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DESCRICAO

VACINA CONTRA O VIH

CAMPO DA INVENCAO

A invencdo refere-se a uma nova vacina para uso no
tratamento da SIDA, bem como a métodos para a producéo
da mesma. Mais particularmente a invencdo refere-se a
uma vacina gque pode ser produzida em grandes quantidades

e que é ndo citolitica e avirulenta.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Apesar dos recentes avancos em terapéutica
antiviral, n&o existe cura permanente para a SIDA ou
infeccdo por VIH. A terapéutica com fadrmaco é uma Aarea
de pesgquisa promissora em termos de @ proporcionar
terapéutica eficaz, contudo devido aos efeitos
secunddrios, adesdo e gastos, O progresso ndo tem sido
rapido. Compondo estas dificuldades esta o facto de que
a disponibilidade de tais féarmacos é limitada em paises
em desenvolvimento onde é estimado que 90% de infeccdes

por VIH ocorrerd no ano 2000.

Devido ao sucesso que vacinas contra doencas
infecciosas tém tido, o mais notdvel sendo contra
variola e poliomielite, a pesquisa por uma vacina eficaz
contra a SIDA continua. Uma variedade de enfoques tem
sido tentada. De facto, a maior parte do desenvolvimento
de vacina contra o VIH-1 tem-se concentrado em vacinas

subunitdrias. A dificuldade com o enfoque da vacina
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subunitaria tem sido a capacidade de produzir imunidade
bptima. No momento, nédo se conhece exactamente quais
componentes do(s) antigénio(s) de VIH e do sistema imune
S80 necessarios para a proteccdo contra a infeccéo

natural.

Ensaios de vacina iniciais examinaram imunogénios a
base de proteinas subunitdrias recombinantes, tais como
a proteina gpl20 do envelope do VIH-1. Os resultados
deste enfoque tém sido decepcionantes, apesar de que o0S
regimes de imunizacéo que empregam tanto virus
recombinante vivo como proteina subunitédria tém, em
alguns individuos, provocado tanto CTL CD8+ especifico
do envelope como anticorpo neutralizante <contra o
envelope do VIH-1 (Cooney EL, et al., Proc Natl Acad Sci
USA 1993; 90: 1882-86; McElrath MJ, et al. J Infect Dis.
169: 41-47 (1994); Graham BS, et al. J Infect Dis 166:
244-52 (1992); e Graham BS, et al. J Infect Dis 167:
533-37 (1993)).

Estudos da glicoproteina do envelope do VIH ndo tém
rendido uma rota plausivel para o desenvolvimento de
vacina. Por exemplo, com respeito a gpl20 do VIH-1, a
sequéncia sinal de glicoproteina gpl20 do envelope do
VIH-1, que ¢é referida como NSS para sequéncia sinal
natural de VIH-1, encontrou-se que estd associada com a
extensdo da secrecdo de gpl20. Em relacdo a 1isso foi
mostrado que a substituicdo da NSS por ou sequéncia
sinal de melitina ou de IL-3 proporciona um alto nivel
de producdo e secrecdo de gpl20 eficiente (Li, Y., et
al. Virology 204: 266-278 (1994); e Li, Y., et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. 93: 9606-9611 (1996). Contudo, nédo se
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conhece se a sequéncia sinal de gpl20 de VIH-1 tem um

papel a desempenhar na patogenicidade do virus.

A rota preferida ¢é o uso de vacinas de virus
inactivados inteiros, tal como a wvacina do virus da
poliomielite inactivado, ou vacinas de virus vivo
atenuado, tal como a vacina contra poliomielite oral.
Infelizmente, este enfoque na pesquisa por uma vacina
contra o virus da SIDA parece perigoso demais, dado o
potencial para problemas tais como o “incidente Cutter”
em que uma 1inactivacdo inadequada da vacina contra a
poliomielite resultou em poliomielite clinica real. Um
enfoque ©prévio incorporou o uso de VIH-1 de tipo
selvagem, contudo, foi impossivel produzir uma
quantidade adequada de virus para virus inteiro morto
porque o rendimento de linhas de células T infectadas
por VIH-1 foi muito baixo (Coffin et al. Retroviruses,
CSH Press, 1989). Assumindo que seja possivel aumentar o
rendimento, existe também a preocupacdo com respeito a
responsabilidade potencial em crescer grandes volumes de

VIH-1 infeccioso.

