a entrada nos macréfagos alveolares suinos (PAMs), as-
células-alvo in vivo para o PRRSV. A fungdo da GP5 no reconhecimento do
receptor € sustentada pela presenca de um epitopo de neutralizagéo princi-
pal no ectodominio N-terminal, implicando assim em uma fungao central pa-
ra o ectodominio da GP5 no processo de infecgao.

As glicanas ligadas a N do ectodominio da GP5 podem ser criti-
cas para o funcionamento apropriado da proteina. A glicosilagdo ligada a N,
em geral, € importante para o dobramento correto, para o alvo e para a ativi-
dade bioldgica das proteinas. Em muitos virus envelopados, as proteinas do
envelope sao modificadas através da adi¢do de grupamentos de agucar e a
glicosilagdo ligada a N da proteina do envelope desempenha fungGes diver-

sas de glicoproteinas virais tais como a ligagdo ao receptor, a fusdo com

membranas, a penetragao nas células e o brotamento do virus. Estudos re-
centes demonstraram a fungéo da glicosilagao ligada a N da giicoproteina do
virus Hantaan no dobramento de proteinas e no trafego-intracelular assim
como na atividade biolégica e na antigenicidade da proteina hemaglutinina
(HA) do virus influenza. Além disso, se tornou evidente qUe a glicosilagao
das proteinas do envelope viral € um mecanismo principal para a evasio
imuhol()gica viral e para a persisténcia utilizada por varios virus envelopados
diferentes para escapar, bloquear ou minimizar a resposta de anticorpos
neutralizadores do virus. Os exemplos deste efeito foram relatados para SIV
e HIV-1, HBV, influenza e, de forma méis importante, no caso do PRRSV, o
arterivirus LDV. |

Recenterriente o desenvolvimento de sistemas genéticos inver-
sos para o PRRSYV foi relatado por varios laboratérios incluindo o dos pre-

sentes inventores. Evidentemente, estudos de mutagado com clones infeccio-

sos levaram a um melhor entendimento dos mecanismos de transcri¢do e de
replicacao do genoma viral dos arterivirus. Assim, com a finalidade de verifi-
car a importéncia da glicosilagdo ligada a N na atividade biolégica da GP5 do
PRRSV na produgéo de virus infecciosos ou na ativagao de anticorpos neu-
tralizadores in vivo, foi construida uma série de proteinas GPS mutantes em
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que cada um dos sitios de glicosilagédo ligada a N potenciais foi mutado indi-
vidualmente ou em varias combinagdes. As proteinas mutantes resultantes

foram verificadas em relac@o ao seu padrao de glicosilagdo, sua fungéo na

recuperagao de virus infecciosos e na neutralizagdo cruzada por anticorpos
produzidos, através de inoculagdes experimentais, contra 0 PRRSV do tipo
selvagem ou contra os virus mutantes. Os dados dos presentes inventores
mostram qué todos os trés supostos sitios de glicosilagao sdo utilizados para
a glicosilagéo com glicanas do tipo de alto conteido de manose € a glicosi-
lagdo da proteina GP5 no residuo 44 é critica para a recuperagdo do PRRSV
infeccioso. De maneira muito importante, os dados dos presentes inventores
partindo da neutralizagdo e dos estudos de resposta de anticorpos indicam
que a infecgdo natural com o. PRRSV pode envolver uma evaséo imunolégi-
ca baseada noé mecanismos de 'protegéo das glicanas como foi previamente
descrito para outros virus, ajudando assim a explicar a resposta imunolégica
humoral protetora bastante ineficiente que é observada nos animais infecta-
dos pelo PRRSV. , |

Sitios de Glicosilagao Ligada a N e Métodos de Inativacéo

A dlicosilagao ligada a N nas glicoproteinas ocorre tipicamehte

nas sequéncias Asn-Xaa-Ser/Thr (NXS/T), em que Xaa (X) é qualquer resi-

duo de aminoéacido exceto Pro. Uma variedade de mutagdes pode ser intro-

~duzida nos sitios de glicosilagdo ligada a N para fornecer a sua inativagéo.

Um método preferido de inativagdo compreende a substituigdo do residuo de
asparagina por um residuo que codifica qualquer aminoacido sem ser a as-

~paragina. Em modalidades mais preferidas desta invengédo, o residuo de as-

paragina é substituido por um residuo de alanina ou de glutamina.

Outros métodos de inativagao de sitios de glicosilagéo ligada a N
e, em particular, dos si’tios de glicosilagao ligada a N correspondendo as as-
paraginas 34 e/ou 51 da proteina de referéncia GP5 da SEQ ID NO: 1, tam- -
bém séo considerados aqui. As substituicoes de certos aminoécidos tal co-
mo prolina, triptofano, aspartato, glutamato ou Leucina na posicdo Xaa tam-
bém podem ser utilizadas para inativar os sitios de glicosilagéo ligada a N
(Kasturi e outros, Biochem J. 323 (2): 415-9, 1997). Alternativamente, as
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substitui¢6es da posigcao de hidroxi aminoacido final do sitio de glicosilagdo
ligada a N (isto &, o residuo de serina ou de treonina da seqiiéncia NXS/T)-
por qualquer aminoacido sem ser hidroxi (isto é, qualquer aminoacido sem
ser serina ou treonina) podem ser também utilizadas para inativar o sitio de
glicosilagdo ligada a N. Os exemplos de aminoécidos sem ser hidroxi que
foram utilizados para inativar os sitios de glicosilagdo ligada a N incluem cis-

~ teina (Kasturi e outros, J. Biol. Chemistry 270(24), 14756-14761, 1995).

Em adigdo as substituicbes de aminodacidos, outros tipos de mu-
tagOes que inativam os sitios de glicosilagao ligada a N tais como insercoes
de aminoacidos ou dele¢des de aminoacidos sdo também considerados por
esta invengédo. Os versados na técnica considerardo que um sitio de glicosi-

lacao ligada a N pode ser facilmente inativado por dele¢gdes que removem

aminodcidos chaves na seqiéncia NXS/T (isto é, os residuos de asparagina)

e resultardo na inativagéo de tal sitio de glicosilagdo. As delegbes do residuo
X ou do residuo serina/treonina podem similarmente inativar certos sitios de
glicosilagao ligada a N em que o residuo S ou T ndo é seguido por um outro
residuo S ou T na sequéncia que ocorre naturalmente. Quando X for um a-
minoacido sem ser hidréxi (isto é, nao for serina ou‘treonina), as insergées
de qualquer residuo de aminoacido na extremidade carbdxi terminal do resi-

duo N podem inativar o sitio de glicosilagao ligada a N. As insergdes de

quaisquer aminoacidos sem ser hidréxi na extremidade carboxi terminal do
residuo X também podem inativar o sitio de glicosilagdo ligada a N.

Em resumo, é entendido que a caracteristica chave da mutagdo
utilizada para a pratica da invengado é que esta inativa a glicosilagéo ligada a
N nos sitios de asparagina 34 e/ou de asparagina 51 em uma proteina GP5.
Embora ndo esteja ligado a teoria, acredita-se que a caracteristica chave

destas mutagdes séo que estas previnem a glicosilagdo em uma certa regiao

da proteina (isto é, residuos que correspondem sitios de asparagina 34 e/ou
de asparagina 51 em uma proteina de referéncia GP5 da SEQ ID NO: 1).
Previnindo a glicosilaga@o nestes sitios, os residuos de aglicar que comumen-
te escondem os epitopos chaves do virus do tipo selvagem sdo removidos,

permitindo assim a ativagdo de uma resposta imunoldgica melhorada. Con-
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sequentemente, € esperado que um nimero de tipos diferentes de mutagcées
(isto &, substituigdo, insercéo ou delecdo de aminoacidos) possa ser utilizado

“para inativar os sitios de glicosilagéo ligada a N identificados e para a obten-

¢ao de um antigeno que ativara a resposta imunolégiéa melhorada.
Descricéo dos polinucleotideos e dos polipeptideos do PRRSV da invencdo

- Os métodos desta invengdo podem ser praticados com uma va-

riedade de polinucleotideos diferentes que podem ser derivados de uma va-

riedade de fontes diferentes. A caracteristica comum de todos os polinucleo-
tl’deos € que codificam uma variagdo do polipeptideo GP5 de'PRRSV hipo-
glicosilada em que os sitioé de glicosilagéo ligada a N que correspondem a
asparagina 34, a asparagina 51 ou tanto a asparagina 34 quanto a asparagi-
na 54 em uma proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 estdo inativa-
dos. Para a identificagéo dos sitios de glicosilagéo ligada a N corresponden- |
do a asparagina 34 e a asparagina 54 na proteina GP5 de referéncia da
SEQ ID NO: 1, a sequéncia do polipeptl'deo GP5 do PRRSV nao variante e

normalmente glicosilada pode ser alinhada 'com a proteina GP5 de referén-
‘cia da SEQ ID NO: 1. Os exemplos de tal alinhamento sdo mostrados nas
- Figuras 5 e 6. As sequéncias particulares utilizadas neste alinhamento sdo

descritas na Tabela 1.
Tabela 1. Descricdo de Seqgiliéncias

Descricao Acesso do GenBank SEQID

(Referéncia) NO:
Proteina GP5 AAS59265.1 SEQ ID
Cepa do PRRSV norte-americano (Troung, H.M,, et al. NO: 1
| NVSL 97-7895 : : Virology 325 (2),
' 308-319, 2004)
Proteina GP5 AAC41206.1 SEQID
Cepa do PRRSV norte-americano NO:2
1. IAF-Klop |
Proteina GP5
Proteina GP5 , AAC41209.1 SEQID
Cepa do PRRSV norte-americano , ‘ NO:3

IAF-BAJ




Consenso

62(3), 170-177
(1998)

Descri¢cao Acesso do GenBank SEQID
| (Referéncia) NO:
Proteina GP5 AAC41212.1 SEQID
Cepa do PRRSV norte-americano ‘NO:4
IAF-DESR |
Proteina GP5 AAC41215.1 SEQID
Cepa do PRRSV norte-americano ~ NO:5
IAF 93-653 |
Proteina GP5 AAC41218.1 - SEQID
Cepa do PRRSV norte-americano ' NO:6
IAF 93-2616 . ,
Proteina GP5 AAC41221.1 SEQID
Cepa do PRRSV norte-americano NO:7
94-3182 '
| Proteina GP5 AAC41224 .1 SEQID
Cepa do PRRSV norte-americano : NO:8
94-287
Proteina GP5 | AAC28399.1 (com | SEQID
Cepa do PRRSV norte-americano Ser 106 como por NO:9
IAF-CM Pirzadeh, B., et al.
Can. J. Vet. Res. 62
(3), 170-177 (1998)
Proteina GP5 AAC41227.1 SEQ ID
Cepa do PRRSV norte-americano NO:10
ONT-TS S .
Proteina GP5 AAD12129.1 - SEQID
Cepa do PRRSV norte-americano NO:11
VR-2332 '
Proteina GP5 AAA67155.1 SEQ ID
Cepa do PRRSV norte-americano NO:12
VR-2385
Proteina GP5 AAD27656.1 SEQ ID
Cepa do PRRSV norte-americano ' NO:13
MLV ‘
Proteina GP5 Pirzadeh, B., et al. SEQID
Cepa do PRRSV norte-americano Can. J. Vet. Res.

NO:14
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Descricao Acesso do GenBank | - SEQID

: (Referéncia) ' NO:
Proteina GP5 - AAA47105.1 SEQID
Cepa do PRRSV europeu , NO:15
LV
DNA do clone Infeccioso do PRRSV AAS59265. SEQID
Cepa do PRRSV norte-americano (Trough, H.M., et. a. NO:16
NVSL 97-7895 Virology 325 (2),
| | 308-319, 2004)
DNA do clone Infeccioso do PRRSV- AY150564. SEQID
.| Cepa do PRRSV norte-americano | (Nielsen, H.S, et al., NO:17
| VR-2332 | J. Virol. 77 (6),
3702-3711, 2003)

Para identiﬁcar os sitios de glicosilagdo ligada a N correspon-
dendo a asparagina 34 ou a asparagina 51 em uma proteina GP5 de refe-
réncia da SEQ ID NO: 1 que podem ser inativados e utilizados nos métodos
desta invencgao, as proteinas GP5 de um isolado do PRRSV Norte America-
no desejado (Figura 5) ou de um isolado do PRRSV Europeu (Figura 6) sédo .

"alinhadas com a proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 (cepa Norte

Americana NVSL 97-7895). Utilizando a proteina GP5 da SEQ ID NO: 1 co-
mo um proteina de referéncia, um versado na técnica pode facilmente identi-

ficar os sitios de glicosilagdo ligada a N em qualquer proteina GP5 e entao

~construir as variagbes da proteina GP5 hipoglicosiladas desta invengédo. E

assim evidente que o termo "correspondendo a (asparagina 34 e/ou aspara-
gina 51) em uma proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1" serve como

_um descritor do sitio de glicosilagao ligada a N em qualquer proteina GP5.

A proteina GP5 hipoglicosilada pode ser obtida partindo de um
isolado do PRRSV Norte Americano que inclui, mas nao esta limitado as
SEQ ID NO: 1-13, um isolado do PRRSV Norte Americano que é pelo menos
85% idéntico em um nivel de seqiéncia de aminoacidos a uma sequéncia
consenso do PRRSV Norte Americano tal como a SEQ 1D NO: 14 ou de uma
seqléncia consenso'do PRRSV Norte Americano. A proteina GP5 hipoglico-
silada pode também ser obtida partindo de isolados do PRRSV Europeu in-
cluindo, mas n&o limitados a SEQ ID NO: 15, um isolado do PRRSV Euro-
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peu que é pelo menos 85% idéntico em um nivel de seqiiéncia de aminoaci-
dos a uma sequéncia consenso do PRRSV Europeu tal como SEQ ID NO:
15 ou de uma sequéncia consenso do PRRSV Europeu. Para a obtengao
dos polinucleotideos que codificam a variagao de GP5 hipoglicosilada, os
polinucleotideos de qualquer uma das fontes listadas anteriormente podem
sofrer mutagdo através de técnicas padronizadas de mutagénese direciona-

~ da ao sitio de forma que codificardo um polipeptideo variante de GP5 hipo-

glicosilado. Alternativamente, pode ser construida uma sequéncia de DNA
inteiramente sintética que codifica o polipeptideo variante de GP5 hipoglico-
silado desejado. Isto é tipicamente realizado através da utilizagao de um
programa de andlise de sequéncias tal como "back translate" que converte
uma sequéncia de polipeptideo em uma sequéncia de polinucleotideo cor-

Arespondente (GCG Wisconsin Package™, Accelrys, Inc, San Diego, CA). Se

desejado, o "codon bias" adequado pode ser incorporado no programa "back
translate" para fornecer o planejamento de um gene sintético‘que incorpora
cddons apropriados para uso no hospedeiro de expressao (isto &, mamifero
ou Ievédura). [0074] O sitio de glicosilacéo ligada a N correspondendo a as-
paragina 51 da proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 esta presente
em todos os isolados representativos do PRRSV Norte Americano mostra-
dos na Figura 5 e na cepa representativa do PRRSV Europeu Lelystad (Fi-

| gura 6). Nestes exemplos e nédo-limitantes de cepas do PRRSV Norte Ame-

ricano e Europeu, o sitio de glicosilagao ligada a N nesta posigao compreen-
de a seqiéncia "NGT". Entretanto, é previsto que outras variagdes do PR-
RSV podem compreender outros sitios de glicosilagdo ligada a N estrutural-
mente intercambiaveis (isto é, NXS ou T) que pode‘riam ser inativados atra-
vés dos meétodos ensinados aqui.- Este sitio de glicosilagao ligada a N pode

ser inativado através da substituicdo dos cdédons que codificam outros resi-

duos de aminoacidos tal como glutamina ou alanina pela asparagina 51 na
sequéncia de polinucleotideo correspondente. Nestes casos, a sequéncia de
aminoécidos correspondente na variagao de proteina GP5 do PRRSV Norte
Americano hipoglicosilada compreenderia as seqUéncias tal como "QGT",
"AGT" ou "XGT", em que X é qualquer aminoacido sem ser a asparagina.
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Esfas e outras variagGes hipoglicosiladas dos isolados da proteina GP5 do
PRRSV Norte Americano em que o sitio de glicosilagdo Iigadé a N corres-
pondendo a asparagina 51 esta inativado também podem ser combinadas
com outras variagdes de GP5 hipoglicosiladas em que outros sitios de glico-
silacdo ligada a N estdo inativados. Outros métodos de inativacdo de sitios
de glicosilagao ligada a N incluem substituicdes de aminoacidos dos resi-

duos "X" ou "S/T" da seqiéncia NXS/T, dele¢cdes de aminoacidos ou inser-

¢Oes de aminoacidos e sdo descritos anteriormente.

O sitio de glicosilagao ligada a N correspondendo extatamente a
asparagina 34 da proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 esta presen-
te em apenas certos isolados representativos do PRRSV Norte Americano
mostrados aqui (Figura 5). Mais especificamente, as proteinas GP5 dos iso-
lados representativos do PRRSV Norte Americano IAF-BAJ (SEQ ID NO: 3),
94-3182 (SEQ ID NO: 7) e 94-287 (SEQ ID NO: 8) contém o sitio de glicosi-
lagdo ligada a N correspondendo exatamente & asparagina 34 da proteina
GPS5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 e compreendem o sitio de glicosilagao

Jligada a N "NSS". E evidentemente previsto que outros isolados de GP5 do

PRRSV nao-mostrados aqui conterdo também os sitios de glicosilagao liga-
da a N correspondendo & asparagina 34 da proteina GP5 de referéncia da
SEQ ID NO: 1 e que as variagdes hipoglicosiladas destas outras proteinas

-GP5 podém também ser obtidas utilizando os métodos descritos aqui. Este

sitio de glicosilagédo ligado a N das SEQ ID NO: 3, 7 e 8 ou de outros isola-
dos do PRRSV contendo o sitio de glicosilagao ligada a N da asparagina 34

-pode ser também inativado através da substituicdo dos cédons que codifi-

cam outros residuos de aminoéacidos tal como glutamina ou alanina pela as-
paragina 34 na sequéncia de polinucleotideo correspondente. Nestes casos
em que o sitio de glicosilagédo ligada a N na. asparagina 34 é "NSS", a se-
quéncia de aminodacidos correspondente na variagdo de proteina GP5 do -
PRRSV Norte Americano hipoglicosilada compreenderia as seqtiéncias tal
como "QSS", "ASS" ou "XSS", em qué X é qualquer aminoacido sem ser a
asparaginé. Alternativamente; o residuo de serina da sequéncia "NSS" pode

ser substituido por um aminodacido sem ser hidréxi (isto é, sem ser serina ou
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sem ser treonina). Nestes casos, a sequéncia de aminodcido corresponden-
te na variagdo de proteina GP5 do PRRSV Norte Americano hipoglicosilada-
compreenderia a sequéncia "NSX", em que X é qualquer aminoacido sem
ser a asparagina. Uma inser¢cdo de um aminoacido sem ser hidroxi entre
dois residuos de serina da sequiéncia "NSS" (isto &, entre as serinas 35 e 36)
também pode ser utilizada para inativar este sitio de glicosilagéo particular.
Nos outros isolados do PRRSV Norte Americano a auséncia do
sitio de glicosilagdo ligada a N correspondendo exatamente a aSparagina 34
da proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1, outros sitios de glicosilago
ligada a N localizados no residuo 30 (Figura 5 "NAS" nas SEQ ID NO: 2, 3,
4,6,7,8,9, 11, 13) e no residuo 33 (Figura 5 "NNS" nas SEQ ID NO: 3, 8;
"NSS" nas SEQ ID NO: 6, 10, "NDS" na SEQ ID NO: 11, 13) pode estar ina-

tivados. Em outras palavras, os sitios de glicosilagdo ligada a N em outros

isolados Norte Americanos localizados nas posi¢des de aminoacidos corres-
pondendo aos residuos 30 e 33 da proteina GP5 de referénéia da SEQ ID
NO: 1 podem também estar inativados e ser utilizados nos métodos desta
invengéo. Sem ficar limitado a teoria, a regido particular da proteina GP5 do
PRRSV localizada entre os residuos 29 e 35 da proteina de referéncia GP5
da SEQ ID NO: 1 parece ser uma regido hipervariavel (Figura 5) que pode

tolerar uma variedade de seqiéncias de aminoacidos distintas (Figura 5; ver

também Pirzadeh e outros, Can. J. Vet Res., 1998, 62: 170-177). Embora
certos isolados do PRRSV que ocorrem naturalmente nao contenham sitios
de glicosilagédo ligada a N nesta regido (isto é, isolados Norte Americanos
das SEQ ID NO: 5, 12; isolado Europeu da SEQ ID NO: 15), outros isolados
podem conter entre 1 até 3 sitios de glicosilagdo nesta regido. Consequien-
temente, a inativagdo de qualquer um dos sitios de glicosilagdo de uma certa

proteina GP5 na regiéo localizada entre os residuos 29 e 35 da proteina de

referéncia GP5 da SEQ ID NO: 1 é considerada aqui como uma composigdo
ou um método para a ativagao de uma resposta imunolégica melhorada para
a proteina GP5 do PRRSV. Além disso, a inativagdo de mais de um ou de
todos os sitios de glicosilagdo de uma certa proteina GP5 na regiéo localiza-
da entre os residuos 29 e 35 da proteina de referéncia GP5 da SEQ ID'NO:
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1 é também considerada aqui como uma composi¢do ou um método para a
ativagdo de uma resposta imunolégica melhorada para a profeina‘ GP5 do
PRRSV. | | o
O alinhamento da seqiiéncia do PRRSV Norte Americano e Eu-
ropeu mostra que o sitio de glicosilagéo ligada a N correspondendo a aspa-
ragina 51 da protél'na GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 também estéa pre-

sente em um isolado representativo do PRRSV Europeu. Neste caso particu- -

lar, o sitio de glicosilagdo ligada a N compreende a sequéncia "NGT" e a
asparaginav5v1 da sequéncia de referéncia da SEQ ID NO: 1 corresponde a
asparagina 53 da SEQ ID NO: 15. Este sitio de glicosilagéo Iigada aN podé
ser inativado através da substituicdo dos cédons que codificam outros resi-
duos de aminodacidos tal como a glutamina ou a alanina pela a's'paragina 53
na seqﬂéncia de poIinuCIeotideo 'do PRRSV Europe'u correspondente. Nes-

tes casos, a sequéncia de aminoacidos correspodente na variagdo da prote-

' ‘|’n_a GP5 do PRRSV Europeu hipoglicosilada compreenderia as seqliéncias

tal como "QGT", "AGT" ou "XGT", em que X é qualquer aminoacido sem ser

a asparagina. Estas ou outras variagées hipoglicosiladas dos isolados do
~PRRSV Europeu em que o sitio de glicosilagdo ligada a N correspondendo a

asparagina 51 esta inativado podem também ser combinadas com outras

variagdes de GP5 hipoglicosiladas em que outros sitios de glicosilagéo liga-

, da aN eétéo inativados.

As proteinas variantes GP5 hipoglicosiladas podem ser codifica-
das por virus PRRS que podem ser utilizados para preparar vacinas vivas,

-mortas ou atenuadas para a protegdo dekporcos das infecgdes causadas |

pelo PRRSV. Em modalidades preferidas da invengéo, as proteinas varian-
tes GP5 hipoglicosiladas desta invengdo sdo engenheiradas em clones de
PRRSV infecciosos que sao capazes de produzir RNA infeccioso do PR-

-RSV. As descri¢des de clones infecciosos do PRRSV Norte Americano que

poderiam ser engenheirados para codificar as proteinas variantes GP5 hipo-.
glicosiladas sdo encontradas na Patente U.S. Ne 6.500.662, Nielsen e ou-
tros, J. ViArol. 77: 3702-11, 2003 e Truong e outros, Virology 325: 308-19,
2004. As sequéncias de clones infecciosos do PRRSV Norte Americano que
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podem ser submetidas a mutagénese para a obteng¢ao de virus PRRSV para
uso em vacinas incluem, mas nao estdo limitadas as cepas Norte America--
nas NVSL 97-7895 (SEQ ID NO: 16) e a cepa VR-2332 (SEQ ID NO: 17). As
descri¢cdes de clones infecciosos do PRRSV Europeu que poderiam ‘ser en-
genheirados para codificar as proteinas variantes GP5 hipoglicosiladas sdo
encontradas na Patente U.S. N® 6.268.199. Em modalidades em que a vaci- .

 na compreende um PRRSV vivo ou atenuado, o sitio de glicosilagao ligada a

N correspondendo a N44 na proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1
(isto é, a sequéncia "NLT" nas Figuras 5 e 6) ndo esta inativado uma vez
que a glicosilagéo deste sitio € necesséria para a capacidade de infecgdo do
PRRSV. No caso dos isolados do PRRSV Europeu, o sitio de glicosilagdo
ligada a N correSpondendo a N44 na proteina GP5 de referéncia da SEQ ID

NO:1éa sequiéncia NLT que comega na asparagina 46 da cepa representa-

tiva do PRRSV Europeu Lelystad (SEQ ID NO: 15; Figura 6). O sitio de gli-
cosilagdo ligada a N de N46 das cepas do PRRSV Europeu é também ne-
cessario para a capacidade de infeccdo e ndo é inativado em modalidades
da inve'ng:éo em que uma vacina viva ou atenuada de PRRSV é utilizada.
Alternativamente, as proteinas variantes GP5 hipoglicosiladas
podem ser introduzidas nos porcos com vacinas de DNA. Tais vacinas de
DNA compreendem tipicamente uma molécula de DNA em que um promotor
ativo em células de mamiferos esta ligado de forma operacional ao dito'poli- '
nucleotideo que codifica a dita variacdo do polipeptideo GP5 de PRRSV hi-
poglicosilada. Os promotores que podem ser utilizados para controlar a ex-
pressédo das proteinas variantes GP5 hipoglicosiladas incluem, mas'néb es-
tao limitados ao prombtor inicial imediato do CMV (citomegalovirus), ao pro-
motor de repeticao terminal longa do RSV (virus do sarcoma de Rous) e ao

promotor do antigeno T do SV40. (Virus de Simios 40). Em certas modalida-

des preferidas, este promotor € um promotor do CMV.

