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“COMPOSIÇÃO, MÉTODOS PARA PREPARAR UM VÍRUS DE 

INFLUENZA E UM VEÍCULO DE LIBERAÇÃO DE GENES, E, VÍRUS” 

Referência cruzada a pedidos relacionados 

[0001] O presente pedido reivindica o benefício sob 35 U.S.C. § 119 

(e) de dato de depósito do pedido US número de série 60/473.798, depositado 

em 28 de maio de 2003, cuja descrição é aqui incorporada por referência. 

Declaração de Direitos Governamentais 

[0002] Esta invenção foi feita com uma bolsa do Governo dos Estados 

Unidos da América (bolsa AI-47446 do National Institute of Allergy and 

Infectious Diseases Public Health Service). O Governo tem determinados 

direitos sobre esta invenção. 

Antecedente da Invenção 

[0003] Vírus de RNA de sentido negativo são classificados em sete 

famílias (Rhabdoviridae, Paramyxoviridae, Filoviridae, Bornaviridae, 

Orthomyxoviridae, Bunyaviridae, e Arenaviridae) que incluem patógenos 

humanos comuns, como vírus sincicial respiratório, vírus de influenza, vírus 

de sarampo, e vírus Ebola, assim como vírus de animais com impacto 

econômico grande em indústrias de aves e gado (por exemplo vírus de doença 

de Newcastle e vírus de Rinderpest). As primeiras quatro famílias são 

caracterizadas por genomas não segmentados, enquanto as últimas três tem 

genomas compostos de seis a oito, três ou dois segmentos de RNA de sentido 

negativo, respectivamente. O aspecto comum de vírus de RNA de sentido 

negativo é a polaridade negativa e, assim, não é infeccioso sozinho. A fim de 

iniciar a transcrição e replicação viral, o vRNA precisa ser transcrito em um 

cRNA ou mRNA de sentido mais, respectivamente, pelo complexo de 

polimerase viral e a nucleo-proteína; ou vírus de influenza A, o complexo de 

polimerase viral é composto de três proteínas de polimerase PB2, PB1 e PA. 

Durante a replicação viral, cRNA serve como um gabarito para a síntese de 
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novas moléculas de vRNA. Para todos os vírus de RNA de filamento 

negativo, as regiões de não codificação em ambos os términos 5’ e 3’ do 

vRNA e cRNA são críticos para a transcrição e replicação do genoma viral. 

Diferentes de transcritos de mRNA viral ou celular, tanto cRNA como vRNA 

não são nem terminados na extremidade 5’ nem poliadenilados na própria 

extremidade 3’. 

[0004] As funções básicas de muitas proteínas virais foram elucidadas 

bioquimicamente e/ou no contexto da infecção viral. No entanto, sistemas 

genéticos reversos aumentaram dramaticamente o conhecimento dos 

requerentes sobre vírus de RNA não segmentos e segmentados de filamento 

negativo com relação a sua replicação viral e patogenicidade, assim como o 

desenvolvimento de vacinas de vírus atenuados vivos. A genética reversa, 

como o termo é usado em virologia molecular, é definida como a geração de 

vírus possuindo um genoma derivado de cDNAs clonados (para um estudo, 

ver Neumann et al., 2002). 

[0005] A fim de iniciar a replicação viral de vírus de RNA de 

filamento negativo, vRNA(s) ou cRNA(s) devem ser co-expressados com o 

complexo de polimerase e a nucleo-proteína. O vírus da raiva foi o primeiro 

vírus RNA de sentido negativo, não segmentado, que foi gerado 

completamente a partir de cDNA clonado: Schnell et al. (1994) geraram vírus 

da raiva recombinante por co-transfecção de uma construção de cDNA 

codificando o cRNA de comprimento completo e construções de expressão de 

proteína para as proteínas L, P e N, todas sob o controle de promotor de T7 

RNA polimerase. A infecção com vírus de vacínia recombinante, que proveu 

a T7 RNA polimerase, resultou na geração de vírus de raiva infeccioso. Neste 

sistema de T7 polimerase, a transcrição primária de cRNA de comprimento 

completo sob o controle de T7 RNA polimerase resultou em um transcrito de 

cRNA não terminado. No entanto, três nucleotídeos de guanidina, que 

formam a sequência de iniciação ótima para T7 RNA polimerase, foram 
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fixados na extremidade 5’. A fim de criar uma extremidade 3’ autêntica do 

transcrito de cRNA, que é essencial para um ciclo infectivo produtivo, a 

sequência de ribozima delta de hepatite (HDVRz) foi usada para uma 

clivagem autocatalítica exata na extremidade 3’ do transcrito de cRNA. 

[0006] Desde o relatório inicial por Schnell et al. (1994), os sistemas 

genéticos reversos usando técnicas similares levaram à geração de muitos 

vírus de RNA de filamento negativo não segmentados (Conzelmann, 1996; 

Conzelmann, 1998; Conzelmann et al., 1996; Marriott et al., 1999; Munoz et 

al., 2000; Nagai, 1999; Neumann et al., 2002; Roberts et al., 1998; Rose, 

1996). Os aperfeiçoamentos do procedimento de resgate original incluíam a 

expressão de T7 RNA polimerase a partir de linhagens de células 

transfectadas de modo estável (Radecke et al., 1996) ou de plasmídeos de 

expressão de proteína (Lawson et al., 1995), ou procedimentos de choque 

térmico para aumentar as eficácias de resgate (Parks et al., 1999). Com base 

no sistema de T7 polimerase, Bridgen e Elliott (1996) criaram o vírus 

Bunyamwera (família Bunyaviridae) a partir de cDNAs clonados e 

demonstraram a possibilidade de gerar artificialmente um vírus RNA sentido 

negativo segmentado pelo sistema de T7 polimerase. 

[0007] Em 1999, uma técnica de genética reversa à base de plasmídeo 

foi gerada com base em RNA polimerase I celular para a geração de vírus de 

influenza A segmentado a partir de cDNAs clonados (Fodor et al., 1999; 

Neumann e Kawaoka, 1999). RNA polimerase I, uma enzima nuclear, 

sintetiza RNA ribossômico que, como o RNA de vírus de influenza, não 

contém capa 5’ ou estruturas polyA 3’. A transcrição de RNA polimerase I de 

uma construção contendo um cDNA viral de influenza, flanqueado por 

promotor de RNA polimerase I e sequências de terminador, resultou em 

síntese de vRNA de influenza (Fodor et al., 1999; Neumann e Kawaoka, 

1999; Neumann e Kawaoka, 2001; Pekosz et al., 1999). O sistema foi 

altamente eficiente, produzindo mais que 108 partículas de vírus infeccioso 
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por ml de sobrenadante de células transfectadas com plasmídeos 48 horas 

após a transfecção. 

[0008] O que é necessário é um método para preparar ortomixovírus 

de título elevado como vírus de influenza A, completamente a partir de 

cDNAs clonados. 

Sumário da Invenção 

[0009] A invenção provê uma molécula de ácido nucleico isolada e/ou 

purificada (polinucleotídeo) codificando pelo menos uma das proteínas de 

título elevado, por exemplo títulos maiores do que 109/ml, por exemplo 

maiores do que 1010 /ml, vírus de influenza, ou uma porção do mesmo, ou o 

complemento da molécula de ácido nucleico. Em uma forma de realização, a 

molécula de ácido nucleico isolada e/ou purificada codifica HA, NA, PB1, 

PB2, PA, NP, M ou NS, ou uma porção do mesmo, tendo substancialmente a 

mesma atividade como um polipeptídeo correspondente codificado por uma 

dentre SEQ ID NO: 1-8. Como usado aqui, “substancialmente a mesma 

atividade”, inclui uma atividade que é cerca de 0,1%, 1%, 10%, 30%, 50%, 

90%, por exemplo, até 100% ou mais, ou o nível de proteína detectável que é 

cerca de 80%, 90% ou mais, a atividade ou nível de proteína, 

respectivamente, do polipeptídeo de comprimento completo correspondente. 

Em uma forma de realização, a molécula de ácido nucleico isolada e/ou 

purificada codifica um polipeptídeo que é substancialmente o mesmo que, por 

exemplo, tendo pelo menos 80%, por exemplo, 90%, 92%, 95%, 97% ou 

99%,de identidade de sequência de aminoácido contígua para um polipeptídeo 

codificado por uma dentre SEQ ID NO: 1-8. Em uma forma de realização, a 

molécula de ácido nucleico isolada e/ou purificada compreende uma 

sequência de nucleotídeo que é substancialmente igual que, por exemplo 

tendo pelo menos 50%, por exemplo, 60%, 70%, 80% ou 90% ou mais de 

identidade de sequência de ácido nucleico contíguo para, uma dentre SEQ ID 

NO: 1-8, ou o complemento da mesma, e em uma forma de realização, 
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também codifica um polipeptídeo tendo pelo menos 80%, por exemplo, 90%, 

92%, 95%, 97% ou 99%, de identidade de sequência de aminoácido contígua, 

para um polipeptídeo codificado por uma dentre SEQ ID NO: 1-8. Em uma 

forma de realização, a molécula de ácido nucleico isolada e/ou purificada 

codifica um polipeptídeo com uma ou mais, por exemplo 2, 5, 10, 15, 20 ou 

mais, substituições de aminoácidos conservativos, por exemplo substituição 

conservativas de até 10% ou 20% dos resíduos, com relação a um 

polipeptídeo codificado por uma dentre SEQ ID NO: 1-8. “As substituições 

de aminoácido conservativas se referem a inter-permutabilidade dos resíduos 

tendo cadeias laterais similares. Por exemplo, um grupo de aminoácidos tendo 

cadeias laterais alifáticas é glicina, alanina, valina, leucina, e isoleucina; um 

grupo de aminoácidos tendo cadeias laterais hidroxila alifáticas é serina e 

treonina; um grupo de aminoácidos tendo cadeias laterais contendo amida é 

asparagina e glutamina; um grupo de aminoácidos tendo cadeias laterais 

aromáticas é fenilalanina, tirosina e triptofano; um grupo de aminoácidos 

tendo cadeias laterais básicas é lisina, arginina e histidina; e um grupo de 

aminoácidos tendo cadeia lateral contendo enxofre é cisteína e metionina. Os 

grupos de substituição de aminoácido conservativos, preferidos, são: valina-

leucina-isoleucina, fenilalanina- tirosina, lisina- arginina; alanina- valina; 

glutâmico- aspártico; e asparagina- glutamina. 

[00010] Em outra forma de realização, a molécula de ácido nucleico 

isolada e/ou purificada da invenção ou o complemento da mesma, hibridiza 

para um dentre SEQ ID NO: 1-8, ou o complemento da mesma, sob condições 

de baixa estringência, estringência moderada ou estringentes. Por exemplo, as 

seguintes condições podem ser empregadas: 7% de sulfato dodecil de sódio 

(SDS), 0,5 M de NaPO4, 1 mM de EDTA a 50 oC com lavagem em 2X SSC, 

0,1% de SDS a 50 oC (estringência baixa), mais desejável em 7% de sulfato 

dodecil de sódio (SDS), 0,5 M de NaPO4, 1 mM de EDTA a 50 oC com 

lavagem em 1X de SSC, 0,1% de SDS a 50 oC (estringência moderada), mais 
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desejável ainda em 7% de sulfato dodecil de sódio (SDS), 0,5 M de NaPO4, 1 

mM de EDTA a 50 oC com lavagem em 0,5% SSC, 0,1% de SDS a 50 oC 

(estringente), preferivelmente em 7% de sulfato dodecil de sódio (SDA), 0,5 

M de NaPO4, 1 mM de EDTA a 50 oC com lavagem em 0,1X SSC, 0,1% de 

SDS a 50 oC (mas estringente), mais preferivelmente em 7% de sulfato 

dodecil de sódio (SDS), 0,5 M de NaPO4, 1 mM de EDTA a 50 oC com 

lavagem em 0,1X SSC, 0,1% de SDS a 65 oC (muito estringente). Em uma 

forma de realização, a molécula de ácido nucleico da invenção codifica um 

polipeptídeo que é substancialmente o mesmo como, por exemplo, tendo pelo 

menos 50%, por exemplo, 60%, 70%, 80% ou 90% ou mais de identidade de 

sequência de ácido nucleico contígua para uma dentre SEQ ID NO: 1-8, e 

preferivelmente tem substancialmente a mesma atividade como um 

polipeptídeo de comprimento completo correspondente codificado por uma 

dentre SEQ ID NO: 1-8. 

[00011] A molécula de ácido nucleico da invenção pode ser empregada 

para expressar proteínas de influenza, para preparar genes quiméricos, por 

exemplo, com outros genes virais incluindo genes de vírus de influenza, e/ou 

para preparar vírus recombinantes. Assim, a invenção também provê 

polipeptídeos isolados, vírus recombinantes e células hospedeiras contactadas 

com as moléculas de ácido nucleico ou vírus recombinante da invenção. 