Com respeito as vacinas contra o VIH conhece-se que
a delecdo do gene nef do VIH atenua o virus. Desrosiers
e seus associados demonstraram gque a vacinacdo de
macacos com VIS com nef deletado protegeu contra a
exposicdo a VIS de tipo selvagem (Daniels, M.D. et al.
Science 258:1938 (1992); Desrosiers, R.C., et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 86:6353 (1989)) e outros
demonstraram que o gene nef ¢é dispensédvel para a
replicacdo de VIS e VIH (Daniels, M.D. et al. Science
258: 1938 (1992); Gibbs, J.S., et al. AIDS Res. e Human
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Retroviruses 10:343 (1994); Igarashi, T., et al. J. Gen.
Virol. 78: 985 (1997); Kestler III, H.W., et al. Cell
65:651 (1991)). Além disso, a delecdo do gene nef faz
com qgue o virus seja ndo patogénico no hospedeiro
normalmente susceptivel (Daniels, M.D. et al. Science
258:1938 (1992)). Embora esta delecdo ndo proporcione
uma forma do virus que seja possivel de produzir em
grandes quantidades. Esta forma também ndo mostrou ser

segura para a producdo de uma vacina.

Consequentemente, o que ¢é necessario €& uma vacina
que seja avirulenta, bem como gue geja capaz de ser
produzida em grandes quantidades e sem as preocupacdes e

problemas prévios de usar VIH-1 de tipo selvagem.

SUMARIO DA INVENCAO

Os presentes inventores encontraram que a segquéncia
sinal natural (NSS) da glicoproteina gpl20 do envelope
do wvirus da imunodeficiéncia humana 1 (VIH-1) é
responsavel por apoptose bem como necrose geral de
células infectadas por virus. O0Os inventores também
encontraram que a substituicdo da NSS por uma sequéncia
sinal mais eficiente, tal como sequéncia sinal de
melitina ou de IL-3, gera um VIH-1 ndo citolitico que ¢é
capaz de replicacdo e secrecdo de gpl20 altamente
eficiente. Consequentemente, a presente invencdo refere-
se a um retrovirus ndo citolitico que ¢é capaz de
replicacdo viral altamente eficiente e portanto que é
util na preparacdo de uma vacina retroviral. Em seu
aspecto mais amplo, a presente invencdo proporciona um

retrovirus ndo citolitico em que a sequéncia sinal
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natural da glicoproteina do envelope do virus ¢é
modificada para ser ndo citolitica ou é substituida por

uma sequéncia sinal ndo citolitica.

De acordo com uma forma de realizacéao, a
modificacéo da sequéncia sinal natural de uma
glicoproteina do envelope de retrovirus resulta numa
replicacdo do virus mais eficiente, preferivelmente VIH.
Em consequéncia, a presente invencgdo proporciona um
VIH-1 recombinante né&o citolitico capaz de replicacéo
altamente eficiente em que a NSS da glicoproteina do
envelope do virus ¢é modificada suficientemente para
prevenir dano celular pelo virus, preferivelmente pela
eliminacdo de aminoédcidos <carregados positivamente,

inclusive mais preferivelmente, tal eliminacéao ou

modificacdo resultando em ndo mais de um (1) e
preferivelmente zZero (0) aminocacidos carregados
positivamente.

Em outra forma de realizacdo, a substituicdo da
sequéncia sinal natural resulta numa replicacdo mais
eficiente de VIH. Em consequéncia a presente invencéo
proporciona um VIH-1 recombinante ndo citolitico capaz
de replicacdo altamente eficiente em que a NSS da
glicoproteina do envelope do virus é substituida por uma
sequéncia sinal ndo citolitica e mais eficiente,
preferivelmente que contém nao mais de um e
preferivelmente zero aminoacidos carregados
positivamente, mais preferivelmente sequéncia sinal de

melitina (MSS) ou sequéncia sinal de IL-3 (ILSS).
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De acordo com outra forma de realizacédo, um
retrovirus essencialmente n&o citolitico também &
avirulento. Em consequéncia, a presente invencéao
proporciona um retrovirus ndo citolitico avirulento que
compreende uma adicdo ou delecdo de sequéncia de &acido
nucleico que torna o virus avirulento e em que a
sequéncia sinal natural da glicoproteina do envelope do
virus é ou modificada ou substituida para proporcionar

uma sequéncia sinal ndo citolitica.