Ainda em outras modalidades, o polinucleotideo isolado que ex-
pressa a proteina variante GP5 hipoglicosilada compreende um vetor viral
sem ser o PRRSV. Os vetores virais sem ser o PRRSV incluem, mas nao

estdo limitados aos vetores do virus vaccinia, aos vetores virais de herpes
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simplex, aos vetores de adenovirus, aos vetores de alfavirus e aos vetores

de TGEV. Tais vetores sdo descritos em varias publicagdes tais como as

Patentes U.S. N® 7.041 ;300 (para vetores de TGEV) e 6.692.750 (para veto-

res de alfavirus).

Veiculos e adjuvantes terapeuticamente aceitaveis

Na préatica da invengéo, os polipeptideos da variagdo de GP5

’hipoglicosilada ou os polinucleotideos que codificam os polipeptideos da va-

riacao de GP5 hipoglicosilada podem ser combinados com veiculos ou exci-
pientes terapeuticamente aceitaveis. Os exemplos nao-limitantes de tais vei-

~culos incluem solugéo salina fisiolégica ou outras solugdes salinas similares,

proteinas tais como as proteinas da albumina do soro, tampdes tais como
tampdes a base de carbonato, fosfato, fosfohato ou Tris, tensoativos tal co-
mo NP40 ou Triton X100 e polfmeros de polietilleno glicol. Qualquer Combi- |
nagéo de tais veiculos pode ser utilizada nas composigdes e nos métodos

desta invengdo. Um veiculo preferido para as composi¢des que compreen-

dem virus PRRSV vivos ou atenuados é o acetato de dl-a-tocoferol em uma

concentragao entre 50 até 100 mg/mL.

O uso de adjuvantes nas composigées gque contém os polipepti-
déos' da variagdo de GP5 hipoglicosilada ou os polinucleotideos que codifi-
cam os polipeptideos da variagdo de GP5 hipoglicosilada também é conside-

- rado. Tais adjuvantes tipicamente tém natureza aquosa ou oleosa. Os adju-

vantes que podem ser utilizados incluem, mas nao estao limitados ao hidré-
xido de aluminio, ao Quil A, a uma interrupcao brusca‘em gel de alumina,
aos Oleos minerais, aos glicerideos, aos acidos graxos, aos subprodutos de
acidos graxos, as micobactérias e aos oligodesoxinucleotideos CpG ou qual-
quer combinagdo dos mesmos. Virios tipos de adjuvantes de CpG que po-
dem ser utilizados sdo descritos nas Patentes U.S. N® 6.977.245 e
6.406.705.

>O uso de outros adjuvantes que potencializam respostas imuno-
I6gicas celulares (isto é, potenciadoreé de subpopulagbes de células T hel-
per (Th.sub.| e Th.sub.2)) também é considerado. Tais adjuvantes incluem,
mas nao estao limitados a interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL4, IL-5, IL6, IL-12, in-
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terferon gama (g-IFN ), fator de necrose celular, MDP {muramil dipeptideo),
complexo imuno estimulante (ISCOM) e lipossomos. ' ,

A administragdo da composi¢cao pode ser realizada através de
injecdo subcutanea, inje¢do intravenosa, injegao intradermal, injegdo paren-
teral, injecdo intramuscular, injecao isenta de agulha, eletroporacgéao, forne- -
cimento oral, fornecimento intranasal, fornecimento oronasal ou qualquer .
combinagdo dos mesmos. A injegdo isenta de agulha é tipicamente realizada
com um dispositivo tal como um injetor Agro-Jet® injector (Medical Internati-
onal Technologies, Montreal, Canada).

Exemplos

Exemplo 1. .
O exemplo a seguir ilustra a construgdo de varios polinucleoti-

‘deos do PRRSV que codificam vérias variagbes do polipeptideo GP5 do

PRRSV Norte Americano hipoglicosiladas, ‘composigc“)es que incluem tais
polinucleotideos que sao utilizados para ativar respostas imuholégicas me-
lhoradas para um antigeno do PRRSV e métodos de utilizagdo dos polinu-
cleotideos e das composigdes para a ativagdo de uma resposta |munolog|ca
melhorada em um porco para um antigeno do PRRSV.
MATERIAIS E METODOS

Células, meios e anticorpos. As células MARC-145 foram propa-

gadas em Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM) contendo 10%
de sbro fetal bovino (FBS) e 100 unidades de penicilina, 20 unidades de es-
treptomicina e 20 unidades de canamicina por mL de meio de cultivo. Estas
células foram utilizadas para a eletroporagdo do RNA, a infecgéo viral, o
crescimento viral e 0s ensaios de placas. As células renais de hamster bebé
(BHK-21) foram mantidas em Meio Minimo Essencial (MEM) com sal de Earl

contendo 5% de PBS e os antibiéticos mencionados anteriormente. As celu-

las BHK-21 foram utilizadas para a expresséd transitéria de GP5 seguida por
ensaios de imunofluorescéncia (IFA) ou experimentos de marcagéo radioati-
va e de imunoprecipitacao. Todas as células foram mantidas a 37°C e ambi-
ente de 5% de CO,. Os anticorpos monoclonais de coelho para as proteinas
GP5 e M do PRRSYV foram gentilmente fornecidos por Carl A. Gagnon (Uni-
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vefsity of Quebec, Montreal, Canada). O anticorpo monoclonal (SDOW17)

contra a proteina do nucleocapsideo (N) foi obtido nos National Veterinary

Services Laboratories (NVSL, Ames, IA, USA). O Alexa-488 anticamundongo

foi obtido na Molecular Probes, Inc. (Eugene, Oregon, USA)..
Manipulacdo genética dos plasmideos gue codificam GP5 e o clone infeccio-
so do PRRSV

O clone de cD'NA infeccioso do PRRSV de comprimento comple-
to (FL12; SEQ ID.NO: 16) em pBR322 foi digerido com as enzimas de restri-
géo EcoRV e BstZ17 | e o fragmento de ~4,9 kpb abrangendd a maior parte
do ORF2, o ORF3-7 completo e a UTR a 3' inteira do PRRSYV foi clonado em
pBR322 utilizando os mesmos sitios de enzimas. Este plasmideo intermedia-

rio serviu como o molde para a mutagénese para a introdugdo de mutagdes
nos sitios de glicosilagédo ligada a N potenciais (N34, N44 e N51) dentro de
GP5 (Fig. 2). A mutagénese foi realizada utilizando a PCR de extensdo de
sobreposi¢gdo com. iniciadores sintéticos (Tabela 2) utilizando técnicas pa-
dronizadas. | | | |

Iniciadores Sequéncias de nucleotideos

GP5-N44A-For | 5’ GTTGATTTACGCCTTGACGCTATG 3° (SEQ ID NO:19)

GP5-N51A-For 5’ GTGAGCTGGCTGGCACAGATTG 3' (SEQ ID NO:20)

GP5-N34/44A- 5/ GCCAACAGCGCCAGCAGCTCTCATCTTCAGTTGATTTACGCCTTGACGCTATG 3°
.| For (SEQ ID NO:21)

GP5-N44/51A- 5' GTTGATTTACGCCTTAACGCTATGTGAGCTGGCTGOCACAGATTG 3¢ (SE] ID NO:22)

For

GP5-N34/51A- 5 GCCARCAGCGCCAGCAGCTCTCATCTTCAGTTGATTTACAACTTGA$GCTATG

For TGAGCTGGCTGGCACAGATTG 3’ (SEQ ID NO:23)

GP5- 5 GCCARCAGCGCCAGCAGCTCTCATCTTCAGTTGATTTACGCCTTGAGCTATG

N34/44/51A-For | TGAGCTGGCTGGCACAGATTG 3’ (SEQ ID NO:24)

PRRSV-13177- S’ CTACCAACATCAGGTCGATGGCGG 3’ (SEQ ID NO:25)

For

PRRSV-14473- | 5’ GTCGECCGCGACTTACCTTTAGAG 3’ (SEQ ID NO:26)

Rev

Tabela 2. Iniciadores e suas sequéncias utilizadas neste estudo. As sequén-

cias dos cédons sublinhadas indicam o sitio da mutagéo.

O produto da PCR foi digerido com as enzimas de restricdo Bs-
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rG | e BStE Il e colocado de volta no plasmideo intermediario. Os clones con-
tendo as mutagdes desejadas foram identificados e confirmados por se--
guenciamento. A regido codificadora inteira de GPS foi seqlenciada para
assegurar que mutagdes adicionais ndo estavam presentes nos clones. O
fragmento EcoRV-Pac | do plasmideo intermediario contendo mutagdes na
regiao codificadora de GP5 foi transferido de volta para o clone de cDNA de

~ comprimento completo utilizando os mesmos sitios das enzimas de restri-

¢ao. A regiado codificadora de GP5 nos clones de comprimento completo foi
novamente sequenciada com iniciadores internos especificos do PRRSV
para confirmar a presenga das mutagoes. _ |
O GP5 do tipo selvagem e os mutantes individuais foram clona-
dos em um vetor bicistrénico em que o GP5 é o primeiro cistron seguido pelo

sitio de entrada interna de ribossomos (IRES) do virus da encefalomiocardite

(EMCV) e as sequéncias codificadoras de M (Fig. 1A). O GP5 de compri-
mento completo também foi clonado no vetor controlado pelb promotor do
CMV (pcDNA 3.0™, Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA, USA)
para estudos de complementagéo. Para esta finalidade, a regidao codificado-
ra de GP5 foi amplificada pela PCR, clonada e seqﬁencia_da.,

Transcricao e eletroporacao in vitro

Os plasmideos de comprimento completo foram digeridos com

Aclle o DNA linearizado foi utilizado como o molde para gerar produtos da

transcricdo do RNA com cap utilizando o kit MMESSAGE mMACHINE Ultra
T7™ seguindo as recomendagdes do fabricante (Ambion, Inc., Austin, Tx,
USA) e como descrito anteriormente. A mistura de reagéo foi tratada com
DNasel para digerir o molde de DNA e extraida com fenol e cloroférmio e
finalmente precipitada com isopropanol. A integridade dos produtos da

transcrigao in vitro foi analisada através da eletroforese em gel de agarose

glioxal seguida pela coloragdo com brometo de etidio.-

As células MARC-145 foram submetidas & eletroporagdo com
aproximadamente 5,0 ug dos produtos da transcri¢do in vitro junto com 5,0
ug do RNA total isolado das células MARC-145. Aproximadamente 2x10°
células em 400 uL. de DMEM contendo 1,25% de DMSO foram submetidas a
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pulsos uma vez utilizando o Bio-Rad Gene Pulser Xcel™ (Bio-Rad, Inc.,
Hercules, CA, USA) a 250V, 950uF em uma cubeta de 4,0 mm. As células

foram diluidas em meio de cultivo normal, plaqueadas em uma placa de cul-

tura de 60 mm. Uma pequena proporg¢ao das células eletroporadas foi pla-
queada em uma placa de 24 cavidades para verificar a expressdo da protei-
na N 48 h apds a eletroporagdo, que indicaria a replicagdo do genoma e a
transcricao. Uma vez que a expressao da proteina N é confirmada utilizando
o ensaio de imunofluorescéncia indireto (IFA), o sobrenadante da massa das
células eletroporadas na placa de 60 mm foi coletado 48 h apés a eletropo-
ragao, clarificado e passadd por células MARC-145 "naive". As células infec-
tadas foram observadas em relagdo ao efeito citopatico (CPE) junto com a
expressdo da proteina N utilizando IFA. Os sobrenadantes das c¢élulas infec-
tadas exibindo tanto CPE quanto fluorescéncia Ipositiva foram considerados
como contendo virus infeccioso. Apds a confirmagao, o estoque de virus foi

crescido e congelado a -80°C em pequenas aliquotas para estudos adicio-

nais. Em todos os experimentos, o genoma do PRRSV do tipo selvagem

contendo FL12 e o genoma do PRRSV defeituoso em relagao a polimerase

“contendo FL12pol foram utilizados como controles.

Marcacio radioativa metabdlica e analises das proteinas

As células BHK-21 em placas de seis cavidades foram infecta-

. das com o virus vaccinia recombinante (vTF7-3) em uma MOI de 3,0 e sub-

sequentemente transfectadas com o DNA do plasmideo bicistronico que co-
difica GP5 do tipo selvagem ou varios mutantes sob o promotor da RNA po-
limerase de T7. A transfecgdo do DNA foi realizada utilizando Lipofectami-
ne2000™ seguindo o protocolo do fabricante (Life Technologies, USA). 16 h
apoés a transfecgao, as células foram lavadas duas vezes com PBS e manti-
das sob estarvagao erh DMEM isento de metionina/cisteina durante uma h e
maracadas radioativamente com 0,6 mL de DMEM isento de metioni-
na/cisteina contendo 100 uCi de Expre®S **S Protein Labeling Mix (NEN
Life Sciences, Boston, MA) por mL de ‘meio durante trés horas. Apds a mar-
cacao radioativa, as células foram lavadas em PBS gelado trés vezes e os
extratos celulares foram preparados em 300 uL de tampao de ensaio de ra-
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dioimundprecipitagéo (RIPA) (10 mM de Tris-HCI pH 8,0, 150 mM de NaCl,
1% de Triton X-100, 0,1% de SDS, 1% de desoxicolato de sédio e 1x inibidor-
de protease). Os extratos celulares clarificados foram incubados durante a
noite a 40C com anticorpo anti-GP5 ou anti-proteina M de coelho. Uma inter-
rupgdo brusca de aproximadamente 4,0 mg de proteina A sepharose (Phar-
macia, Uppsala, Suécia) em 100 uL de tampao de RIPA foi adicionada e in-

~ cubada adicionalmente durante 2 h. Os complexos imunoprecipitados foram

lavados 3 vezes com 500 pL de tampao de RIPA e utilizados para analises
adicionais.

Para o tratamento com a endoglicosidase H (Endo H), os com-
plexos imunoprecipitados foram ressuspensos em 20 uL de tampéo de des-
naturagdo 1x (0,5% de SDS, 1,0% de B-mercaptoetanol) e fervidos durante

10 min. O sobrenadante foi coletado, ajustado ao tampao G5 1x (0,05 M de

citrato de sédio pH 5,5) e incubado durante 16 h a 37°C com 100 unidades
de Endo H (New England Biolabs, Beverly, MA, USA). As ambstras de con-
trole nao digeridas foram processadas similarmente, mas a Endo H nao foi
adicionada. Apés a digestdo com a Endo H, as amostras foram misturadas
com um volume equivalente de tampao de amostra de SDS',-PAGE 2x, fervi-
das durante 5 min e resolvidas por PAGE com 12% de SDS sob condigbes
desnaturantes junto com o marcador de proteina (Protein Plus Precision
Standard, Bio-Rad, Inc). O gel foi fixado com 10% de &cido acético durante
15 rhin, lavado trés vezes com agua, tratado com 0,5 M de salicilato de sédio
durante 30 min, seco e finalmente expoéto ao filme de raio X a -70°C. Para a
digestao de peptideos com N-Glicosidase F (PNGase F) (New England Bio-
labs, Inc), os complexos imunoprecipitados foram sUspensos em tampao G7
1x (0,05 M de fosfato de sédio pH 7,5, 1,0% de NP-40) e a digestao foi reali-
zada através da incubagdo durante 16 h a 37°C com 2 unidades da enzima.
Para verificar a sintese de GP5 na presenca de tunicamicina (Sigma, St.
Louis, MO), as células transfectadas foram tratadas com 2,0 ug de tunicami-
cina por mL de meio durante uma hora e a marcagao radioativa foi realizada
na presenca do farmaco durante 3 h como anteriormente.

Para a obten¢do de GP5 radiorrotulada expressa por virions ex-
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tracelulares ou por virus intracelulares, as células MARC-145 foram infecta-
das com PRRSVs do tipo selvagem ou mutantes. 48 horas apds a infecgéo,

“as células foram. mantidas em jejum durante uma hora e radiorrotuladas com

100 uCi de Expre®S **S Protein Labeling Mix por mL de meio contendo 90%
de DMEM isento de metionina/cisteina e 10% de DMEM regular durante 24
h. Ap6s a marcagdo, o sobrenadante de cultura foi coletado, clarificado em
relagao aos restos celulares e os virions extracelulares foram peletizados a
100.000x g durante 3 h a 4°C. As pelotas virais foram ressuspensas em 200
pL de tampao de RIPA, imunoprecipitadas com o anticorpo anti-GP5 e as

“proteinas foram verificadas com ou sem o tratamento com a Endo H. Para a

imunoprecipitagdo da GP5 expressa por virus intracelulares, a infecgdo foi
realizada como anteriormente e 24 h apés a infecgdo, as células foram sub-
metidas ao jejum durante uma hora, radiorrotuladas como anteriormente du-
rante 2 h antes da preparag¢ao dos extratos celulares. |

Cinética de crescimento viral e ensaio de placas

As células _MARC-145 foram infectadas com PRRSV mutante ou

do tipo selvagem a uma MOI de 3,0 UFP por célula e incubadas a 37°C em

uma incubadora. Em varios pontos de tempo apds a infecgao, foram coleta-
das aliquotas dos sobrenadantes de cultura das células infectadas e o titulo
viral nos sobrenadantes foi determinado e expresso por 50% da dose infec-

_ciosa na cultura de tecido por mL (TCID50/mL). A cinética do crescimento

viral foi realizada trés vezes. Para verificar a morfologia das placas dos virus
mutantes, 0 ensaio de placas foi realizado utilizando células MARC-145. As
células foram infecfadas com diluigdes em série de 10 vezes de virus indivi-
duais durante uma hora a 37°C. A monocamada de ceélulas infeétadas foi
lavada com PBS e coberta com DMEM-5% de FBS contendo 0,8% de aga-
rose Seaplaque (FMC Bioproducts, Rockland, ME USA). Apés 96 h, os plu-
gues de agarose foram removidos e a monocamada de células foi incubada
com solugéb de coloragdo (20% de Formaldeido 9,0% de Etanol e 0,1% de
Cristal violeta) durante 30 min a tem'peratura ambiente. As células foram
gentilmente lavadas com agua para remover 0 excesso de corante e secas

ao ar para verificar e contar as placas.
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Complementacéo da recuperacao do virus através da expressao da GP5 do

tipo selvagem em trans
As células BHK-21 foram transfectadas com pcDNA-GP5. 40 h
apos a transfecgao, as células foram coletadas e submetidas a eletropora-

¢do com produtos da transcrigdo in vitro com cap derivados do cDNA de
PRRSV de comprimento -completo que codifica a GP5 mutante. As células .

~ submetidas & eletroporagdo foram diluidas com meio fresco e plaqueadas

em uma placa de 6 cavidades. O sobrenadante ‘das células eIetroporadas foi
coletado 48 h apds a eletroporagdo, centrifugado para remover os restos
celulares e utilizado para infectar células MARC-145 "naive". As células
MARC-145 infectadas foram verificadas 48 h apds a infecgdo em relagédo a
expressao da proteina N por IFA como descrito anteriormente. O nimero de

células positivas foi contado para determinar o nimero de pseudoparticulas

produzidas no sobrenadante. O niimero médio de células positivas foi calcu-
lado partindo de trés experimentos independentes e foi apres'entado na for-
ma do numero de pseudoparticulas produzidas por micrograma do RNA |
transcrito in vitro transfectado nas células. | '

Ensaios de neutralizacdo do soro (SN)

O titulo dos anticorpos neutralizadores de PRRSV em uma a-
mostra de soro foi determinado utilizando o ensaio de neutralizagdo com fo-
calizagao fluorescente descrito anteriormente. As diluicbes em série dos so-
ros de teste foram incubadas durante 60 min a 37°C na presenca de 200
TCID50 do virus de desafio, que consistia em FL12 (PRRSV do tipo selva-
gem) ou qualquer um dos virus que codificam a GP5 mutante, FL-N34A; FL-
N51A e FL-N34/51A em meio de Eagle modificado por Dulbecco contendo
5% de soro fetal de bezerro. As misturas foram adicionadas a placas para

microtitulagao de 96 cavidades contendo células MARC-145 confluentes que

foram semeadas 48 h antes. Apds a incubagéo durante 24 h a 37°C em uma
atmosfera umedecida contendo 5% de CO, as células foram fixadas durante
10 min com uma solugao de 50% de metanol e 50% de acetona. Apds lava-
gem vigorosa com PBS, a expressao da proteina N do F’RRSV foi detectada
com o anticorpo monoclonal SDOW17 utilizando uma diluicado de 1:500, se-
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guido pela incubagdo com IgG anticamundongo de cabra conjugada com
FITC (Sigma, St.Louis, MO, USA) a uma diluigdo de 1:100. Os titulos de

“neutralizagao foram expressos como o coeficiente reciproco da maior dilui-

¢ao que inibia 90% dos focos presentes nos pogos de controle.
Inoculacdo experimental de porcos com mutantes de GP5 e PRRSV do tipo

selvagem

Os estoques cbm titulos altos (obtidos através de 3 passagens
emvcélulas MARC 145) dos virus mutantes de GP5 (FL-N34A, FL-N51A e
FL-N34/51A) e o FL12 (PRRSV do tipo selvagem) foram utilizados para in-
fectar porcos jovens. Porcos recentemente desmamados de vinte um dias de
idade foram obtidos de um rebanho isento de agentes patogénicos especifi-
cos com um registro certificado de auséncia de infecgdo pelo PRRSV. Todos
os animais eram negativos em relagdo a anticorpos anti-PRRSV o que foi
testado por ELISA (lddex Labs, Portland, ME). Trés porcos por grupo foram
infectados com PRRSV do tipo selvagem FL12 ou FL-N34A, FL-N51A e FL-

N34/51A mutantes. Em todos os casos, o ihéculo consistia em 105 TICD50

“diluidos em 2 mL e administrado de forma intramuscular no pescogo. As

temperaturas retais dos animais inoculados foram monitoradas durante 15
dias apds a inoculagdo (Pl). A viremia foi medida através do isolamento re-
gular em células MARC 145 nos dias 4, 7 e 14 Pl. As amostras de soro fo-

-ram retiradas semanalmente durante um periodo total de 49 dias PI. As a-

mostras de soro foram utilizadas para a detecg¢ao de titulos de neutralizagao
cruzada homoélogos e heterdlogos para cada um dos PRRSVs mutantes ou

- do tipo selvagem.

RESULTADOS
Expresséo e caracterizacdo de GP5 do PRRSV

O GP5 da cepa do PRRSV 97-7895 possui trés supostos sitios
de glicosilagdo (N34, N44 e N51). Para verificar o padrao de glicosilagdo de

GPS5, foi primeiramente gerado um vetor bicistrénico em que as regides codi-
ficadoras das proteinas GP5 e M que flanqueiam o IRES do EMCV foram
colocadas sob o controle do promotor da RNA polimerase de T7 (Figura 1A).

A base ldgica para a construgdo do vetor bicistronico é que as proteinas
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GP5 e M sdo conhecidas (para LDV e EAV) ou postuladas (para PRRSV)
como interagindo uma com a outra e que tais interagdes podem- ser impor--
tantes para o dobramento da proteina, a glicosilagdo, o transporte intracelu-
lar e/ou outra atividade biolégica de GP5.

A expressido transitéria de GP5 e M através da transfec¢ao do -
plasmideo bicistrénico seguida pela marcagéo radioativa e a imunoprecipita-

- ¢ao com o anticorpo anti-GP5 revelou duas espécies de proteinas principais.

As espécies de proteinas que migram com uma massa de ~25,5 kDa sdo a
forma totalmente glicosilada de GP5 (Figura 1B, faixa 2). Uma vez que cada
glicosilagao ligada a N adiciona ~2,5 kDa de massa molecular a uma protei-
na, isto'indica que todos os trés sitios de glicosilagdo potenciais séo possi-
velmente utilizados para a glicosilagdo de GP5. A espécie de proteina de

19,0 kDa é a proteina M viral uma vez que era imunoprecipitada apenas com

o anticorpo anti-M (faixa 7). Os resultados indicam que as proteinas GP5 e

M interagem uma com a outra nas células que expressam ambas as protei-

- . nas. Apos o tratamento com a Endo H, uma enzima que remove cadeias de

oligossacarl’deos do tipo com alto teor de manose, o tamanho da GP5 foi
reduzida para ~18 kDa, enquanto que o tamanho da proteina M permanecia
inalterado (faixa 3). O tratamento de. GP5 com a PNGase F (faixa 4), uma
enzima que remove todos os tipos de aglcares da estrutura da proteina ou a
sintese da GP5 na presenga de tunicamicina (faixa 5) resultou em uma pro-
tel’né que migrou com mobilidade eletroforética ligeiramente maior que a pro-
teina com tratamento com a Endo-H. léto é esperado uma vez que o trata-
mento com a tunicamicina ou a digestdao com a PNGase F geraria‘proteinas
nao-glicosiladas enquanto que o tratamento com a Endo-H resultaria em pro-
teinas que mantém os residuos de N-acetilglucosamina em cada um dos

sitios de glicosilagao ligada a N. Deve-se observar que uma espécie de pro-

teina notdria de massa molecular de ~30 kDa foi imunoprecipitada com o
anticorpo anti-M. A identidade desta proteina ndo é conhecida, mas poderia
ser uma proteina celular que interage com a proteina M.