[00012] A invenção também provê pelo menos um dos seguintes 

vetores isolados e/ou purificados: um vetor compreendendo um promotor 

ligado de modo operativo a um cDNA de PA de vírus influenza para uma 

sequência de terminação de transcrição; um vetor compreendendo um 

promotor ligado de modo operativo a um cDNA de PB1 de vírus influenza 

ligado a uma sequência de terminação de transcrição, um vetor 

compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de PB2 

de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, um 

vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de 
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HA de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, 

um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA 

de NP de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de 

transcrição, um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo 

a um cDNA de NA de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação 

de transcrição, um vetor compreendendo um promotor ligado de modo 

operativo a um cDNA de M de vírus influenza ligado a uma sequência de 

terminação de transcrição, um vetor compreendendo um promotor ligado de 

modo operativo a um cDNA de vírus de influenza NS ligado a uma sequência 

de terminação de transcrição, em que pelo menos um vetor compreende 

sequências codificando HA, NA, PB1, PB2, PA, NP, M, NS, ou uma porção 

das mesmas, tendo substancialmente a mesma atividade que um polipeptídeo 

correspondente codificado por uma dente SEQ ID NO: 1-8, por exemplo uma 

sequência codificando um polipeptídeo com pelo menos 80% de identidade de 

aminoácido para um polipeptídeo codificado por uma dentre SEQ ID NO: 1-

8. Opcionalmente, dois vetores podem ser empregados em vez do vetor 

compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de M de 

vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, por 

exemplo um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a 

um cDNA de vírus de influenza M1 ligado a uma sequência de terminação de 

transcrição, e um vetor compreendendo um promotor ligado de modo 

operativo a um cDNA de vírus de influenza M2 ligado a uma sequência de 

terminação de transcrição. 

[00013] A invenção provê vetores isolados e purificados ou 

plasmídeos, que expressam ou codificam proteínas de vírus de influenza, ou 

expressam ou codificam vRNA de influenza, tanto vRNA nativo como 

recombinante. Preferivelmente, os vetores compreendendo cDNA de 

influenza, por exemplo influenza A (por exemplo qualquer gene de influenza 

A incluindo qualquer um dos subtipos 15 HA ou 9 NA), B ou C DNA (ver 
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capítulos 45 e 46 de Fields Virology (Fields et al. (eds.), Lippincott-Raven 

Publ. Philadelphia, PA (1996), que são especificamente incorporados aqui por 

referência), apesar de ser visado que o(s) gene(s) de qualquer organismo pode 

ser empregado nos vetores ou métodos da invenção. O cDNA pode estar em 

orientação sentido ou anti-sentido com relação ao promotor. Assim, um vetor 

da invenção pode codificar uma proteína de vírus de influenza (sentido) ou 

vRNA (anti-sentido). Qualquer promotor apropriado ou sequência de 

terminação de transcrição pode ser empregado para expressar uma proteína ou 

peptídeo, por exemplo uma proteína viral ou peptídeo, uma proteína ou 

peptídeo de um patógeno não viral, ou uma proteína ou peptídeo terapêutico. 

[00014] A invenção provê uma composição compreendendo uma 

pluralidade de vetores de vírus de influenza da invenção. Em uma forma de 

realização da invenção, a composição compreende: a) pelo menos dois 

vetores selecionados dentre um vetor compreendendo um promotor ligado de 

modo operativo a um cDNA de PA de vírus influenza ligado a uma sequência 

de terminação de transcrição, um vetor compreendendo um promotor ligado 

de modo operativo a um cDNA de PB1 de vírus influenza ligado a uma 

sequência de terminação de transcrição, um vetor compreendendo um 

promotor ligado de modo operativo a um cDNA de PB2 de vírus influenza 

ligado a uma sequência de terminação de transcrição, um vetor 

compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de HA 

de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, um 

vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de 

NP de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, 

um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA 

de NA de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de 

transcrição, um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo 

a um cDNA de M de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de 

transcrição, e um vetor compreendendo um promotor ligado de modo 
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operativo a um cDNA de vírus de influenza NS ligado a uma sequência de 

terminação de transcrição, em que pelo menos um vetor compreende um 

promotor ligado de modo operativo a uma molécula de ácido nucleico da 

invenção ligado a uma sequência de terminação de transcrição, e b) pelo 

menos dois vetores selecionados dentre um vetor codificando PA de vírus 

influenza, um vetor codificando PB1 de vírus influenza, um vetor codificando 

PB2 de vírus influenza, e um vetor codificando NP de vírus influenza. 

Opcionalmente, os vetores de b) incluem um ou mais vetores codificando NP, 

NS, M, por exemplo M1 e M2, HA ou NA. Preferivelmente, os vetores 

codificando proteínas virais ainda compreendem uma sequência de 

terminação de transcrição. 

[00015] Em outra forma de realização, a composição compreende a) 

pelo menos dois vetores selecionados dentre um vetor compreendendo um 

promotor ligado de modo operativo a um cDNA de PA de vírus influenza 

ligado a uma sequência de terminação de transcrição; um vetor 

compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de PB1 

de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, um 

vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de 

PB2 de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, 

um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA 

de HA de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de 

transcrição, um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo 

a um cDNA de NP de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação 

de transcrição, um vetor compreendendo um promotor ligado de modo 

operativo a um cDNA de NA de vírus influenza e NB ligado a uma sequência 

de terminação de transcrição, um vetor compreendendo um promotor ligado 

de modo operativo a um cDNA de M de vírus influenza ligado a uma 

sequência de terminação de transcrição, um vetor compreendendo um ligado 

de modo operativo a um cDNA de vírus de influenza NS ligado a uma 
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sequência de terminação de transcrição, e um vetor compreendendo um 

promotor ligado de modo operativo a um cDNA de vírus de influenza BM2 

ligado de modo operativo a uma sequência de transcrição, em que pelo menos 

um vetor compreende um promotor ligado de modo operativo a uma molécula 

de ácido nucleico da invenção ligado a uma sequência de terminação de 

transcrição, e b) pelo menos dois vetores selecionados dentre um vetor 

codificando PA de vírus influenza, um vetor codificando PB1 de vírus 

influenza, um vetor codificando PB2 de vírus influenza, e um vetor 

codificando NP de vírus influenza. Opcionalmente, os vetores de b) incluem 

um ou mais vetores codificando NP, NS, M, HA ou NA. Preferivelmente, os 

vetores codificando as proteínas virais ainda compreendem uma sequência de 

terminação de transcrição. 

[00016] Uma composição da invenção também pode compreender um 

gene ou uma matriz de interesse, por exemplo um gene estranho codificando 

um peptídeo ou proteína imunogênico utilizável como uma vacina. Assim, 

outra forma de realização da invenção compreende uma composição da 

invenção como acima mencionado em que um dos vetores é substituído com, 

ou a composição ainda compreende, um vetor compreendendo um promotor 

ligado a sequências de vírus de influenza 5’ opcionalmente incluindo 

sequências de codificação de vírus de influenza 5’ ou uma porção das 

mesmas, ligadas a uma sequência de ácido nucleico desejada por exemplo um 

cDNA desejado, ligado a sequências de vírus de influenza 3’ opcionalmente 

incluindo sequências de codificação de vírus de influenza 3’ ou uma porção 

das mesmas, ligadas a uma sequência de terminação de transcrição. 

Preferivelmente, a sequência de ácido nucleico desejada como cDNA está em 

uma orientação anti-sentido. A introdução desta composição a uma célula 

hospedeira permissiva para replicação de vírus resulta em vírus recombinante 

compreendendo vRNA correspondendo a sequências do vetor. O promotor em 

tal vetor para a produção de vRNA pode ser um promotor de RNA polimerase 
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I, um promotor de RNA polimerase II, um promotor de RNA polimerase III, 

um promotor T7, e um promotor T3, e opcionalmente o vetor compreende 

uma sequência de terminação de transcrição como uma sequência de 

terminação de transcrição de RNA polimerase I, uma sequência de terminação 

de transcrição de RNA polimerase II, uma sequência de terminação de 

transcrição de RNA polimerase III, ou uma ribozima. Em uma forma de 

realização, o vetor compreendendo a sequência de ácido nucleico desejada 

compreende um cDNA de interesse. O cDNA de interesse, seja em um vetor 

para vRNA ou produção de proteína, pode codificar um epítopo imunogênico, 

como um epítopo utilizável em uma terapia ou vacina para câncer, ou um 

peptídeo ou polipeptídeo utilizável em terapia de genes. Quando se prepara o 

vírus, o vetor ou plasmídeo compreendendo o gene ou cDNA de interesse 

pode substituir por um vetor ou plasmídeo para um gene viral de influenza ou 

pode ser além de vetores ou plasmídeos para todos os genes de vírus de 

influenza. 

[00017] Uma pluralidade de vetores da invenção pode ser fisicamente 

ligada ou cada vetor pode estar presente em um plasmídeo individual ou 

outros, por exemplo, veículo de liberação de ácido nucleico, linear. 

[00018] O promotor ou sequência de terminação de transcrição em um 

vRNA ou vetor de expressão de proteína viral pode ser igual ou diferente com 

relação ao promotor ou qualquer outro vetor. Preferivelmente, o vetor ou 

plasmídeo que expressa vRNA de influenza compreende um promotor 

apropriado para expressão em pelo menos uma célula hospedeira particular, 

por exemplo células hospedeiras de aves ou mamíferos, como células de 

caninos, felinos, equinos, bovinos, ovinos, ou primatas, incluindo células de 

humanos, ou preferivelmente para expressão em mais de um hospedeiro. 

[00019] Em uma forma de realização, um ou mais vetores para a 

produção de vRNA compreendem um promotor incluindo, mas não são 

limitados a promotor de RNA polimerase I, por exemplo um promotor de 
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RNA polimerase I, um promotor de RNA polimerase II, um promotor de 

RNA polimerase III, um promotor T7, ou um promotor T3. As sequências de 

terminação de transcrição preferidas para os vetores vRNA incluem, mas não 

são limitadas a sequência de terminação de transcrição de RNA polimerase I, 

sequência de terminação de transcrição de RNA polimerase II, sequência de 

terminação de transcrição de RNA polimerase III ou uma ribozima. As 

ribozimas dentro do escopo da invenção incluem, mas não são limitadas a 

ribozimas de tetrahimena, RNAse P, ribozimas de cabeça de martelo, 

ribozimas hairpin, ribozima de hepatite, assim como ribozimas sintéticas. 

[00020] Em uma forma de realização, pelo menos um vetor para vRNA 

compreende um promotor de RNA polimerase II ligado a uma sequência de 

ribozimas ligada a sequências de codificação viral ligadas a outras sequências 

de ribozimas, opcionalmente ligadas a uma sequência de terminação de 

transcrição de RNA polimerase II. Em uma forma de realização, pelo menos 2 

e preferivelmente mais, por exemplo 3, 4, 5, 6, 7 ou 8, vetores para a 

produção de vRNA compreendem um promotor de RNA polimerase II, uma 

primeira sequência de ribozimas, que é 5’ para uma sequência 

correspondendo a sequências virais incluindo sequências de codificação viral, 

que é 5’ para uma segunda sequência de ribozimas, que é 5’ para uma 

sequência de terminação de transcrição. Cada promotor de RNA polimerase II 

em cada vetor de vRNA pode ser igual ou diferente que o promotor de RNA 

polimerase II em qualquer outro vetor vRNA. Similarmente, cada sequência 

de ribozimas em cada vetor de vRNA pode ser igual ou diferente que as 

sequências de ribozimas em qualquer outro vetor de vRNA. Em uma forma de 

realização, as sequências de ribozimas em um único vetor não são iguais. 

[00021] A invenção também provê um método para preparar vírus de 

influenza. O método compreende contatar uma célula com uma pluralidade de 

vetores da invenção, por exemplo de modo sequencial ou simultâneo, por 

exemplo empregando uma composição da invenção em uma quantidade 
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eficaz para dar vírus de influenza infeccioso. A invenção também inclui isolar 

o vírus de uma célula contactada com a composição. Assim, a invenção ainda 

provê vírus isolado, assim como uma célula hospedeira contactada com a 

composição ou vírus da invenção. Em outra forma de realização, a invenção 

inclui contactar a célula com um ou mais vetores, ou vetores de produção de 

proteína ou vRNA, antes de outros vetores, ou vetores vRNA ou de produção 

de proteína. 

[00022] O método da invenção permite uma fácil manipulação de vírus 

de influenza, por exemplo pela introdução de atenuação de mutações no 

genoma viral. Além disso, porque os vírus de influenza induzem uma 

imunidade celular e humoral forte, a invenção aumenta muito estes vírus 

como vetores de vacina, particularmente em vista da disponibilidade de 

variantes naturais do vírus, que podem ser empregados sequencialmente 

permitindo o uso repetitivo para terapia de genes. 

[00023] Os métodos de produção de vírus aqui descritos, que não 

requerem infecção de vírus auxiliar, são utilizáveis em estudos de mutagênese 

viral, e na produção de vacinas (por exemplo para AIDS, influenza, hepatite 

B, hepatite C, rhinovírus, filovírus, malária, herpes, e febre aftosa), e vetores 

de terapia de genes (por exemplo para câncer, AIDS, adenosina desaminase, 

distrofia muscular, deficiência de ornitina transcarbamilase, e tumores do 

sistema nervoso central. Assim, um vírus para uso em terapia médica (por 

exemplo para uma vacina ou terapia de genes) é provido. 

[00024] A invenção também provê um método para imunizar um 

indivíduo contra um patógeno, por exemplo uma bactéria, vírus, um parasita, 

ou um tumor maligno. O método compreende a administração ao indivíduo de 

uma quantidade de pelo menos um vírus isolado da invenção, opcionalmente 

em combinação com um adjuvante, eficaz para imunizar o indivíduo. O vírus 

compreende vRNA compreendendo um polipeptídeo codificado pelo 

patógeno ou um polipeptídeo específico para tumor. 
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[00025] Também é provido um método para aumentar ou elevar a 

expressão de uma proteína endógena em um mamífero tendo uma indicação 

ou doença caracterizada por uma quantidade diminuída ou uma falta de uma 

proteína endógena. O método compreende a administração ao mamífero de 

uma quantidade de um vírus isolado da invenção eficaz para aumentar ou 

elevar a quantidade de proteína endógena no mamífero. Preferivelmente, o 

mamífero é um humano. 