Numa forma de realizacdo preferida é proporcionado
um retrovirus ndo citolitico avirulento que contém uma
delecdo suficiente do gene nef para tornar o virus né&o
patogénico, e em que a NSS da glicoproteina gpl20 do
envelope do virus ¢é modificada ou substituida para

proporcionar uma sequéncia sinal mais eficiente.

De acordo com uma forma de realizacdo especifica da
invencdo é proporcionado um VIH-1 ndo citolitico
avirulento capaz de replicacdo altamente eficiente, com
delecdo suficiente do gene nef para tornar o virus né&o
patogénico num hospedeiro normalmente susceptivel e em
que a NSS do glicoproteina gpl20 do envelope do virus é
substituida por uma sequéncia sinal mais eficiente,

preferivelmente MSS ou ILSS.

Em outro aspecto, a presente invencdo proporciona
uma vacina contra uma infeccdo retroviral que compreende
um retrovirus recombinante ndo citolitico em que a NSS
da glicoproteina do envelope do virus é modificada para
proporcionar uma NSS ndo citolitica ou é substituida por

uma NSS ndo citolitica. O retrovirus recombinante pode
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proporcionar proteccdo contra o retrovirus de tipo
selvagem nao obstante as modificacdes genéticas
incorporadas no retrovirus recombinante, J& que conteré
0os epitopos conformacionais necessarios para gerar
imunidade protectora. Preferivelmente, o retrovirus &
VIH, mais preferivelmente todos os diferentes clados de

VIH-1.

A presente invencdo também inclui um método de
prevencdo de apoptose induzido por infeccdo retroviral
gue compreende administrar uma gquantidade suficiente de
antagonista para a NSS a um animal em necessidade do
mesmo, preferivelmente um anticorpo ou molécula

antisenso.

A presente invencdo também inclui um método de
prevencdo ou tratamento de uma infeccdo retroviral que
compreende administrar um retrovirus recombinante né&o
citolitico, em que a NSS da glicoproteina do envelope do
virus ¢é modificada para proporcionar uma NSS néo
citolitica ou é substituida por uma NSS ndo citolitica,

a um animal em necessidade do mesmo.

A presente invencdo além disso inclui um método de
destruicdo de células referidas no presente documento
como células “alvo”, preferivelmente células de cancro,
que compreende administrar um virus recombinante,
especifico para as células alvo, qgque foram modificadas
por meio de engenharia genética para conter a NSS de

VIH-1, a um animal em necessidade do mesmo.
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A presente invencdo além disso inclui uma célula
transfectada com um retrovirus recombinante da presente

invencéo.

Outras caracteristicas e vantagens da presente
invencdo se tornardo aparentes a partir da seguinte
descricdo detalhada. Deve entender-se, contudo, que a
descricdo detalhada e os exemplos especificos embora
indiquem formas de realizacdo preferidas da invencdo sé&o
dados como forma de ilustracdo somente, J& que diversas
mudancas e modificacdes dentro do espirito e escopo da
invencdo se tornardo aparentes a agqueles especialistas

nesta area a partir desta descricdo detalhada.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A invencdo sera descrita agora em relacdo aos

desenhos nos quais:

A figura 1 ¢é fotografias de exame microscédpico de
células SF2/insecto infectadas com baculovirus

recombinante (AcNPV).

A figura 2 proporciona graficos que ilustram os
efeitos da sequéncia sinal env de VIH-1 sobre a

morte celular.

A figura 3 mostra os resultados de electroforese em
gel de agarose que proporcionam uma analise de
fragmentacdo de ADN de células SF21 infectadas com
AcCNPV recombinante que expressa gpl20 com

sequéncias sinal diferentes.
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A figura 4 mostra uma electroforese em gel de
agarose gque proporciona uma anadlise de fragmentacdo
de ADN de células SF21 infectadas com baculovirus
recombinante que expressa a glicoproteina G do
virus da estomatite vesicular (VSV-G) com ou sem a

sequéncia sinal natural env de VIH-1.

A figura 5 é uma ilustracdo de uma construcdo de
plasmideo recombinante de ©proteina VSV-G sem a

sequéncia sinal.

A figura 6 é uma ilustracdo de uma construcdo de

gpl20 de VIH-1 que contém a NSS.

A figura 7 é uma ilustracdo do plasmideo pPBSK VSV-
G-NSS; este plasmideo contém a sequéncia genética
de proteina VSV-G com a seqguéncia sinal natural da

proteina env de VIH-1.