Os resultados dos estudos anteriores sugérem que as formas
nao-glicosiladas e totalmente glicosiladas de GP5 possuem tamanhos mole-
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culares aparentes de 18,0 kDa e 25,5 kDa, respectivamente. Parece que

todos os trés sitios de glicosilagdo potenciais sdo utilizados para gerar a

forma totalmente glicosilada de GP5. As porgbes de glicano adicionados a

estes sitios s&o do tipo de alto contetido de manose uma vez que sao sensi-
veis a digestédo pela Endo H. Em adigéo, os resultados indicam que ambas
as formas nao glicosiladas e totalmente glicosiladas de GP5 parecem intera-
gir com a proteina M.

Analise dos sitios de glicosilagdo ligada a N utilizados para a glicosilacio de

| Para.determinaf mais precisamente se todos ou alguns dos si-
tios de glicosilagao ligada a N pofenciais na GP5 sao utilizados para a adi-
¢éo de grupamentos de agucar, foi gerada uma série de mutantes no plas-
mideo bicistrénico em que todos os trés sitios de glicosilagdo potenciais
N34, N44 e N51 (Figura 2A) foram alterados para alaninas individualmente
ou em varias combinagdes (Figura ZB).- Em células transfectadas com plas-

mideo, as proteinas foram radiorrotuladas e imunoprecipitadas com o anti-

_corpo anti-GP5. Os complexos imunolégicos foram deixados nao tratados ou

foram tratados com a Endo H e verificados por SDS-PAGE. Como pode ser
visto partindo dos dados apresentados na Figura 2C, as proteinas GP5 mu-
tantes que carregam mutagdes isoladas (N34A, N44A ou N51A) migraram
como as espécies de proteinas de aproximadamente 23,0 kDa (faixas 4, 6 e
8, ponta de seta). Apds o tratamento com a Endo H, estas proteinas migra-
ram como as espécies de proteinas de ~18,0 kDa (faixés 5,7 e 9, respecti-
vamente) similares & GP5 do tipo selvagem apds o tratamento com a Endo
H (faixa 3). As diferengas menos importantes na mobilidade eletroforética
das proteinas é mais provavelmente um reflexo do fato de que a proteina do
tipo selvagem manteria todos os trés residuos de N-acetilglucosamina apés
o tratamento com a Endo H quando comparada com os mutantes isolados -
que Conteriém dois tais residuos. Os duplo mutantes (N34/44A, N44/51A e
N34/51A) produziram espécies de proteinas que migraram proximas a prote-
ina de ~20,5 kDa (faixas 10, 12 e 14) e apds o tratamento com a Endo H, o
tamanho das proteinas foi reduzido para 18,0 kDa (faixas 11, 13 e 15). O
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triplo mutante (N34/44/51A) gerou uma proteina que migrou como a proteina
de 18,0 kDa (faixa 16) e era resistente a digestdo com a Endo H (faixa 17).
Assim, partindo dos estudos de mutagao anteriores, é evidente
que todos os trés sitios de glicosilagdo potenciais sejam utilizados para a
glicosilagdo para gerar a GP5 do PRRSV totalmente madura. Parece que
todos os trés sitios de glicosilagdo sdo modificados por porgdes de glicano

~ do tipo com alto conteudo de manose.

Recuperacao do virus PRRSV infeccioso com mutantes de GP5

Para avaliar a importancia da glicosilagédo ligada a N na produ-
¢ao de PRRSV infeccioso, as regides codificadoras das proteinas GP5 mu-
tantes foram inseridas no clone de cDNA de comprimento completo. Os pro-
dutos da transcrigao invvitro_com ‘cap produzidos partindo dos clones foram

'submetidos a eletroporagdo em células MARC-145 e foi verificada a produ-

¢éo de PRRSYV infeccioso. Os resultados dos presentes inventores mostra-
ram que o virus infeccioso era facilmente recuperado das céluvlas eletropora-
das com produtos da transcrigdo de comprimento completo contendo muta-
¢coes em N34, N51 e N34/51. Entretanto, sob condi¢des similares de recupe-
ragao do virus, tentativas repetidas de recuperagéo de outros virus mutantes
nao foram bem-sucedidas. Embora a cinética de creécimento dos virus re-

cuperados fosse similar aquela do virus do tipo selvagem, o rendimento total

“dos virus FL-N34A e FL-N51A contendo mutagées em N34 e N51 era de

aproximadamente um log menor nas células MARC-145 enquanto que do
FL-N34/51A com duplas mutagbes (N34/51A) era quase 1,5 log menor que o
do PRRSV do tipo selvagem (Fig. 3A). A amplificagdo por RT-PCR do F%NA
de células infectadas seguida pelo sequienciamento de nucleotideos indicava
que estes virus sdo estaveis, continham as 'muta‘gées desejadas e nenhuma

outra mutagao foi detectada na regiao de GPS5 inteira (dados ndo mostra-

dos). .

O ensaio de placas virais foi realizado em células MARC-145
para monitorar o fenotipo de placas de virus mutantes. As placas geradas
pelo PRRSV do tipo selvagem eram claras e distintas enquanto que os virus
mutantes produziam placas que tinham fenotipos diferentes. Os virus FL-



10

15

20

25

30

43

N34A, FL-N51A e FL-N34/51A geravam placas que eram menos distintas e
muitas das células dentro da placa pareciam normais (Figura 3B, seta aber-

‘ta). Em adigao, FL-N51A, FL-N34/51A produziam algumas placas em que os

virus falhavam em clarear a monocamada de células'(Figura 3B, seta preen-
chida). Estes dados indicam que os virus mutantes recuperados sado na ver-
dade menos citopaticos quando comparados com o PRRSV do tipo selva-

gem.

Uma vez que nao era possivel recuperar PRRSV infecCioso com
os moldes mutantes FL-N44A, FL-N31/44A, FL-N44/51A e FL¥N31/44/51A, é
possivel que mutagGes na regido codificadora de GP5 possam ter afetado
algumas outras fungdes dos moldes de RNA, tal como o empacotamento do
RNA gendmico dentro de particulas. Para investigar isso,I foi verificado quais
células expressando a GP5 do tipo selvagem em trans poderia sustentar o
empacotamento de moldes de RNA mutantes que sdo de outra maneira de-
feituosos na produgéo de PRRSV infeccioso. As células BHK-21 transfecta-

das com pcDNA-GP5 foram submetidas éeletroporagéo com produtos da
'transcrigéo in vitro e 48 h apds a eletroporagao, os sobrenadantes de cultura

foram coletados e utilizados para infectar células MARC-145 "naive" para
determinar a produgao de pseudoparticulas de PRRSV. Se as pseudoparti-
culas fossem geradas, seria esperada a observagao da expressao da protei-

“na N no caso de células MARC-145 infectadas. A expressao de N é possivel

apenas quando células MARC-145 "naive" recebem o genoma de RNA mu-
tante encapsulado de comprimento completo que inicia a replicagdo apds a
entrada das pseudoparticulas nas células. De todos os mutantes que nao
podiam ser recuperados anteriormente, foi possivel recuperar pseudoparti-
culas contendo dois genomas mutantes de comprimento completo (FL-N44A
e FL-N34/44A) (Figura 3C). Cada célula com fluorescéncia verde na cultura
infectada com o virus mutante representa uma pseudoparticula infecciosa.
Uma vez qUe estas particulas contém apenas a GP5 do tipo selvagem fun-
cional no envelope, mas contém as Seqﬂéncias codificadoras para a GP5
mutante ndo funcionais no genoma, ndao podem produzir particulas infeccio-

sas para 0 espalhamento para as células circundantes. Varias tentativas pa-
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~ ra a recuperagao de particulas pseudoinfecciosas com outros moldes mutan-

tes (FL-N44/51A e FL-N31/44/51A) nao foram bem sucedidas.

Uma estimativa quantitativa do numero de pseudopértl’culas in-
fecciosas produzidas partindo destes experimentos sugere que aproxima-
damente 1000 particuias' sédo produzidas por m'icrograma de RNA mutante
elefroporado nas céiulas (Figura 3D). Isto é aproximadamente 100 vezes .

 menos que o obtido com o RNA que codifica a GP5 do tipo selvagem. A pro-

dugao de tais niveis baixos de pseudoparticulas infecciosas poderia ser cau-
sada pelo fato de que apenas aproximadamente 5-10% das células que ex-
pressavam a GP5 do tipo selvagem receberam os produtos da transcrigéo
de comprimento completo como € observado pela expresséo da proteina N

nestas células. E também possivel que os niveis baixos de expressdo da

‘GP5 do tipo selvagem nas células transfectadas possam ter contribuido para

0s niveis baixos de producao destes pseudovirions.

Verificacdo da GP5 incorporada nos virus mutantes e das expressas nas

células infectadas

Para determinar a natureza da proteina GPS' incorporada .nos
virions infecciosos produzidos partindo de células tra'nsfectadas, foramv gera-
dos PRRSV radiorrotulados partindo de células infectadas com os virus do

tipo selvagem e mutantes. Os virions extracelulares presentes no sobrena-

“dante de cultura foram peletizados por uItracentringagéo e a GP5 presente

nestes virions foram verificadas por imunoprecipitagdo utilizando anticorpo
anti-GP5 e a analise eletroforética‘subséqijente. Os resultados mostram que
a GP5 do tipo selvagem incorporada nos virions migrava na forma de vuma
banda amplamente difusa de uma espécie de protel"na de ~25-27 kDa (Figu-
ra 4A, faixa 1), que é parcialmente resistente a digestdo com a Endo H (faixa

2). A GP5 mutante (N34A e N51A) incorporada nos virions era sensivel a

endo H. Com base no tamanho dos produtos gerados apds a digestdo com a
Endo H, parece que apenas uma porgao de glicano nestes mutantes com
um Unico sitio € sensivel enquanto que o outro € resistente. Em coht_raste, a
GP5 duplo mutante (N43/51A) era resistente a endo H. Além disso, a diges-
tdo com a Endo da GP5 de virus mutantes também produziu quaniidades A
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muito pequenas da estrutura da proteina GP5, indicando que estes virus
incorporam proteinas GP5 que contém porcdes de glicano resistentes a en-

~do H assim como sensiveis a endo H.

Uma vez que nas células transfectadas com o vetor bicistrénico,
as proteinas GP mutantes eram completamente sensiveis a endo H (Figuras
1 e 2), foi surpreendente a observagdo de que a GP5 nos virions de PRRS
continham formas fortemente resistentes a endo H. Para verificar se as for-
mas resistentes a endo H da proteina sdo também sintetizadas nas células
infectadas, as células MARC-145 infectadas com o PRRSV do tipo selvagem
ou mutanie foram radiorrotuladas, as proteinas GP foram imunoprecipitadas
com anticorpo anti-GP5 e analisadas por eletroforese com ou sem a diges-
tdo com a Endo H. Os resultados de tal experimento séo.mostrados na Figu-
ra 4B. A maior parte da GP5 do tipo selvagem continha glicanas resistentes
a endo H em todos os trés sitios (faixas 2 e 3), enquanto que os dois mutan-
tes isolados continham glicanas resistentes a endo H somente em um sitio

(faixas 4-7). Alguns das por¢des de glicana no duplo mutante eram resisten-

‘tes enquanto outros eram sensiveis a endo H (faixas 8 e 9). Embora o pa-

dréo de resisténcia a endo H seja similar ao que é observado para a GP5
associada ao virion, é diferente do que é observado nas células que expres-
sam ambas as proteinas GP5 e M (Figuras 1 e 2). Estes resultados indicam
que outras proteinas virais podem desempenhar uma fungdo na modificagdo
adicional de glicanas na GPS. Influéncia da hipoglicosilagdo de GP5 sobre a
capacidade dos PRRSVs de serem neutralizados por anticorpos especificos.

O nivel de glicosilagdo de glicoproteinas virais que estdo envol-
vidas na interagdo com receptores virais € conhecido por afetar a capacida-
de dos virions de reagirem com anticbrpos neutralizadores de virus. Para
testar se este fendbmeno ocorre no caso do PRRSV, os mutantes de GP5 do
PRRSV com padrdes de glicosilagdo alterados (FL-N34A, FL-N51A e FL-
N34/51A) foram comparados com o PRRSV do tipo selvagem (FL12) em
relagado a sua capacidade de serem heutralizados pelo anti-soro convales-
cente. Para isto, foram utilizados anti-soros convalescentes (47 dias p.i.) de
4 animais que foram infectados com o PRRSV do tipo selvagem. Doses simi-
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lares (2.000 TCID50) de mutantes de GP5 do PRRSV infecciosos (FL-N34A,
FL-N51A e FL-N34/51A) assim como do PRRSV do tipo selvagem derivado
do clone infeccioso (FL12) foram utilizadas como o virus de desafio nos en-
saios de neutralizacdo do soro seguindo o protocolb de ensaio padronizado
dos presentes inventores e o conjunto de 4 soros anti-PRRSV do tipo selva-
gem (FL12) utilizado como referéncia. A Tabela 3 mostra os titulos de neu-

~ tralizag&o do soro de ponto final obtidos. Normalmente, uma amostra de soro

convalescente do PRRSV do tipo selvagem coletada 47-54 .dias p.i. contém
niveis moderados de atividade de neutralizagdo do PRRSV do tipo selvagem
(1:8 até 1:32, Tabelas 3 e 4), refletindo a qualidade relativamente fraca e
tardia da resposta de anticorpos neutralizadores qu'e é tipica de infecgdes
com o PRRSV do tipo selvagem. Entretanto, o uso de mutantes de PRRSV

hipoglicosilados (que ndo possuem um ou dois grupamentos de glicano no

ectodominio da GP5) como o virus de desafio nos ensaios de SN parece ter
aumentado significativamente o ponto final dos soros de reféréncia, com a
melhoria do titulo de ponto final variando de seis até vinte e duas vezes (Ta-
bela 3); Esta observagéo sugere claramente que a remog&o de um e particu-
larmente dois, dos grupamentos de glicano aumenta a acessibilidade do epi-
topo de neutralizagdo aos anticorpos especificos. Estes resultados parecem
indicar a presenga de uma quantidade significativa de anticorpos neutraliza-
dores para PRRSV nos soros convalescentes infectados com o PRRSV do
tipo Selvagem que de outra maneira seria indetectavel por causa do uso tipi-
co do PRRSV do tipo selvagem contendo a GP5 totalmente glicosilada em
ensaios de SN. |
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Tabela 3. Efeito da alteragdo do padrédo de glicosilagdo da GP5 do PRRSV

sobre a capacidade do virion infeccioso de reagir com anticorpos neutraliza-

~dores. Os numeros na Tabela 3 correspondem a diluicdo do ponto final in-

versa exibindo neutralizagéo (ponto final de SN).

Soro de animais infectados - | Cepa de PRRSV utilizada como o desafio
com 10° TCIDs, do PRRSV do para o teste de SN
tipo selvagem FL12 Wt PRRSV | FL- FL- FL-

- (FL12) N34A | N51A | N34/51A
Animal N2 11404 (47 dias pi) 1:32. 1:256 1:256 | 1:32,768
Animal N2 11346 (47 dias pi) 1:8 ND 1:256 | 1:16,384
Animal N° 11457 (47 dias pi) 1:16 ND 1:128 1:2,048
Animal N2 11407 (47 dias pi) - 1:8 | ND | 164 1:2,048

Influéncia da hipoglicosilagédo de GP5 sobre a capacidade do PRRSV de in- '

duzir anticorpos neutralizadores in vivo

Um efeito notavel que foi relatado quando a remogao de carboi-
dratos de uma glicoproteina do envelope viral leva & produgéo de altos titu-

los de anticorpos neutralizadores contra o virus mutante quando este mutan-

‘te é utilizado para a inoculagéo in vivo do hospedeiro; em alguns casos indu-

zindo também titulos maiores de anticorpo para o virus do tipo selvagem que
o préprio virus do tipo selvagem. Foram infectados grupos de porcos com
doses idénticas do PRRSV do tipo selvagem FL12 ou de cada um dos mu-

“tantes com padrdes de glicosilacdo alterados. De forma interessante, a ava-

liagdo clinica/virological da infecgdo através da avaliagdo da temperatura
retal e da avaliagéo da viremia nos dias 4, 7 e 10 p.i. indicaram um padrao

“similar de infec¢do em todos os grupos como descrito anteriormente para

FL12 sem evidéncia de atenuagdo ou exacerbagdo de viruléncia para qual-
quer um dos mutantes (dados ndo mostrados). Entretanto, a amostragem
sequencial do soro destes animais ao Iongd de todo um periodo de 48 dias
indicou diferengas pronunciadas entre o PRRSV do tipo selvagem e os mu-
tantes em relagé@o a sua cinética de indu¢cdo de uma resposta de anticorpos
neutralizadores para PRRSV (Tabelas 4A e 4B). Os mutantes desenvolve-
ram uma resposta de anticorpos neutralizadores homéloga mais cedo e mais
robusta que a desenvolvida pelo PRRSV do tipo selvagem, até o ponto em
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que, no caso dos mutantes, a natureza caracteristicamente lenta e escassa
da resposta de anticorpos neutralizadores de PRRSV parece ter sido corrigi--
da (Tabela 4B). A cinética de aparecimento de anticorpos neutralizadores
homdlogos para os mutantes (Tabela 4B) indica uma soroconversido de anti-
corpos neutralizadores mais regular coerente com a descrita para outras in- -

fecgOes virais tal como do virus influenza ou da Pseudorraiva, mas néo para .

- 0 PRRSV. E de importancia maxima o fato de que a infec¢gdo com os mutan-

tes de glicosilagao de GP5 induzia uma resposta de anticorpos neutralizado-
res especifica ao PRRSV do tipo selvagem que é significativamente maior
que a resposta com o préprio PRRSV do tipo selvagem. Os virus mutantes
FL-N34 e FL-N51A induziam niveis cinco vezes maiores (p<0,05) de titulo de
anticorpos neutralizadores contra o PRRSV do tipo selvagem que o proprio
PRRSV do tipo selvagem enquanto que o mutante FL-N34/51 induziu um
titulo seis vezes maior (p<0,01) de anticorpos neutralizadores para o PRRSV
do tipo selvagem que o proprio PRRSV do tipo selvagem (Tabéla 4B).

Grupo infectado Atividade dos anticorpos neutralizadores contra FL12

com em tempos diferentes Pl (dias PI)
| 0 14 29 48
Wt PRRSV FL-12 1,0* 1,0 32 25,4
FL-N34A 1,0 1,0 4,0 128,0
FL-N51A 1,0 1,0 4,0 128,0
FL-N34/51A 1,0 1,0 50 161,3
Tabela 4A

Grupo infectado

Titulo de ponto final contra a cepa infectante homdio-

com ga em periodos Pl diferentes
0 14 21 48
Wt PRRSV FL-12 1,0 1,0 3,2 25,4
| FL-N34A 1,0 40 - 128 8,192
FL-N51A 1,0 4,0 128 2,048
FL-N34/51A 1,0 4,0 64 4,096
Tabela 4B

Tabela 4A. Efeito da alteragédo do padrao de glicosilagdo da GP5 do PRRSV

sobre a capacidade das cepas de PRRSV de indugéo de anticorpos neutrali-
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zadores para o PRRSV do tipo selvagem (4A) ou para a cepa homéloga in-
fectante (4B) (*) Os nimeros nas Tabelas 4A e B correspondem a média

“geométrica do ponto final de SN para o grupo (n=3).

DISCUSSAQ

No presente estudo, foi verificada a influéncia da glicosilagao de
GP5 do PRRSV na recuperagdo do virus infeccioso, sua fungdo na capaci-
dade dos virus mutantes de serem neutralizados por anticorpos e na indugao
de anticorpos neutralizadores in vivo. Foi descoberto que todos os trés sitios
de glicosilagao potenciais (N34, N44 e N51) na GP5 séao utilizados para a
adicdo de porgdes de glicano. Os resultados dos presentes inventores reve-
lam que a adigao de glicano no sitio N44 € mais critica para a recuperagao
de virus infeccioso. Além disso, 0s resultadoé dos presen'tes inventores mos-
tram que os PRRSVs contendo formas hipog|i¢osiladas'da GP5 séo inten-
samente sensn’veié a neutralizagdo por anticorpos e qué 0s virus mutantes
induzem niveis significativamente maiores de anticorpos neutralizadores néo

somente para os virus mutantes homélogos, mas também para o PRRSV do

tipo selvagem.

A confirmagao de que todos os trés sitios de glicosilagao ligada
a N potenciais sao utilizados para a adigao de glicano na GP5 foi fornecida

através da utilizagao de mutantes com alteragdes em sitios isolados ou mul-

tiplos (Figura 2). Estudos bioguimicos mostraram que a proteina GP5 do

PRRSV quando co-expressa com a proteina M nas células transfectadas,
contém glicanas do tipo de alto conteido de manose se»nsiveis aendo H. A
observagao de que a maior parte da GP5 incorporada nos virions é resisten-
te a endo H (Figura 4A) enquanto que a GP5 expressa na presenc¢a da pro-
teina M nas células transfectadas 'é completamente sensivel a endo H, é
intrigante. E possivel que a GP5 quando expressa na presenga da proteina
M nas células transfectadas, se acumule principalmente no RE ou na regiéo '
de cis-Golgi e, portanto, permanece sensivel a endo H. Entretanto, nas célu-
las infectadas pelo PRRSV, a GP5 pode interagir com proteinas virais adi-
cionais e o transporte da GP5 além do RE ou do cis-Golgi é facilitado atra-

vés da formacdo de complexos com as outras proteinas virais. De forma co-
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erente com esta interpretagao, foi observado que nas células infectadas com
o PRRSV do tipo selvagem ou mutante, a proteina GP5 é também resistente
a endo H. Foi sugerido que a GP5, que é sintetizada no RE nas células in-
fectadas, fosse transportada para as regides medial- e/ou trans-Golgi onde a
maior parte das moléculas de GP5 adquire resisténcia a endo H antes de
serem incorporadas nos virions de PRRSV. Varios estudos com arterivirus

" incluindo o PRRSV sugerem que a GP5 e a proteina M formem um hetero-

dimero, que pode desempenhar uma fungdo chave na capacidade de infec-
¢&o viral. No EAV e no LDV, foi demonstrada a interagdo direta da GP5 e a
proteina M através da formacgdo de pontes dissulfeto. Tais interagdes podem
ocorrer éntes do processamento adicional de cadeias laterais de oligossaca-
rideos ligados a N, presumivelmente antes da GP5 ser transportada para

fora do RE ou do compartimento de cis-Golgi.

E interessante observar que o padrdo de resisténcia a endo H da
GP5 incorporada nos virions do tipo selvagem e mutantes é diferente. Embo-
ra a maior parte das moléculas de GP5 no PRRSV do tipo selvagem fosse
resistente a endo H, a maioria das moléculas de GP5 nos virions mutantes -
em um unico sitio (FL-N34A e FL-N51A) era sensivel a endo H (Figura 4A).

Além disso, das duas porgdes de glicanas nestes mutantes, apenas um era

‘sensivel enquanto o outro era resistente. O virion duplo mutante (FL-

N34/51A) também incorporava a GP5 que continha glicanas, das quai's al-
gumés também eram sensiveis a endo H. Estes dados sdo coerentes com a
interpretagdo de que os virions de PRRSV do tipo selvagem assim como
mutantes incorporam uma populagao mista de moléculas de GP5 que bon- .
tém por¢des de glicaho diferentes em sitios diferentes. Estudos anteriores
demonstrando a incorporacao de formas diferentemente glicosiladas de GP5

nos virions de PRRSV do tipo selvagem fortalecem adicionalmente a inter-

pretacdo dos presentes inventores. Partindo do padrdo de sensibilidade a
endo H da GP5 incorporada nos virions, € tentador especular que o sitio N44
pode conter as glicanas resistentes a endo H, embora algumas moléculas de
GP5 com glicanas sensiveis a endo H neste sitio fossem incorporadas nos
virions. O fato de que este padrao nao usual de glicanas em varios sitios na
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GP5 e da incorporagéo de varias formas de GP5 nos virions possui qualquer

relevancia para o padrdo da resposta imunolégica observada em animais

“infectados pelo PRRSV precisa ser investigado.

Em um estudo recente, foi mostrado que dos dois sitios de glico-
silagdo ligada a N (N46 e N53) na GP5 do PRRSV Lelystad, a glicosilagdo
do residuo N46 era enormemente necessaria para a produgao de particulas
virais. O rendimento de virus infeccioso foi reduzido em aproximadamente
100 vezes com a mutagao em N46. Os presentes resultados sugefem que a
adigao de glicano em N44 (para o PRRSV Norte Americano) é absolutamen-

“te essencial para a recuperagdo do PRRSV infeccioso. E possivel entdo que

os isolados Europeus e Norte Americanos do PRRSV possam de alguma
maneira diferir em relagdo aos seus requerimentos para a incoS’iIagéo ligada
a N para a produg:éo de virus infecciosos. Sob eéte aspecto, deve ser obser-
vado que o virus Lelystad contém apenas dois sitios de glicosilagéo ligada a
N enquanto que o isolado Norte Américano que foi utilizado neste estudo

contém trés tais sitios.