Breve Descrição dos Desenhos 

[00026] Figura 1. Diagrama esquemático de sistemas genéticos 

reversos estabelecidos. No processo de transfecção de RNP (A), proteínas NP 

e polimerase purificadas são montadas em RNPs com o uso de vRNA 

sintetizado in vitro. As células são transfectadas em RNPs, seguido por 

infecção com vírus auxiliar. No método de RNA polimerase I (B), um 

plasmídeo contendo o promotor de RNA polimerase I, um cDNA codificando 

o vRNA a ser resgatado, e o terminador de RNA polimerase I é transfectado 

nas células. A transcrição intracelular por RNA polimerase I dá vRNA 

sintético, que é embalado em partículas de vírus de progênie quando da 

infecção com o vírus auxiliar. Com ambos os métodos, vírus transfectantes 

(isto é, os contendo RNA derivado de cDNAs clonados), são selecionados da 

população de vírus auxiliar. 

[00027] Figura 2. Diagrama esquemático de geração de construções de 

RNA polimerase I. cDNAs derivados de vírus de influenza foram 

amplificados por PCR, digeridos com BsmBI e clonados nos sítios de BsmBI 

do vetor pHH21. (E. Hoffmann, tese de Ph. D., Jutus, Liebig- University, 

Giessen, Alemanha), que contém o promotor de RNA polimerase I humano e 

o terminador de RNA polimerase I de camundongo (T). O nucleotídeo 

timidina a montante da sequência de terminador (*T) representa a 

extremidade 3’ do RNA viral de influenza. As sequências de vírus de 

influenza A são mostradas em letras de face negrito (SEQ ID NO: 29-40). 
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[00028] Figura 3. O método de genética reversa proposto para gerar 

vírus RNA de sentido negativo segmentado. Os plasmídeos contendo o 

promotor de RNA polimerase I um cDNA de cada um dos oito segmentos de 

RNA viral, e o terminador de RNA polimerase I são transfectados em células 

junto com plasmídeos de expressão de proteína. Apesar de vírus infecciosos 

poderem ser gerados com plasmídeos expressando PA, PB1, PB2 e NP, a 

expressão de todas as proteínas estruturais restantes (mostradas em parêntese) 

aumenta a eficácia de produção de vírus dependendo do vírus gerado. 

[00029] Figura 4. Título de vários vírus de influenza. 

Descrição detalhada da invenção 

Definições 

[00030] Com usado aqui, os termos ‘isolado e/ou purificado” se 

referem a preparação isolamento e/ou purificação in vitro de um vetor, 

plasmídeo ou vírus da invenção, de modo que ele não está associado com 

substâncias in vivo, ou é substancialmente purificado a partir de substâncias 

in vitro. Uma preparação de vírus isolada é geralmente obtida pela cultura in 

vitro e propagação e é substancialmente isento de outros agentes infecciosos. 

[00031] Como usado, “substancialmente isento” significa abaixo do 

nível de detecção para um agente infeccioso particular usando métodos de 

detecção padrões para este agente. 

[00032] Um vírus “recombinante” é um que foi manipulado in vitro, 

por exemplo usando técnica de DNA recombinante, para introduzir mudanças 

no genoma viral. 

[00033] Como usado, o termo “ácido nucleico recombinante” ou 

“sequência de DNA recombinante ou segmento” se refere a um ácido 

nucleico, por exemplo a DNA, que foi derivado ou isolado de uma fonte, que 

pode ser subsequentemente quimicamente alterado in vitro, de modo que sua 

sequência não é de ocorrência natural, ou corresponde a sequências de 

ocorrência natural que não estão posicionadas como elas derivam estar 
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posicionadas no genoma nativo. Um exemplo de DNA ‘derivado” de uma 

fonte, deve ser uma sequência de DNA que é identificada como um fragmento 

utilizável, e que é então quimicamente sintetizado em uma forma 

essencialmente pura. Um exemplos deste DNA “isolado” de uma fonte seria 

uma sequência de DNA utilizável que é excisada ou removida da referida 

fonte por meios químicos, por exemplo pelo uso de endonucleases de 

restrição, de modo que pode ser ainda manipulado, por exemplo amplificado, 

para uso na invenção, pela metodologia de engenharia genética. 

Replicação de vírus de influenza 

[00034] O vírus de influenza A possui um genoma de oito RNAs virais 

de sentido negativo, filamento único, (vRNAs) que codificam um total de dez 

proteínas. O ciclo de vida do vírus de influenza começa com a ligação de 

receptores contendo hemaglutinina (HA) para ácido siálico sobre a superfície 

da célula hospedeira, seguido por endocitose mediada por receptor. O pH 

baixo em endossomas tardios aciona uma mudança conformacional em HA, 

assim expondo o N-término da subunidade HA2 (o assim chamado peptídeo 

de fusão). O peptídeo de fusão inicia a fusão da membrana viral e 

endossomal, e os complexos de proteína de matriz (M1) e RNP são liberados 

no citoplasma. RNPs consistem de nucleo-proteína (NP), que encapsida 

vRNA, e o complexo de polimerase viral, que é formado pelas proteínas PA, 

PB1 e PB2. RNPs são transportados para o núcleo, onde a transcrição e a 

replicação ocorrem. O complexo de RNA polimerase catalisa três diferentes 

reações: síntese de um mRNA com uma capa 5’ e estrutura poly A 3’, de um 

RNA complementar de comprimento completo, (cRNA), e de vRNA 

genômico, usando o cDNA como gabarito. vRNAs recentemente sintetizados, 

NP e proteínas polimerase, são então montados nos RNPs, exportados do 

núcleo, e transportados para a membrana de plasma, onde a formação de 

brotos de partículas de vírus de progênie ocorre. A proteína neuraminidase 

(NA) desempenha um papel crucial tardio em infecção por remoção de ácido 
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siálico de sialiloligossacarídeos, assim liberando virions recentemente 

montados da superfície da célula e evitando a auto-agregação das partículas 

virais. Apesar da montagem de vírus envolver interações proteína -proteína e 

proteína – vRNA, a natureza destas interações é muito desconhecida. 

[00035] Apesar dos vírus de influenza B e C serem similares de modo 

estrutural e funcional, para o vírus de influenza A, existem algumas 

diferenças. Por exemplo, o vírus de influenza B não tem uma proteína M2 

com atividade de canal de íons. similarmente, o vírus de influenza C não tem 

uma proteína M2 com atividade de canal de íons. NO entanto, a proteína CM1 

provavelmente tem esta atividade. A atividade de uma proteína de canal de 

íons pode ser medida por métodos bem conhecidos dos versados na arte, ver, 

por exemplo, Holsinger et al. (1994) e WO 01/79273. 

Linhagens de células e vírus de influenza que podem ser usados na presente 

invenção 

[00036] De acordo com a presente invenção, qualquer célula que 

suporte uma replicação eficaz de vírus de influenza pode ser empregada na 

invenção, incluindo células mutantes que expressam níveis reduzidos ou 

diminuídos de um ou mais ácidos siálicos que são receptores para o vírus de 

influenza. Os vírus obtidos pelos métodos podem ser feitos em um vírus 

reagrupante. 

[00037] Preferivelmente, as células são linhagens de células contínuas 

certificadas pela WHO, ou certificáveis. As exigências para certificar estas 

linhagens de células incluem caracterização com relação a pelo menos um 

dentre genealogia, características de crescimento, marcadores imunológicos, 

tumorigenicidade, susceptibilidade de vírus, e condições de armazenamento, 

assim como por testes em animais, ovos e cultura de células. Esta 

caracterização é usada para confirmar que as células são livres de agentes 

adventícios detectáveis. Em alguns países, a cariologia também pode ser 

requerida. Além disso, a tumorigenicidade é preferivelmente testada em 
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células que estão no mesmo nível de passagem que as usadas para produção 

de vacinas. O vírus é preferivelmente purificado por um método que foi 

mostrado como dando resultados consistentes, antes de ser inativado ou 

atenuado para produção de vacina (ver, por exemplo, World Health 

Organization, 1982). 

[00038] Prefere-se estabelecer uma caracterização completa das 

linhagens de células a serem usadas, de modo que testes apropriados para 

pureza do produto final podem ser incluídos. Os dados que podem ser usados 

para a caracterização de uma célula a ser usada na presente invenção incluem 

(a) informação de sua origem, derivação, e história de passagem, (b) 

informação sobre seu crescimento e características morfológicas, (c) 

resultados de testes de agentes adventícios, (d) aspectos distintos, como 

padrões bioquímicos, imunológicos, e citogenéticos, que permitem que as 

células sejam claramente reconhecidas dentre outras linhagens de células, e 

(e) resultados de testes para tumorigenicidade. Preferivelmente, o nível de 

passagem ou duplicação de população, da célula hospedeira deve ser tão 

baixo como possível. 

[00039] Prefere-se que o vírus produzido na célula seja altamente 

purificado antes da formulação da terapia de gene ou vacina. Geralmente, os 

procedimentos de purificação irão resultar em remoção extensiva de DNA 

celular, outros componentes celulares, e agentes adventícios. Os 

procedimentos que extensivamente degradam ou desnaturam o DNA podem 

ser também usados. Ver, por exemplo, Mizrahi, 1990. 

Vacinas 

[00040] Uma vacina da invenção pode compreender proteínas 

imunogênicas incluindo glicoproteínas de qualquer patógeno, por exemplo 

uma proteína imunogênica de um ou mais dentre bactérias, vírus, leveduras 

ou fungos. Assim, em uma forma de realização, o vírus de influenza da 

invenção pode ser de vetores de vacina para vírus de influenza ou outros 
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patógenos virais incluindo, mas não são limitados a lentivírus, como HIV, 

vírus de hepatite B, vírus de hepatite C, vírus de herpes, como CMV ou HSv, 

ou vírus de febre aftosa. 

[00041] Uma vacina de vírion completa é concentrada por 

ultrafiltração e então purificada por centrifugação zonal ou por cromatografia. 

Ele é inativado antes ou após purificação usando formalina ou beta-

propiolactona, por exemplo. 

[00042] Uma vacina de subunidade compreende glicoproteínas 

purificadas. Esta vacina pode ser assim preparada: usar suspensão viral 

fragmentada por tratamento com detergente, os antígenos de superfície são 

purificados, por ultra-centrifugação por exemplo. As vacinas de subunidade 

assim contém principalmente proteína HA, e também NA. O detergente usado 

pode ser catiônico, por exemplo, como brometo de hexadecil trimetil amônio 

(Bachmeyer, 1975), um detergente aniônico como deoxicolato de amônio 

(Laver & Webster, 1976); ou um detergente não iônico como que 

comercializado sob o nome TRITON X100. A hemaglutinina pode ser 

também isolada após tratamento dos virions com uma protease como 

bromelina, então purificada por um método como descrito por Grand e Skehel 

(1972). 

[00043] Uma vacina dividida compreende virions que foram 

submetidos a tratamento com agentes que dissolvem lipídeos. Uma vacina 

dividida pode ser preparada como: uma suspensão aquosa de vírus purificado 

obtido como acima, inativado ou não, é tratado sob agitação, por solventes de 

lipídeos como éter etílico ou clorofórmio, associados com detergentes. A 

dissolução dos lipídeos de envelope viral resulta em fragmentação das 

partículas virais. A fase aquosa é recuperada contendo a vacina dividida, 

constituída principalmente por hemaglutinina e neuraminidase com outro 

meio de lipídeo original removido, e o núcleo ou seus produtos de 

degradação. Então, as partículas infecciosas residuais são inativadas se isto já 
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não foi feito. 

[00044] Vacinas inativadas – As vacinas inativadas de vírus de 

influenza da invenção são providas por inativação do vírus replicado da 

invenção usando métodos conhecidos como, mas não são limitados a 

tratamento com formalina ou β-propiolactona. Os tipos de vacinas inativadas 

que podem ser usados na invenção pode incluir vacinas de vírus completo 

(WV) ou vacinas de sub-virions (SV) (divididas). A vacina WV contém vírus 

inativados, intactos, enquanto a vacina SV contém vírus purificados rompidos 

com detergentes que solubilizam o envelope viral contendo lipídeo, seguido 

por inativação química de vírus residual. 

[00045] Além disso, as vacinas que podem ser usadas incluem as 

contendo as proteínas de superfície NA e HA isoladas, que são referidas como 

vacinas de subunidade ou antígeno de superfície. Em geral, as respostas a 

vacina de antígeno de superfície e SV (isto é, HA ou NA purificado), são 

similares. Uma vacina WV inativada experimental contendo um antígeno NA 

imunologicamente relacionado para o vírus epidêmico e um HA não 

relacionado parecem ser menos eficazes do que as vacinas convencionais 

(Ogra et al., 1977). As vacinas inativadas contendo ambos os antígenos de 

superfície relevantes são preferidas. 