A figura 8 é uma ilustracdo de uma construcdo de
plasmideo recombinante em que o sitio de EcoRI-
BamHI contém o fragmento subclonado de pNL4-3 no

vector pBluescript SK.

A figura 9 é uma ilustracdo de uma construcdo de
plasmideo recombinante qgque contém um fragmento de

2245 pb clonado nos sitios de PstI+BamHI.

A figura 10 é uma ilustracdo de uma construcdo de
plasmideo recombinante que contém produtos de PCR

digeridos com EcoRI e Pst-I (fragmento de 445 pb).
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A Figura 11 ¢é wuma ilustracdo de um plasmideo
recombinante, construcédo que contém um
oligonuclebétido que codifica ou a sequéncia sinal

de melitina ou a sequéncia sinal interleucina-3.

A figura 12 é uma ilustracdo de uma construcdo de
plasmideo recombinante que contém um fragmento de
421 pb isolado da sequéncia que codifica o gene nef

nos sitios de Bam HI-Xhol do wvector.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Retrovirus recombinante

Como mencionado anteriormente no presente
documento, a presente invencdo refere-se a um retrovirus
ndo citolitico em que a sequéncia sinal natural (NSS) da
glicoproteina gpl20 do envelope do VIH-1 ¢é modificada
para ser essencialmente ndo citolitica ou é substituida
por uma sequéncia sinal ndo citolitica. O termo
“egssencialmente ndo citolitico” como usado no presente
documento significa qgque o retrovirus ndoc danifica

significativamente ou mata as células que infecta.

Numa forma de —realizacéo, a presente invencéo
proporciona um VIH-1 recombinante ndo citolitico capaz
de replicacdo altamente eficiente em que a NSS da
glicoproteina do envelope do virus é modificada
suficientemente para prevenir dano celular pelo virus,
preferivelmente pela eliminacéo de aminocacidos
carregados positivamente, inclusive mais
preferivelmente, tal eliminacdo ou modificacdo resulta

em ndo mais de um (1) e preferivelmente zero (0)

10
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aminoadcidos carregados positivamente. 0Os aminoéacidos
carregados positivamente que podem ser modificados ou

substituidos incluem lisina e arginina.

Em outra forma de realizacdo, a substituicdo da
sequéncia sinal natural resulta numa replicacdo mais
eficiente de VIH. Em consequéncia a presente invencéo
proporciona um VIH-1 recombinante ndo citolitico capaz
de replicacdo altamente eficiente em que a NSS da
glicoproteina do envelope do virus é substituida por uma
sequéncia sinal ndo citolitica e mais eficiente. Numa
forma de realizacdo preferida, a substituicdo da NSS da
glicoproteina do envelope do VIH-1 por ou a sequéncia
sinal de melitina ou de IL-3 diminui a citotoxicidade do
retrovirus. Como tal, a presente invencdo inclui dentro
do seu escopo a substituicdo da NSS por qualquer
sequéncia sinal gque torne o retrovirus ndo citolitico.
Os inventores mostraram também que a substituicdo da NSS
por sequéncias sinal de melitina ou de IL-3 resulta num
maior nivel de producdo e secrecdo de gpl20, além da
citotoxicidade reduzida. Os inventores mostraram também
que a substituicdo da NSS resulta em delecdo parcial do
gene vpu. Estudos mostraram que © gene vpu pode ser
completamente deletado sem qualgquer impacto mensuravel
sobre a habilidade do virus para se replicar (James et

al. AIDS Res. Human Retrovirus 10:343-350, 1994).

Em outra forma de realizacdo, o retrovirus se torna
avirulento. Numa forma de realizacdo preferida, o virus
se torna avirulento pela delecdo do gene nef. Em
consequéncia, a presente invencéao proporciona um

retrovirus essencialmente ndo citolitico avirulento que

11
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contém uma delecdo suficiente do gene nef para tornar o
virus ndo patogénico e em que a sequéncia que codifica a
glicoproteina gpl20 do envelope do virus ¢é substituida
por uma sequéncia sinal mais eficiente. Como usado no
presente documento, “delecdo suficiente” significa
delecdo de guantidade suficiente da sequéncia para
prevenir a transcricdo e deste modo a producdo do

produto proteico nef.

Numa forma de realizacdo adicional, o retrovirus se
torna avirulento, ndo citolitico e contém uma delecédo
suficiente do gene nef e do gene vpu para tornar o virus

ndo patogénico.

