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manipulada com a capacidade de expressar um gene

imunocontraceptivo adequado. Este tipo de vacina seria um candidato

ideal para a prevenção da raiva e para o controle populacional de

animais selvagens e domésticos, inclusive cachorros.

SUMÁRIO DA DESCRIÇÃO

[007] Na presente invenção são descritos vírus da raiva

recombinantes que compreendem sequências de ácido nucleico

heterólogas que codificam proteínas imunocontraceptivas. Os vírus da

raiva recombinantes são recuperados com o uso de genética reversa,

se reproduzem eficientemente em cultura, e geram altos títulos de

anticorpos neutralizantes do vírus da raiva, geram anticorpos

específicos para proteínas imunocontraceptivas e conferem proteção

contra estímulo com vírus da raiva nos animais vacinados.

[008] É aqui fornecido um vírus da raiva recombinante no qual o

genoma do vírus da raiva recombinante inclui uma sequência de ácido

nucleico heteróloga que codifica uma proteína imunocontraceptiva. Em

algumas modalidades, a proteína imunocontraceptiva é o hormônio de

liberação da gonadotropina (GnRH) ou zona pelúcida 3 (ZP3), tal como

ZP3 de cachorro. Em algumas modalidades, o genoma do vírus da raiva

recombinante compreende uma sequência de ácido nucleico que

codifica ZP3 e uma sequência de ácido nucleico que codifica GnRH.

[009] Também são fornecidas composições imunogênicas que

compreendem um ou mais dos vírus da raiva recombinantes aqui

descritos. É ainda fornecida uma composição imunogênica que

compreende um primeiro vírus da raiva recombinante e um segundo

vírus da raiva recombinante, em que o genoma do primeiro vírus da

raiva recombinante compreende uma sequência de ácido nucleico de

GnRH e o genoma do segundo vírus da raiva recombinante compreende

uma sequência de ácido nucleico de ZP3.

[0010] São ainda fornecidos métodos de imunização de um animal
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não humano contra infecção pelo vírus da raiva e inibição da fertilidade

do animal, através da administração ao animal de uma quantidade

terapeuticamente eficaz de uma composição imunogênica que

compreende um ou mais dos vírus da raiva recombinantes aqui

descritos.

[0011] Estas e outras características e vantagens se tornarão

evidentes a partir da seguinte descrição detalhada de várias

modalidades, que se dá com referência aos desenhos em anexo.

BREVE DESCRIÇÃO DAS FIGURAS

[0012] A figura 1 é uma representação esquemática de quatro vírus

ERAZP3 recombinantes. G* denota a mutação no aminoácido 333 da

glicoproteína (G). ZP- indica um gene da zona pelúcida de cachorro.

[0013] A figura 2A é uma representação esquemática da

glicoproteína do vírus da raiva. As setas indicam os locais onde uma ou

duas cópias de GnRH foram inseridas. Os vírus recombinantes com

GnRH inserido em cada um destes locais foram recuperados com

sucesso por genética reversa (Ecto = ectodomínio; SP = peptídeo de

sinal; TM = transmembrana; Mb, II, lla, WB+ e III referem-se os sítios

antigênicos). A figura 2B é uma representação esquemática do vírus da

raiva recombinante ERA-3-GnRH.

[0014] A figura 3A é uma tabela listando vírus da raiva

recombinantes exemplificadores que compreendem ZP3 de cachorro

(DZP3), GnRH ou ambos. As descrições do vírus indicam o local de

inserção de ZP3 e/ou GnRH no genoma do vírus (G3 = glicoproteína

com a mutação G333). A figura 3B é um gráfico mostrando a sobrevida

de camundongos não vacinados (controle) ou camundongos vacinados

com ERA-N-GnRH (vírus n° 5), ERA-3-GnRH (vírus n° 7) ou ERA-G3-

2GnRH (vírus n° 8). Cada grupo de camundongos foi estimulado

subsequentemente com uma dose letal de vírus da raiva.

[0015] A figura 4 é uma imagem de um gel de proteínas mostrando



5/82

o peptídeo GnRH ou 2GnRH conjugado à hemocianina do molusco

keyhole limpet (KLH). As proteínas foram separadas em géis de SDS-

PAGE a 4 a 12%. GnRH-KLH e 2GnRH-KLH são mostrados nas colunas

2 e 4, respectivamente. As colunas 1 e 6 contêm marcadores de peso

molecular. As colunas 3 e 5 mostram o padrão de KLH.

[0016] A figura 5A é um esquema dos genomas de ERA parental e

ERAg3p rearranjado. Para gerar ERAg3p, o gene G no genoma de ERA

foi realocado para frente do gene P, e foi mutado no resíduo de

aminoácido 333 de AGA (referido como G) para GAG (referido como

G*). A figura 5B é uma curva de crescimento em uma etapa mostrando

as características de crescimento do vírus ERAg3p rearranjado. O vírus

ERAg3p recuperado cresceu assim como o vírus ERA parental. Afigura

5C é um gráfico de linhas comparando a virulência de ERA e ERAg3p.