A GP5 é a glicoproteina mais importante do PRRSV envolvida
na produgéo de anticorpos neutralizadores e imunidade protetora para o
PRRSV. Os resultados dos presentes inventores revelam que a auséncia de
glicanas nos residuos 34 e 51 no ectodominio da GP5,‘embora gere mutan-

tes de PRRSV viaveis, aumenta tanto a sensibilidade destes mutantes a

heutralizagéo' por anticorpos assim como a imunogenicidade do epitopo de
neutralizagdo préximo. O efeito imediato da auséncia de glicanas na GP5 de

- PRRSVs mutantes foi a maior sensibilidade dos virus a neutralizagdo por

soros convalescentes de porcos infectados com o PRRSV do tipo selvagem
(Tabela 3). Estudos com HIV-1 e SIV mostraram que a aquisi¢cao ou a remo-
¢cao de gI'icanas nas algas variaveis de gp160 modificam a sua sensibilidade
a neutralizagdo. Portanto, foi postulado que as glicanas desempenham pelo
menos dois tipos de fungbes essenciais durante a biossintese da glicoprote-
ina do envelope viral. Em um caso, a auséncia de glicanas acarreta em de-
feitos da glicoproteina e assim, na viabilidade global da cepa viral. Foi postu-
lado que as glicanas em N44 da GP5 do PRRSV tém uma fungéo similar. No
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segundoAcaso, as glicanas servem ‘potencialmente para proteger as vprotel’-
nas virais contra a neutralizagédo por anticorpos. Para a GP5 do PRRSV, as
glicanas em N34 e N51 podem ter uma fungéo similar. No caso do HIV, a
"protecao das glicanas" € postulada como sendo um mecanismo primario
para explicar a evasao da resposta imunolégica neutralizadora, garantindo -

assim a persisténcia in vivo do HIV. Isto incita a deduzir algumas compara-

~ gOes paralelas com o PRRSV. A infec¢do com o PRRSV, que é conhecida

por persistir durante varios meses nos animais individuais, apresenta um
comportamento nao usual em termos de indugdo de uma resposta imunold-
gica neutralizadora especifica ao virus. E bem estabelecido que os animais
infectados com o PRRSV levam geralmente mais que o tempo normal para
estabelecer uma resposta de anticorpos neutralizadores para PRRSV detec-

‘tavel. Uma vez estabelecida, esta resposta neutralizadora do PRRSV é fraca

e varia significativamente de animal para animal. O retardo na resposta de
anticorpos neutralizadores foi postulado como sendo causado}pela presenga
de um epitopo de atragdo imunodominente préximo (posi¢cdes de aminoaci-
dos 27 até 30), que evoca uma resposta imunoldgica ndo protetora precoce
robusta que mascara e/ou retarda a resposta para‘o epitopo neutralizador
(posigcOes de aminoacidos 37 até 45) (26, 38). Embora esta seja uma expli-
cacgao plausivel para a qualidade atipica da resposta de anticorpos neutrali-
zadores para PRRSV, precisa ainda ser testada. No laboratério dos présen-
tes inventores, foi provado que a dele¢do do epitopo de atragdo é coerente-
mente letal para a recuperagdo do PRRSV infeccioso (Ansari e outros, da-
dos ndo publicados) tornando assim dificil testar esta hipétese. |

E possu’vevl que um mecanismo alternativo ou complementar para

explicar a natureza peculiar da resposta de neutralizagdo do PRRSV pudes-

se ser previsto pelo fenébmeno de "prote¢do das glicanas" proposto para HIV

e SIV. O uso de PRRSVs mutantes que ndo possuem um ou dois grupamen-
tos de glicano nos presentes estudos fornece evidéncia pela primeira vez da
presenga de grandes quantidades de anticorpos neutralizadores de PRRSV
nos soros de animais infectados pelo PRRSV do tipo selvagem que eram de
outra maneira indetectaveis por causa do uso do PRRSV do tipo selvagem
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noé ensaios de SN. Os anticorpos neutralizadores de PRRSV, embora pre-
sentes na resposta do hospedeiro, sdo incapazes de reagir com os virions
infectantes do PRRSV do tipo selvagem por causa do bloqueio ou da prote-
¢ao do epitopo de neutralizagdo pelos grupamentos de glicano na GPS5.

Um precedente importante para escapar da neutralizagdo pela
glicosilagao de giicoproten’nas nos arterivirus foi descrito para o virus que
eleva a lactato desidrogenase (LDV). O LDV é altamente resistente a neutra-
lizagao por anticorpos por causa da forte prote¢ado pelas glicanas de sua gli-
coproteina principal, VP-3, entretanto, certas cepas de LDV que ocorrem
naturalmente sao altamente susceptiveis a neutralizagéo, por causa da per-
da dos dois sitios de glicosilagdo no ectodominio da VP-3. De maneira inte-
ressante, este fenotipo de sensibilidade a neUtraIizagéo se correlaciona com
um alto grau de neurotropismo no hospedeiro adquirido por estas cepas de
LDV que podem ser facilmente neutralizadas. Tal aumento na neuropatoge-
nicidade reflete provavelmente na facilitagdo da interacdo das glicoproteinas

virais com receptores nas células neurais, possivelmente por causa da au-

~séncia da protecao de glicanas. No modelo de porcos jovens que foi utilizado

para a inoculagao com o PRRSV, nao foi possivel detectar diferengas pato-
génicas entre qualquer um dos PRRSVs mutantes e o PRRSV do tipo selva-

gem, embora as limitagbes tivessem sido limitadas as medidas de tempera-

‘tura e de viremia. E possivel que sob condicdes experimentais diferentes

(isto €, em um modelo de porcas prenhes), algumas alteracdes na patogeni-
cidade destes PRRSVs mutantes pudessem ser observadas. Nao é sabido
se a descoberta dé cepas de PRRSV hipoglicosiladas que ocorrem natural-
mente é uma ocorréncia comum, embora relatos anteriores tenham sugerido
a sua presenga. |

Uma observagao notavel nos presentes experimentos foi que os
mutantes da GP5, quando infectam porcos in vivo, podem superar o PRRSV -
do tipo selvagem em relagdo a sua capacidade de montar uma resposta de
neutralizacdo do PRRSV do tipo selvagem que pode ser medida nas fases
tardias da infecgao (Tabela 4A). Em um cenario paralelo, foram observadbs

nao somente titulos de neutralizacdo maiores contra mutantes de PRRSV
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homo’logbs, mas também titulos mensuraveis contra o PRRSV do tipo selva-
gem (Tabela 4A). Em adigdo, a resposta ocorrida mais cedo, com titulos de
neutralizacdo detectaveis em 14 dias p.i., uma observagdo que nio é tipica-
mente notada com a infecgdo pelo PRRSV do tipo selvagem (Tabela 4B). A
neutralizagdo aumentada do PRRSV do tipo selvagem pelos soros de porcos
infectados com os mutantes do PRRSV sugere que as glicanas estavam

~ mascarando o(s) epitopo(s) de neutralizagdo que ndo induz(em) os anticor-

pos neutralizadores quando as glicanas estdo presentes. Esta observagédo
tem enorme significado sobre o planejamento. de vacinas para PRRSV mais
eficientes melhores, sugerindo que novas vacinas planejadas de forma ra-
cional dévem carregar modificagdes no padréo de glicosilagdo da GP5 com
a finalidade de melhorar a produgéo de anticorpos neutralizadores. Em adi-

¢80, sera importante estudar os efeitos que esta remogao de carboidratos

das glicoproteinas imunologicamente proeminentes do PRRSV pode ter so- -
bre os titulos crescentes de SN ndo somente para as cepas de imunizagao
homélogas, mas também para cepas de PRRSV n&o relacionadas diferen-
tes. | |

Exemplo 2. Identificacdo de sitios de Glicosilago ligada a N nos isolados de

PRRSV Norte Americano e Europeu

| Para identificar os sitios de glicosilagdo ligada a N correspon-
dendo a asparagina 34 ou a asparagina 51 em uma proteina GP5 de refe-
rénc»ia da SEQ ID NO: 1 que podem ser inativados e utilizados nos métodos
desta invengao, as proteinas GP5 de um isolado do PRRSV-No_rte America-
no (Figura 5) ou de um isolado do PRRSV Europeu (Figura 6) deséjado sao
alinhadas com a proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 (cepa Norte
Americana NVSL 97-7895). Neste exemplo, os alinhamentos foram criados
com o programa MegAlign™ da DNASTAR, Inc. (Madison, WI, USA) utili-
zando o método de alinhamento de Jotun-Hein (Hein, J.J. Em Methods in-
Enzymology, Vol. 183: pp. 626-645, 1990). Varios pardmetros de alinhamen-
to de sequiéncias eram uma penalidade de espago de 11 e uma penalidade
de comprimento de espago de 3. Para as comparagdes em pares, foi utiliza-
do um valor de Ktuple de 2.
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Na Figura 5, é evidente que o sitio de glicosilagdo ligada a N cor-
respondendo & asparagina 51 da proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO:

1 esta presente em todos os isolados do PRRSV Norte Americano mostra-

dos e compreende o sitio de glicosilagéo ligada a N "NGT". Este sitio de gli-
cosilagdo ligada a N pode ser inativado através da substituicdo de cédons
que codificam outros residuos de aminoacidos tal como glutamina ou alanina
pela asparagina 51 na sequéncia de polinucleotideo correspondente. Nestes
casos, a sequéncia de aminoacidos correspondente na variagédo de proteina

GP5 do PRRSV Norte Americano hipoglicosilada compreenderia as seqlién-

‘cias tais como "QGT", "AGT" ou "XGT", em que X é qualquer aminoacido

sem ser a asparagina. Estas ou outras variagdes hipoglicosiladas dos isola-
dos do PRRSV Norte Americano em que o sitio de glicosilagdo ligada a N
correspondendo & asparagina 51’ esta inativado também podem ser combi- |
nadas com outras variagdes de GP5 hipoglicosiladas em que outros sitios de
glicosilagdo ligada a N estéo inativados.

E também evidente partindo da anura 5, que o sitio de glicosila-

¢do ligada a N correspondendo exatamente 2 asparagina 34 da protema

GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 esta presente em apenas certos isola-
dos do PRRSV Norte Americano. Mais especificamente, as proteinas GP5
dos isolados do PRRSV Norte Americano IAF-BAJ (SEQ ID NO: 3), 94-3182

(SEQ ID NO: 7) e 94-287 (SEQ ID NO: 8) contém o sitio de glicosilagao liga-

da a N correspondendo exatamente a asparagina 34 da proteina GP5 de
referéncia da SEQ ID NO: 1 e compreendem o sitio de glicosilag&o ligada a
N "NSS". Este sitio de glicosilagdo ligada a N das SEQ ID NO: 3, 7 e 8 pode
ser inativado através da substituicdo de cddons que codificam outros resi-
duos de aminodcidos tal como a glutamina ou a alanina pela asparagina 34
na sequéncia de polinucleotideo correspondente. Nestes casos, a seqliéncia
de aminoéacidos correspondente na variagcdo de proteina GP5 do PRRSV -
Norté Americano hipoglicosilada compreenderia as sequiéncias tal como
"QSS", "ASS" ou "XSS", em que X é qualquer aminoacido sem ser a aspa-
ragina.

Em outros isolados do PRRSV Norte Americano que ndo possu-
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em o sitio de glicosilagéo ligada a N correspondendo exatamente a aspara-
gina 34 da proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1, outros sitios de -
glicosilagao ligada a N localizados no residuo 30 (Figura 5 "NAS" nas SEQ
IDNO: 2, 3,4,6,7,8,9, 11, 13) e no residuo 33 (Figura 5 "NNS" nas SEQ
ID NO: 3, 8; "NSS" nas SEQ ID NO: 6, 10, "NDS" nas SEQ ID NO: 11, 13)
também podem estar inativados. Em outras palavras, os sitios de glicosila-

' ¢&o ligada a N em outros isolados Norte Americanos localizados nas posi-

¢bes de aminoacidos correspondendo aos residuos 30 e 33 da proteina GP5
de referéncia da SEQ ID NO: 1 também podem estar inativados e ser utiliza-
dos nos metodos desta invengao. | '
Na Figura 6, é evidente que o sitio de gllcosulagao Ilgada a N cor-
respondendo a asparagina 51 da proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO:

1 também esta presente em um isolado representativo do PRRSV Europeu e

compreende o sitio de glicosilagédo ligada a N "NGT". Este sitio de glicosila-
¢ao ligada a N pode ser inativado através da substituicdo dos cédons que
codificam outros residuos de aminoacidos tal como a glutamina ou a alanina |
pela as'paragina 51 na sequéncia de polinucleotideo corresbbndente. Nestes
casos, a seqiéncia de aminodcidos correspondente na variagdo da proteina
GP5 do PRRSV Europeu hipoglicosilada compreenderia as seqliéncias tal
como "QGT", "AGT" ou "XGT", em que X é qualguer aminoacido sem ser a
asparagina. Estas ou outras variagdes hipoglicosiladas dos isolados do PR-
RSV Europeu em que o sitio de glicosilagao ligada a N correspondendo a
asparagina 51 esta inativado também podem ser combinadas com outras
variagdes de GP5 hipoglicosiladas em que outros sitios de glicosilagao liga-
da a N estao inativadds. |

Em vista do que foi descrito anteriormente, sera observado que
as varias vantagens da invengao sio atingidas e realizadas.

As modalidades foram escolhidas e descritas com a finalidade -
de melhor explicar os principios da invengédo e sua aplicagdo préatica para
através das mesmas possibilitar que outros versados na técnica melhor utili-
zem a invengdo em varias modalidades e com véarias modificagcdes que sao

adequadas para o uso particular considerado.
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Uma vez que varias modificagdes poderiam ser feitas nas cons-
trugdes e nos métodos descritos e ilustrados aqui sem sair do &mbito da in-
vengdo, é pretendido que toda a matéria contida da descri¢cao anterior ou
mostrada nas figuras em anexo seja interpretada como ilustrativa ao invés
de limitante. Assim, a extensdo e o ambito da presente inven¢ao nao devem

ser limitados por QUanuer um dos exemplos de modalidades descritos ante-

riormente, mas devem ser definidos apenas de acordo com as reivindica-

¢Oes a seguir em anexo aqui e 0s equivalentes das mesmas.
E divulgada aqui uma variedade de referéncias de patentes e
que ndo sdo de patentes, das quais cada uma é expressamente incorporada

aqui como referéncia em sua totalidade.
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DE PRRSV COM MAIOR IMUNOGENICIDADE

<110>

<120>

<130>

<160> 26
<170>

<210> 1
<211> 200
<212> PRT
<213>

'<400> 1

Met Leu Gly Arg

Leu Trp Cys Ile-

20
Ser Asn Ser Ser
35
Glu Leu Asn Gly
50
Glu Thr Phe Vval
65

Ala Leu Thr Thr

Ser Thr Ala Gly
“100
Ala Vval Cys Ala
115
Lys Asn Cys Met
130

Leu Leu Asp Thr

Cys

val

Ser

Thr

Ile

Ser

85

Phe

Leu

Ser

Lys

46589-62814

Leu

Pro

His.

Asp
Phe
70

His
Tyr
Ala

Trp

Gly

Thr

Phe

Leu

Trp

55

Pro

Phe

His

‘Ala

Arg

135

Arg

PatentIn versdo 3.3

Ala

Cys

Gln

40

Leu

Val

Leu

Gly

Leu
120

Tyr

Leu

Gly

Phe

25

Leu

Lys

Leu

Asp

Arg

105

Ile

Ser

Tyr

Cys

10

Ala

Ile

Asp

Thr

Thr

90

Tyr

Cys

Cys

Arg

Virus da sindrome reprodutiva e

Cys

Ala

Tyr

Lys

His

75

Val

Val

Phe

Thr

Trp

Board of Reagents University of Nebraska-Lincoln

PROCESSOS E COMPOSIGCOES PARA VACINAGCAO DE ANIMAIS COM ANTIGENOS

respiratdéria suina

Ser

Leu

Asn

Phe

60

Ile

Gly

Leu

val

Arg

140

Arg

Arg

vVal

Leu

45

Asp

Val

Leu

Ser

Ile

125

Tyr

Ser

Leu

Asn
30

Thr

Trp.

Ser

val

Ser

110

arg

Thr

Pro

Leu

15

Ala

Leu

Ala

Tyr

Thr

95

Ile

Leu

Asn

Val

Ser

Asn

Cys

Val

Gly

80

vVal

Tyr

Ala

Phe

Ile
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145

150

59

155

160

Ile Glu Lys Gly Gly Lys Val Glu Val Glu Gly .His Leu Ile Asp Leu

Lys

Ser

Arg

Ala

<210>

<211>

T<212>

<213> .

<400>

Met

Leu

. Ser

‘Glu

. Glu

65

Ala

Ser

Ala

Lys

Leu

145

Leu

Trp

'Ser

Leu
50

Thr
Leu
Thr

val

Asn

130

‘Leu

165

170

175

Val val Leu Asp Gly Ser Val Ala Thr Pro Leu Thr Arg Val

Glu

195

Gly

Cys

Ser

35

Asn
Phe
Thr
Ala
Cys
115

Cys

Asp

180

Gln Trp Gly Arg

2
200

PRT

Leu

200

185

190

Virus da sindrome reprodutiva e respiratdria suina

2

Lys Cys Leu Thr

ile Val Pro Phe

20

Ser Ser Gln Leu

Gly Thr Asp Trp
55
Val Ile Phe Pro
70
Thr Ser His Phe
85

Gly Tyr Tyr His
100

Ala Leu Ala Ala

Met Ser Trp Arg
135
Ser Lys Gly Lys

150

Ala

Cys

Gln

40

Leu

Val

Leu

Gly

Leu
120

Tyr

‘Leu

Gly

Phe

25

Ser

Asn

Leu

Asp

Arg

105

Ile

Ser

Tyr

Cys
10

Ala
Ile
Lys

Thr

Ala

90

Tyx

Cys

Cys

Arg

Cys

Ala

Tyr

Asn

His

75

Val

Val

Phe

Thr

Trp

155

Ser

Leu

Asn

Phe

60

Ile

Gly

Leu

val

Arg

140

Arg

Gln

val

Leu

45

Asp

val

Leu

Ser

Ile

125

Tyr

Ser

Leu

Asn

30

Thr

Trp

Ser

Ile

Ser

110

Arg

Thr

Pro

Pro
15

Ala
Ile
Ala
Tyr
Thr
95

val
Leu

Asn

vVal

Phe

Ser

Cys

val

Gly

80

val

Tyr

Thr

Phe

Ile

160
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60

Ile Glu Lys Gly Gly Lys Val Glu Val Asp Gly His Leu ileiAsp Leu

Lys Arg Val

Ser Ala Glu
195

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Met Leu Gly

Leu Trp Cys

Asn Asn Ser
.35
Glu Leu Asn
50
Glu.Thr Phe
65

Ala Leu Thr

Ser Thr Ala

Ala vVal Cys

115

Lys Asn Cys
130

Leu Leu Asp

145

Ile Glu Lys

val
180

Gln

200

PRT

165

170

175

Leu Asp Gly Ser Ala Ala Thr Pro Val Thr Lys Val

Trp Cys Arg Pro

200

185

190

Virus da sindrome reprodutiva e respiratéria suina

3

Lys

Ile

20

Ser

Gly

Val

Thr

Gly

100

Ala

Met

Ser

Gly

.Cys

val

Ser

Thr

Ile

Ser

85

Tyr

Leu

Ser

Lys

Gly

Leu

Pro.

Gln

Asp.

Phe

70

His

Tyr

Ala

Trp

Gly

150

Lys

Thr

Phe

Leu

Trp

55

Pro

Phe

His

Ala

135

Lys

Val

Ala
Cys
Gln

40

Leu

Val

Leu

Gly

Leu

120

Tyr

Leu

Glu

Gly

Phe

25

Ser

Asn

Leu

Asp

Arg

105

Ile

Ser

Tyr

Val

Cys

10

Ala

Ile

Lys

Thr

Thr
90

Tyr

Cys

Cys

Arg

Asp

Cys

Ala

.Tyr

Asn

His

75

Val

val

Phe

Thr

Trp

155

Gly

Ser

Leu

Asn

Phe

60

Ile

Gly

Leu

Val

Arg

140

Arg

His

Gln

Val

Leu

45

Asp

Val

Leu

Ser

Ile

Leu
Asn
30

Thr
Trp
Ser

Ile

Ser

110

Arg

125

Tyr

Ser

Leu

Thr

Pro

Ile

Pro
15
Ala

Ile

Ala

. Tyr

Thr

95

val

Leu

Asn

val

Asp

‘Phe

Ser

Cys

‘Val

Gly

80

Val

Tyr

Thr

Phe

Ile

160

Leu
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165

61

170

175

Lys Arg Val vVal Leu Asp Gly Ser Ala Ala Thr .Pro Val Thr Lys Val

Ser Ala Glu

195

<210>

<211>

<212>
<213>
<400>

Met Leu Gly

Leu Trp Cys

Ser Thr Ser

35

.Glu Leu Asn

50

‘Glu Thr Phe

65

.Ala Leu Thr

Ser Thr Ala

Ala vVal Cys
115
Lys Asn Cys
130
Leu Leu Asp
145

val Glu Lys

180

Gln Trp Cys Arg Pro

4

200

PRT

200

185

Virus da sindrome reprodutiva e

4

Lys Cys
Ile val
20

Ser Ser
Gly Thr

val Ile

Thr Ser

85

Gly Tyr

100

Ala Leu

Met Ser

Thr Lys

Arg Gly

165

Leu

Pro

His

Asp

Phe

70

His

Tyr

Ala

Trp

Gly

150

Lys

Thr

Phe

Leu

Trp

55

Pro

Phe

His

Ala

Arg

135

Lys

val

val

Cys

Gln

40

Leu

val

Leu

Gly

Leu

120

Tyr

Leu

‘Glu

Gly
Phe
25

Leu
Asn
Leu
Asp
Arg
105
Ile
Ser

Tyr

val

Tyr

10

Ala

Ile

Glu

Thr

Thr

90

Tyr

Cys

Cys

Arg

Gly

‘170

Cys
Ala
Tyr
e
His
75

Val
val
Phe
Thr
Trp

155

Gly

190

respiratdéria suina

Ser

Leu

Asn

Phe

60

Ile

Gly

Leu

val

Arg

140

Arg

His

Gln

val

Leu

45

Asp

val

Leu

Ser

Ile

125

Tyxr

Ser

Leu

Leu

Asn

30

Thr

Trp

Ser

val

Ser

110

Arg

Thr

Pro

Ile

Pro

15

Ala

Ile

Ala

Tyr

Thr
95

Ile
Leu
Asn

Val

Asp

175

Phe

Ser

Cys

val

Gly

80

Val

Tyr

Vval

Phe

Ile

160

Leu
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25

30

62

Lys Arg Val Val Leu Asp Gly Ser Ala Ala Thr Pro Val Thr‘Arg Val

Ser Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Leu

Leu Trp

Thr Asp

Glu Leu

50

Glu Thr

65

~Ala Leu

Ser Thr

Ala val

Lys Asn

130

Leu Leu

145

Ile Glu

Lys Arg

Glu

195

Gly

Cys

Ser

35

Asn

Phe

Thr

Ala

Cys

180

Gln Trp Gly Arg Pro

5
200

PRT

200

185

190

Virus da sindrome reprodutiva e respiratdéria suina

5

Lys Cys

Ile val
20

Ser Ser

Gly Thr

vVal Ile

Thr Ser

85
Gly Tyr
100

Ala Leu

115

Cys

Asp

Arg

val

Met Ser

Thr Lys

Gln Gly

165

Val Leu

Leu

Pro

His.

Asp

Phe.