O retrovirus recombinante da presente invencédo pode
ser qualquer retrovirus incluindo VIH-1, VIH-2, VIS,
HTLV-1. Preferivelmente o retrovirus ¢é um virus da
imunodeficiéncia humana seleccionado de VIH-1 e VIH-2,

mais preferivelmente, o retrovirus é VIH-1.

Os retrovirus recombinantes da presente invencéo
podem ser preparados usando técnicas conhecidas na
técnica. Numa forma de realizacdo, o retrovirus pode ser
introduzido numa célula hospedeira sob condicdes
adequadas para a replicacdo e expressdo do retrovirus no
hospedeiro. Em consequéncia, a presente invencdo também
proporciona uma célula transfectada com um retrovirus
recombinante em que a sequéncia sinal natural da
glicoproteina gpl20 do envelope do virus ¢ modificada
para proporcionar um virus néo citotdéxico ou é

substituida por uma sequéncia sinal n&do citolitica. A

célula é preferivelmente um linfécito T, mais

12



7176

preferivelmente uma célula T gque ndo ¢é derivada de uma

linha celular transformada.

O retrovirus ndo citolitico e avirulento da
presente invencéo sera extremamente atil para a
prevencdo e o tratamento de uma infeccdo retroviral 3ja
que o retrovirus pode ser produzido em grandes
quantidades e numa forma que ¢é ndo patogénica ao
hospedeiro, preferivelmente o virus da invencdo sera
util para o desenvolvimento de vacinas contra o VIH/SIDA
para a prevencdo e o tratamento de infecg¢des por VIH. Em
consequéncia, a presente invencdo também proporciona um
método de prevencdo ou tratamento de uma infeccéo
retroviral que compreende administrar uma quantidade
eficaz de um retrovirus avirulento ndo citolitico
recombinante morto da presente invencdo a um animal em
necessidade do mesmo. O termo “quantidade eficaz” como
usado no presente documento significa uma quantidade
eficaz e a dosagens e por periodos de tempo necessarios
para conseguir o resultado desejado. O termo “animal”
como usado no presente documento inclui todos os membros
do reino animal incluindo mamiferos, preferivelmente

seres humanos.

Numa forma de realizacdo preferida, a presente
invencéo proporciona um método de prevencéao ou
tratamento de uma infeccdo retroviral gue compreende
administrar uma quantidade eficaz de um retrovirus
avirulento essencialmente ndo citolitico recombinante
morto a um animal em necessidade do mesmo, em que a
sequéncia sinal natural da glicoproteina do envelope do

virus, preferivelmente gpl20, é modificada para

13



7176

proporcionar uma sequéncia sinal n&o citolitica,
preferivelmente o virus se torna avirulento pela delecdo
do gene nef. De acordo com uma forma de realizacéo
preferida a modificacdo para proporcionar uma NSS né&o
citolitica resulta em ndo mais de um aminoacido
carregado positivamente na sequéncia NSS, mais
preferivelmente zero aminoacidos carregados
positivamente. O mais preferivelmente, o animal & um ser

humano, preferivelmente o retrovirus é VIH-1.

Numa forma de realizacdo preferida adicional, a
presente invencdo proporciona um método de prevencido ou
tratamento de uma infeccgdo retroviral gue compreende
administrar uma quantidade eficaz de um retrovirus
avirulento ndo citolitico recombinante morto a um animal
em necessidade do mesmo, em dque a sequéncia sinal
natural da glicoproteina do envelope do virus,
preferivelmente gpl20, ¢é substituida por uma sequéncia
sinal ndo citolitica, preferivelmente o virus se torna
avirulento pela delecéo do gene nef. O mais
preferivelmente, o) animal é um ser humano,

preferivelmente o retrovirus & VIH-1.

De acordo com uma forma de realizacdo preferida do
método em que a NSS é substituida, a sequéncia sinal né&o
citolitica ¢é seleccionada do grupo gue consiste na
sequéncia de melitina e na sequéncia sinal de IL-3.