ERAg3p não causou morte em nenhum dos camundongos de 3

semanas de idade após injeção intracerebral.

[0017] A figura 6 é um esquema mostrando os sítios de inserção da

sequência codificante de GnRH ou 2GnRH no genoma de G no vírus da

raiva ERAg3p. SP = peptídeo de sinal; TM = transmembrana; CT =
cauda citoplasmática; N = terminação amino da glicoproteína; e C =
terminação carboxila da glicoproteína.

[0018] A figura 7A é um esquema mostrando os sítios de inserção de

GnRH no genoma de ERAg3p para gerar ERA-N-GnRH, ERA-N-

2GnRH, ERA-lla-GnRH e ERA-C-GnRH. A figura 7B é um gráfico de

linhas mostrando as características de recuperação e crescimento dos

vírus ERAg3p transportando GnRH. O vírus recombinante foi

recuperado com sucesso de 4 dos 12 construtos. Os vírus recuperados

continham GnRH inserido na terminação amino imediatamente após a

sequência de sinal, o sítio antigênico lia, ou a junção entre o

ectodomínio e o domínio transmembrana da glicoproteína.

[0019] A figura 8A é uma imagem de um gel eletroforético
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na publicação PCT n° WO 2007/047459, e a sequência da cepa ERA

recuperada por genética reversa é descrita aqui como SEQ ID NO: 1.

[0098] Recombinante: Um ácido nucleico, proteína ou vírus

recombinante é um que tem uma sequência que não tem ocorrência

natural ou tem uma sequência que é produzida por uma combinação

artificial de dois segmentos de sequência que são de outro modo

separados. Esta combinação artificial é frequentemente obtida por

síntese química ou, mais comumente, pela manipulação artificial de

segmentos isolados de ácidos nucleicos, por exemplo, por técnicas de

engenharia genética. Em algumas modalidades, o vírus da raiva

recombinante é gerado com o uso de genética reversa, como o sistema

de genética reversa descrito na publicação PCT n° WO 2007/047459.

Em alguns exemplos, os vírus da raiva recombinantes compreendem

uma ou mais mutações em um fator de virulência virai, tal como uma

glicoproteína. Em outros exemplos, os vírus da raiva recombinantes

compreendem um gene heterólogo, tal como uma sequência que

codifica um peptídeo imunocontraceptivo (por exemplo, ZP3 ou GnRH).

[0099] Genética reversa: Refere-se ao processo de introduzir

mutações (tais como deleções, inserções ou mutações pontuais) no

genoma de um organismo ou vírus de modo a determinar o efeito

fenotípico da mutação. Por exemplo, a introdução de uma mutação em

um gene virai específico permite que se determine a função do gene.

[00100] Identidade de sequência: A similaridade entre duas

sequências de ácido nucleico, ou duas sequências de aminoácido, é

expressa em termos da similaridade entre as sequências, chamada

também de identidade de sequência. A identidade de sequência é

medida frequentemente em termos de porcentagem de identidade (ou

similaridade ou homologia); quanto maior a porcentagem, mais

similares são as duas sequências.

[00101] Os métodos de alinhamento de sequências para
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comparação são bem conhecidos na técnica. Vários programas e

algoritmos de alinhamento são descritos em: Smith e Waterman (Adv.

Appl. Math., 2:482, 1981); Needleman e Wunsch (J. Mol. Biol., 48:443,

1970); Pearson e Lipman (Proc. Natl. Acad. Sei., 85:2444, 1988);

Higgins e Sharp (Gene, 73:237-44, 1988); Higgins e Sharp (CABIOS,

5:151-53, 1989); Corpet ef al. (Nuc. Acids Res., 16:10881-90, 1988);

Huang et al. (Comp. Appls. Biosci., 8:155-65, 1992); e Pearson et al.

(Meth. Mol. Biol., 24:307-31, 1994). Altschul etal. (Nature Genet., 6:119-

29, 1994) apresenta uma consideração detalhada sobre métodos de

alinhamento de sequência e cálculos de homologia.