70

His
Tyr
A}a
Trp
Gly
150

Lys

Asp

Thr

-Phe

Leu

Trp

55

Pro

Phe

His

Ala

Arg

135

‘Lys

val

Gly

Ala

Cys

Gln

40

Leu

val

Leu

Gly

Leu

120

Tyr

Leu

Glu

Ser

Gly

Phe

25

Leu

Asn

Leu

‘Asp

Arg
105
Ile
Ser
Tyr

val

Ala

Cys

10

Val

Ile

Asp

Thr

Thr

90

Tyr

Cys

Cys

Arg

Glu

170

Ala

Cys Ser

Ala Leu

Tyr Asn

Lys Phe

60
His Ile
75

Val Gly

vVal Leu

Phe Ala

Thr.Arg

140
Trp A?g
155

Gly'His

Thr Pro

Gln

Val

Leu

45

Asp

Val

Leu

Ser

~ 110

Ile

125

Tyr

Ser

Leu

val

Leu

Asn

30

Thr

Trp

Ser

Ile

Ser

Arg

Thr

Pro

Ile

Thr

Pro Phe
15

Ala Asn
Ile Cys
Ala.Val
Tyr Gly

80

Thr val

' 95

Ile Tyr

Leu Thr

Asn Phe

val Ile

160
Asp Leu
175

Arg Val
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Ser Ala

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Leu
1

Leu Trp

Asn Ser

Glu Leu

50

.Glu Thr

65

Ala Leu

Ser Thr

Ala val

Lys Asn

130

Leu Leu

145

Ile Glu

Lys Arg

Glu

195

Gly

Cys

Ser

35

Asn

Phe

Thr

Ala

Cys

115

Cys

Asp

Lys

Val

63

180 185
Arg Trp Gly Arg Pro
200
6
200

PRT

Virus da sindrome reprodutiva e

6

Lys Cys Leu Thr Ala Gly Cys

Ile Val Pro Phe Cys Phe Alé

20 . 25

»Ser Ser His Leu Gln Leu Ile

40
dly Thr Asp Trp Leu Asp Lys
55
Val Ile phe Pré Val Leu Thr
70

Thr Ser His Phe Leu Asp Thr
85 - 90

Gly Tyr Tyr His Gly Arg Tyr

100 105

Ala Leu Ala Ala Leu Ile Cys

120
Met Ser Trp Arg Tyr Ser Cys
135 |
Thr Lys Gly Lys Leu Tyr Arg
150

Arg Gly Lys Val Glu val Glu
165. 176

Val Leu Asp Gly Ser Ala Ala

180 . ) 185 -

Cys

Ala

Tyr

Lys
His
75

val
val
Phe
Thr
Trp
155

Gly

Thr

190

respiratdéria suina

Ser

Leu

Asn

Phe

60

Ile

Gly

Leu

val
Arg
140
Arg

Gln

Pro

Arg

val

Leu

45

Asp

Val

Leu

Ser

Ile

125

Tyr

Ser

Leu

Ile

Leu

Asn

30

Thr

Trp

Ser

Ile

Ser

110

Arg

Thr

Pro

Ile

Thr

190

Pro

15

Ala

Ile

Ala

Tyr

Thr

95

Ile

Leu

Asn

val

Asp

175

Lys

Phe

Ser

Cys

Val

Gly

80

val

Tyr

Thr

Phe

Ile

160

Leu

val
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Ser Ala Glu Gln Trp Gly Arg Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Met
Leu
Pro
Glu
Glu
65

Ala
Ser
Ala
Lys
Leu
145
Ile

Lys

Ser

Leu

Trp

Asn

Leu

50

Thr

Leu

Thr

val

Asn

130

Leu

Glu

Arg

Ala

195

Gly

Cys

Ser

35

Asn

Phe

Thr

Ala

Cys

115

Cys

Asp

Lys

Val

Glu

7

200

PRT

200

64
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7

Lys Cys

Ile Val

20

Ser Ser

Gly Thr

val Ile

Thr Ser

‘85
Gly Tyr
100

Ala Leu

Met Ser

Thr Lys

Arg Gly

165
Val Leu
180

Gln Trp

Leu

Pro

His

Asp.

Phe

70

His

Tyr
Ala
Trp
Gly
150
Lys

Asp

Cys

Thr

Phe

‘Leu

Trp

55

Pro

Phe

His

Ala

Arg

135

Lys

val

Gly

Arg

Ala

Cys

Gln

40

Leu

val

Leu

Gly

Leu
120

TYY

Leu

Glu

Ser

Pro

Gly

Phe

25

Leu

Asn

val

Asp

Arg

105

Ile

Ser

Tyr

val

Ala

185

Cys

10

Ala

Ile

Ala

Thr

Thr
90

Tyr

Cys

Cys

Arg

Glu

170

Ala

Cys

Val

Tyr

Arg

His

75

vVal

Val

Phe

Thr

Trp

155

Gly

Thr

respiratdéria suina

Ser

Leu

Asn

Phe

60

Ile

Gly

Leu

val

Arg

140

Arg

His

Pro

Arg
val
Leu
45

Asp
Val
Leu

Ser

Ile

125

Tyr

Ser

Leu

val

Leu

Asn

30

Thr

Trp

Ser

val

Ser

110

Arg

Thr

Pro

Ile

Thr

190

Pro

15

Ala

Ile

Ala

Tyr

Thr

95

Ile

Leu

Asn

Val

Asp

175

Arg

Phe

Ser

Cys

Val

Gly

80

‘vVal

Tyr

Ala

Phe

Ile

160

Leu

val
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<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Met

Leu

Asn

Glu

Glu

65

Ala

Ser

. Ala

Lys

Leu

145

Ile

Lys

Ser

Leu

Trp

Asn

Leu

50

Thr

Leu

Thr

val

Asn

130

Leu

Glu

Arg

‘Ala

195

Gly

Cys

‘Ser

35

Asn

Phe

Thr

Ala

Cys

115

Cys

Asp

Lys

val

Glu

195

200

200

PRT

65

Virus da sindrome reprodutiva e

8

Lys Cys Leu Thr -Ala

Ile Val Pro Phe Cys

20

Ser Ser His Leu Gln

40
Gly Th; Asp Trp Leu
55
Val Ile Phe Pro Val
70
Thr Ser His Phe Leu
85

Gly Tyr Tyr His Gly

100

Ala Leu Ala Ala Leu
120

Met Ser Trp Arg Tyrx

135
Thr Lys Gly Arg Leu
150
Lys Gly Lys Val Glu
165

Val Leu Asp Gly Ser

180 .

Gln Trp Gly Arg Pro

200

Gly
Phe
25

Leu
Asn
Leu
Asp
Arg
105
Ile
Ser
Tyr

val

Ala

185

Cys

10

Ala

Ile

Asp

Thr

Thr

90

Tyr

Cys

Cys

Arg

Glu

170

Ala

Cys

Ala

Tyr

Lys

His

75

Val

vVal

Phe

Thr

Trp

155

Gly

Thr

respiratéria suina

Ser

Leu

Asn

Phe

60

Ile

Gly

Leu

val

Arg

140

Arg

Gln

Pro

Gln Leu Pro

val

Leu

45

Asp

val

Leu

Ser

Asn
30

Thr
Trp
Ser

Ile

Ser

- 110

Ile
125

TYyr

Ser

Leu

Ile

Arg

Thr

Pro

Ile

Thr

190

15

Ala

Ile

Ala

Tyr

Thr

95

Ile

Leu

Asn

Val

Asp

175

Arg

Phe
Ser
Cys
Val
Gly
80

val
TYyTr
Ala
Phe -
Ile

160

Leu

val
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<210>

<211>

<212>

<213>

_<400>

Met Leu
Leu Trp
Ser Ser
Glu Leu
50
Glu Thr
65
Ala Leu
Ser Thr
Ala val
Lys Asn
130
Leu Leu
145
Ile Glu
Lys Arg

Ser Ala

<210>

Gly
Cys
Ser
35

Asn
Phe
Thr
Ala
Cys
115
Cys
Asp
Lys

Val

Glu

195

9

200

PRT

66
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9

Lys

Ile
20

Ser

Gly'

val

Thr

Gly

100

Ala

Met

Ser

Gly

Val

180

Gln

10

Cys

val

Ser

Thr

Ile

Ser

85

Tyr

Leu

Ser

Lys

Gly

165

Leu

Trp

Leu

Pro

Gln

Asp

Phe

70

His

Tyr.

Ala

Trp

Gly

150

Lys

Asp

Cys

Thr

Phe

Leu

-Trp

55

Pro

Phe

His

Ala

Arg

135

Lys

val

Gly

Arg

Ala

Cys

Gln

40

Leu

val

Leu

Gly

Leu

120

Leu

Glu

Ser

Pro

- 200

Gly

Phe

25

Ser

Asn

Leu

Asp

Arg

105

‘Ile

Ser

Tyr

val

Ala

185

Cys
10

Ala
Ile
Lys
Thr
Ala
90

Ser
Cys
Cys
Arg
Asp

170

Ala

Cys

Ala

Tyr

Asn

His

75

val

val

Phe

Thr

Trp

155

Gly

Thr

respiratdéria suina

Ser

Leu

Asn

Phe

60

Ile

Gly

Leu

val

Arg

140

His

Pro

Gln Leu Pro

Val
Leu
45

Asp
val
Leu
Ser
Ile
125
Tyx
Ser
Leu

val

Asn
30

Thr
Trp
Ser

Ile

Ser

110

Arg.

Thr

Pro

Ile

Thr

190

15

Ala

Ile

Ala

Tyr

Thr

95

val

Leu

Asn

Val

Asp

175

Lys

Phe
Ser
Cys
Val
G;y

80

val

Tyr

Thr
Phe
Ile
160

Leu

Val
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- <213>

<211> 200

<212> PRT

<400> 10

Met Leu Gly Lys

Leu Trp Cys Ile
20
Asn Ser Ser Ser
35
Glu Leu Asn Gly
50

Glu Thr Phe Val
65

Ala Leu Thr Thr

.Ser Thr Ala Gly

100

‘Ala Val Cys Ala

115

. Lys Asn Cys Met

130

Leu Leu Asp Thr

© 145

Ile Glu Lys Gly

Lys Arg Val Val

180

Ser Ala Glquln
. 195

<210> 11

<211> 200 .

Cys
5

Val
Ser
Thr
Ile
Ser
85 .
Phe
Leu
Ser
Lys
Gly
165

Leu

Trp

Leu

Pro

His

Asp

Phe

70

His

His

Ala

Trp

Gly

150

Lys

bAsp

Gly

Thr

Ser

Leu

Trp

55

Pro

Phe

His

Ala

Arg

135

Arg

val

Gly

Arg

67

Ala Gly Cys

Trp

Gln

40

Leu

Val

Leu

Gly

Leu

120

Tyr

Leu

Glu

Ser

Pro

200

Phe

25

Leu

Ala

Leu

Asp

Arg

105

Ile

Ser

Tyr

val

val

10

Val

Ile

Asp

Thr

Thr
90

Tyr

Cys

Cys

Arg

Glu

170

Ala

185

Virus da sindrome reprodutiva e

Cys

Ala

Tyr

Lys

His

75

Val

vVal

Phe

Thr

Trp

155

Gly

Thr

respiratéria suina

Ser
Leu
Asn
Phe
60.

Ile
Gly
Leu
val
Arg
140

Arg

His

Pro

Gln

Val

Leu

45

Asp

val

Leu

Ser

Ile

125

Tyr

Ser

Leu

Ile

Leu

Ser

30

Thr

Trp

Ser

vVal

Ser

110

Arg

Thr

Pro

Ile

Thr

190

Leu

15

Ala

Leu

Ala

Tyr

Thr

95

Ile

Leu

Asn

val

Asp

175

Arg

Phe

Ser

Cys

val

Gly

80

val

Tyr

Ala

Phe’

Ile

160

‘Leu

val



10

15

20

25

30

<212>
<213>
<400>

Met Leu

Leu Trp

Asn Asp

Glu Leu

50

Glu Ser

65

Ala Leu
Ser Thr
Ala val
Lys Asn
130
Leu Leu
145
Ile Glu
Lys Arg
Ser Ala
<210>

<211>

<212>

Glu

Cys

Ser

35

Asn

Phe

Thr

Ala

Cys

115

Cys

Asp

Lys

val

Glu

195

PRT

68
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11

Lys

Ile

20

Ser

Gly

val

Thr
Gly
100
Ala

Met

Thr

val

©180

Gln

200

PRT

Cys

val

Ser

Thr

Ile

Ser

85

Phe

Leu

Ser

Lys

Gly

165

Leu

Trp

Leu

Pro

His

Asp

Phe

70

His

val
Ala
Trp
Gly
150
Lys

Asp

Gly

Thr

Phe

Leu

Trp

55

Pro

?he

His

Ala

Arg

135

val

Gly

‘Arg

Ala

Cys

Gln

40

Leu

vVal

Leu

Gly

Leu
120

Tyr

Leu

Glu

Ser

Pro

200

Gly

Phe

25

Leu

Ala

Leu

Asp

Axg

105

Thr

‘Ala

Tyr

vVal

val

185

Cys

10

Ala

Ile

Asn

Thr

Thr

90"

Tyr

Cys

Cys

Arg

Glu

170

Ala

Cys

val

Tyr

Lys

His

75

vVal

vVal

Phe

Thr

Trp

155

Gly

Thr

respiratéria suina

Ser

Leu

Asn

Arg
Ala

Leu

Y

Phe

60

Ile

Ala

Leu

val

Arg

140

Arg

His

Pro

Asp

val

Leu

Ser

Ile

125

Tyx

Ser

Leu

Ile

Leu
Asn
30

Thr
Trp
Ser
val
Ser
110
Arg
Thr
Pro

Ile

Thr

190

Leu

15

Ala

Leu

Ala

. Tyr

Thr

95

Ile

Phe

Asn

val

Asp

175

Arg

Ser

Ser

Cys

Val

Gly

80

val

Tyxr

Ala

Phe

Ile

160

Leu

val
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<213>

<400>

Met

Leu

‘Gly

Glu

Glu

65

Ala

Ser

.Ala

‘Lys

Leu

145

Ile

Lys

Ser

Leu

Trp

Asn

Leu

50

Cys

Leu

Thr

val

Asn

130

Leu

Glu

Arg

Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

Gly

Cys

Ser

35

Asn

Phe

Thr

Ala

Cys

115

Cys

Asp

Lys

val

Glu

195

69
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12

Lys Cys Leu Thr
5

Ile vVal Pro Ser

20 |

Gly Ser Asn Leu

Giy Thr Asp Trp
55
Val Ile Phe Pro
70
Thr Ser His Phe
85
ély Phe Val His

100

Ala Leu Ala Ala

Met Ser Trp Arg
135

Thr Lys Gly Arg

150
Arg Gly Lys Val
165
Val Leu Asp Gly
180

Gln Trp Ser Arg

13

200

PRT

Ala

Cys

Gln

40

Leu

val
Leu
Gly
Leu
120
Tyr
Leu
Glu

Ser

Pro

200

Gly

Phe

25

Leu

Ala

Leu

Asp

Arg

105

Ile

Ser

Tyr

val

Ala

185

Cys

10

val

Ile

Asn

Thr

Cys

Ala

Tyr

Lys

His

- 75

Thr
90

TYX
Cys
Cys
Arg
Glu

170

Ala

val
Val
Phe
Thr
Trp
155

Gly

Thr

respiratdéria suina

Ser

Leu

Asn

Phe

60

Ile

Gly

Leu

val

Arg

140.

Arg

His

Pro

Gln

val

Leu

45

Asp

vVal

Leu

Ser

Ile

125

Tyr

Ser

Leu

val

Leu

Ser

30

Thr

Trp

Ser

val

Ser

110

Arg

Thr

Pro

Ile

Thr

190

Leu

15

Ala

Leu

Ala

Tyr

Thr

95

Met

Leu

Asn

val

Asp

175

Arg

Phe

Asn

Cys

val

Gly

80

Val

Tyr

Ala

Phe

Ile

160

Leu

Val
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<400>

Met

Leu

Asn

Glu

Glu

65

Ala

Ser

Ala

Lys

Leu

145

Ile

Lys

Ser

Leu

Trp

Asp

Leu

50

Ser

Leu

Thr

val

Asn

130

Leu

Glu

Arg

Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

Giu

Cys

Ser

35

Asn

Phe

Thr

Ala

Cys

115

Cys

Asp

Lys

val

Glu

195-

13

Lys Cys Leu Thr Ala

Ile vVal Pro Phe Cys

20

Ser Ser His Leu Gln
40

Gly Thr Asp Trp Leu

55
val Ile Phe Pro Vval
70
Thr Ser His Phe Leu
85"

Gly Phe Val_His Gly

100

Ala Leu Ala Aia Leu
120

Met Ser Trp. Arg Tyr

135
Thr Lys Gly Gly Leu
150
Arg Gly Lys Val Glu
165

Val Leu Asp Gly Ser

180

Gln Trp Gly Arg Pro
200

14

200

PRT

Virus da sindrome reprodutiva e respiratdéria suina Consensus

Gly

Phe

25

Leu

Ala

Leu

Asp

Arg

105

Thr

Ala

Tyr

Val

val

185

70

Cys

10

Ala

Ile

Asn

Thr

Thr

90

Tyr.

Cys

Cys

Arg

Glu

170

Ala

Cys

val

Tyr

Lys

His

75

val

val

Phe

Thr

Trp

155

Gly

Thr

Ser

Leu

Asn

Phe

60

Ile

Ala

Leu

Val

Arg

140

Arg

His

Pro

Gln

Ala

Leu

45

Asp

val

Leu

Ser

Ile

125

Tyr

Sexr

Leu

Ile

Leu
Asn
30

Thr
Trp
Ser
val
Ser
110
Arg
Thr
Pro

Ile

Thr

190

Leu

15

Ala

Leu

Ala

Tyr

Thr

95

Ile

Phe

Asn

Val

Asp

~175

Arg

Sér

Ser

Cys

Val

Gly

80

val

Tyr

Ala

Phe

Ile

160

Leu

Val
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<221>

<222>

- <223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

-Met

Leu

. Asn

Glu

Glu

65

Ala

Ser

Ala

<400>

Leu

Trp

Xaa

Leu

50

Thr

Leu

Thr

Val

Gly

Cys

Ser

35

Asn

Phe

Thr

Ala

Cys

115

misc_feature

(34)..(34)

71

Xaa pode ser Ser, Asp, Asn ou Thr

misc_feature
(58)..(58)

Xaa pode ser

misc_feature
(94)..(94)

Xaa pode ser

misc_feature
(164)..(1l64)
Xaa pode ser
14

Lys Cys Leu

Ile val Pro
20

Ser Ser His

Gly Thr‘Asp

val Ile Phe
70
Thr Ser His
85
Gly Tyr Tyr
100

Ala Leu Ala

Lys, Asn, Glu, Asp,

Ile 6u val

Gly, Arg,

Thr Ala

Phe Cys

Leu Gln

40

Trp Leu

55

Pro Val

Phe Leu

His Gly

Ala Leu

120

Gly

Phe

25

Leu

Asn

Leu

Asp

Arg

105

Ile

Lys,

Cys

10

Ala

Ile

Xaa

Thr

Thr

90

Tyr

Cys

ou Ala

ou Gln

Cys
Ala
Tyr
Lys
His
75

Val

val

Phe

Ser

Leu

Asn

Phe

60

Ile

Gly

Leu

val

Gln

val

Leu

45

Asp

val

Leu

Ser

Ile

125

Leu

Asn

30

Thr

Trp

Ser

Xaa

Ser

110

Arg

Pro

15

Ala

Ile

Ala

Tyr

Thr

95

Ile

Leu

Phe

Ser

Cys

Val

Gly

80

val

Tyxr

Ala
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Lys Asn éys
130

Leu Leu Asp

145

Ile Glu Lys
Lys Arg Val

Ser Ala Glu
195

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

Met Arg Cys

. !

Phe Trp Trp

Asp Gly Asn
35
Ile Cys Glu
50 .
Ala Val Glu
65

Leu Gly Phe
Ala Val Ser
Val Tyr Gly

115

Ala Ala Lys

Met Ser Trp Arg

135

Thr Lys Gly Lys

150

Xaa Gly Lys Val

165

72

Tyr Ser Cys Thr

Leu

Glu

Val Leu Asp Gly Ser

180

Gln Trp Gly Arg

15
201

PRT

Pro

200

Tyr

Val

Ala

185

Arg

Txp

155

Arg Tyr Thr Asn Phe

140

Arg Ser Pro

Glu Gly His

170

Ala

Thr

Virus da sindrome reprodutiva e

15

Ser His

Leu Phe
20

Gly Asp

Leu Asn

Thr Phe

Leu Thr

85

Thr Ala

100

Ala Cys

Asn Cys

Lys

Leu.

Ser
Gly
val
70

Thr
Gly

Ala

Met

Leu

Leu

Ser

Thr

55

Leu

Ser

‘Phe

Phe

Ala

Gly

Cys

Thr

40

Asp

Tyr

His

val

Ala

120

Cys

Arg

Thr

25

Tyr

Trp

Pro

Phe

Gly

105

Ala

Arg

Phe

10

Gly

Gln

Leu

val

Phe

90

Gly

Phe

Tyr

Leu

Leu

Tyr

Ser

Ala

75

Asp

Arg

Val

Ala

Pro

Leu

val

Ile

Thr

190

Val Ile

160
Asp Leu
175

Arg Val

respiratéria suina

Thr

Ser

Ile

Ser

60

Thr

Ala

Tyr

Cys

Arg

Pro

Trp

Tyr

45

His

His

Leu

val

Phe

125

Thr

His

Ser

30

Asn

Phe

Ile

Gly

Leu

110

Val

Arg

Ser Cys
15

Phe Ala
Leu Thr
Gly Trp
Leu Ser
80

Leu Gly
95

Cys Ser

Ile Arg

Phe Thr
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130

Asn Phe Ile

145

Ile Val val

Thr Ile Lys

Arg Thr Ser

195

'<210>

<211>
<212>
<213>
<400>
a;gacgtata
ggtacagccc
gcttaggggt
accctttaac
ttatggcgga

tgaatctcca-

. tceggtggac

ggctttctge
gaatggtgcg
aggctctaca
gégtggccgt
atgtgctaac
agtgtgctat
ggaaagtctc
agttgaagtt
tgtctaagtt
acggctgtct

cgctecceccact

135

73

Val Asp Asp Arg Gly Arg Val His

150 155

Glu Lys Leu Gly Lys Ala Glu Val
165 170
His Val Val Leu Glu Gly Val Lys
i80 185
Ala Glu Gln Trp Glu Ala
200

16
15414
DNA

Virus da sindrome reprodutiva e

16

ggtgttggct

aaaactagct

ctgtcecctag

catgtctggg
gggccaagtc
agttcctgag
gttg;cacgt
gatctttcca
ggtcgcagét
agtttatgaa
ttttgccaa¢

caacctgceca

ggctgacgte

ctgggccccect
gatcgcgaac
tgtgttcata
cccecgctaat

ggacgttcag

ctatgccatg
gcacagaaaa
caccttgett
atacttgatc
tactgcacac
cttggagtgc
gcattcccca
attgcacgaa
gagatttaca
cggggttgcce
tccctacatg
ctceccgecaga
tatgatattg
cgtggcgggg
caactccaca
gcccctggga
actgtccectg

aacaaagaaa

acatttgtat
cgcccttctg
ccggagttge
ggtgcacétg
gatgtctcag
tgggcctatt
ctgttgagtg
tgaccagtgg
gagccggceca
gctggtacce
tgagtgataa
ggcctaagcc
gtcatggcgc
atgaggcgaa
tctecttcecee
gtggtgtctce
aaggtaactg

ttcgececgtge

140

Arg Trp Lys Ser Pro

160

Asp Gly Asn Leu Val

175

Ala Gln Pro Leu Thr

190

tgtcaggagce

tgacagccct
actgctttac
cacccccaat
tgcacggtct
ttacaggccc
cteceeeecgee
aaacétgéac
gctcacccect
tatagtcgga
acctttcccg
tgaagacttt
cgtcatgtat
atttgaaact
gccccaccac
tatgcgggtc
ctggtggcgce

caaccaattc

respiratéria suina

tgcgaccatt

cttcagggga

ggtctctcececa
gccagggtgt
cteccttecte
gaagagccac
ggggcctgct
tttcaacaaa
gcagtcttga
cctgtcectg
ggagcaactc
tgceccttttg
gtggccaaag
gtccctaggg
gcagtggaca
gagtgcccac
ttgtttgact

ggctatcaaa

60
120
186
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080
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ccaagcatgé
cagtgactgé
tccgecactt
taagggtaga
gcagtcacaa
ccacagtcgce
atgccggcgc
gtggttggca
ctcttceccga
ccatccaaat
aatacgtgct
cttctttgcet
ccccagatge
taatgcactt
actgtccggc
gaggaggaga
ttgaggaétg
caaggattga
agagggtttg
gggttggggc
ttectgtegt
tgtccaattg
ccgtactcte
ctggccecgeg
atctgctgaa
aggttgatct
paagagttca
ccgctccacg
ttcctgacgg
agccgatgac
cagtgacatc

cggtgacgcce

tgtcgctgge
tacagatgga
cagactggcg
gcccaatacg
aﬁggtacggt
tcaccgecgcece
tgataaggct
ctgcatttcc
gagggtgaga
tctcaagcectce
taagctggaa
ccccégtgaa
ggtcgaagtt
gcctagcagt
ttceceeggte
gcaccctgat
étgttgccat
tcagtaccte
ccegcecgage
ttcaactcag
gactcaagag
ctactatcct
taagctggag
acccgcacta
actagtcaac
gaaagcttgg
gcctcgaaaa
caggaaggtc
tcgggaagat
acctctgagt
tttgagtgtg

cttgagtgag

aagtacctac
cccattgtcg
gaagagccta
tcgccattga
gctggaéaga
ttgccegete
gtgcatctca
gccatcgcecca
ccttcagatg
cctgcggcect
ggcgagcatt
tgtgttgagg
ttcggatttg
gtcatcccag
actactgtgt
caggtgcgcect
cagaataaaa
catggtgcaa
gctgcggaca
acaaccaaac
cctttggaca
gcacaaggtg

ggggttgttc

ccgaacggge

gcccaggcaa
gtcaaaaact
acaaagtctg
agatctgatt
ttgactgttg
gagcctgcac
ctggccccag

ccaatttttg

74

aacggaggct
tacagtattt
gcctcectgg
gtgacaaggg
gagcaaggaa
gtgaaatcca
ggcactattc
accgaatggt
actgggctac
tggacaggaa
ggactgtctc
gctgttgtga
accctgectg
ctgctctggce
ggactgtttc

taggaaaaat

ccaaccgggce

caagtcttga
ccttetttga
agctccatgt
aagactcagt
acgaggttcg
gtgaggaata
tcgtcgéact
cttcagaaat
acccacggtg
tcaagagctt
gtggcagccc
gtggcccect
ttatgceccge
ttcctgcacce

tgtctgcacc

gcaagctaét
ctctgttagg
gtttgaagac
tggaaaaatc
agcaégctct
gcaagccaaa
tcecgectgece
gaattccaaa
tgacgaggac
cggtgcttgt
tgtgaccctt
gcataagagc
ccttgaccga
égaaatgtcc
acaattettt
catcagcctt
caccccggaa
agaatgctfg
ttggaatgtt
caaccagtgce
ccctctgace
tcaccgtgag
tgggctcacg
taaagaccag
gatggcctgg
gacaccgcca
gccagggaac
gattttga;g

tgatctttcg

Agttgcaatat

gcgtagaact

gcgacacaaa

gatctecgag
gagagctgga
ctcctcagaa
tthggtttg

ggtatgacca

aagcacgagg’

gacgggaact

tttgaaacta

cttgtgaaca

gttggcgcca
gggatgtccce
ggacﬁtgétc
ctggctgagy
ggcgacccca
gcccgccéca
tgtcaagttg

gaggttgcgg

‘attaggcttg.