Vacinas

A presente invencdo além disso inclui uma vacina

que compreende uma quantidade eficaz de um retrovirus

14
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ndo citolitico e um avirulento em que a sequéncia sinal
natural da glicoproteina do envelope do virus,
preferivelmente gpl20, ¢é substituida por uma sequéncia
sinal né&do citolitica e o virus se torna avirulento pela
delecdo de uma porcdo suficiente do gene nef. 0
retrovirus pode ter também uma porcdo do gene vpu
deletada como um resultado da substituicdo da NSS.
Preferivelmente a sequéncia sinal ndo citolitica ¢é
seleccionada do grupo dque consiste na sequéncia de

melitina e na sequéncia sinal de IL-3.

De acordo com uma forma de realizacéo, a
modificacédo da sequéncia sinal natural de uma
glicoproteina do envelope do retrovirus resulta numa
replicacdo mais eficiente do virus, preferivelmente VIH.
Em consequéncia, a presente invencdo proporciona um VIH-
1 recombinante ndo <citolitico capaz de replicacéo
altamente eficiente em gque a NSS da glicoproteina do
envelope do virus ¢é modificada suficientemente para
prevenir dano celular pelo virus, preferivelmente pela
eliminacdo de aminoacidos carregados positivamente,
inclusive mais preferivelmente, tal eliminacédo ou
modificacdo resulta em ndo mais de um (1) aminoéacido
carregado positivamente, mais preferivelmente ndo mais

de zero (0) amino&cidos carregados positivamente.

Em outra forma de realizacdo, a substituicdo da
sequéncia sinal n&do citolitica resulta numa replicacéo
mais eficiente de VIH. Em consequéncia a presente
invencédo proporciona uma vacina compreendida de um VIH-1
recombinante nao citolitico capaz de replicacéo

altamente eficiente em gque a NSS da glicoproteina do

15
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envelope do virus é substituida por uma sequéncia sinal
ndo citolitica e mais eficiente, preferivelmente que
contém nao mais de um aminoacido positivo,
preferivelmente sequéncia sinal de melitina (MSS) ou

sequéncia sinal de IL-3 (ILSS).

De acordo com outra forma de realizacédo, um
retrovirus essencialmente n&o citolitico é também
avirulento, preferivelmente através da delecdo do gene
nef. Em consequéncia, a presente invencdo proporciona
uma vacina gque compreende um retrovirus essencialmente
ndo citolitico, avirulento que compreende uma adicdo ou
delecdo de sequéncia de acido nucleico gque torna o virus
avirulento e em qgue a sequéncia sinal natural da
glicoproteina do envelope do virus ¢ ou modificada ou
substituida para proporcionar uma sequéncia sinal

essencialmente ndo citolitica.

Alternativamente, a vacina pode compreender uma
quantidade eficaz de um retrovirus n&do citolitico e
avirulento em que a sequéncia sinal natural da
glicoproteina gpl20 do envelope do virus ¢ modificada
para reduzir o numero de aminoacidos positivos a néo
mais de um aminodcido carregado positivamente,
preferivelmente ndo mais de zero aminoadcidos carregados
positivamente e o virus se torna avirulento pela delecéo

de uma porcdo suficiente do gene nef.

Em consequéncia, a presente invencdo também inclui
um método de prevencdo ou tratamento de uma infeccéo
retroviral que compreende administrar uma vacina da

presente invencdo a um animal em necessidade da mesma.

16
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Como usado no presente documento, “wacina” inclui todas
as vacinas profiladticas e terapéuticas. De acordo com
uma forma de realizacdo a vacina contém um retrovirus
recombinante n&do citolitico e avirulento, em que a NSS
da glicoproteina do envelope do virus é modificada para
proporcionar uma NSS n&do citolitica ou é substituida por

uma NSS ndo citolitica e o virus se torna avirulento

pela delecdo de uma porcédo suficiente do gene nef.

As composicdes de vacina da invencdo sdo adequadas
para administracdao a individuos numa forma
biologicamente compativel in vivo. A expressdo “forma
biologicamente compativel adequada para administracdo in
vivo” como usado no presente documento significa uma
forma da substdncia a ser administrada em que quaisquer
efeitos tbéxicos séo compensados pelos efeitos
terapéuticos. As substéncias podem ser administradas a

qualgquer animal, preferivelmente seres humanos.