[00046] Vacinas de vírus atenuado vivo. Vacinas de vírus de influenza 

atenuado vivo, também podem ser usadas para evitar ou tratar infecção por 

vírus de influenza, de acordo com as etapas de métodos conhecidos. A 

atenuação é preferivelmente obtida em uma etapa única por transferência de 

genes atenuados de um vírus doador atenuado a um isolado replicado ou um 

vírus reagrupante de acordo com os métodos conhecidos (ver, por exemplo, 

Murphy, 1993). Porque a resistência a vírus de influenza A é mediada pelo 

desenvolvimento de resposta imune às glicoproteínas HA e Na, os genes 

codificando par estes antígenos de superfície devem vir de vírus reagrupantes 

ou isolados clínicos de elevado crescimento. Os genes atenuados são 
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derivados de parental atenuado. Nesta abordagem, os genes que conferem 

atenuação preferivelmente não codificam para as glico-proteínas HA e NA. 

De outra forma, estes genes não podem ser transferidos para reagrupantes 

contendo os antígenos de superfície do isolado de vírus clínico. 

[00047] Muitos vírus doadores foram avaliados por sua capacidade de 

atenuar de modo reprodutível os vírus de influenza. Como um exemplo não 

limitativo, o vírus doador adaptado (ca) de resfriado A/Ann Arbor (AA) 6/60 

(H2N2) pode ser usado para produção de vacina atenuada (ver, por exemplo, 

Edwards, 1994; Murphy, 1993). Adicionalmente, vacinas de vírus 

reagrupantes atenuadas, vivas, podem ser geradas por casamento do vírus 

doador de ca com um vírus replicado virulento da invenção. A progênie 

reagrupante é então selecionada a 25 oC, (limitativa a replicação de vírus 

virulento), na presença de um antisoro H2N2, que inibe a replicação dos vírus 

contendo os antígenos de superfície do vírus doador de ca A/AA/ 6/60 

(H2N2). 

[00048] Uma grande série de reagrupantes H1N1 e H3N2 foi avaliada 

em humanos e verificou-se ser satisfatória: (a) infecciosa, (b) atenuada para 

crianças soro-negativas e adultos iniciados imunologicamente, (c) 

imunogênica e (d) geneticamente estável. A imunogenicidade dos 

reagrupantes de ca está em paralelo com seu nível de replicação. Assim, a 

aquisição dos seis genes transferíveis do vírus doador de ca por vírus de tipo 

selvagem novos atenuou de modo reprodutível estes vírus para uso na 

vacinação de adultos susceptíveis e crianças. 

[00049] Outras mutações atenuantes podem ser introduzidas em genes 

de vírus de influenza por mutagenese dirigida ao sítio para resgatar vírus 

infecciosos contendo estes genes mutantes. As mutações atenuantes podem 

ser introduzidas em regiões de não codificação do genoma, assim com em 

regiões de codificação. Estas mutações atenuantes também podem ser 

introduzidas em genes diferentes de HA ou NA, por exemplo, o gene de 
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polimerase PB2 (Subbarao et al., 1993). Assim, novos vírus doadores podem 

ser também gerados contendo mutações atenuantes introduzidas por 

mutagenese dirigida ao sítio, e estes novos vírus doadores podem ser usados 

na redução de reagrupantes atenuados vivos candidatos a vacina H1N1 e 

H3N2 em um modo análogo ao descrito acima para o vírus doador de ca 

A/AA/6/60. Similarmente, outras cepas doadoras atenuadas apropriadas e 

conhecidas podem ser reagrupadas com vírus de influenza da invenção para 

obter vacinas atenuadas apropriadas para uso na vacinação de mamíferos 

(Enami et al., 1990; Muster et al., 1991; Subbarao et al., 1993). 

[00050] Prefere-se que estes vírus atenuados mantenham os genes do 

vírus que codificam determinantes antigênicos substancialmente similares aos 

dos isolados clínicos originais. Isto é porque o fim da vacina atenuada é 

prover substancialmente a mesma antigenicidade como o isolado clínico 

original do vírus enquanto, ao mesmo tempo, faltando infectividade ao grau 

que a vacina causa uma mudança mínima de indução de uma condição 

patogênica séria no mamífero vacinado. 

[00051] O vírus pode assim ser atenuado ou inativado, formulado e 

administrado, de acordo com métodos conhecidos, como uma vacina para 

induzir uma resposta imune em um animal, por exemplo um mamífero. Os 

métodos são bem conhecidos dos versados na arte para a determinação de ser 

estas vacinas atenuadas ou inativadas mantiveram uma antigenicidade similar 

à do isolado clínico ou cepa de crescimento elevado derivada dai. Estes 

métodos conhecidos incluem o uso de anti-soros ou anticorpos para eliminar 

vírus expressando determinantes antigênicos do vírus doador, seleção química 

(por exemplo amantadina ou rimantidina), atividade de HA e NA, e inibição; 

e triagem de DNA (como hibridização de sonda ou PCR), para confirmar que 

os genes doadores codificando os determinantes antigênicos (por exemplo 

genes HA ou NA) não estão presentes nos vírus atenuados. Ver, por exemplo, 

Robertson et al., 1988; Kilbourne, 1969; Aymard-Henry et al., 1985; 
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Robertson et al., 1992. 

Composições farmacêuticas 

[00052] As composições farmacêuticas da presente invenção, 

apropriadas para inoculação ou para administração oral ou parenteral, 

compreendem vírus de influenza atenuados ou inativados, opcionalmente 

ainda compreendendo soluções aquosas ou não aquosas estéreis, suspensão, e 

emulsões. As composições podem ainda compreender agentes auxiliares ou 

excipientes, como bem conhecido na arte. Ver, por exemplo, Berkow et al., 

1987; Avery's Drug Treatment, 1987; Osol, 1980; Katzung, 1992. A 

composição da invenção é geralmente apresentada na forma de doses 

individuais (doses únicas). 

[00053] As vacinas convencionais geralmente contêm cerca de 0,1 a 

200 µg, preferivelmente 10 a 15 µg, de hemaglutinina de cada uma das cepas 

que entram em sua composição. A vacina formando o componente principal 

da composição de vacina da invenção pode compreender um vírus de tipo A, 

B ou C, ou qualquer combinação dos mesmos, por exemplo, pelo menos dois 

dos três tipos, pelo menos dois de diferentes subtipos, pelo menos dois do 

mesmo tipo, pelo menos dois do mesmo sub-tipo, ou isolado(s) ou 

reagrupante(s) diferentes. O vírus de influenza humano tipo A inclui H1N1, 

H2N2 e H3N2. 

[00054] As preparações para administração parenteral incluem 

soluções aquosas ou não aquosas estéreis, suspensões e/ou emulsões, que 

podem conter agentes auxiliares ou excipientes bem conhecidos na arte. Os 

exemplos de solventes não aquosos são propileno glicol, polietileno glicol, 

óleos vegetais como azeite de oliva, e ésteres orgânicos injetáveis, como 

oleato de etila. Os veículos ou curativos oclusivos podem ser usados para 

aumentar a permeabilidade da pele e melhorar a absorção de antígeno. As 

formas de dosagem líquidas para administração oral podem geralmente 

compreender uma solução de lipossoma contendo a forma de dosagem 
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líquida. As formas apropriadas para suspensão de lipossomas incluem 

emulsões, suspensões, soluções, xaropes, e elixires contendo diluentes inertes 

comumente usados na arte, como água purificada. Além dos diluentes inertes, 

estas composições também podem incluir adjuvantes, agentes umectantes, 

agentes emulsificantes e agentes de suspensão, ou adoçantes, aromatizantes 

ou agentes perfumantes. Ver, por exemplo, Berkow et al., 1992; Avery's, 

1987; Osol, 1980; e Katzung, 1992. 

[00055] Quando uma composição da presente invenção é usada para 

administração a um indivíduo, ela pode ainda compreender sais, tampões, 

adjuvantes, ou outras substâncias que são desejáveis para melhorar a eficácia 

da composição. Para vacinas, adjuvantes, substâncias que podem aumentar 

uma resposta imune específica, podem ser usados. Normalmente, o adjuvante 

e a composição são misturados antes da apresentação ao sistema imune, ou 

apresentados em separado, mas no mesmo sítio do organismo sendo 

imunizado. Os exemplos de materiais apropriados para uso em composições 

de vacina são providos em Osol (1980). 

[00056] Heterogeneidade em uma vacina pode ser provida por 

misturação de vírus de influenza replicados para pelo menos duas cepas de 

vírus de influenza, como 2-50 cepas ou qualquer faixa ou valor na mesma. As 

cepas de vírus de influenza A ou B tendo uma composição antigênica 

moderna são preferidas. De acordo com a presente invenção, vacinas podem 

ser providas para variações em uma única cepa de um vírus de influenza, 

usando técnicas bem conhecidas na arte. 

[00057] Uma composição farmacêutica de acordo com a presente 

invenção pode ainda ou adicionalmente compreender pelo menos um 

composto quimio-terapêutico, por exemplo para terapia de genes, 

imunossupressores, agentes anti-inflamatórios, ou melhoradores imunes, e 

para vacinas, quimio-terapêuticos incluindo, mas não limitados a gama 

globulina, amantadina, guanidina, hidroxibenzimidazol, interferon-α, 
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interferon-β, interferon-γ, fator alfa de necrose de tumor, tiossmicarbarzonas, 

metisazona, rifampina, ribavirina, um análogo de pirimidina, um análogo de 

purina, foscarnet, ácido fosfonoacético, aciclovir, dideoxinucleosídeos, um 

inibidor de protease, ou ganciclovir. Ver, por exemplo, Katzung (1992), as 

referências citadas nas páginas 798 - 800 e 680 - 681, respectivamente. 

[00058] A composição também pode conter quantidades variáveis 

porém pequenas de formaldeído isento de endotoxina, e conservantes, que 

foram verificados como seguros e não contribuindo para efeitos indesejáveis 

no organismo ao qual a composição é administrada. 

Fins farmacêuticos 

[00059] A administração da composição (ou o antisoro que ela elicita) 

pode ser ou para um fim “profilático” ou “terapêutico”. Quando provida de 

modo profilático, as composições da invenção que são vacinas são 

administradas antes de qualquer sintoma de uma infecção por patógeno se 

manifestar. A administração profilática a composição serve para evitar ou 

atenuar qualquer infecção subsequente. Quando dada de modo profilático, as 

composições de terapia de gene da invenção, são dadas antes que qualquer 

sintoma de uma doença se torne manifestado. A administração profilática da 

composição serve para evitar ou atenuar um ou mais sintomas associados com 

a doença. 

[00060] Quando administrada de modo terapêutico, uma vacina viral 

atenuada ou inativada é dada quando da detecção de um sintoma de infecção 

real. A administração terapêutica do composto(s) serve para atenuar qualquer 

infecção real. Ver, por exemplo, Berkow et al., 1992; Avery, 1987; e 

Katzung, 1992. Quando terapeuticamente administrada, uma composição de 

terapia de genes é administrada quando da detecção de um sintoma ou 

indicação da doença. A administração terapêutica do (s) composto(s) serve 

para atenuar um sintoma ou indicação desta doença. 

[00061] Assim, uma composição de vacina atenuada ou inativada da 
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presente invenção pode ser assim provida ou antes do início de infecção (de 

modo a evitar ou atenuar uma infecção antecipada), ou após o início de uma 

infecção real. Similarmente, para terapia de genes, a composição pode ser 

provida antes de qualquer sintoma de um distúrbio ou doença ser manifestado 

ou após um ou mais sintomas serem detectados. 

[00062] Afirma-se que uma composição é “farmacologicamente 

aceitável” se sua administração pode ser tolerada por um paciente recipiente. 

Afirma-se que este agente é administrado em uma “quantidade 

terapeuticamente eficaz” se a quantidade administrada for fisiologicamente 

significante. Uma composição da presente invenção é fisiologicamente 

significante se sua presença resultar em uma mudança detectável na fisiologia 

de um paciente recipiente, por exemplo melhora de pelo menos uma resposta 

imune celular ou humoral secundária ou primária contra, pelo menos, uma 

cepa de um vírus de influenza infeccioso. 

[00063] A “proteção” provida não precisa ser absoluta, isto é, a 

infecção por influenza não precisa ser totalmente evitada ou erradicada, se se 

obtiver uma melhora significante estatisticamente comparada com uma 

população de controle ou conjunto de pacientes. A proteção pode ser limitada 

a mitigar a severidade ou rapidez do início dos sintomas da infecção por vírus 

de influenza. 

Administração farmacêutica 

[00064] Uma composição da presente invenção pode conferir 

resistência a um ou mais patógenos, por exemplo uma ou mais cepas de vírus 

de influenza, ou por imunização passiva ou imunização ativa. Em imunização 

ativa, uma composição de vacina viva atenuada ou inativada é administrada 

de modo profilático a um hospedeiro (por exemplo um mamífero) e a resposta 

imune do hospedeiro à administração protege contra infecção e/ou doença. 

Para imunização passiva, o anti-soro elicitado pode ser recuperado e 

administrado para um recipiente que se suspeita tenha uma infecção causada 
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por, pelo menos, uma cepa de vírus de influenza. Uma composição de terapia 

de genes da presente invenção pode dar níveis profiláticos ou terapêuticos do 

produto de gene desejado por imunização ativa. 

[00065] Em uma forma de realização, a vacina é administrada a um 

mamífero do sexo feminino (em ou antes da gravidez ou parto), sob condições 

de tempo e quantidade suficiente para causar a produção de uma resposta 

imune que serve para proteger a pessoa e o feto ou o recém-nascido (via 

incorporação passiva dos anticorpos através da placenta ou no leite da mãe). 