gtgctcectg
cgcgectctgg
gccttthgc
aggctaaact
ccaactgaaé
atggaggagg
gcagccgagce
ccecectecac
aaacctgtcc
ggcgacaatg
acaccatccg
atttctaggce
gtgtcccgaé

ttttagcagg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640

. 2700

2760

2820

2880

2940

3000
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tggaagaagc

ctgcatcctc

_ttctggaggt

atgacatcaa
gcccaaaaca

gaagggaaaa

‘gtgaccctge

ggcgcaacac

caaagatgat

‘cgcctgcace

atgttccacg

tgacatcctt

cgcgggggtt

‘ccaccgattt

taagaaagaa
cccatctece
attggggttt

ttggttttgt

tttttggetg.

gcactgcttg

. tcaaaccttg

ttcttggcag

ttgttgcaga

- gctggggatc

cgcgtgcgac
tggaccccat
agcaacccte
gaactgtggt
aggcgggtgg
cattccgagce
tcgacceccga

ttggtgtggg

gaatctggcyg
acagactgaa
gggggggcaa
ccctgcacct
ctctgctcaa
agaagcatgc
cacgcaggaa
gtctgcttac
actcgagaca
ttcecgtgggt
catcctcggg
cggggaagaa
tgacgagagc
gccaccttca
agctgaaagg
tgttttctté
tgcagctttt
tcecectettg
ttggttgget
tgagtttgac
ggaccctgtt
gttactgggc
ttgtatcttg
ttgtgtaaga
caggtcgtcé
tttecteget

tgaaaaaccc

.cgctcagect

ggcgatagtg
tcecctttttet
cacttttact

ggactttgcc

gcaacaacgc

tatgaggctt

gaagctgagg
gtgtcatcaa
gccatcattg
ctcagcatca
tggctttcte
caggcgttcce
ccgeecgeect
gcagagagtg
aaaatagaaa
ccggtgtgceg
acaacggctce
gatggtttgg
ctcttcgacce
tcaéacctct
acttﬁatttt
ggtgtttttt
tttgctgttg
tcgccagagt
cgcagecttg
ggggcacgct
gctggagctt
actgctecta
ctcatcgacce
actgggtggc
atcgegtteg
tatgatccta
gccgaggcecag
cccaccggag
acagctctcc

caactgaatg

75

tgacgcacca
ctccectaac
aagttctgag
gcagctcgct
actcgggegg
tgcgtgaggce
gcatgtggga
gcatcttaga
acccgtgtgg
accttaccat
acgccggcga
accaacctgt
cgtccgetgg
atgcggacga
aattgagccg
tcaaatctga
gcctettttt
ctgggtcﬁtc
gcctgttcaa
gtaggaacgt
ttgtgggcce
acatctggca
atgtgcttte
atgaaatcgce
tgtgcgatceg
gcgggtgcetg
cccagttgga
accaagccgt
tcccaaaagt
tgaaggttga
ggtctggtta

gattaaaaat

ggacgaacct

.accactgcag

tgaaatctcg
gtcaagtgﬂt
gccctgeagt
ttgtgatgcg
tagggttgac
tggtaggttt
gtttgtgatg
tggttcagtc
gatgcccaac
caaggacﬁcc
tacaggtggt

gtgggggccg

tcaggttttt

cagtggttat
gtgttacagce
tcggecgtgtg
gcctgtgtec
ccttecattcect
cgtcggtcecte
ttttﬁtgctt
tcaaggtagg
cttcaacgtg
gttttgtgceg
gaccggccga
tgaaaagagg
aaagtgcttg
ggtcaaggtt
tcctgagtge
ctccaccaca

caggcaaatt

ctagatttgt
aacatgggta
gatacactga
aagatcacac
gggcatctcec
gctaagctta
atgctgactt
gagtttctcc

ctgcctecaca

gccactgaag

c;ggggctct
tggatgtcgt
gctgacttac
ttacggacgg
aacctcgtct
tctcecgggtg
tacccattct
cgcatgggag
gacccagtcg
ﬁttgagcttc
ggccttgceca
aggcttggca
tgtaaaaagt
ttcectttta
ccaaéaggca
agtcccattg
attacggcta
cgggtgttac
tcecgetatte
aggatcgtgg
aacctcgtcc

tccaagcecect

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860

4920
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cgggaggaég
tgcttgctgé
ggtgcactaa
tgtgcatcte
ttcaggaaat
tgagttgtaa
cccttacctg
tcaccattct
ccgtggtgtt
ttacccécta
ccgcaccaga
tgctgtttac
cctcactgaa
tcgatgggaa
tttccggggt
ctgattgccc
ctggccgégc
tcgeettetg
agcttgtecgg
ctggccagtt
gacctaaggt
aggtaccttc
ccaccgtcca
cgcccttggt
ggagtgtttt
ttctgatgat
acagccttgg
tgcaggcagt
caccagtccce
ttaagtaccg
tcttgcgata

atcatgagtc

cccgcacctce
agtttatgta
cccattcgcec
ccaacatggc
tgcectagte
ggctgatatg
gttgctctgt
atggttggtg
attggttgct
tgatattcat
tgggacttac
cccgtctcag
caccgtcaat
aattaagtgc
cggcttcaat
gaattggcaa
ctattggctg
cttcaccgeg
cgttcacaca
ttgcaatgtg
cccgeteggt
agatctttgce

acttctgtgt

tgctgttggg

ctcctttgga
caggcttcta
tgcagcgacc
aatgaattta
agtgattgcg
ctgcétgcac
ctttgccgag

gctgactggt

attgctgcce
actgcagtgg
gtcecctgget
cttaccctge
gttttgattt
ctgtgcgtct
gtgtttecctt
tttttcttga
ctttggcttce
cattacacca
ttggcecgetg
cttgggtcce
gtggtcgggt
gtéactgccg
caaatgcttg
ggggctgctce
acatcctctg
tgcggecgatt
ggatcaaaca
gcacccatca
gatgtgaagg
gccttgettg
gtgtttttce
ttttttatct
atgtttgtge
acagcagctc
ggttttgtcg
agtacctatg
tgtggtgttg
aatgtccttg
gggaaattga

gcectegeta

76

tgcatgttgce
ggtcttgcgg
acggacctgg
ccttgacagc
tcgttteccat
tacttgcaat
gctggttgcé
tgtctgtaaa
taggccgtta
atggccceccg
teccgecgege
ttcttgaggg
cctccatggg
cacatgtcct
actttgatgt
ctaagaccca
gcgtcgaacce
ccgggtecce
aacaaggagg
agctgagcga
ttggcagcca
ctgccaaacc
tcctgtggag
;gaatgaggt
tatcttggcet

ttaacaggaa

cagatctgge

ccttectgece
tgcacctcct
ttggcgatgg
gggaaggggt

tgagacttaa

ttgctcgatg
taccggcacc
ctcectetge
acttgtggca
cggaégcatg
cgccagcectat
ctggttctct
tatgcctteg
tactaatgtt
cggtgttgcé
tgcgttgact
cgctttcaga
ctctggcgga
tacgggtaat
aaaaggggac
attctgecgag
cggtgtcatt
agtgatcaéc
aggcattgtt
attaagtgag
cataattaaa
cgaactggaa
aatgatggga

tcteccaget

cacaccatgg

cagattgtca
ggcaactcaa
tcggataa;g
tgccataatt
tgcgttqtct
gtcgcaatcce

tgacgaggac

gegttgcaca

aacgatécgt

acgtccagat

ggattcggtc

gctcataggt

gtttgggtac

ttgcacccte
ggaatcttaa
gttggtcttg
gccttggcta
ggcégca;cg
actcgaaagc
g;gttcacta
tcagctaggg
ttcgccatag
gatggatgga
gggaatggat
gaagccggtg
acgcgeccect
ttctttgctg
gacatatgcg
ggaggcctct
catgéctgga
gtactggtce
tctgcgcaag
ctcgecetttt
gggcacccgt
gtcgtgacct
ttgtacttgt
gcggctttet
tgcgggatga

ttggattttc

4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720 -
6780

6840
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ttacgaaatg

gccagttcat

~aggttgataa

cccaactctce
tcgacctaaa
ccgggtccaa
ccgtgectat
aggatcgttt
gtggaaagaa
tccatgataa
ctgagaaggg
cctccecccatce
gggaagctge
tgacagccaa

aggagcagtg

ggttgttact

-acctgtgaat

acaéécggtt
gcttatagac

gccgggaaac

. ggaaattgca

tgaaattggt

agttttacag

" cccagtgceac

cgtcttggcec

tgtccttgat

tgaggacgcc

acctggagtt

cgttcatcgg

gtttccaacc

gcgggaaaac

gaagactagg

gactgatttt
cgaggctgcece
ggttcgaggt
gcccggtgac
ggttggtage
aatgacégtg
ccccctteca
gaataagaag
étatcagaaa
cacagacgcg
aactctgtgce
tggcaagaaa
gaagctﬁ;cc
agaagtggag
tﬁtaaactgc
gagacagcgg
ttaaaégtgg
écaagaccgg
gtcttaatct
actgggatcg
ctcagtgcgc
cttccttata
aatacaaggt
gcggcetgect
acgactatgc
tatcttgatt

gcattaagag

.cttcgecttg

ccttccactt
aaggacatcc
tggcaaactg

acaatactceg

aagtgttttg
tatgctaaag
actttggcca
attgttgttg
accaagcata
gcgegtgteg
ccgaaagttc
aagaggcgca
ttttgggaca
tgggagtgcc
gggcatacta
ttcctggtcé
gtggaacagg
aaactgaaaa
tagccgccag
taaaaatagt
ccagfgaggt
ttgatggtgg
ccggegetga
atggcacgct
aaataataca
agctgtaccc
ttggagacat
gcctcacgec
ccteceggttt
ctaggcctga
acctctccaa
tgcgtaagta
accctgccaa
agagcgtccce
ttaccccttg

gcaccaataa

77

tttctgcatce

cacttagaat.
aacttgaagc
ctcttggcecca
ccctccaage
ttgatccaac
tggagaatgg
ggatggaagc
agaactccgg
tcagagttga
ccattgaaga
ccgtctaccce
cccttggecat
gaataattga
cggcttgacc
caaatttcac
tgagctaaaa
tgttgtgetc
tgcatctccce
ttgggatttt
ggcttgtgac
tgtcaggggc
accttataaa
caatgccact
tgagttgtat
ctgccccaaa
gtatgacttg
cctgtttgcet

gaattctatg

tgaaatcgac

taccctcaag

cttcattgca

caacatgagg
tgaacttgcc
ttttgctgat
tacgcctgtt
cattgagacc
ccccacaccce
tcccaacgec
cgtcggcatc
tgatgtgttt
caaccctgec
taagacttac
agagagcéaa
gatgaatgtc

caaactccag

cgctgtggtce

aaccggacct
gacgcggtceg
ctgcgctceg
aagttactcg
gaggccgagg
attaggcgceg
aaccctgagce
acccccagtg
ccggtgactg
gtaccgacca
cagttgacag
tccacccaag
catgtgggta
gctggaataa
gttctgtgceg
aaacagtatt

ctggceccacce

aatgcggcgg
cagttggtgce
accgtggcac
ggcggtatct
agagttcttg
ccacccgecac
tggggggatyg
tttgttatgg
tatgaggagg
gactttgacc
agtgtctacg
aaaaaccaat
gacggtgaac
ggcctgacta
gcggeggett
tcaccctagg
agcataacca
cagttccttce
ccecgecacgg
écactaaaga
gcgacgcacc
gggtaaaagg
acactggaag
atgggecgctce
ttccagegtce
agcacggctg
gectttgtttt
agtgcccgece
atgggaacag
cacaggccgt
gtgggaagaa

gggcagecgtt

6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320°
7380
7440
7500
7560
7620.
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700

8760
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gagtggtgﬁc
aaacaaattt
atcctgegat
acttgcctgt
ggtcacgcag
ttctgtgtecce
ctttaaaagt
catgétcaag
tceccaccatg
gacggaccca
aaatggacgc

gaaggcaagc

tgcttgttta

tgcccgcaag
actcagatcc
tccgtacgcece
ttgtccagtc
acﬁcccccta
gcctccacgg
ataccagact
tctaccagac
ggtcgctgtce
gaaaacatac
ccagaccatg
tacgacgctg

cggttggtgt

tgtcttgagg

cccagtgggt
gaccatctgg
acttgtatcc
gcaagtcctce

tcaaggcgcce

acccagggct
aaagagcttce
cgctccacac
gctgaagan
tccggegeag
aacaccattt
ggtcaccctce
gttcéacccc
ccaaactacc
aagaagacag
cagctcgtcec
aatgtctctg
gagtatgatc
gacggctaca
aatcatgagg
actgcctgtg
atcatctggt
gggaaaggca
actgtaatca
cgccgeggat
ggtgattatg
géctctaatg
tggctectte
ctcgatatga
caattccctg
cctggcaaga
cttcttagca
tttgattctc
agatttggac
atggtcaaca
accccttacce

acatttgatg

tcatgaaaaa
agactccggt
ctgcaattgt
acctgecegtce
taactaagag
acagcttggt
atggccttct
tgatcgtcta
actggtgggt
ccataacaga
ctaaccgtga
aatactacgce
ccgaatggtt
gtﬁttcccgg
ggaagaagtc
gcctcgacgt
gtggccaccc
caagccctct
tgcatgtgga
tagtctccgt
ctagcaccgce
tgttgcgcag

aacaggtcca

ttagggcttt

cccecteeceg
attccttect
aaactaccct
attgctatgt
agaatatctg
caacccgtgt
acagggaccg

tggttacact

78

ggégtttaac
cttaggcagg
ccgectggttt
gtacgtgttg
aggtggcctg
gatatatgca
gtttctacaé
ttcggacgac
tgaacatctg
ctcgceccatca
caggattctc
ctcggcgget
tgaagagctt
ccecgecgtte
cagaatgtgc
ctgtatttac
ggctggttct
agatgaggtg
gcagggtctce
taggcgtgge
cctactccct
caggttcatce
ggatggtgat
ggggacgtgc
taccggccct

ggatgaagca

.cacctgtctg

ttttgacatc
tgatgccatt
aacctacgtg
agaggacggc

gcatttgcce

tcgcccattg
tgccttgaag
gccgccaatce
aactgctgcce
tcgtétggcg
caacacatgg
gaccagctga
ctcgtactgt

aacctgatgc

tttctaggcect

gcggeccteg
gcgatactca
gtagttggga
ﬁtcttgtcca
gggtactgeg
cacacccact

ggttcttgta

ttagaacaag'

acccctettg
attagaggaa
acttgtaaag
atcggeccege
gtcatttaca
cggttcaacg
tgggttcéca
gcgtattgta
ggagatttca
atgcctcaga
cagccagatt
gaaaaaqctg
gccatcacaa

actaaagatt

cccteggtaa

ctgatcttge

ttctttatga .

acgacctact

acccgatcac

tgctcagtta

agtttgagga
atgccgagtce

tgggttttca

gtaggataat

cctaccatat

tggacagctg

tagcgcagtg

tgtgggaaaa
gggccceegge
tccaccagca
gtgagtgcaa
tccegtataa

acccaggcag

atgaggttga’

égattaacat
ctggtgctgg
cgccéactca
tcccagcagg
tcctagecgg
atcaccttga
aacaactcca
ctcaactgaa
acagggacaa
tcaagtatgg
ttgactccag

cactcaacag

8820 -
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300

9360

9420

9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020

10080

10140

10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620

10680
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gcaaagagcc

caggcaactg

~ gcaccgtgac

ggctctaggce
cgccatttgt

gggattttat

‘ccactggcecce

ccttegeecce
ctcagtgttt
cgaggctcaé
tgagtatctt
cgacgtcaaa

cttecttecec

'agcagtttgc

gacccagtcc

‘gaaggacaag

. aagctatgcece

gggccctgece
agtcacccct

gccecectggg

- Caaacacacc

tgaggactgg

ggccactgcc

aggcctgaat

ttttgtggat

cattttgttt
ctccgeggta
aggccttﬁct
ggatgctttg
accgcaccat
tgtctcgecat

ccgagacctg

cttgttgcta
cagagcatgt
gagcagctga
éatggggata
gcagatétgg
tﬁctcgcctg
gtggtgacaa
gtccataagt
étgggcaccc
atgcttccgg
gatgaccggg
ggcactaccg
aaggaatcag
acattaacag
aagtgctgga
acggcctatt
tcgtacatcc
ctttgcaaca
tatgattacg
tacaaaatcc
tgggggtttg
gaggattaca
acéagcatéa
tgaaatgaaa
gctttcacgg
ggctttacca
ctcegtgege
ttctcagtgce
écaccataag
ggaaaaagca
tagtggtttg

taaatatttg

ttaccagggce
ttgatcttcce
tcgtgctaga
aattcagggc
aagggtcgag
atttgacaca
cccagaacaa
atagccgcegce
ctggggttgt
agacagtctt
agcgagaaat
ttggaggatg
tcgcggtagt
atgtgtatct
aaatgatgtt
ttcaacttga
gagttcctgt
gaagagttgt
gtgccaaaat
tggcgtgcege
aatcggatac
atgatgcgtt
ggtttcattt
tggggtccat
aatttttggt
tcgétggctg
gccctaccat
caggtggata
gtgtcaaccc
ggacaggctg
gatgtggtgg

gcctctegge

79

aagacatgct
tgcgaaaggc.
tagaaataac
cacagacaag
ctcceccegete
gtttgctaaa
tgaaaagtgg
gtgcatcggt
gtcatactat
cagcaccggc
tgctgagtcc
tcaccatgtc
cggggtttca
cccagatctc
ggacttcaag
aggccgccat.
taactctacg
cgggtccéct
catcctgtct
ggagttctcg
agcgtatctg
tcgtgcgege
tcececeeggge
gcaaagcctc
gtccattgtt

gctggtggtc

tcaccctgag

ttcccacctg

tgattgatga

cctggaaaca

ctcattttca

tgcccatgcet

atctttgtgt
acacccgtca
aaagaatgca
cgcgttgtag
cccaaggtcg
ctccecggtag
ccagaccggt
gccggctaca
ctcacaaaat
cgaattgagg
ctcceccatg
acctccaéat
agccccggga
gaagcttacc
gaagttcgac
ttcacctggt
gtgtatttgg
cattggggag
agtgcatacc
cttgacgatc
tacgagttca
cagaaaggga
cctgtcattg
tttgacaaaa
gatatcatca
ttctgcatce
caattacaga
gggaactaga
aatggtgtcg
ggtggtgagc
gcatcttgce

acacaatctg

atgacccaéa
acctcgetgt
cggttgctca
attctctecg
cacacaactt
aacttgcacc
tggttgctag
tggtggg;cc
ttgtcagggg
tagattgccg
ctttcattgg
accttccéég
aagccgcaaa
tccacccaga
tgatggtctg
accagcttge

acccctgcat

ctgacctcge

atggtgaaat
cagtgaggta

ccggaaacgg

aaatttataa

aaccaacttt
ttggccaact
tatttttggce

gattggtttg

agatcctatg.

catccectgg
cgtcggatgt
gaggccacgc
gccattgaag

cgcatgacag

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460.

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11940

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600
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ggtcaaatét
cccctggaté
ccatattttc
caatactacg
ggtgaattac
accaggcagg
cgatctaggg
cgcctggttg
gatagggaat
cgacggggag
ctaccaacat

ttcctettygg

ttcagttcaa

ctccaggaca
tctcagtgcce
gatgagaatt
tctgagatga
gtgtgtgtca
gtggtcgatc
gttétagcct
atgcttgacc
ttttgctgcg

cttgacgcta

ggagactttt

tagccatttc

gcggtatgtt

cattaggctt

ccttctggac
gggtaaggtt
cgtggcaacc
tgctatgata

gtgatgatat

aaccatagtg
ccggccaaag
ctcegttgeg
tactgttttt
écggtgtgtc
tctctttggt
ttcatggttc
gcgttectgt
gtgagtcaag
aacgccacct
caagtcgacg
ttggttttaa
gtctttcgga
tcagctgect
gcgcggcegat
atttacattc
thaaaaggg
actttaccag
atgtgcgget
gtttttttge
gcgggctgtt
ctcgtcaacg

tgtgagctga

gtcatctttc

cttgacacag
ctgagtagca
gcgaagaact
actaagggca
gaggtcgaag
cctttaacca
gcacggctcce

atgctctaaa

tataatagta
cttcatgatt
gcttcttgta
ggtttccget
cgccttgcct
gcaggatagg
cgcctggect
ccttcagcta
tttatgttga
tgcctcecgtcea
gcggcaattg
atgtﬁ;cﬁtg
caﬁcaaaacc
taggcatggc
agggacgccc
ttctgatctce
attcaaggtg
ctacgtccaa
gctccatttce
catcttactg
gctcgcecgatt
ccaacagcaa
atggcacaga
ccgtgttgac
tcggtetggt
tctacgecggt
gcatgtcctg
gactctatcg
gtcacctgat
gagtttcagce
acaaaaggtg

ggtaagtcgce

80

ctttgaatca
ttcagcaatg
ctctttttgt
ggttaggggce
cacccggcaa
gcatgaccga
ctccagcgaa
cacggcccag
catcaagcac
tgacaatatt
gtttcaccta
gtttctcagg
aacactaccg
gactcgtcect
gtgtacatca
cttatgcttt
atatttggca
catgtcaagg
atgacacctg
gcaatttgaa
gctttctttg
cagcagctct
ttggctgaaa
tcacat;gtc
tactgtgtct

ctgcgctcectg

.gcgctactct

ctggcggtcg
cgacctcaaa
ggaacaatgg
cttttggcgt

ggccgacttt

ggtgtttgct
gctaatagct
tgtgctgtgg
aatttttect
gcagﬁcgctg
tgtagtgagg
ggccacttga
ttccatceceg
caattcatct
tcagccgtat

gaatggctgce

cgttegectg

cag;atcagg
ctcagacgat
ctgtcaqagc
cttecttgect

atgtgtcagg

agtttaccca

agaccatgag
tgttcaagta
tggtgtatcg
catcttcagt
gacaaatttg
tcatatggtg
accgecgggt
gccgeattga
tgtaccagat
cccgttatga
agagttgtgc
ggtcgtecttt
tttccattac

tagggcttct

atttttccaa

gtgcactcct

ttgcggattce .

tcgaactcac
aggtctacga
acgaccatga
ccagtgttta
agatatttgg
gcgeccgtteca
ttcagaccta
gccecttett
caagccatgt
ctttgttgte
tcgcaaaagce
caatgtcaca
tttctatgcet
catcgtgget
acgctccttg
gtgggcaacc

tgttggggag

tgccattttg

tgatttacaa
attgégcagt
cactcaccac
tctaccacgg
tttgecttegt
atactaactt
tagagaaagg
ttgatggttc
agacgacttt
ctacacgcca

gcaccttttg

12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080

13140

13200

13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460

14520
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atctttctga

aataaggtcg

~atagaaacct

attctggccce
g;taaccacg
cccgggttga'
cttgtcaaat
gccggtcaat
aggcaaggga
agcgactgaa
gtcgatccag
gataag;tac
cacagcgcca
gaagaatgtg
gggcgaccgt

<210>

‘<21i>

<212>

'<213>

<400>

. tatgacgtat

ﬁggcacagcc
gcttagggtt
ccctttaacc
tétggcggag
gaacctccaa
ccggtggacg
gctttctgea
aatggtacgg
ggctctacaa
agtggccgtt

cgtgttgacc

attgtacttt
cgctcactat
ggaagttcat
ccgeccacca
catttgfcgt
aaagcctcgt
atgccaaata
cagctgtgcece
ccggggaaga
gatgacgtca

actgccttta

actgtggagt

tcatcagcgt

tggtgaatgg

gtgggggtta

17
15451

DNA

taccttcggg

gggagcagta

cacctccaga
cgtcgaaagt
ccggcegtecce
gttgggtggc
acaacggcaé
agatgctggg
aaattaagaa
ggca;cactt
accagggcgce
ttagtttgece
aatgggctgy
cactgattgg

agtttaattg

81

tacatgacat

gttgcacttc.

tgccgtttgt
gccgegggcet
ggctccacta
agaaaagctg
gcagcaaaag
taagatcatc
taaaaacccg
cacccctagt
tggaacctgt

gacgcatcat

cattccttaa

cactgtgcct

gcgagaacca

Virus da sindrome reprodutiva. e

17
aggtgttggc
caaaacttgc
tgtcectage
atgtctggga
ggccaagtat
gtttctgage
ttgccacgtg
atctttccaa
gtcgcagetg

gtttatgaac

ttcgccaatt

aacctgccgce

tctatgcctt
tgcacagaaa
accﬁtgcttc
tacttgatcg
actgcacacg
tcggggtgcet
cattccccac
tcgcacgaat
agctttacag
ggggttgccg
ccctacatgt

tcccgcagag

ggcatttgta
cacccttcectg
cggagttgca
gtgcacgtgt
atgcctcagt
aggcctattce
tgttgagtge
gaccagtgga
agccggccag
étggtacccc
gagtgataaa

acccaagcct

tcgtgcactt
tttggggggt
gcttgctagg
ttcatccgat
cggftaacgg
ttaaacaggg
aaaaagaggg
gcccagcaaa
gagaagcccce
gagcggcaat
accctatcag
actgtgcgcc
gcacctcagt
ctaagtcacc

tgcggccgaa

taatagcaca
gtactcagcce
ccgcaagtac
cgcggcaaat
cacattggtg
agtggtaaac
ggaatggcca
accagtccag
attttcctct
tgtgtctgtc
attcaggtag
tgatccgegt
gttagaattg
tattcaatta

atta,

respiratdéria suina

ttgtcaggag
tgatagdctc
étgctttacg
acécccaatg
gcacggtctc
tacaggcccg
‘tccccegeeg
aacctgaact
ctcacccctg
attgttggac
ccttteeegg

gaagactttt

ctgtgaccat

cttcagggga

gtctctccac

tcagggtgtt

tcettecect
aagagccact
gggcctgetg
tccaacaaag
cagtcttgaa
ctgtccctgg
gagcaactca

gccectttga

14580
14640
14700
14760
14820 -

14880

14940

15000

15060

15120

15180

‘15240

15300.