As vacinas da presente invencdo podem conter
adicionalmente diluentes, adjuvantes e/ou veiculos
adequados. Preferivelmente, as vacinas contém um
adjuvante que pode melhorar a imunogenicidade da vacina
in vivo. O adjuvante pode ser seleccionado de muitos
adjuvantes conhecidos na técnica, incluindo a porcdo de
lipido-A de endotoxina de Dbactérias gram-negativas,
dimicolato de trealose de micobactérias, o fosfolipido
lisolecitina, brometo de dimetildioctadecilamdénio (DDA),
certos polimeros de bloco polioxipropileno-
polioxietileno (POP-POE) lineares, hidrdéxido de aluminio

e lipossomas. As vacinas podem incluir também citocinas
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que sdo conhecidas por melhorar a resposta imune

incluindo CM-CSF, IL-2, IL-12, TNF e IFNy.

A dose da vacina pode variar de acordo com factores
tais como o estado patoldgico, idade, sexo e peso do
individuo, e a habilidade do anticorpo para provocar uma
resposta desejada no individuo. A posologia pode ser
ajustada para proporcionar a resposta terapéutica
bdptima. Por exemplo, varias doses divididas podem ser
administradas diariamente ou a dose pode ser reduzida
proporcionalmente como indicado pelas exigéncias da
situacdo terapéutica. A dose da vacina pode variar
também para proporcionar resposta de dose preventiva

bptima dependendo das circunsténcias.

As vacinas podem ser administradas de uma maneira
conveniente tal como por meio de injeccdo (subcuténea,
intravenosa, intramuscular, etc.), administracdo oral,
inalacdo, administracdo transdérmica (tal como pomada ou

creme tépico, etc.) ou aplicacdes de supositodrio.

Prevencdo de Apoptose

A presente invencdo também inclui um método de
prevencdo da NSS de um retrovirus de exercer seus
efeitos apoptdticos sobre uma célula, apoptose induzida
por uma infeccdo retroviral. Em consequéncia, a presente
invencdo proporciona um método de prevencdo ou inibicédo
da apoptose que compreende administrar uma quantidade
suficiente de antagonista para a NSS a um animal em
necessidade do mesmo. O antagonista pode ser qualquer

substédncia que possa inibir o gene da NSS ou seu produto
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proteico referido no presente documento como “proteina
de NSS”, preferivelmente o antagonista é um anticorpo ou

molécula antisenso.

Numa forma de realizacdo, o antagonista ¢é uma
substdncia que inibe a proteina de NSS tal como um
anticorpo especifico para a proteina de NSS. Anticorpos
contra a proteina de NSS podem ser preparados usando
técnicas conhecidas na técnica tais como aquelas
descritas por Kohler e Milstein, Nature 256, 495 (1975)
e nas Patentes dos Estados Unidos numeros RE 32.011,
4.902.614, 4.543.439 e 4.411.993 (veja-se também
Monoclonal Antibodies, Hybridomas: A New Dimension in
Biological Analyses, Plenum Press, Kennett, McKearn, e
Bechtol (eds.), 1980, e Antibodies: A Laboratory Manual,

Harlow e Lane (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory

Press, 1988). Dentro do contexto da presente invencéao,
entende-se que anticorpos incluem anticorpos
monoclonais, anticorpos policlonais, fragmentos de

anticorpo (por exemplo, Fab e F(ab’)2) e parceiros de
ligacdo produzidos recombinantemente. Consequentemente,
a presente invencdo proporciona um método de inibicéo
dos efeitos da NSS de um retrovirus gue compreende
administrar uma quantidade eficaz de um anticorpo dque

inibe a proteina de NSS.

Além de anticorpos, outros antagonistas ou ligandos
que se unem a proteina de NSS e inibem seu funcionamento
também podem ser usados. Ligandos de proteina de NSS
podem ser identificados ensaiando uma amostra para
péptidos que se unem a proteina de NSS. Qualquer sistema

de ensaio ou método de teste que detecte interaccdes
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proteina-proteina pode ser usado incluindo co-
imunoprecipitacdo, reticulacdo e pode ser wusada co-
purificacédo através de gradientes ou colunas
cromatograficas. Amostras bioldgicas e bibliotecas
comercialmente disponiveis podem ser testadas para
péptidos que se unem a proteina de NSS. Por exemplo,
pode ser usada proteina de NSS etiquetada ou proteina de
NSS soluvel para sondar bibliotecas de visualizacdo de
fago. Além disso, o0s anticorpos que se unem a proteina
de NSS podem ser usados para isolar outros péptidos com
afinidade de unido a proteina de NSS. Por exemplo,
anticorpos etiquetados podem ser usados para sondar
bibliotecas de visualizacédo de fago ou amostras
bioldgicas. Adicionalmente, uma sequéncia de Acido
nucleico que codifica uma proteina de NSS pode ser usada
para sondar amostras bioldgicas ou bibliotecas para
acido nucleicos que codificam ligandos ou proteinas que

se unem a proteina de NSS.