[00102] As ferramentas de alinhamento ALIGN (Myers e Miller,

CABIOS 4:11-17, 1989) ou LFASTA (Pearson e Lipman, 1988) podem

ser usadas para executar comparações de sequência (Programa

disponível na Internet © 1996, W. R. Pearson e Universidade da Virginia,

"fasta20u63" versão 2.0u63, data de lançamento dezembro de 1996). O

programa ALIGN compara sequências inteiras, enquanto que o

programa LFASTA compara regiões de similaridade local. Estas

ferramentas de alinhamento e seus respectivos tutoriais estão

disponíveis na Internet na página do NCSA. Alternativamente, para

comparações de sequências de aminoácido de mais de cerca de 30

aminoácidos, a função "Blast 2 sequences" pode ser empregada com o

uso da matriz padrão BLOSUM62 ajustada para os parâmetros

predefinidos, (custo por existência de lacuna (gap existence cost) de 11,

e custo de lacuna por resíduo (per residue gap cost) de 1). Ao alinhar

peptídeos curtos (menos que cerca de 30 aminoácidos), o alinhamento

deve ser feito com o uso da função "Blast 2 sequences", empregando a

matriz PAM30 ajustada para os parâmetros predefinidos (penalidade

por lacuna aberta (open gap) de 9, por extensão da lacuna (extension

gap) de 1). O sistema de comparação de sequências BLAST está

disponível, por exemplo, na página da Internet do NCBI; vide também
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em uma célula hospedeira produzindo, assim, uma célula hospedeira

transformada. Um vetor pode incluir sequências de ácido nucleico que

permitem que ele replique em uma célula hospedeira, tal como uma

origem de replicação (sequências de DNA que participam no início da

síntese de DNA). Um vetor pode, também, incluir um ou mais genes

marcadores selecionáveis e outros elementos genéticos conhecidos na

técnica.

[00108] Vírus: Organismo infeccioso microscópico que se reproduz

dentro de células vivas. Tipicamente, um vírus consiste essencialmente

em um núcleo contendo um único ácido nucleico circundado por um

revestimento proteico, e tem a capacidade de replicar apenas dentro de

uma célula viva. A "replicação virai" é a produção de vírus adicional pela

ocorrência de pelo menos um ciclo de vida virai. Um vírus pode

subverter as funções normais das células hospedeiras, fazendo com

que a célula se comporte de uma forma determinada pelo vírus. Por

exemplo, uma infecção virai pode resultar na produção de uma citocina

por uma célula, ou na resposta de uma célula a uma citocina, quando a

célula não infectada normalmente não o faz.

[00109] Zona pelúcida 3 (ZP3): Uma glicoproteína expressa sobre a

superfície de um ovo que serve como o receptor primário para a

fertilização pelo espermatozóide. A ZP3 é também conhecida como

glicoproteína da zona pelúcida 3, proteína da zona pelúcida C (ZPC),

receptor de espermatozóide e proteína de ligação ao espermatozóide

da zona pelúcida 3. Para uso na presente invenção, ZP3 refere-se a

uma ZP3 de qualquer espécie de animal, incluindo, mas não se

limitando a seres humanos, cachorro, porco, camundongo ou rato.

Sequências exemplificadoras de ZP3 são fornecidas aqui, incluindo ZP3

de cachorro (SEQ ID NO: 7 e SEQ ID NO: 62). O termo "ZP3" inclui

análogos e variantes de ZP3, incluindo ZP3 mutada ou truncada.

[00110] A menos que seja explicado de outro modo, todos os termos
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técnicos e científicos usados aqui têm o mesmo significado conforme

compreendido pelo versado na técnica à qual a invenção pertence. Os

termos no singular "um", "uma", "o" e "a" incluem referências no plural a

menos que o contexto claramente determine de outro modo. De modo

similar, o termo "ou" se destina a incluir "e", a menos que o contexto

claramente determine de outro modo. Deste modo, "compreendendo A

ou B" significa incluindo A, ou B, ou A e B. Deve ser ainda entendido

que todos os tamanhos de base ou tamanhos de aminoácidos, e todos

os valores de peso molecular ou massa molecular fornecidos para

ácidos nucleicos ou polipeptídeos são aproximados, e são fornecidos

para descrição. Embora métodos e materiais similares ou equivalentes

aos descritos aqui possam ser usados na prática ou teste da presente

descrição, métodos e materiais adequados são descritos abaixo. Todas

as publicações, pedidos de patentes, patentes e outras referências

mencionadas na presente invenção estão aqui incorporadas a título de

referência em suas totalidades. Em caso de conflito, o presente relatório

descritivo, incluindo as explicações dos termos, irá comandar. Além

disso, os materiais, métodos, e exemplos são apenas ilustrativos e não

se destinam a limitar a invenção.

IV. Visão geral das várias modalidades

[00111] É aqui descrito que vírus da raiva recombinantes que

compreendem uma sequência heteróloga que codifica um peptídeo

imunocontraceptivo podem ser recuperados com sucesso com o uso de

um sistema de genética reversa descrito anteriormente. Em alguns

exemplos, o peptídeo imunocontraceptivo é GnRH ou ZP3. Estudos em

animais não humanos demonstram que os vírus da raiva recombinantes

aqui descritos geram altos títulos de anticorpos neutralizantes

específicos para o vírus da raiva, induzem anticorpos específicos

peptídeos imunocontraceptivos, protegem animais contra estímulo com

vírus da raiva e não produzem efeitos colaterais adversos. Acredita-se




























































































