15360

15414

60
120
180
240
300
360

1420
480
540
600
660

720
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gtgtgctaﬁg
gaaagtctbé
gttgaagttg
gtctaagttc
cggctgectt
gcttccactg
caagcatggt
agtaéctgac
ccgcecatttg
aagggttgag
cagtcacaag

tacagtcgcet

tgccggcegece

tggttggcac
ccttcecgaa
catccaaatc
gtacgt#ctt
ttctttgctce
cccagatgca
gatgcacctg
tcgttcggcet
cggagggaat
tgaggactgc
aaagattgac
gaaagcgcgc

ggttgaggcg

ccctgttgtg

ggctaactac

cgtgctetee

tggtccacgg

cttgctgaaa

ggttgaccta

gctactgtct
tgggcccectce
attgcgaacc
gccttcacag
cccgctgaca
gaagttcaga
gtctctggceca
ctaaacggac
aaéctggcgg
cctaacacgt
tggtacggeg

ggccgegett

aacaaggctg

‘tgcatttcecg

agagtgagac
ctcagactcc
aagctggaag
cctcttgaat
gtcgaggtct
cctagcagtg
tctceggtea
caccctgacc
tgctgttccce
ctgtacctcc
ccgccacgceg
gcaacccaga
actcaaaagt
tactaccgtg
aagttggaaa
cccacactgc
ctggctaacg

aaaacttggg

atgacattgg
gtggcgggga
ggctccgeac
ccecectgggtg
ctgtccétga
acaaagaaat
agtacctaca
ctatcgtcgt
gagaacccag
cgccéttégc
ctggaaagag
tgtcegtteg
agéacctcaa
ccatcgccaa
ctccagatga
ctgcggectt
gtgagcattg
gtgttcaggg
ccggatttga
ctatcccage
ccaccgtgtg
aagtgcgctt

agaacaaaac

gtggtgcaac

taatcgacac
cgatcaagct
ccttggacaa
cgcaaggtga
aggttgttcg
cacgcgggcect
cccagacgac

tcaagaacta

82

tcatgacgcc
tgaagtgaaa
ctcctteccg
tggtgtttct
aggcaactgc
tcgccatgcet
gcggaggetg
acagtacttc
ctactctggg
tgacaaggaa
agcaagaaaa
tgaéacccgg
acactactcc
ccggatggtg
ctgggctact
agacaggaac
gactgtcact
ctgttgtggg
ccctgectge
cgctctggcece
gactgtttcg
agggaaaatt
caaccgggtc
aaatct;gaa
ctcctttgat

gccccaggtce

.caactcggtc

cgaagttcgt
agaagaatat
cgacgaactc
ttcggacatg

ccegeggtgg

gtcatgtatg
tttgaagctg
ccccaccaca
atgcgggtceg
tggtégagct
aaccaatttg
caagttaatg
tcecgttaagg
tttgaggacc
gaaaaaattt
gcacgctctt
caggccaagg
ccgectgecg
aattccaaat
gacgaggatc
ggtgcttgta
gtgaccectg
cacaagggég
cttgaccggce
gaaatgtctg
cagttctttg
atcagececttt
acccecggagyg
gaatgcttgg
tgggatgtty
aaccagtgtc
ccecctgaceg
caccgtgaaa
gggctcatgce

aaagaccaga

‘atggcctggg

acaccaccac

tggccgaaag

tccccgggga

cagtggacat .

aacgccaaca

tgtttgactt

gctatcagac

gtctccgage
agagttggat

tcctcagaat

tceggtttgg

gtgcgactgc

agcacgaggt

aagggaattg.

ttgaaaccac
ttgtgaatgc
ctagcgccaa
ggatgtcccece
gtcttggttce
tggctgaggt
gcgattccga
§ccgtcacag
gtcaggtgat
aggtégcagc
ccaggcttga
tgctccectgg
gtgctctggt
ccttttcact
gactaaccgc
caaccgagcc
tggaggagga
cagtcgagca

ccececteegee

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1986
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400

2460

2520 .

2580

2640
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aaaagttcag
céccccgcgc
ccctaacagt
gccggcaaca
ggcgacaccce
ggtgacaccc
gaaaagattg
tgcttcecteca
tctgggagta
taacattaaa
cccaaaatac
agaggtaaag
tgaccctgcect
gcgcaacacg

aaaaatgata

gcctgcacct

-tgttccacgce

ggcéttctcc

gcggaggcect.

taccgatttg

. aaaaagaaaa

ccatctccecet
ttggggtttt
tggtattgct
ttttggctge
cgctgcttgt
caaaccttgg
tcttggcagg
tgttgcagac
ctggggatct
acgtgcgacc

ggaccccatt

cctcgaaaaa
aggaaggttg
tgggaagatt
écttcaagtg
ttgagtgagce
ttgagtéagc
agttcggegyg
cagactgaat
gaggggcatg
cctgcgteceg
tcagctcaag
gaaacatgcc
acgcaggaat
tctgtttacc
cﬁcgagacac
tccgtaggtg
atcctcgaga
éaggataaac
gécgagagca
ccgecttcag
gctgaaaggc
gttttcttcet
gcagctttta
ccectettgg
tggttggctt
gagtttgact

gaccctgttce

.ttactgggcg

tgtatcttgg
tgtataagaa
aggtcgtcac

tttctecgceca

cgaagcctgt
ggtccgattg
tggctgttag
agctggtgat
cggctccaat
cgatccctgt
cggcaatccé
atgaggcectce
aagctgagga
tgtcatcaag
ccatcatcga
ttagtgtcat
ggctttcteg
aggcgatttg
cgccgeecta
cggagagcga
aaatagaaaa
cggtagatga
catcagctcce
atggcgcgga
tctttgacca
cacgcctttt
ctctattgtg
gtgtgttttce
ttgctgttgg
cgccagagtg
gcagccttgt
gggcacgctg
ctggagctté
ctgctcctaa
ttatcgacct

ctgggtggcg

83

caagagcttg
tggcagccceg
tagccecttt
tgtgtectca
tceccegeacct
gcccgcacceg
accgtaccag
tcceecagea
aaccctgagt
cagctccttg
ctcgggeggg
gcgcgaggcea
catgtgggat
caccttagat
tccgtgtgag
ccttaccatt'
tgtcggcgag
ccgacttétc
gtccgcaggce
tgcggacggg
actgagccegt
ctaccctgge
cctecttttta
tgggtcttct
tctgttcaag
tagaaacatc
tgtgggcccc
catctggcac
cgtgctttct
tgaggtcgcect
gtgcgatcgg

cgggtgctgg

ccggagagaa
gtttcattag
gatctcccga
ccgcaatgca
cgcggaactg
cggcgtaagt
gacgageccce
ccgcegecaga
gaaatctcgg
tccagcgtga
ccctgcagtg
tgtgatgéga
cgggtggaca
ggcaggttaa
tttgtgatga
ggctcagttg
atggccaacc
aacgaccccce
acaggtggcg
ggggggccgt
caggtttttg
ggtggttatt
ﬁgttacagtt
cggecgegtte
cctgtgtcecg
cttcattctt
gtcggtcteg
tttttgctta
caaggtaggt
tttaacgtgt
ttttgtgege

gccggccgaa

agcctgtecce
gcggcgatgt
ccccacctga
tcttcaggcec
tgtctcgacc
ttcagcaggt
tggatttgtc
9C99999¢9t
acatgtcggg
gaatcacacg
ggcatctcca
ctaagcttga
tgctgacttg
agttcctecce
tgcctcecacac
ctactgaaga
agggaccctt
ggatatcgtc
ccggetettt
ﬁtcggacggt
acctcgtctc
ctccgggtga
acccagcctt
gaatgggggt
acccégtcgg
ttgagcttct
gtcttgccat
ggcttggcat
gtaaaaagtg
ttcctttcac
caaaaggaat

gccccattga

2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500

4560
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gcaaccctét
gactgtggté
ggcgggtggg
attccgagcecc
tgaccctgac
tggtgtaggg
agggggagygc
gcttéctggg
gtgcgctaac
gtgcatttce
tcaagaaatt
gagctgtaag
tcttacctgg
caccatccta
catggtgttg
caccccctac
cgcaccagat
gctgtttace
ctcactgaac
cgacgggaaa
ttceggggte
tgattgceccg
tggccgtgec
cgececttetge
gcttgtecgge

aggccagttt

gcctaaggtce

ggtgccttca
caccgtccaa
gccettggtt
gagtgttttc

tctgatgatc

gaaaaaccca

gcccagectt

gcgatggtgg

cccttecttte

actttcactg

gactttgccc

ccacatctca

atttatgtga

ccgtttgccg
caacacggcc
gcecttggtceg
gctgécatgc
ttgctttgtg
tggttggtgt
ttggtttctc
gacattcatc
QggaCctact
ccgteccage
accgtcaatg
gtcaagtgcg
ggcttcaatc
aattggcaag
tattggctaa
ttcaccgcat
gttcacacgg
tgtaatgtgg
ccgctéggtg
gatctttgtg
cttctttgtg
gctgtgagtt
tcctttggaa

aggcttctga

tcgegtttge
atgaccccaa
ctaaggcggt
ccactggagt
cagctctceg
agctgaatgg
tggctgccect
ctgcggtggg
tccectggcta
ttaccctgece
ttttgatttt
tgtgtgtttt
tgtttccttg
ttttcttgat
tttggcttct
attacaccag
tggccgetgt
ttgggtctct
tgatcgggtc
taactgccge
aaatgcttga
gggctgcccc

catcctectgg

gtggcgattc

gatcgaataa
cacccatcaa
atgtgaaggt
ccttgecttge
tgttttttet
tctttatttt
tgtttgtgcet

cagcagctct

84

ccaattggat
ccaagccgta
cccaaaagtg
gaaagttgac
gtctggctac
attaaaaatc
gcatgttgcé
ttcttgcgge
cggacctggce
cttgacagca
tgtttccatc
gcttgcaatt
ctggttgege
ttctgtgaat
tggtcgttat
tggccccecge
cecgeecgeget
acttgagggt
ctccatgggce
acatgtcctt
ctttgacgta
caagacccaa
cgtcgaacce
qgggtcccca
acaagggggg

gctaagcgaa

.cggcagecac

tgccaaacct

cctgtggaga

gaatgaggtt

atcctggetce

taacaggaac

gaaaagaaga
aagtgcttgc
gtcaaggttt
cctgattgca
tccaécacaa
aggcaaattt
tgctcgatgg
accggcacca
tctctctgeca
cttgtggcgyg
ggaggcatgg
gccagctatg
tgt;tttctt
atgccttcag
actaatgttg
ggtgttgccg
gcgttgactg
gctttcagaa
tctggcgggg

acgggcaatt

aagggagatt

ttctgcacgg
ggcgtcattg
gtgatcaccg
ggcattgﬁta
ttaagtgaat
ataattaaag
gaactggaag
atgatgggac
ctcccagceeg
acgccatggt

agatggtcac

ttacggctag

gggtattgeca

ccgetgttcece

gggtcgtggt

acctcgtect

ccaagcectto

ctctgcacat
acgacccgtg
cgtccagatt
gattcggtat
ctcataggtt
tttgggtacc
tgcaccccct
gaatcttggc
ctggccttgt
ccttggetat
gcecgeaccat
ctcgaaagcece
tgtttaccat
cagctecgggt
tcgctatagc
atggatggac
gaaaéggatt
aggccggtga
cgcgececcte
tctttgetgg
acataagcga
gaggcctcte
atgcctggac
tcectggtecg
ctgcgcaagt

ttgcetettt

4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420

6480
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cagcctcggt
géaggcagtg
accagtccca
taagtaccgt
cttgagatac
tcatgagtct
tatgaaatgg
tcaatttatc
ggttgacaaa
tcaactctcg
cgacctaaag
tgggtccaaa
cgtgcceccatce
ggaccgtttg

cgggaaaaag

ccataataac

tgagaaggga

ctceccatet

‘ggaagctgca

gactgccaaa

. ggagcagtgt

gttgttactg
cctgtgaatt
cacccggttg
cttatagacg
ccgggaaaca
gaagtcgcac
gaaattggtc
gttctgcaga
ccagtgcacg
gtcttggcca

gtccttgatt

gcagtgaccg
atgaatttga
gtgatcacgt
ggccegcace
tttgccéagg
ctgactggtg
actaatttta
gaggctgect
éitcgaggté
cccggtgaca
gttggtagca
atgaccgtgg
ccccteccac
aataagaaga
téccagaaat
acagatgagt
actctgtgtg
ggtaagaagt
aagctttecg
gaactggaga
ttaaactgct
aaacagcggt
taaaagtggc
cgagaccgat
tcttgatcte
ctgggatcga
tcagtgcgceca
tcecttacaa
atacaaggtt
cggctgecectg
cgaccatgcce

accttgactce

gttttgtcge
gcacctatgc
gtggtgtcgt
atatccttgt
gaaagttgag
ccctegcetat
agtgctttgt
atgctaaagc
ctttggccaa
ttgttgtcge
ccaagcatac
cgcgegtegt
cgaaagttct
agaggcgcag
tttgggacaa
gggagtgtct
gacaﬁgtcac
tcttggtccece
tggagcaggc
aactgaaaag
agccgccagce
aaaaatagtc
cagtgaggtt
cgatggtgga
cggtgctgat
tggcacgctce
aataatacag
gctgtacccect
tggagacata
ccttacgecec
cccecgggttt

taggcctgac
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agatcttgeg
attcctgect .
gcacctactt
tggcgatgga
ggaaggggtg
gagactcaat
ttctgecgtece
acttagagta
acttgaagct
tctecggcecac
cctccaagcece
cgacccgacce
ggagaatggc
gatggaagcc
gaattccggt
cagagttggc
cattgaaaac
cgtcaacéca
cctaggtatg
aataattgac
gacttgaccc
aaatttcaca
gagctaaaag
gttgtgctcce
gcatctccca
tgggattttg
gcttgtgaca
gttaggggta
ccttacaaaa
aacgccactc
gagttatatg

tgccctaaac

gccactcagg
cggatgatgg
gccatcattt
gtgttctctg
tcgcaatect
gacgaggact
aacatgagga
gaactggccce
tttgctgata
acgcctgttg
attgagacca
cccacgcécc
cccaacgcﬁt

ctcggcatct

gatgtgtttt

gaccctgeccecg
aaggcttacc
gagaatggaa
atgaatgtcg
aaactccagg
gctgtggtcg
accggacctt
acgcggttga
tgcgttcege
agttacttgc

agtccgaagc

'ttaggcgcgg

accctgagceg

cccccagtga

cggtgactga

taccgaccat

agctgacaga

ggcatccgtt
ttgtgacctc
tgtacttgtt
cggctttcett
gcggaatgaa
tggatttcct
atgcagcggyg
agttggtgca
ccgtggcacc
gcagtatctt
gggtccttgc
cacccgcaéc
ggggggatga
atgttatggg
atgaggaggt
actttgaccc
atgtttacac
gagtccaatg
acggcgaact
gcctgactaa
cggcggettg
caccctggga
gcacaaccaa
ggttcctteg
ccatcacggg
cactaaagag
cgacgctect
ggtgaaagga
cactggaagc
tgggcgctcc
accagecgtcet

gcacggctgce

6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140

7200

' 7260.

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400
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gaagatgcég
cctggagtté
gttcatcggce
ttcccaacca
cgagaaaact
aagactagga
agtggtgtta
aacaégttta
tcctgecgatce
cttgcctgtg

gtcacgcagt

tctgtgteta

ttcaaaagtg.
atgctcaagg
cccaccatgce
acggacccaa
aatgggcécc
aaggcgagta
gcttgtttgg
gcccgcaagg
ctcaggtcca
ccgtacgcta
tgtccagtca
tceccctgtag
cccccacgga

taccaaactc

ctaccagacg

gtcgctgteg

aaaacatact

cagaccatgc

acaacgctgce

ggttggtgtce

cactgaaaga
ttcgecttgt
cttctactta
aggacattca
ggcaaactgt
ccatactcgg
cccagggcett
aggagctaca
gatccacgec
ctgaagagca
ccggcgcagt
acacééttta
gtcacccCca
ﬁtcaacccct
caaactatca
agaagacagc
égctagtccc
atgtttctga
agtatgatcc
acggctacag
attatgaggg
ctgecctgtgg
caatctggtg
ggaaaggcac
chttatcat
gccgcggatt
gtgattatgc
cttccaatgt
ggctecttca
ttgacatgat
aattccccgt

ctggcaagaa

cctctctaaa
gcggaaatac
ccctgctaag
gagcgtcect
caccccttgt
caccaataac
catgaaaaag
gactccggtce
tgcaattgtc
tctaccgtcecg
gactaagaga
tagtttggtg
tggccttctg
gatcgtctat
ctggtgggtt
aataacagac
caaccgtgac
atactatgcc
tgaatggttt
cttteccgge
gaagaagtcg
cctcgacgte
tggccatcca
aagcccttta
gcatgtggag
agtctctgtc
tagcaccgcec
attgcgcagce
acaggtccag
tagggctttg
ccectcecge

ttccttecta

86

tatgacttgt
ctgtttgccce
aattctatgg
gaaatcgacé
actcttaaga
ttcatcgcac
gcgtttaacﬁ
ctgggcaggt
cgctggtttg
tacgtgctga
ggtggcctgt
atctatgcac
ttcttacaag
tcggacgacce
gaacatctga
tcgecatcat
aggatcctcg
tcagcggctg
gaagaacttg
acgcecgttcet
agagtgtgcg
tgcatttacc
gcgggttcetg
gacgaggtgc
cagggtctca

aggcgtggaa

ttgctcecta

aggttcatca
gatggtgatg
gggacgtgce
accggtcegt

gatgaagcag

ccacccaagg
atgtaggtaa
ctggaataaa
ttctgtgecge
aacaétattg
tagcccaccg
cgcccatecge
gccttgaagc
ccgccaacct
actgctgcca
cgtctggega
agcatatggt
accagctaaa
tcgtgctgta
atttgatgct
ttctaggctg
cggccctege
caatactcét
tagttggaat
tcatgtccat
ggtactgegg
acacccactt
gttcttgtag
tggaacaagt
cccccctﬁga
ttaggggaaa
cctgcaaaga
tcggcccagc
ttatttacac
ggttcaacgt
gggttcgcat

cgtattgcaa

ctttgtttta

gtgcccéccc

tgggaacagg

acaggctgtg

cgggaagaag

agcagtgttg

cctcggaaag
tgatctégca

tctttatgaa

cgacttactg

cccgatcacce

gcttagttac

gtttgaggac.

tgccgagtct
ggggtttcag

tagaataata

ctatcacatg

‘ggacagetgt

agcgcagtgce

gtgggaaaaa

ggCCCngcc
ccaccagcat
tgagﬁgcaaa
ccegtataag
tccaggtaga
tgaagttgaa
gatcaacatg
cggtgctggg
accaactcac
cccggeagge
cctageegge

tcaccttgat

8460
8520
8580
8640
8700

8760

' 8820

8880
8940
9000

19060

19120

9180:
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600 -
9660
9720
9780
9840
9900
9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320
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gttttgaggce
ccagtgggtt
accatctgga
ctcatgtcca
caggtcctca
caaggcgcca
caaagagccce
aggcagctgc
caccgcgacg
gctctaggca
gccatttgtg
ggattttatt
cactggccceg
cttcgececta
tqggtgtttc

gaggctcaag

.gaatatcttg

gacgtcaaag

gtecttecca.

gcattgtgca

. acccagtcca

aaagacaaaa
agctatgcect
ggcccegece
gtcacccctt
cceceecggat
aaacatacct
gaggactggg
gccactgcca
ggcctgaatt
tttgtggatg

attttgtttg

ttcttagtaa
ttgattctca
ggtttggaca
tggtcaacac
ccecctacca
cattcgatgt
ttgttgccat
agggcttgtt
ggcagctgat
acggggataa
ctgatctaga
tctcacétga
tggtgacaac
tccataaata
téggcactcc
tgcttccgga
atgatcggga
écactaccgt
aggaatcagt
cactgacaga
agtgctggaa
cagcctattt
cgtacatccg
tttgcaacag
atgattacgg
acaaaattct
gggggtttga
aggattacaa
ccagcttgaa
gaaatgaaét
ctttcacgga

gcttcaccat

aactaccctc
ttgctatgtt
gaatatctgt
aacccgtgtg
cagggaccga
ggtcacatté
caccagggca
tgatcttcct
cgtgctggat
atttagggcc
agggtcgagce
tttaacacaé
ccagaacaat
cagcecgegeg
tggggtcgtg
gacggttttc
gcgagaagtt
ﬁggaggatgt
tgcggtagtce
tgtgtacctc
aatgatgttg
ccaacttgaa
tgttcctgtce
gagagtcgte
cgctaaaatt
ggcgtgcgeg
atcggataca
tgatgcgttt
gttttatttt
ggggtccatg
gttcttggtg

cgccggttgg

87

acctgtctag
tttgacatca
éatgccattc
acctacgtgg
gaggacgacyg
catttgccca
agacacgcta
gcaaaaggca
agaaataaca
acagacaagc
tctecegetece
tttgctaaac
gaaaagtggc
tgcatcggtg
tcatactatc
agcaccggcce
gctgegtecc
catcatgtca
ggggtttcaa
ccagatcttg
gacttcaaag
ggtcgctatt
aactctacgg
gggtccaccce
atcctgtcta
gagttctcgt
gcgtatetgt
cgtgcgegec
cccecegggcec
caaagccttt
tccattgttg

ctggtggtct

gagaéttcaa

.tgcctcaaac

agccagatta
aaaaacctgt
ccatcactat
ctaaagattc
tctttgtgta
cacccgtcaa
aagaatgcac
gtgttgtaga
ccaaggtcgce

tcccagtaga

~cagatcggct

ccggctatat

tcacaaaatt

gaattgaggt
tcccacacgce
cctccagata
gccccggaaa
aagcctatct
aagttcgact
tcacctggta
ggtacttgga
actggggggc
gcgegtacca
tggatgaccc
étgagttcac
aggaagggaa
ctgtcattga
ttgacaaaat
atatcattat

tttgcatcag

gcaactccac
;caactgaag
cagggacaaa
caggtatggg
tgactccagt
actcaacagg
tgacccacac
cctcgecagtg
ggttgctcag
ttctcteege
acacaacttg
acttgcacét
ggttgccagce
ggtgggccect
tgttaagggc
agactgccgg
tttcattggce
cctececgege
agccgcgaaa
ccacccggag
aatggtctgg
tcagcttgece
cccctgecatg
tgacctegeg
tggtéaaatg
agttaagtac
cggaaacggt
aatttataag
accaacttta
tggccaactt
atttttggcece

attggtttgce

10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180

12240
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tccgcgataﬁ
ggcctttctﬁ
gatgctttgg
ccgcatcatg
gtctcgcatt
cgagacctgt
gtcaaatgta
ccctggttcc
catéttttcc
aatactécgt

gtgaattaca

cccggtaggt

gagctagggt
gcctggttgg
atagggaatg
gacgggcaga
taccaacétc
tcectegtggt
tcagttcgag
tccaagacat
ctcagtgccg
atgagaatta
ctgagatéag
tgtgtgtcaa
tggtcgacca

ttttagcctg

tgcttgaccg

tttgctgtge

ttgacgctat

gagagttttg

agccatttcc

cggtatgtcce

tccgtacgceg
tcccagtgee
caccataagg
gaaaaagcag
agtagtttgg
aaatatttgg
accatagtgt
cggccaaagce
tctgttgcag
actgtttttg
cggtgtgtcc

ctctttggtg

ttatgatacc

cgttecttgte
tgagtcgagt
acaccacctt
éagtcgacgg
tggttttaaa
tcttgcagat
cagttgcctt
tacggcgata
tttacattct
tgaaaaggga
ttttaccage
tgtgcggttg
tctttttgee
cgggctgttg
tcgeccaacgce
gtgagctgaa
tcatctttcce
ttgacacagt

taagtagcat

ccctgceceatt
aagtggacat
tgtcaaccct
ggcaggcetge
atgtggtagce
cctecececgget
ataatagcac
ttcatgattt
cttcttgtac
gtttcegectg
accttgecctce
caggataggg
gcctggectce
ctﬁcagctac
ttatgttgac
gectegteat
cggcaattgg
tgtctecttgg
attaagacca
aggcatcgcg
gggacacccg
tctgatctece

tttaaggtgg

tacgtccaac

ctccatttca
attctgttgg
ctcgcgattg
cagcaacgac
tggcacagat
cgttttgact
cgctttagtc

ctacgcggtce

88

cactctgagce
tcccacctgg
gattgatgaa
ctggaaacag
tcattttcag
gcccatgcta
tttgaatcag
tcagcaatgg
tetttttgtt.
gttaggggca
acccggcaag
tatgaccgat
tccagcgaag
acggcccagt
atcaaacatc
gacaacattt
tttcacctag
tttctcagge
acaccaccgc
actcggcectce
tgtatgttac
tcatgcttte
tatttggcaa
atgtcaagga
tgacacctga

caatttgaat

ctttectttgt

agcagctccc

tggctagcta

cacattgtct‘

actgtgtcta

tgtgccctgg

aattacagaa
ggaactaaac
atggtgtcge
gtggtgagcg
catcﬁagccg
cacaacctgc
gtgtttgcta
ttaatagctg
gtgctgtggt
atttttettt”
cagccacaga
gtggggagga
gcc;cttgac
tccatcecga
aactcatctg
cagccgtgtt
aatggcttcg
gttcgcctéc'
agcggcaagc
tgaggcgatt
catcacagcc
ttcttgcctt
tgtgtcaggce
gtttacccaa
gaccatgagg
gtttaagcat
ggtgtatcgt
atctacagcet
acaaatttga
cctatggtgce
ccgcegggtt

ctgcgttgac

Qatcttatga

atcctttggg

gtcgaatgta .