[00066] A presente invenção assim inclui métodos para evitar ou 

atenuar uma doença ou distúrbio, por exemplo uma infecção por, pelo menos, 

uma cepa de patógeno. Como usado aqui, afirma-se que uma vacina evita ou 

atenua uma doença se sua administração resultar ou na atenuação total ou 

parcial (isto é, supressão) de um sintoma ou condição da doença, ou na 

imunidade total ou parcial do indivíduo à doença. Como usado aqui, uma 

composição de terapia de genes é dita como evitando ou atenuando uma 

doença se esta administração resultar ou na atenuação total ou parcial (isto é, 

supressão) de um sintoma ou condição da doença, ou na imunidade total ou 

parcial do indivíduo à doença. 

[00067] Pelo menos um vírus de influenza atenuado ou inativado, ou 

composição do mesmo, da presente invenção pode ser administrado por 

qualquer meio que obtém os fins pretendidos, usando uma composição 

farmacêutica como previamente descrito. 

[00068] Por exemplo, a administração desta composição pode ser por 

várias vias parenterais como vias subcutânea, intravenosa, intradérmica, 

intramuscular, intraperitoneal, intranasal, oral ou transdérmica. A 

administração parenteral pode ser por injeção de bolo ou por perfusão gradual 

com o tempo. Um modo preferido de usar uma composição farmacêutica da 

presente invenção é por aplicação intramuscular ou subcutânea, Ver, por 

exemplo, Berkow et al., 1992; Avery, 1987; e Katzung, 1992. 
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[00069] Um regime típico para evitar, suprimir ou tratar uma patologia 

relacionada com vírus de influenza, compreende a administração de uma 

quantidade eficaz de uma composição de vacina como aqui descrito, 

administrada como um tratamento único, ou repetida como dosagens de 

reforço ou de melhora, durante um período de até e incluindo entre uma 

semana e cerca de 24 meses, ou qualquer faixa ou valor entre os mesmos. 

[00070] De acordo com presente invenção, uma “quantidade eficaz” de 

uma composição é uma que é suficiente para obter um efeito biológico 

desejado. Entende-se que a dosagem eficaz será dependente da idade, sexo, 

saúde, e peso do recipiente, tipo de tratamento concorrente, se presente, 

frequência do tratamento e a natureza do efeito desejado. As faixas de doses 

eficazes dadas abaixo não se destinam a limitar a invenção e representam 

faixas de doses preferidas. No entanto, a dosagem mais preferida será 

adequada ao indivíduo individual, como é entendido e determinável por um 

versado na arte. Ver, por exemplo, Berkow et al., 1992; Avery's, 1987; e 

Katsung, 1992. 

[00071] A dosagem de vacina de vírus atenuado para um organismo 

adulto de mamífero (por exemplo humano) ou ave pode ser de cerca de 103 – 

107 unidades formadoras de placas (PFU)/ kg, ou qualquer faixa ou valor ai. 

A dose de vacina inativada pode estar na faixa de cerca de 0,1 a 200, por 

exemplo 50 µg de proteína de hemaglutinina. NO entanto, a dosagem deve ser 

uma quantidade segura e eficaz como determinado por métodos 

convencionais, usando vacinas existentes como um ponto de partida. 

[00072] A dosagem de HA imuno-reativo em cada dose de vacina de 

vírus replicado pode ser padronizada para conter uma quantidade apropriada, 

por exemplo 1-50 µg ou qualquer faixa ou valor ai, ou a quantidade 

recomendada pelo US Public Health Service (PHS), que é geralmente de 15 

µg, por componente para crianças acima de 3 anos de idade, e 7,5 µg por 

componente para crianças mais velhas < 3 anos de idade. A quantidade de NA 
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também pode ser padronizada, no entanto, esta glico-proteína pode ser lábil 

durante a purificação e armazenamento do processador (Kendal et al., 1980). 

Cada dose de 0,5 ml de vacina preferivelmente contém aproximadamente 1-

50 bilhões de partículas de vírus, e preferivelmente 10 bilhões de partículas. 

[00073] A invenção será ainda descrita pelos seguintes exemplos. 

Exemplo 1 

Materiais e Métodos 

[00074] Células e vírus. Células de rim embriônico humano 293T e 

células de rim canino Madin-Darby (MDCK) foram mantidas em meio de 

Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com soro de bezerro 

fetal a 10% e em meio de Eagle modificado (MEM) contendo 5% de soro de 

bezerro recém-nascido, respectivamente. Todas células foram mantidas a 37 
oC em 5% de CO2. Vírus de influenza A/WSN/33 (H1N1) e A/PR/8/34 

(H1N1) foram propagadas em ovos de 10 dias. 

[00075] Construção de plasmídeos. Para gerar construções de RNA 

polimerase I cDNAs clonados derivados de A/WSN/33 ou A/PR/8/34 RNA 

viral foram introduzidos entre as sequências de promotor e terminador de 

RNA polimerase I. Brevemente, os cDNAs clonados foram amplificados por 

PCR com iniciadores contendo sítios BsmBI, digeridos com BsmBI, e 

clonados no sítio BsmBI do vetor pHH21 que contém o promotor de RNA 

polimerase I humano e o terminador de RNA polimerase I de camundongo, 

separados por sítios BsmBI (figura 2). Os genes PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, 

M, e NS da cepa A/WSN/33 foram amplificados por PCR pelo uso dos 

seguintes plasmídeos: pSCWPB2, pGW-PB1, e pSCWPA (todos obtidos de 

Dr. Debi Nayak at the University of California Los Angeles), e pWH17, 

pWNP152, pT3WNA15 (Castrucci et al., 1992), pGT3WM, e pWNS1, 

respectivamente. O gene PB1 de vírus de influenza A/PR/8/34 foi amplificado 

por usar pcDNA774 (PB1) (Perez et al., 1998) como um gabarito. Ver Figura 

6 para sequências de iniciadores. Para assegurar que os genes eram isentos de 

Petição 870200108905, de 28/08/2020, pág. 36/77



 30 / 57 

mutações indesejadas, os fragmentos derivados de PCR foram sequências 

com um auto-sequenciador (Applied Biosystem Inc., CA, USA) de acordo 

com o protocolo recomendado pelo fabricante. Os cDNAs codificando os 

genes HA, NP, NA, e M1 de vírus A/WSN/33 foram clonados como descrito 

(Huddleston et al., 1982) e subclonados no vetor de expressão eucariótico 

pCAGGS/MCS (controlado pelo promotor β-actina de galinha) (Niwa et al., 

1991), resultando em pEWSN-HA, pCAGGS-WSN-NP0-14, pCAGGS-

WNA15, e pCAGGS-WSN-M1-2/1, respectivamente. Os genes M2 e NS2 de 

vírus A/PR/8/34 foram amplificados por PCR e clonados em pCAGGS/MCS, 

dando pEP24c e pCA-NS2. Finalmente, pcDNA774(PB1), pcDNA762(PB2), 

e pcDNA787(PA) foram usados para expressar as proteínas PB2, PB1, e PA 

sob controle do promotor de citomegalovírus (Perez et al., 1998). 

[00076] Geração de partículas de influenza infecciosas. Células 293T 

(1 x 106) foram transferidas com um máximo de 17 plasmídeos em 

quantidades diferentes com uso de Trans IT LT-1 (Panvera, Madison, 

Wisconsin) de acordo com as instruções dos fabricantes. Brevemente, DNA e 

reagente de transfecção foram misturados (2 µl Trans IT-LT-1 por µg de 

DNA), incubados em temperatura ambiente durante 45 minutos e adicionados 

nas células. Seis horas depois, a mistura de reagente de transfecção de DNA 

foi substituída por Opti-MEM (Gibco/BRL, Gaithersburg, Maryland) 

contendo 0,3% de albumina de soro bovino e 0,01% de soro de bezerro fetal. 

Em diferentes tempos após a transfecção, os vírus foram coletados do 

sobrenadante e titulados em células MDCK. Porque o vírus auxiliar não foi 

requerido por este procedimento, os vírus transfectantes recuperados foram 

analisados sem purificação de placa. 

[00077] Determinação da percentagem de vírus produzindo células 

transfectadas com plasmídeo. Vinte e quatro horas após a transfecção, as 

células 293T foram dispersadas com 0,02% de EDTA em células únicas. A 

suspensão de célula foi então diluída 10 vezes e transferida para 
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monocamadas confluentes de células MDCK em placas de 24 cavidades. Os 

vírus foram detectados pelo teste de hemaglutinação. 

[00078] Teste de imuno-coloração. Nove horas após a infecção com o 

vírus de influenza, células foram lavadas duas vezes com solução salina 

tamponada com fosfato (PBS) e fixadas com 3,7% de paraformaldeído (em 

PBS) durante 20 minutos em temperatura ambiente. A seguir, elas foram 

tratadas com 0,1% de Triton X-100 e processadas como descrito por 

Neumann et al. (1997). 

Resultados 

[00079] Geração de vírus infecciosos por expressão acionada por 

plasmídeo de segmentos de RNA viral, três subunidades de polimerase e 

proteína NP. Apesar da transfecção de células com uma mistura de RNPs 

extraída de virions purificados resultar em partículas de influenza infecciosas, 

esta estratégia não é provavelmente eficaz quando usada com oito diferentes 

RNPs gerados in vitro. Para produzir vírus de influenza infecciosos 

completamente a partir de cDNAs, oito RNPs virais foram gerados in vivo. 

Assim, plasmídeos foram preparados que contém cDNAs para os RNAs virais 

de comprimento completo do vírus A/WSN/33, flanqueados pelo promotor de 

RNA polimerase I humano e o terminador de RNA polimerase I de 

camundongo. Em princípio, a transfecção destes oito plasmídeos em células 

eucarióticas deve resultar na síntese de todos os outros vRNAs de influenza. 

As proteínas PB2, PB1, PA e NP, geradas por co-transfecção de plasmídeos 

de expressão de proteína, devem então se reunir ao vRNAs em vRNPs 

funcionais que são replicados e transcritos, por fim formando vírus de 

influenza infecciosos (figura 3). 1 x 106 293T células foram transfectadas 

com plasmídeos de expressão de proteína (1 µg de pcDNA762(PB2), 1 µg de 

pcDNA774 (PB1), 0,1 µg de pcDNA787 (PA), e 1 µg de pCAGGS-WSN-

NP0/14) e 1 µg de cada dos seguintes plasmídeos de RNA polimerase I 

(pPo1I-WSN-PB2, pPo1I-WSN-PB1, pPo1I-WSN-PA, pPo1I-WSN-HA, 
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pPo1I-WSN-NP, pPo1I-WSN-NA, pPo1I-WSN-M, e pPo1I-WSN-NS). A 

decisão para usar uma quantidade reduzida de pcDNA787(PA) foi baseada 

nas observações prévias (Mena et al., 1996), e dados nas condições ótimas 

para a geração de partículas semelhantes a vírus (VLPs) (dados não 

mostrados). 24 h após a transfecção de células 293T, 7 x 103 pfu de vírus por 

ml foram verificados no sobrenadante (experiência 1, tabela 1), demonstrado, 

pela primeira vez, a capacidade de genética reversa de produzir vírus de 

influenza A completamente a partir de plasmídeos. 

Tabela 1. Conjuntos de plasmídeos usados para produzir vírus de influenza 

de cDNA* clonado 
plasmídeos de RNA 
polimerase I para:���� 

Experiência 

 1 2 3 4 5 6 7 8 
 PB1 + + - - - - - - 
 PR8-PB1 - - + + + + + + 
 PB2 + + + + + + + + 
 PA + + + + + + + + 
 HA + + + + + + + + 
 NP + + + + + + + + 
 NA + + + + + + + + 
 M + + + + + + + + 
 NS + + + + + + + + 
plasmídeos de 
expressão de proteína 
para: 

        

 PB1 + + + + +  + + 
 PB2 + + + + + + - + 
 PA + + + + + + - + 
 NP + + + + + + + - 
 HA - + - + + + + + 
 NA - + - + + + + + 
 M1 - + - + + + + + 
 M2 - + - + + + + + 
 NS2 - + - + + + + + 
título de vírus (pfu/ ml) 7 x 

103 
7 x 
103 

1 x 
103 

3 x 
104 

0 0 0 0 

* células 293T foram transferidas com os plasmídeos indicados. Vinte e 

quatro (experiências 1 e 2) ou quarenta e oito horas (experiências 3 - 8) 

depois, o título viral no sobrenadante foi determinado em células MDCK. 

† salvo indicado em contrário, plasmídeos foram construídos com cDNAs 

representando os RNAs de vírus A/WSN/33. 
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[00080] A eficácia de produção de vírus de influenza com co-expressão 

de todas as proteínas estruturais virais. Apesar da expressão de proteínas de 

polimerase e NP viral ser suficiente para a geração acionada por plasmídeos 

de vírus de influenza, foi possível que a eficácia fosse melhorada. Em estudos 

anteriores, a expressão de todas as proteínas estruturais de vírus de influenza 

(PB2, PB1, PA, HA, NP, NA, MI, M2, e NS2) resultou em VLPs que 

continham um vRNA artificial codificando um gene cloranfenicol- 

acetiltransferase repórter (Mena et al., 1996). Assim, a disponibilidade de 

complemento completo de proteínas estruturais, em vez de somente as 

requeridas para a replicação e transcrição de RNA viral, pode melhorar a 

eficácia de produção de vírus. Para isto, as células 293T foram transfectadas 

com quantidades ótimas de plasmídeos de expressão de proteína viral (como 

julgado por produção de VLP, dados não publicados): 1 µg de 

pcDNA762(PB2) e pcDNA774(PB1); 0,1 µg de pcDNA787(PA); 1 µg de 

pEWSN-HA, pCAGGS-WSN-NP0/14, e pCAGGS-WNA15; 2 µg de 

pCAGGS-WSN-M1-2/1; 0,3 µg de pCA-NS2; e 0,03 µg de pEP24c (para 

M2), junto com 1 µg de cada plasmídeo de RNA polimerase I (experiência 2, 

tabela 1). Um segundo conjunto de células foi transfectado com o mesmo 

conjunto de plasmídeos de RNA polimerase I, exceto o gene PB1, para o qual 

pPo1I-PR/8/34/PB1 foi substituído em um esforço para gerar um vírus 

reagrupante, junto com plasmídeos expressando apenas PA, PB1, PB2, e NP 

(experiência 3, Tabela 1) ou os expressando todas as proteínas estruturais de 

influenza (experiência 4, tabela 1). Os rendimentos de vírus WSN não 

diferem de modo apreciável em 24 h (experiências 1 e 2, tabela 1) ou em 36 

horas (dados não mostrados) após a transfecção. No entanto, um aumento 

maior do que 10 vezes em rendimentos do vírus com PR/ 8/34- PB1 foi 

verificado quando todas as proteínas estruturais de vírus de influenza foram 

providas (experiências 3 e 4, tabela 1). As controles negativos, que faltavam 

um dos plasmídeos para a expressão de PA, PB1, PB2, de proteínas NP, não 
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deu qualquer vírus (experiências 5-8, tabela 1). Assim, dependendo do vírus 

gerado, a expressão de todas as proteínas estruturais de vírus de Influenza A 

melhorou de modo apreciável a eficácia do método de genética reversa. 

[00081] A seguir, a cinética da produção de vírus após transfecção de 

células foi determinada usando o conjunto de plasmídeos usados para gerar 

um vírus com o gene A/PR/8/34-PB1. Em duas das três experiências, um 

vírus foi primeiro detectado a 24 h após a transfecção. O título medido em um 

momento, > 103 pfu/ml, tinha aumentado a > 106 pfu/ ml) em 48 h após 

transfecção (tabela 2). Para avaliar a porcentagem de células transfectadas 

com plasmídeo que estavam produzindo vírus, células 293T foram tratadas 

com EDTA (0,02%) a 24 h após transfecção para dispersar as células, e então 

realizadas limitando estudos de diluição. Nesta experiência, não foi verificado 

vírus livre no sobrenadante de cultura neste ponto de tempo. Os resultados 

indicaram que 1 em 103,3 células estavam gerando partículas de vírus 

infeccioso. 

Tabela 2 – Cinética de produção de vírus após a transfecção de plasmídeos 

em células 293T* 
Horas após 

transfecção de 
plasmídeo 

Títulos de vírus em sobrenadante de cultura (pfu/ml) 

Experiência 

1 2 2 
6 0 ND ND 

12 0 ND 0 
18 0 ND 0 
24 0 2 x 103 6 x 103 
30 ND 5 x 104 9 x 104 
36 6 x 102 > 1 x 105 7 x 105 
42 ND > 1 x 106 5 x 106 
48 8 x 104 > 1 x 106 1 x 107 

* células 293T foram com oito plasmídeos de RNA polimerase I codificando 

genes de vírus A/WSN/33 com a exceção de gene PB1, que é derivado de 

vírus A/PR/8/34 e nove plasmídeos de expressão de proteína como descrito 

no texto. Em pontos de tempo diferentes, os requerentes titularam vírus no 

sobrenadante de cultura em células MDCK. ND = não realizado. 

[00082] A recuperação de vírus de influenza contendo o epítopo FLAG 
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na proteína NA. Para verificar que o novo sistema de genética reversa 

permitiu a introdução de mutações no genoma de vírus de influenza A, um 

vírus contendo um epítopo FLAg (Castrucci et al., 1992) na proteína NA foi 

gerado. Células 293T foram transfectadas com plasmídeo de RNA polimerase 

I (pPo1I-WSN-NA/FL79) que continham um cDNA codificando tanto a 

proteína NA como um epítopo FLAG no fundo da cabeça da proteína, junto 

com os plasmídeos de expressão de proteína e RNA polimerase I. Para 

confirmar que o vírus recuperado (PR8-WSN-FL79) de fato expressou a 

proteína NA-FLAG, os testes de imuno-coloração de células infectadas com 

os vírus de tipo selvagem PR8-WSN-FL79 ou A/WSN/33 foram realizados. 

Um anticorpo monoclonal para o epítopo FLAG detectou células infectadas 

com PR8-WSN-FL79, mas não as infectadas com o vírus de tipo selvagem. A 

recuperação do vírus PR8-WSN-FL79 foi tão eficaz como a de vírus de tipo 

selvagem não etiquetado (dados não mostrados). Estes resultados indicam que 

o novo sistema de genética reversa permite que se introduza mutações no 

genoma do vírus de influenza A. 

[00083] Geração de vírus de influenza infeccioso contendo mutações 

no gene PA. Para produzir vírus possuindo mutações no gene PA, duas 

mutações silentes foram introduzidas criando novas sequências de 

reconhecimento para endonucleases de restrição (Bsp120I na posição 846 e 

pvuII na posição 1284 de mRNA). Previamente, não foi possível modificar 

este gene por genética reversa, devido à falta de um sistema de seleção 

confiável. Os vírus transfectantes, PA-T846C e PA-A1284, foram 

recuperados. Os vírus transfectantes recuperados foram biologicamente 

clonados por duas diluições limitativas consecutivas. Para verificar que os 

vírus recuperados foram de fato transfectantes com mutações no gene PA, 

cDNA de o gene PA foi obtido por PCR de transcriptase reversa. Os vírus 

PA-T846C e PA-A1284C tinham as mutações esperadas dentro do gene PA, 

como demonstrado pela presença de sítios de restrição recentemente 
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introduzidos. PCR das mesmas amostras virais e iniciadores sem a etapa de 

transfecção reversa falharem de produzir quaisquer produtos (dados não 

mostrados), indicando que o cDNA de PA foi de fato originado de vRNA em 

vez do plasmídeo usado para gerar os vírus. Estes resultados ilustram como 

vírus com genes mudados podem ser produzidos e recuperados sem o uso de 

vírus auxiliares. 

Discussão 

[00084] O sistema de genética reverso descrito aqui permite que se 

produza, de modo eficaz, vírus de influenza A completamente a partir de 

cDNAs clonados. Bridgen e Elliott (1996) também usaram genética reversa 

para gerar um vírus Bunyamwera (família Bunyaviridae), mas ele contém 

somente três segmentos de RNA de sentido negativo, e a eficácia de sua 

produção foi baixa, 102 pfu/ 107 células. Apesar dos rendimentos de vírus 

diferirem dentre as experiências, consistentemente > 103 pfu/ 106 células 

foram observados para vírus de influenza, que continha oito segmentos. 

Existem várias explicações para a elevada eficácia de sistema de genética 

reversa descrito acima. Em vez de produzir RNPs in vitro (Luytjes et al., 

1989), RNPs foram gerados in vivo através de síntese intracelular de vRNAs 

usando RNA polimerase I e através de expressão acionada por plasmídeo das 

proteínas de polimerase viral e NP. Também, o uso de 293 T células, que 

foram prontamente transfectadas com plasmídeos (Goto et al., 1997), 

assegurou que uma grande população de células recebeu todos os plasmídeos 

necessários para a produção de vírus. Além disso, o número grande de 

transcritos produzidos por RNA polimerase I, que está dentre as enzimas mais 

abundantemente expressadas em células em cultura, provavelmente contribuiu 

para a eficácia global do sistema. Estes aspectos levam a um número 

correspondentemente abundante de transcritos de vRNA e quantidades 

alequeadas de proteína viral para encapsidação de vRNA, formação de RNPs 

no núcleo, e exportação destes complexos para a membrana da célula, onde 
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novos vírus são reunidos e liberados. 

[00085] Os sistemas de genética reversa previamente estabelecidos 

(Enami et al., 1990; Neumann et al., 1994; Luytjes et al., 1989; Pleschka et 

al., 1996) requerem infecção de vírus auxiliar e, assim, métodos de seleção 

que permitem que um número pequeno de transfectantes seja recuperado 

dentre um vasto número de vírus auxiliares. Estas estratégias foram 

empregadas para gerar vírus de influenza que possuem um dos seguintes 

genes derivados de cDNA: PB2 (Subbarao et al., 1993), HA (Enami et al., 

1991: Horimoto et al., 1994), NP (Li et al., 1995), NA (Enami et al., 1990), M 

(Castrucci et al., 1995; Yasuda et al., 1994), e NS (Enami et al., 1991). A 

maior parte dos métodos de seleção, exceto para os aplicáveis aos genes HA e 

NA, se baseiam na temperatura do crescimento, restrição da faixa de 

hospedeiro, ou sensibilidade a droga, assim limitando a utilidade de genética 

reversa para a análise funcional dos produtos de genes. Mesmo com os genes 

HA e NA, para os quais sistemas de seleção acionados por anticorpo 

confiável disponíveis, é difícil produzir vírus com defeitos de crescimento 

proeminentes. Em contraste, o sistema de genética reversa descrito aqui não 

requer vírus auxiliar e permite gerar transfectantes com mutações em qualquer 

segmento de gene ou com defeitos de crescimento severos. Tendo a 

tecnologia para introduzir qualquer mutação viável no genoma de vírus de 

influenza possibilita aos investigadores se dirigir a um número de aspectos 

antigos, como a natureza das sequências regulatórias em regiões não 

traduzidas do genoma viral, relações de estrutura- função de proteínas virais, 

e a base molecular de restrição de faixa de hospedeiro e patogenicidade viral. 

[00086] Apesar das vacinas de influenza inativadas serem disponíveis, 

sua eficácia é sub-ótima devido, em parte, à sua capacidade limitada de 

elicitar respostas de células T citotóxicas e IgA local. As experiências clínicas 

de vacinas de influenza vivas adaptadas a resfriados agora em 

desenvolvimento sugerem que estas vacinas são atenuadas de modo ótimo, de 
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modo que elas não irão causar sintomas de influenza, mas irão ainda induzir 

uma imunidade protetora (Keitel & Piedra, 1998). No entanto, os resultados 

preliminares indicam que estas vacinas de vírus vivo não serão mais eficazes 

de modo significante do que as melhores vacinas inativadas (estudado em 

Keitel & Piedra, 1998), deixando espaço para outra melhora. Uma 

possibilidade seria a modificação de vacina adaptada a resfriados com sistema 

de genética reversa acima mencionado. Alternativamente, pode-se iniciar com 

o uso de genética reversa para produzir uma cepa de influenza A “mestre” 

com mutações atenuantes múltiplas nos genes que codificam proteínas 

internas. A aplicação mais intrigante do sistema de genética reversa descrito 

aqui pode ser na produção rápida de vacinas de vírus vivo atenuadas em casos 

de um suspeição de pandemias envolvendo novos subtipos HA ou NA de 

vírus de influenza. 

[00087] Este novo sistema de genética reversa irá provavelmente 

melhorar o uso de vírus de influenza como vetores de vacina. Os vírus podem 

ser engenheirados para expressar proteínas estranhas ou epítopos 

imunogênicos além das proteínas virais de influenza. Pode-se, por exemplo, 

gerar vírus com proteínas estranhas como um nono segmento (Enami et al., 

1991) e usar os mesmos como vacinas vivas. Não somente os vírus de 

influenza estimulam respostas imunes humorais e mediadas por células fortes, 

mas também eles dão uma ampla rede de proteínas HA e NA de superfície de 

virion (por exemplo 15 subtipos de HA e 9 de NA e suas variantes 

epidêmicas), permitindo imunização repetida da mesma população alvo. 

[00088] Os VLPs de influenza possuindo um vRNA artificial 

codificando um gene repórter foram produzidos por expressão de proteínas 

estruturais virais e vRNA com o sistema de polimerase T7 de vacínia (Mena 

et al., 1996). Usando genética reversa, pode-se agora gerar VLPs contendo 

vRNAs que codificam proteínas requeridas para a transcrição e replicação de 

vRNA (isto é, PA, PB1, PB2, e NP), assim como vRNAs codificando 
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proteínas de interesse. Estes VLps devem ser veículos de distribuição de 

genes utilizáveis. Como é importante, sua falta de genes codificando proteínas 

estruturais virais deve assegurar que os vírus infecciosos não serão produzidos 

após a terapia com gene VLP. Porque o genoma do vírus de influenza não é 

integrado no cromossomo do hospedeiro, o sistema VLP deve ser apropriado 

para terapia de genes em situações requerendo somente transdução a prazo 

curto de células (por exemplo para tratamento de câncer). Em contraste com 

os vetores de adenovírus (Kovesdi et al., 1997), VLPs de influenza devem 

conter tanto as variantes HA como NA, permitindo o tratamento repetido de 

populações alvo. 

[00089] A família Orthomyxoviridae compreende vírus de influenza A, 

B, e C, assim como o Thogotovirus recentemente classificado. A estratégia 

para gear vírus de influenza A infecciosos completamente a partir de cDNAs 

clonados descritos aqui deve ser aplicar a qualquer orthomyxovirus, e talvez a 

outros vírus de RNA de sentido negativo segmentados também (por exemplo, 

Bunyaviridae, Arenaviridae). A capacidade de manipular o genoma viral sem 

limitações técnicas tem implicações profundas para o estudo de ciclos de vida 

virais e sua regulação, a função de proteínas virais e os mecanismos 

moleculares de patogenicidade viral. 