aggctacgct

ccattgaagc

gcatgacagg’

tttttccaac
tacattcctce
tgcgggttec,
cgaéctqaca
gétctacgaa

cgatcatgac

tagtgtttac.

gatattcggg
cgccgaacat
tcagacctat
tceccttettt
aaéccatgtt
tttgctgtece
cgcaaaatcc
aatgtgacag
ttctatgett
atcgfggctg
cgctcecetgg
tgggcaactg
gttggagaaa
gcecgttctgt
gatttacaac
ttgggcagtg
cctcactacc
tgttcacggg

ttgcttcgtce

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

112840

12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

13980

14040

14100

14160
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attaggtttg caaagaattg
cﬁtctggaca ctaagggcag
ggcaaagttg aggtcgaagg
gtggcaaccc ctataaccag
gtcatgatag cacggctcca
tgatgatata tgccctaaag
tcttcecctgaa. ttgtgecttte
ataaggtcgc gctcactatg

tagaaacctg gaaattcatc

'ttCtggcccc tgcccaccac

ataaccacgc atttgtcgtc
chggttaaa aagcctcecgtg
ttgtcaaata tgccaaataa
ccagtcaatc agctgtgcca

ggcaagggac céggaaagaa

gcgactgaag atgatgtcag

.tcaatccaga ccgcectttaa

ataégttaca ctgtggagtt
acagcatcac cétcagcatg
aagaatgtgt ggttaacggc
ggcgaccgtg tgggggtgag

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa

<210> 18

<211> 22

<212> .DNA

<213> sintética
<400> 18

gccaacagcg ccagcagctce

<210> 19
<211> 24
<212> DNA
<213>

sintética

catgtcctgg

actctatcgt

tcatctgatc
agtttcagcg
caaaaggtgc
gtgagtcgceg
accttcgggt

ggagcagtag

-acctccagat

gttg;aagtg
cggcgtecccg
ttgggtggca
caacggcaag
gatgctgggt
aaataagaag
acatcacttt
tcaaggcgcet
tagtttgecct
atgggctggce
actgattgac
atttaattgg

aaaaaaaaaa

tc

89

cgctacgegt
tggcggtcege
gacctcaaaa
gaacaatggg
ttttggcgtt
gccgactgcet
acatgacttt
ttgcactcct
gcegtttgtg
ccgcaggett
gctccactac
gaaaagctgt
cagcagaaga
aagatcatcg
aaaaacccgg
acccctagtg
gggacttgea
acggatcéta
attcttgagg
attgtgéctc
cgagaaccat

a

gtaccagata

.ctgtcatcat

gagttgtgcect
gtcgtcctta
ttctattacc
agggcttctg
cgcgcacttt
ttggggggtyg
cttgctaggce
tcatccgatt
ggtcaacggc

taaacaggga

~gaaagaaggg

ctcagcaaaa

agaagcccca

agcggcaatt
ccctgtcaga
ctgtgcgect
catctcagtg
taagtcacct

gcggccgaaa

taccaacttf
agagaaaagg
tgatggttcce
gatgacttct
tacacgccag
caccttttga
cagagtacaa
tactcagcca
cgcaagtaca
gcggcaaatg
acattggtgc
gtggtaaadc
ggatggccag
ccagtccaga
ttttcctcta
gtgtctgtcg
ttcagggagg
gatccgegtce
tttgaattgg
attcaattaé

ttaaaaaaaa

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640
14700
14760
14820
14880
14940.
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420

15451

22
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<400> 19

gttgatttac gccttgacgce

<210> 20

<211> 22

<212> DNA

<213> sintética
<400> 20

gtgagétggc tggcacagat

<210> 21

<211> 53

<212> DNA
<213> sintética
<400> 21

gccaacagcg ccagcagcete

<210> 22
<211> a5

<2125 DNA

<213> sintética
<400> - 22

gttgatttac gccttgacgce

<210> 23

<211> 74

<212> DNA

<213> sintética
<400> 23

gccaacagcg ccagcagctce

gctggcacag attg

<210> 24

<211> 74

<212> DNA

<213> sintética

<400> 24

90

tatg

tg

tcatcttcag ttgatttacg ccttgacgct atg

tatgtgagct ggctggcaca gattg

tcatcttcag ttgatttaca acttgacgct atgtgagctg

24

22

53

45

60

74
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gccaacagcg ccagcagctc tcatcttcag ttgatttacg ccttgacgcet atgtgégcté 60
gctggcacag attg . : 74
<210> 25 ‘

<211> 24

<212> DNA

<213>  sintética

<400> 25

ctaccaacat caggtcgatg gcgg - 24
<210> 26

<211> | 24

<212> DNA

<213> sintética

<400> 26

gtcggccgeg acttaccttt agag . 24
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REIVINDICACOES
1. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreende um-
polinucleotideo que codifica uma variagdo do polipeptideo GP5 de PRRSV
da América do Norte hipoglicosilada em que pelo menos um sitio de.glicosi-
lacdo ligado a N correspondendo 2 asparagina 51 em uma proteina GP5 de -
referéncia da SEQ ID NO: 1 esta inativado e um veiculo terapeuticamente

~ aceitavel.

2. Composi¢do de acordo com a reivindicagao 1, Caracterizada
pelo fato de que o dito polinucleotideo compreende uma molécula de RNA
de PRRSV da América do Norte infecciosa. - |

3. Composi¢do de acordo com a} reivindicagéo 1, caracterizada
pelo fato de que o dito polinucleotideo compreende uma molécula de DNA

'que codifica uma molécula de RNA de PRRSV da Amé.r'ica do Norte infec-

ciosa.

4. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 1,' caracterizada
pelo fato de que o dito polinucleotideo compreende uma molécula de DNA
em qué um promotor ativo em células de mamiferos esta ligado de forma
operacional ao dito polinucleotideo que codifica a dita variacdo de polipepti-
deo de GP5 de PRRSV da América do Norte hipoglicosilada.

5. Compo'sigéo de acordo com a reivindicagéo 4, Caracterizad_a
pelo fato de que o dito promotor é um promotor de CMV. |

6. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que o dito sitio de ghcosulagao ligado a N é inativado através da
substituicdo de um cdédon que codifica a dita asparagina 51 por um cédon ,
que codifica um amindécido sem ser a asparagina. |

7. Composigao de acordo com a reivindicagao 6, caracterizada

pelo fato de que o dito cédon que codifica um aminoacido sem ser a aspara-

gina codifica um residuo de alanina ou de glutamina. -

8. Composicao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que o dito polinucleotideo que codifica uma proteina variante do
polipeptideo de GP5 de PRRSV da América do Norte hipoglicosilada em que
ambos os ditos sitios de glicosilagcéo ligados a N correspondendo a aspara-
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gina 34 e a asparagina 51 na proteina GP5 de referéncia da América do Nor-
te da SEQ ID NO: 1 estao inativados. |

9. Composu;ao de acordo com a relvmdlcagao 8, caracterizada
pelo fato de que ambos os ditos sitios de gllcosuagao ligados a N estéo inati-
vados através da substituicdo dos cédons que codificam a dita asparagina
34 e a dita asparagina 51 por coédons que codificam um aminoacido sem ser
a asparaginé. |

10. Composi¢ao de acordo com a reivindicagao 9, caracterizada
pelo fato de que os ditos codons que codificam um outro ammoacndo codifi-
cam um residuo de alanina ou de glutamina.

11. Composigédo de acordo com a reivindicagéo 8, caracterizada
pelo fato de que um dos ditos sitios de glicosilagdo ligados a N é inativado
atraves da substituicdo de um cédon que codifica a dita asparagina 34 ou a
dita asparagina 51. por um cédon que codifica um aminoacido sem ser a as-
paragina.

12. Composig¢do de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizada

pelo fato de que o dito veiculo terapeuticamente aceitavel é selecionado do

grupo que consiste em uma proteina, um tampé&o, um tensoativo e um poll-
mero de polietileno glicol ou qualquer combinagdo dos mesmos.

13. Composi¢ao de acordo com a relvmdlcagao 1, caracterizada

- pelo fato de que a dita composi¢do compreende ainda pelo menos um adju-

vante.

14. Composi¢do de acordo com a reivindic‘a'géo 13, caracteriza-
da pelo fato de que o dito adjuvante é selecionado do grupo que consiste em
hidréxido de aluminio, Quil A, uma interrupgdo brusca em gel de alumina,
Oleos minerais, glicerideos, 4cidos graxos, subprodutos de acidos graxos,
micobactérias e oligodesoxinuclebtl’deos CpG ou qualquer corhbinagéo dos
mesmos. |

15. Composi¢éo de acordo com a reivindicagdo 13, caracteriza-
da pelo fato de que a dita composi¢cdo compreende ainda um segundo adju-
vante que é selecionado do grupo que consiste em interleucina 1 (IL-1), IL-'2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL- 12, interferon gama (g-IFN), fator de necrose celular, MDP
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inativados.

(muramil'dipeptl'deo), complexo imuno estimulante (ISCOM) e lipossomos. .

| - 16. Composic¢édo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada:
pelo fato de que o dito polinucleotideo compreende um vetor viral seleciona-
do do grupo que consiste em um vetor de virus vaccinia, um vetor viral de
herpes simplex, um vetor de adenovirus, um vetor de alfavirus e um vetor de
TGEV.

17. Composigéo, caracterizada pelo fato de que cdmpreende
uma variagao do polipeptideo de GP5 de PRRSV da América db Norte hipo-
glicosilada em que pelo menos um sitio de glicosilagéo ligado a N corres-
pondendo a asparagina 51 em uma proteina consensb GP5 de referéncia da |
SEQ ID}NO' 1 esta inativado e um veiculo tefapeuticamente aceitavel.

18. Pollnucleotldeo isolado, caracterizado pelo fato de que COdI-‘

fica uma variagao do pollpeptldeo de GP5 de PRRSV da América do Norte

hipoglicosilada em que pelo menos um sitio de glicosilagao ligado a N cor-
respondendo a asparagina 51 em uma proteina GP5 de referéncia da SEQ

- ID NO: 1 esta inativado.

19. Polinucleotideo isolado de acordo com a relvmdlcagao 18

caracterizado pelo fato de que ambos sitios de glicosilagéo ligados a N cor-

respondendo & asparagina 34 e a asparagina 51 na SEQ ID NO: 1 estdo

20. Polinucleotideo isolado de acbrdo com a reivindicagao }1,8,
caracterizado pelo fato de que o dito polinucleotideo compreende uma molé-
cula de RNA de PRRSV da América do Norte infecciosa.

21. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindiCagéb 18,
caracterizado pelo fato de que o dito polinucleotideo compréende uma molé-
cula de DNA que codifica uma molécula de RNA de PRRSV da América do

Norte infecciosa.

22. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagdo 18,
caracterizado pelo fato de que o dito polinubleotide_o compreende uma molé-
cula de DNA em que um promotor ativo em células de mamiferos esta Iigado
de forma operacional ao dito polinucleotideo que codifiéa a ditavvariagéo de
polipeptideo de GP5 de PRRSV da América do Norte hipoglicosilada.
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23. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagdo 22,
caracterizado pelo fato de que o dito promotor é um promotor de CMV.
24. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagdo 18,

caracterizado pelo fato de que o dito sitio de glicosilagéo ligado a N corres-

pondendo a asparagina 51 esta inativado através da substituicdo de um co6-

don que codifica a dita asparagina 51 por um cédon que codifica um amino-

‘acido sem ser a asparagina.

25. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagéo 24,
caracterizado pelo fato de que o dito cédon que codifica um outro aminoaci-
do codificé um residuo de alanina ou de glutamina.

26. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagédo 18,
caracterizado pelo fato de que um sitio de glicosilag‘éo ligado aN correspon-
dendo a asparagina 34 em uma proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO:
1 esté inativado.

27. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagédo 26,

,cara-cterizado pelo fato de ser através da substituigéo de um cédon que codi-

-fica a dita asparagina 34 por um cédon que codifica um aminoacido sem ser

a asparagina. |
- 28. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagdo 26,

caracterizado pelo fato de que o dito cédon que codifica um outro aminoaci-

- do codifica um residuo de alanina ou de glutamina.

29. Polinucleotideo isolado de acordo com a reiVindicagéo 26,
caracterizado pelo fato de que um dos ditos sitios de gli'cosila'géo ligados a N
esta inativado através da substituicdo de um codon que codifica a dita aspa-
ragina 34 ou a dita asparagina 51 'por um coédon que codifica um aminoacido
sem ser a asparagina.

30. Polinucleotideo isolado de acordo com a reivindicagdo 18,
caracterizado pelo fato de que o dito polinucleotideo compreende um vetor
viral Selecionado do grupo que consiste em um vetor de virus vaccinia, um
vetor viral de herpes simplex, um vetof de adenovirus, um vetor de alfavirus
e um vetor de TGEV. |

31. Polipeptideo isolado, caracterizado pelo fato de ser uma va-
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riacao de polipeptideo de GP5 de PRRSV da América do Norte hipoglicosi-
lada em que pelo menos um sitio de glicosilagéo ligado a N correspondendo-
a asparagina 51 em uma proteina de referéncia GP5 da SEQ ID NO: 1 esta
inativado. _ |

32. Uso de um polinucleotideo isolado como definido em qual- -
quer uma das reivindica¢gdes. 18 a 31, caracterizado pelo fato de que é na

~ preparagdo de composi¢éo para ativagdo de uma resposta imunolégica mai-

or-em um porco para um antigeno do Virus da Sindrome Reprodutiva e Res-
piratéria Suina (PRRSV). _

33. Uso de acordo com a reivindicagdo 32, caracterizado pelo
fato de que o dito polinucleotideo compreende uma molécula de RNA de
PRRSV infecciosa. | ' |

34. Uso de acordo com a reivindicagdo 32, caracterizado 'peIo
fato de que o dito polinucleotideo compreende uma molécula de DNA que
codifica uma molécula de RNA de PRRSV infecciosa. |

35. Uso de acordo com a reivindicagdo 33 ou 34, caracterizado
pelo fato de que a dita molécula de RNA de PRRSYV infecciosa é um deriva-
do de PRRSV da América do Norte ou um derivado de PRRSV da Europa.

36. Uso de acordo com a reivindicagdo 33, caracterizado pelo
fato de que a dita molécula de RNA de PRRSV infecciosa é um derivado de
PRRSV da América do Norte que codifica uma. proteina variante do polipep- ‘
tideo GP5 de PRRSV hipoglicosilada em que pelo menos um sitio de glicosi-
lagdo ligado a N correspondendo & asparagina 34 ou & asparagina 51 em
uma proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 esta inativado. |

37. Uso de acordo com a reivindicagao 36, caracterizado pelo
fato de que o sitio de glicosilagédo ligado a N correspondente a asparagina 51
na SEQ ID NO: 1 estd inativado. . } |

38. Uso de acordo com a reivindicagdo 37, caracterizado pelo
fato de que ambos os ditos sitios de glicosilagdo ligados a N correspondendo
a asparagina 34 e a asparagina 51 em uma proteina GP5 de referéncia da
SEQ ID NO: 1 estdo inativados.

39. Uso de acordo com a reivindicagao 38, caracterizado ‘pelo
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fato de que ambos os ditos sitios de glicosilagdo ligados a N est&o inativados

“através da substituicdo dos cddons que codificam a dita asparagina 34 e a
“dita asparagina 51 povr codons que codificam um aminoacido sem ser a as-

paragina. _
40. Uso de acordo com a reivindicagdo 39, caracterizado pelo

fato de que os ditos cédons que codificam um outro aminoacido codificam

'um residuo de alanina ou de glutamina. -

~ 41. Uso de acordo com a reivindicagao 40, caracterizado pelo

fato de que os ditos cddons codificam um residuo de alanina.
42. Usb de acordo com a reivindicac}éo 32, caracterizado pelo
fato de que o dito polinucleotideo. compreende uma molécula de DNA em

que um promotor ativo em células de mamiferos esta ligado de forma opera-

cional ao dito polih}ucleo‘tideo que codifica uma proteina GP5 hipoglicosilada.

43. Uso de ac'ordo com a reivindicagdo 42, caracterizado pelo

-fato de que o dito promotor € um promotor de CMV.

44. Uso de acordo com a reivindicagdo 32, caracterizado pelo

fato de que o dito sitio de glicosilagdo ligado a N esta inativado através da

substituicdo de um cédon que codifica a dita asparagina 51 por um cédon -
que codifica um aminoacido sem ser a asparagina.

45. Uso de acordo com a reivindicagéo 44, caracterizado pelo

fato de que o dito cédon que codifica um outro aminoécido codifica um resi-

duo de alanina ou de glutamina.
46. Uso de acordo com a reivindicagdo 32, caracterizado pelo
fato de que o dito sitio de glicosilacao ligado a N qUe corresponde & aspara-

gina 34 esta inativado através da substituicdo de um cédon que codifica a

dita asparagina 34 por um cédon que codifica um aminoacido sem ser a as-
paragina. | ,

47. Uso de acordo com a reivindicagdo 46, caracterizado pelo
fato de que‘ o dito cédon que codifica um outro aminoéacido codifica uvm resi-
duo de alanina ou de glutamina. | |

| 48. Uso de acordo com a reivindicagdo 32, caracterizado pelo
fato de que o dito polinucleotideo codifica uma proteina variante do polipep-
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tideo GP5 de PRRSV hipoglicosilada em que ambos os ditos sitios de glico-
silagdo ligados a N correspondentes a asparagina 34 e & asparagina 51 em-
uma proteina GP5 de referéncia da SEQ ID NO: 1 estdo inativados.

49. Uso de acordo com a reivindicagdo 48, caracterizado pelo
fato de que ambos os ditos sitios de glicosilagao 'Iigados a N estao inativados -
através da substituicdo dos cédons que codificam a dita asparagina 34 e a

~ dita asparagina 51 por cédons que codificam um aminoacido sem ser a as-

paragina.

50. Uso de acordo com a reivindicagdo 49, caracterizado pelo
fato de que os ditos cédons que codificam um outro amihoé_cido codificam
um residuo de alanina ou de glutamina.

51. Uso de acordo com a reivindicagao 48, caracterizado pelo

fato de que um dos ditos sitios de glicosilagao I’igados a N esta inativado a-

través da substituicdo de um cédon que codifica a dita asparagina 34 ou a
dita asparagina 51 por um coédon que codifica um aminoécido'sem ser a as-
paragina. ,

52. Uso de acordo com a reivindicagéo 32, céracterizado pelo
fato de que a dita composi¢cao é administrada através de injecdo subcuta-
nea, inje¢ao intravenosa, inje¢édo intradermal, injecdo parenteral, inje¢do in-
tramuscular, injecdo sem agulha, eletroporagdo, fornecimento oral, forneci-
mento intranasal, fornecimento oronasal ou qualquer combinagao dos mes-
mos.

53. Uso de acordo com a Areivindicagéo 32, caracterizado pelo
fato de que a dita composi¢ao compreende ainda um veiculo térapeutica-
mente aceitavel. | |

54. Uso de acordo com a reivi'ndicagéo 53, caracterizado pelo

fato de que o dito veiculo é selecionado do grupo que consiste em uma pro-

teina, um tamp&o, um tensoativo e um polimero de polietileno glicol ou qual-
quer combinagao dos mesmos. ‘

55. Uso de acordo com a reivindicagdo 32, caracterizado pelo
fato de que a dita composigao compreende ainda um adjuvante.

56. Uso de acordo com a reivindicagao 55, caracterizado ‘pelo
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- fato de que o dito adjuvante é selecionado do grupo que consiste em hidré-

xido de aluminio, Quil A, uma interrup¢do brusca em gel de alumina, 6leos
minerais, glicerideos, 4cidos graxos, subprodutos de acidos graxos, miéo-
bactérias e oligodesoxinvucleotl’deos CpG ou qualquer combinagéo dos
mesmos. A 7 ,

- 57. Uso de acordo com a reivindicagao 32, caracterizado pelo
fato de que o dito polinucleotl’deo compreende um vetor viral selecionado do
grupo que consiste em um vetor de virus vaccinia, um vetor viral de herpes
simplex, um vetor de adenovirus, um vetor de alfavirus e um vetor de TGEV.

58. Uso de acordo com a reivindicagdo 32, caracterizado pelo
fato de que a dita resposta imunoldgica aumentada do dito porco a um anti-
geno de PRRSV compreende uma maior produgao de antlcorpos neutrallza-
dores de PRRSV pelo dito porco. ,

59. Uso de acordo com a reivindicagdo 32, caracterizado pelo
fato de que o dito porco é uma porca, uma leitoa, um porco néo castrado ou |
um leitdo. | ,

60. Uso de acordo com a reivindicagao 32, caracterizado pelo
fato de que o dito polinucleotideo que codifica uma variagao do polipeptidéo
GP5 de PRRSV hipoglicosilada é obtido através da sintese direta, da muta-
génese de uma sequéncia de nucleotideos de GP5 do isolado de PRRSV da

‘América do Norte ou de uma seqtiéncia de nucleotideos de GP5 consenso

de PRRSV da América do Norte.

61. Uso de acordo com a reivindicagao 60, caracterizado pelo
fato de que a dita séqUéncia de nucleotideos de GP5 do isolado de PRRSV
da América do Norte codifica um peptideo selecionado do grupo que consis-
te da SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2', SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID
NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID.NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQID
NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12 e SEQ ID NO: 13. |

62. Uso de acordo com a reivindicagdo 60, caracterizado pelo
fato de que a dita seqliéncia de nucleotideos de GP5 de PRRSV da América
do Norte consenso codifica 'uma proteina GP5 consenso que é pelo menos
85% idéntica a SEQ ID NO: 14.
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63. Uso de acordo com a reivindicagdo 32, caracterizado pelo

- fato de que 0 dito polinucleotideo que codifica uma variagao de polipeptideo

GP5 de PRRSV hipoglicosilada é obtido através da sintese direta, da muta-
génese de uma sequéncia de nucleotideos de GP5 do isolado de PRRSV da
Europa ou da mutagénese de uma sequéncia de nucleotideos de GP5 de
PRRSV da Europa consenso..

64. Uso de acordo com a reivindicacdo 63, caracterizadq pelo
fato de que a dita sequéncia de nucleotideos de GP5 do isoladode PRRSV
da Europa codifica uma proteina GP5 que é pelo menos 85% idéntica & SEQ
ID NO: 15. | _ o |

65. Uso de acordo com a reivindicagdo 64, caracterizado pelo
fato de que a dita seqliéncia de nucleotideos de GP5 de PRRSV da Europa

éaSEQID NO: 15.

66. Uso de um polipeptideo isolado como definido na reivindica-
¢éo 32, caracterizado pelo fato de que € na preparagdao de uma composi¢cao
para ativacdo de uma resposta imunolégica maior em um porco para um an-

tigeno do Virus da Sindrome Reprodutiva e Respiratéria Suina (PRRSV).
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RESUMO _ |

Patente de Invengdo: "PROCESSOS E COMPOSICOES PARA VACINA--

CAO DE ANIMAIS COM ANTIGENOS DE PRRSV COM MAIOR IMUNO-
GENICIDADE". ' |

Porcos desafiados com variagbes hipoglicosiladas da proteina -
GP5 principal de superficie do Virus da Sindrome Reprodutiva e Respiratéria

~ Suina (PRRSV) exibiram maior produgdo de anticorpos _neutralizadores_de

PRRSV em relagédo aos niveis de anticorpos neutralizadores 'prbduzidbs por
porcos imunizados com GP5 do tipo selvagem (wt) ou glicosilada. Esta in-
vengéo fornece processos de obtengédo de respostas irhunolc")gica}s maiores

- em porcos para o PRRSV, composi¢bes 0tei$ para a obtengdo de re'spostas'

imunolégicas maiores assim como polinucleotideos isolados que codificam

’varia.(;,c“)es hipoglicosiladas da proteina GP5 pri_ncipal dé superficie de PR-

RSV.
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