Exemplo 2 

[00090] Para desenvolver um sistema de genética reversa para 

influenza A/ Puerto Rico/8/34, RNA viral foi extraído de fluido alantóico de 

A/Puerto Rico/8/24 (H1N1), variante de cultivo superior Madison (PR8HG), 

usando kit RNeasy Mini (Qiagen) de acordo com as instruções dos 

fabricantes. CDNA foi sintetizado usando MMLV-RTase (Promega) e 

iniciador Uni12. Os cDNAs foram amplificados durante a noite por PCR 

usando o seguinte: 

Conjuntos de iniciador 

PB1: Ba PB1-1 e PB1-1735R (fragmento frontal) e PB1-903 e Ba-PB1-
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2341R (fragmento de fundo) 

 
PB2: Ba PB2-1 e B2 1260R (fragmento frontal) e WSN PB2 seq-2 e Ba-PB2-

2341R (fragmento de fundo) 
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DNA polimerase: DNA polimerase nativo pfu (Stratagene) 

[00091] Os produtos PCR foram separados por gel de eletroforese e 

extraídos de gel agarose usando um kit de extração de gel (Qiagen). Os genes 

extraídos foram ligados em vetor cego pT7blue (Novagen), usando um kit de 

ligação Takara var. II (Takara). Após 5 horas, os genes ligados foram 

transformados em JM109 (genes PB2, M, e NS) ou DH5alfa (PA, PB1, e NP). 

Seis colônias para cada gene foram cultivadas em TB durante 8 horas. Os 

plasmídeos foram extraídos de cultura de bactéria, e quatro clones por gene 

foram sequenciados. 

[00092] Os genes PA, NP, M, e NS em pT7Blue foram excisados por 

enzima Bsm BI (New England Biolabs). O gene PB1 foi excisados por Bsa I 

(New England Biolabs). Os genes excisados foram ligados durante a noite 

com vetor pPo1IR que contém promotor de RNA polimerase I humano e o 

terminado de RNA polimerase I de camundongo que tinham sido digeridos 

com Bsm BI. O fragmento frontal do gene PB2 em pT7Blue foi excisado por 

Bsr GI (New England Biolabs) e Bam HI (Roche), e o fragmento de fundo foi 

excisado por Bsr GI (New England Biolabs) e Spe I (Roche). Os fragmentos 
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excisados foram misturados e digeridos por Bsa I. Após 6 horas, os genes 

digeridos foram purificados usando um kit de purificação PCR (Qiagen) e 

ligados durante a noite entre os sítios Bsm BI do vetor pPo1IR. 

[00093] Os genes PB1, PA, NP, M, e NS-pPo1IR ligados foram usados 

para transformar JM109 (genes M e NS) ou DH5alfa (genes PB1, PA e NP) 

durante a noite. As colônias de bactéria transformadas foram cultivadas em 

LB durante a noite. O PB2-pPo1IR ligado foi usado para transformar JM109 

durante a noite. 

[00094] Os plasmídeos foram extraídos de culturas bacterianas e 

insertos de genes foram confirmados por digestão da enzima. As colônias de 

bactérias transformadas por PB2-Po1IR foram cultivadas em LB durante 8 

horas. Os plasmídeos foram então extraídos e a inserção do gene foi 

confirmada pela digestão da enzima. Todos as construções pPo1I foram 

sequenciadas para assegurar que elas não continham mutações indesejadas. 

[00095] As construções pPoIIR para PR8HG foram transfectadas em 

células de rim embriônico humano 293T com construções A/WSN/33(WSN)-

HA e NA, A/Hong Kong/483/97(HK)-HAavir e NA, ou A/Kawasaki/01 

(Kawasaki)-HA e NA Po1I e quatro construções de expressão de proteína 

para as proteínas de polimerase e NP de A/WNS/33. Os sobrenadantes de 

células 293T transfectadas foram diluídos em série (não diluídos a 10-7) e 

infectados em cavidades alantóicas de ovos de galinha embrionados com 9 

dias de idade. Os fluidos alantóicos dos ovos infectados foram coletados e 

seus títulos virais testados por teste HA (tabela 3). 
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Tabela 3 
Vírus possuindo 
genes PR8 junto 
com os seguintes 
genes HA e NA 

Título de HA (HAU/ml) de fluido alantóico de ovos inoculados 
com os sobrenadantes 293T diluídos a: 

não diluído 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 

WSN-HA NA <1 <1 200 <1 <1 <1 <1 <1 
HK-HAavir NA 100 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 
Kawasaki-HA 
NA 

<1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 

[00096] Amostras positivas para HA (vírus com WSN-HA a 10-2 e 

vírus com HK-HAavir NA em não diluído) foram diluídos em série de 10-2 a 

10-8 e 100 ul de cada diluição foram infectados em ovos de galinha 

embrionados. Os fluidos alantóicos de ovos infectados foram coletados e seus 

títulos virais testados por teste HA (Tabela 4). A dose infecciosa de ovos a 

50% (EID50) de A/Puerto Rico /8/34 (H1N1) preparado a partir dos 

plasmídeos foi de 1010,33/ ml, e o título de HA foi 1:3200. 

[00097] Um vírus recombinante tendo os genes HA e NA de A/Hong 

Kong/213/2003 (H5N1) e o restante dos genes de vírus de influenza tipo A de 

PR8HG foi preparado. O título do vírus recombinante foi de 1010,67 EID50/ml, 

e o título HA foi 1:1600. 

Tabela 4 
Vírus possuindo genes PR8 

junto com os seguintes genes 
HA e NA 

título HA (HAU/ ml) em cada diluição 

10-2 10-3 10-4 10-5 10-6 10-7 10-8 

WSN-HA NA 160 40 40 320 40 640 <1 
HK-HAavir NA 400 800 400 400 400 800 <1 
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Sequências de genes PR8: 
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Exemplo 3 

[00098] Vírus de influenza A/Hong Kong/213/2003 (H5N1, HK213) 

replica sistemicamente em galinhas, causando infecção letal. Além disso, este 

vírus é letal para embriões de galinha. Assim, apesar de suas proteínas de 

superfície serem altamente relacionadas para os vírus de influenza de aves 

patogênicos atualmente em circulação, HK213 não pode ser usado como uma 

cepa de vacina, pois as tentativas para o seu cultivo em ovos de galinha 

embrionados resulta na produção de fluido alantóico de baixa qualidade. 

Além disso, o uso deste vírus altamente virulento na produção de vacinas não 

é seguro para trabalhadores encarregados da vacina. Para testar a 

possibilidade de usar A/PR/8/34 como uma cepa de vacina mestre, o sítio de 

clivagem do gene de hemaglutinina (HA) de HK213 (contendo aminoácidos 

básicos múltiplos) foi mudado de um fenótipo virulento para avirulento (de 

RERRRKKR (SEQ ID NO: 9) a ―TETR). Um vírus contendo o gene HA 

mudado produziu uma infecção localizada, não letal, em galinhas. Além 

disso, o vírus mudado foi não letal para embriões de galinha. Assim, o 

crescimento de vírus mudado em ovos embrionados deu fluido alantóico de 

alta qualidade, e nesta forma atenuada, o vírus é seguro para produtores de 

vacinas. 
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[00099] Um vírus recombinante contendo os genes neuraminidase 

(NA) e HA mudado de HK213, e todos os genes restantes de vírus A/PR/8/34 

(H1N1, HG-PR8) de alto título (exemplo 2) que cresce 10 vezes melhor do 

que outras cepas A/PR/8/34 PR8 em ovos (1010 EID50/ml; titulo HA:1:8.000), 

foi gerado em ovos de galinha embrionados. Este vírus recombinante, que 

expressa proteínas de superfície relacionadas com o vírus de influenza aviário 

atualmente em circulação, cresceu em títulos elevados em ovos de galinha 

embrionados (figura 4). Assim, a substituição de genes HA e NA de HG-PR8 

com os de uma cepa atualmente em circulação de vírus de influenza resultou 

em uma cepa de vacina que pode ser produzida com segurança, e demonstra o 

uso de PR8- HG como uma cepa de vacina mestre. 
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REIVINDICAÇÕES 

1. Composição para a produção de vírus recombinante 

reagrupante de título elevado compreendendo uma pluralidade de vetores de 

vírus influenza, caracterizada pelo fato de que compreende: 

a) vetores para produção de vRNA compreendendo um vetor 

compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de PA de 

vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, um vetor 

compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de PB1 

de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, um 

vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de 

PB2 de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação da transcrição, 

um vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA 

de HA de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação da 

transcrição, um vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado 

a um cDNA de NP de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação 

de transcrição, um vetor compreendendo um promotor operacionalmente 

ligado a um cDNA de NA de vírus influenza ligado a uma sequência de 

terminação de transcrição, um vetor compreendendo um promotor 

operacionalmente ligado a um cDNA de M de vírus influenza ligado a uma 

sequência de terminação de transcrição e um (vetor compreendendo um 

promotor operacionalmente ligado a um cDNA de NS de vírus influenza 

ligado a uma sequência de terminação de transcrição, em que o cDNA de PB1 

inclui a SEQ ID NO: 2 e suas sequências degeneradas que codificam o 

mesmo polipeptídeo tendo a SEQ ID NO: 42, em que o cDNA de PB2 inclui a 

SEQ ID NO: 3 e suas sequências degeneradas que codificam o mesmo 

polipeptídeo tendo a SEQ ID NO: 43, em que o cDNA de PA inclui a SEQ ID 

NO: 1 e suas sequências degeneradas que codificam o mesmo polipeptídeo 

tendo a SEQ ID NO: 41, em que o cDNA de NP inclui a SEQ ID NO: 4 e suas 

sequências degeneradas que codificam o mesmopolipeptídeo tendo a SEQ ID 
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NO: 44, em que o cDNA de M inclui a SEQ ID NO: 5 e suas sequências 

degeneradas que codificam o mesmo polipeptídeo tendo as SEQ ID NOs: 45 e 

46, em que o cDNA de NS inclui a SEQ ID NO: 6 e suas sequências 

degeneradas que codificam o mesmo polipeptídeo tendo as SEQ ID NOs: 47 e 

48, em que o cDNA de NA é derivado de um isolado de influenza diferente de 

PR8, em que o cDNA de HA é um H5 HA e em que os vetores de a) 

compreendem um promotor de RNA polimerase I e um terminador de RNA 

polimerase I; e 

b) vetores para produção de mRNA compreendendo um vetor 

compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um segmento de 

DNA que codifica PA de vírus influenza, um vetor compreendendo um 

promotor operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica PB1 

de vírus influenza, um vetor compreendendo um promotor operacionalmente 

ligado a um segmento de DNA codificando PB2 de vírus influenza, e um 

vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um segmento 

de DNA que codifica NP de vírus influenza. 

2. Composição de acordo com a reivindicação 1, caracterizada 

pelo fato de que os vetores de b) incluem ainda um vetor compreendendo um 

promotor operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica HA 

de vírus da influenza, um vetor compreendendo um promotor 

operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica NA de vírus da 

influenza; um vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado a 

um segmento de DNA que codifica M1 de vírus influenza, um vetor 

compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um segmento de 

DNA que codifica M2 de vírus influenza; ou um vetor compreendendo um 

promotor operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica NS2 

de vírus influenza. 

3. Composição de acordo com a reivindicação 1, caracterizada 

pelo fato de que o promotor de RNA polimerase I é um promotor de RNA 
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polimerase I humano. 

4. Composição de acordo com a reivindicação 1, caracterizada 

pelo fato de que todos os vetores de a) compreendem um promotor de RNA 

polimerase II. 

5. Composição de acordo com a reivindicação 1, caracterizada 

pelo fato de que cada vetor de a) está em um plasmídeo separado. 

6. Composição de acordo com a reivindicação 1, caracterizada 

pelo fato de que cada vetor de b) está em um plasmídeo separado. 

7. Composição de acordo com a reivindicação 1, caracterizada 

pelo fato de cada um dos vetores de b) ainda compreende uma sequência de 

terminação de transcrição de RNA. 

8. Composição de acordo com a reivindicação 8 ou 9, ainda 

caracterizada pelo fato de compreender um vetor compreendendo um 

promotor ligado a sequências de vírus de influenza 5’ compreendendo 

sequências de não codificação de vírus de influenza 5’ ligadas a um cDNA de 

interesse ligado a sequências de vírus de influenza 3’ compreendendo 

sequências de não codificação de vírus de influenza 3’ ligadas a uma 

sequência de terminação de transcrição. 

9. Composição de acordo com a reivindicação 8, caracterizada 

pelo fato de que o cDNA de interesse está na orientação senso. 

10. Composição de acordo com a reivindicação 8, 

caracterizada pelo fato de que o cDNA de interesse está na orientação anti-

senso. 

11. Composição de acordo com a reivindicação 8, 

caracterizada pelo fato de que o cDNA de interesse compreende uma matriz 

de leitura aberta codificando um polipeptídeo ou peptídeo imunogênico de um 

patógeno ou um peptídeo ou polipeptídeo terapêutico. 

12. Composição de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizada pelo fato de que o cDNA de interesse compreende um quadro de 
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leitura aberto codificando um polipeptídeo ou peptídeo imunogênico de um 

patógeno. 

13. Composição de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizada pelo fato de que o cDNA de H5 HA é um mutante H5 com um 

local de clivagem avirulento. 

14. Composição de acordo com a reivindicação 1, 

caracterizada pelo fato de que o cDNA de interesse compreende um quadro de 

leitura aberto que codifica um polipeptídeo ou peptídeo terapêutico. 

15. Método para preparar vírus de influenza, caracterizado 

pelo fato de que compreende: contatar uma célula in vitro com a composição 

como definida na reivindicação 1 em uma quantidade eficaz para produzir 

vírus de influenza infeccioso. 

16. Método de acordo com a reivindicação 15, caracterizado 

pelo fato de ainda compreender isolar o vírus. 

17. Método para preparar um veículo de liberação de genes, 

caracterizado pelo fato de que compreende: contatar células in vitro com a 

composição como definida em qualquer uma das reivindicações 8 a 11 em 

uma quantidade eficaz para produzir vírus de influenza compreendendo as 

sequências correspondentes ao cDNA de interesse, e isolar o vírus. 

18. Método para preparar vírus de influenza, caracterizado 

pelo fato de que compreende contatar uma célula in vitro com um vetor para 

produção de vRNA compreendendo um promotor ligado de modo operativo a 

um cDNA de PA de vírus influenza, ligado a uma sequência de terminação de 

transcrição, um vetor para produção de vRNA compreendendo um promotor 

ligado de modo operativo a um cDNA de PB1 de vírus influenza ligado a uma 

sequência de terminação de transcrição, um vetor compreendendo um 

promotor ligado de modo operativo a um cDNA de PB2 de vírus influenza 

ligado a uma sequência de terminação de transcrição, um vetor para produção 

de vRNA compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um 
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cDNA de HA de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de 

transcrição, um vetor para produção de vRNA compreendendo um promotor 

ligado de modo operativo a um cDNA de NP de vírus influenza ligado a uma 

sequência de terminação de transcrição, um vetor para produção de vRNA 

compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de NA 

de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, um 

vetor para produção de vRNA compreendendo um promotor ligado de modo 

operativo a um cDNA de M de vírus influenza ligado a uma sequência de 

terminação de transcrição, um vetor para produção de vRNA compreendendo 

um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de NS de vírus de 

influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, um vetor para 

produção de vRNA compreendendo um promotor ligado de modo operativo 

segmento de DNA codificando PA de vírus influenza, um vetor para produção 

de vRNA compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um 

segmento de DNA codificando PB1 de vírus influenza, um vetor para 

produção de vRNA compreendendo um promotor ligado de modo operativo a 

um segmento de DNA codificando PB2 de vírus influenza, e um vetor para 

produção de vRNA compreendendo um promotor ligado de modo operativo a 

um segmento de DNA codificando NP de vírus influenza, de modo a produzir 

vírus infeccioso reagrupante, em que o cDNA de PB1 inclui a SEQ ID NO: 2 

e suas sequências degeneradas que codificam o mesmo polipeptídeo tendo a 

SEQ ID NO:42, em que o cDNA de PB2 inclui a SEQ ID NO: 3 e suas 

sequências degeneradas que codificam o mesmo polipeptídeo tendo a SEQ ID 

NO: 43, em que o cDNA de PA inclui a SEQ ID NO: 1 e suas sequências 

degeneradas que codificam o mesmo polipeptídeo tendo a SEQ ID NO: 41, 

em que o cDNA de NP inclui a SEQ ID NO: 4 e suas sequências degeneradas 

que codificam o mesmo polipeptídeo tendo a SEQ ID NO: 44, em que o 

cDNA de M inclui a SEQ ID NO: 5 e suas sequências degeneradas que 

codificam o mesmo polipeptídeo tendo as SEQ ID NOs: 45 e 46, em que o 
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cDNA de NS inclui a SEQ ID NO: 6 e suas sequências degeneradas que 

codificam o mesmo polipeptídeo tendo as SEQ ID NOs: 47 e 48, em que o 

cDNA de NA é derivado de um isolado de influenza diferente de PR8, em que 

o cDNA de HA é um H5 HA e em que os vetores para a produção de vRNA 

compreendem um promotor de RNA polimerase I e um terminador de RNA 

polimerase I. 

19. Método de acordo com a reivindicação 18, caracterizado 

pelo fato de ainda compreender um vetor compreendendo um promotor ligado 

de modo operativo a um segmento de DNA codificando HA de vírus 

influenza, um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a 

um segmento de DNA codificando um NA de vírus influenza, um vetor 

compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um segmento de 

DNA codificando vírus de influenza M1, um vetor compreendendo um 

promotor ligado de modo operativo a um segmento de DNA codificando vírus 

de influenza M2, e um vetor compreendendo um promotor ligado de modo 

operativo a um segmento de DNA codificando vírus de influenza NS2. 

20. Método de acordo com a reivindicação 18, caracterizado 

pelo fato de ainda compreender um vetor compreendendo um promotor ligado 

a sequências de vírus de influenza 5’ compreendendo sequências 5’ não 

codificantes de vírus de influenza  ligadas a um cDNA de interesse ou um 

fragmento do mesmo ligado a sequências 3’ de vírus de influenza  

compreendendo sequências 3’  não codificantes de vírus de influenza ligadas 

a uma sequência de terminação de transcrição. 

21. Método de acordo com a reivindicação 20, caracterizado 

pelo fato de que o cDNA de interesse compreende uma matriz de leitura 

aberta codificando um polipeptídeo ou peptídeo imunogênico de um patógeno 

ou um polipeptídeo ou peptídeo terapêutico. 

22. Método de acordo com a reivindicação 20, caracterizado 

pelo fato de que o cDNA de interesse está na orientação senso. 
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23. Método de acordo com a reivindicação 20, caracterizado 

pelo fato de que o cDNA de interesse está na orientação anti-senso. 

24. Método de acordo com a reivindicação 18, caracterizado 

pelo fato de que compreende ainda isolar o vírus. 

25. Método de acordo com a reivindicação 18, caracterizado 

pelo fato de que o cDNA de interesse compreende um quadro de leitura 

aberto que codifica um polipeptídeo ou peptídeo imunogênico de um 

patógeno. 

26. Método de acordo com a reivindicação 18, caracterizado 

pelo fato de que o cDNA de interesse compreende um quadro de leitura 

aberto que codifica um polipeptídeo ou peptídeo terapêutico. 

27. Método de acordo com qualquer uma das reivindicações 

15, 17 ou 18, caracterizado pelo fato de que o cDNA de H5 HA é um mutante 

H5 com um local de clivagem avirulento. 

28. Método de acordo com a reivindicação 27, caracterizado 

pelo fato de que o título do reagrupante é pelo menos 1010 EID50/mL. 

29. Vírus, caracterizado pelo fato de ser obtido pelo método de 

acordo com qualquer uma das reivindicações 15 a 28. 

30. Composição para a produção de vírus recombinante 

reagrupante de título elevado compreendendo uma pluralidade de vetores de 

vírus influenza, caracterizado pelo fato de que compreende: 

a) vetores para produção de vRNA compreendendo um vetor 

compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de PA de 

vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, um vetor 

compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de PB1 

de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, um 

vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de 

PB2 de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação da transcrição, 

um vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA 
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de HA de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação da 

transcrição, um vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado 

a um cDNA de NP de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação 

de transcrição, um vetor compreendendo um promotor operacionalmente 

ligado a um cDNA de NA de vírus influenza ligado a uma sequência de 

terminação de transcrição, um vetor compreendendo um promotor 

operacionalmente ligado a um cDNA de M de vírus influenza ligado a uma 

sequência de terminação de transcrição e um vetor compreendendo um 

promotor operacionalmente ligado a um cDNA de NS do vírus da influenza 

ligado a uma sequência de terminação de transcrição, em que o cDNA de PB1 

inclui a SEQ ID NO: 2 e suas sequências degeneradas que codificam o 

mesmo polipeptídeo tendo a SEQ ID NO: 42, em que o cDNA de PB2 inclui a 

SEQ ID NO: 3 e suas sequências degeneradas que codificam o mesmo 

polipeptídeo tendo a SEQ ID NO: 43, em que o cDNA de PA inclui a SEQ ID 

NO: 1 e suas sequências degeneradas que codificam o mesmo polipeptídeo 

tendo a SEQ ID NO: 41, em que o cDNA de NP inclui a SEQ ID NO: 4 e suas 

sequências degenereadas que codificam o mesmo polipeptídeo tendo a SEQ 

ID NO: 44, em que o cDNA de M inclui a SEQ ID NO: 5 e suas sequências 

degeneradas que codificam o mesmo polipeptídeo tendo as SEQ ID NOs: 45 e 

46, em que o cDNA de NS inclui a SEQ ID NO: 6 e suas sequências 

degeneradas que codificam um polipeptídeo tendo as SEQ ID NOs: 47 e 48, 

em que o cDNA de NA e o cDNA de HA são derivados de um isolado de 

influenza diferente de PR8; e 

b) vetores para produção de mRNA compreendendo um vetor 

compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um segmento de 

DNA que codifica o PA de vírus influenza, um vetor compreendendo um 

promotor operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica a 

PB1 de vírus influenza, um vetor compreendendo um promotor 

operacionalmente ligado a um segmento de DNA codificar a PB2 de vírus 
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influenza, ou um vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado 

a um segmento de DNA que codifica a NP de vírus influenza; em que as 

sequências nos vetores para a produção de vRNA são aquelas para um vírus 

influenza recombinante. 

31. Método para preparar vírus de influenza, caracterizado 

pelo fato de que compreende contatar uma célula com um vetor para produção 

de vRNA compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA 

de PA de vírus influenza ligado a uma sequência de terminação de 

transcrição, um vetor para produção de vRNA compreendendo um promotor 

operacionalmente ligado a um cDNA de PB1 de vírus influenza ligado a uma 

sequência de terminação de transcrição, um vetor para produção de vRNA 

compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de PB2 

de vírus de influenza ligado a uma sequência de terminação de transcrição, 

um vetor para produção de vRNA compreendendo um promotor 

operacionalmente ligado a um cDNA de HA de vírus influenza ligado a um 

sequência de terminação da transcrição, um vetor para produção de vRNA 

compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de NP de 

vírus influenza ligado a uma sequência de terminação da transcrição, um vetor 

para produção de vRNA compreendendo um promotor operacionalmente 

ligado a um cDNA de NA de vírus influenza ligado a uma sequência de 

terminação da transcrição, um vetor para produção de vRNA compreendendo 

uma operação de promotor ligado a um cDNA de M de vírus influenza ligado 

a uma sequência de terminação da transcrição, um vetor para produção de 

vRNA compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de 

NS de vírus influenza vinculado a uma sequência de terminação da 

transcrição, um vetor para produção de mRNA compreendendo um promotor 

operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica PA de vírus 

influenza, um vetor para produção de mRNA compreendendo um promotor 

operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica PB1 de vírus 
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de influenza, um vetor para produção de mRNA compreendendo um 

promotor operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica PB2 

de vírus de influenza e um vetor para mRNA produção compreendendo um 

promotor operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica NP 

de vírus influenza, de modo a produzir vírus recombinante infeccioso, em que 

o cDNA de PB1 inclui a SEQ ID NO: 2 e suas sequências degeneradas que 

codificam o mesmo polipeptídeo tendo a SEQ ID NO: 42, em que o cDNA de 

PB2 inclui a SEQ ID NO: 3 e suas sequências degeneradas que codificam o 

mesmo polipeptídeo tendo a SEQ ID NO: 43, em que o cDNA de PA inclui a 

SEQ ID NO: 1 e suas sequências degeneradas que codificam o mesmo 

polipeptídeo tendo a SEQ ID NO: 41, em que o cDNA de NP inclui a SEQ ID 

NO: 4 e suas sequências degeneradas que codificam o mesmo polipeptídeo 

tendo a SEQ ID NO: 44, em que o cDNA de M inclui a SEQ ID NO: 5 e suas 

sequências degeneradas que codificam o mesmo polipeptídeo tendo as SEQ 

ID NOs: 45 e 46, em que o cDNA de NS inclui a SEQ ID NO: 6 e suas 

sequências que codificam o mesmo polipeptídeo tendo as SEQ ID NOs: 47 e 

48, em que o cDNA de NA e o cDNA de HA são derivados de um isolado de 

influenza diferente de PR8. 

32. Vírus, caracterizado pelo fato de que é obtido pelo método 

como definido na reivindicação 31. 

33. Composição de acordo com a reivindicação 30, 

caracterizada pelo fato de que o promotor da RNA polimerase I é um 

promotor da RNA polimerase I humana. 

34. Método para preparar vírus de influenza, caracterizado 

pelo fato de que compreende: contatar uma célula in vitro com a composição 

como definida na reivindicação 30, em uma quantidade eficaz para produzir o 

vírus influenza infeccioso. 

35. Composição de acordo com a reivindicação 30, 

caracterizada pelo fato de compreender ainda um vetor compreendendo um 
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promotor ligado a sequências 5' de vírus influenza compreendendo sequências 

não codificadoras 5' do vírus da influenza ligadas a um cDNA de interesse 

ligado a sequências 3' de vírus influenza compreendendo sequências 3' não 

codificadoras do vírus influenza vinculadas a uma transcrição sequência de 

terminação. 

36. Método para preparar um veículo de liberação de genes, 

caracterizado pelo fato de que compreende: contatar células in vitro com uma 

composição como definida na reivindicação 35, em uma quantidade eficaz 

para produzir vírus influenza compreendendo sequências correspondentes ao 

cDNA de interesse e isolando o vírus. 
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