Em outra forma de realizacdo, o antagonista de NSS
¢ um oligonucledtido antisenso que inibe a expressdo de
proteina de NSS. Oligonucledbétidos antisenso que séo
complementares a uma sequéncia de &cido nucleico de um
gene de proteina de NSS podem ser usados nos métodos da

presente invencdo para inibir a proteina de NSS.

Consequentemente, a presente invencdo proporciona
um método de inibicdo dos efeitos da NSS de um
retrovirus que compreende administrar uma quantidade
eficaz de um oligonucledtido antisenso que é

complementar a uma sequéncia de acido nucleico de um
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gene de proteina de NSS a um animal em necessidade do

mesmo. Preferivelmente o retrovirus é VIH-1.

O termo oligonucledétido antisenso como usado no
presente documento significa uma sequéncia de nucledtido

que é complementar a seu alvo.

O termo “oligonucledbétido” refere-se a um oligdbmero
ou polimero de nucledtido ou mondmeros de nucledsido gue
consistem em bases de ocorréncia natural, aclcares e
ligacdes entre acucares (cadeia principal). O termo
também inclui oligdémeros modificados ou substituidos que
compreendem mondémeros de ocorréncia ndo natural ou
porcdes dos mesmos, que funcionam de maneira similar.
Tais oligonucledétidos modificados ou substituidos podem
se preferiveis com respeito as formas de ocorréncia
natural por causa de propriedades tais como captacéido
celular melhorada ou estabilidade aumentada em presenca
de nucleases. 0O termo também inclui oligonucledtidos
quiméricos que contém dois ou mais regides qgquimicamente
distintas. Por exemplo, os oligonucledétidos quiméricos
podem conter pelo menos uma regido de nucledtidos
modificados que confere ©propriedades Dbenéficas (por
exemplo, resisténcia a nuclease aumentada, captacéio
aumentada em células), ou dois ou mais oligonucledbétidos
da invencé&o podem ser juntados para formar um

oligonucledétido gquimérico.

Os oligonucledtidos antisenso da presente invencéo
podem ser &cido ribonucleico ou desoxirribonucleico e
podem conter bases de ocorréncia natural incluindo

adenina, guanina, citosina, timidina e uracilo. Os
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oligonucledtidos podem conter também bases modificadas
tais como xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, 6-metil,
2-propil e outras alquil adeninas, 5-halo-uracilo, b5-
halo-citosina, 6-aza-uracilo, 6-aza-citosina e 6-aza-
timina, pseudo-uracilo, 4-tiouracilo, 8-halo-adenina, 8-
aminoadenina, 8-tiol-adenina, 8-tiolalquil-adeninas, 8-
hidroxil-adenina e outras adeninas 8-substituidas, 8-
halo-guaninas, 8-amino-guanina, 8-tiol-guanina, 8-
tiolalgquil-guaninas, 8-hidroxil-guanina e outras
guaninas 8-substituidas, outros aza e desaza-uracilos,
timidinas, citosinas, adeninas, ou guaninas, 5-

trifluorometil-uracilo e 5-trifluoro-citosina.

Outros oligonucledtidos antisenso da invencdo podem
conter heterodtomos de oxigénio, fdésforo modificado na
cadeia principal de fosfato, ligacdes entre acucares de
algquilos ou cicloalquilos de cadeia curta ou ligacdes
entre aculcares heterociclicas ou heteroatdédmicas de
cadeia curta. Por exemplo, os oligonucledétidos antisenso
podem conter fosforotioatos, fosfotriésteres, fosfonatos
metilo e fosforoditiocatos. Numa forma de realizacdo da
invencdo existem ligacdes de unido fosforotioato entre
as quatro de seis bases 3’-terminais. Em outra forma de
realizacéo unides fosforotioato ligam todos 0s

nucledtidos.

Os oligonucledétidos antisenso da 1invencdo podem
compreender também andlogos de nucledtido gque podem ser
mais adequados como reagentes terapéuticos ou
experimentais. Um exemplo de um andlogo de
oligonucledétido é um &acido nucleico peptidico (PNA) em

que a cadeia principal de fosfato da desoxirribose (ou
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ribose) no ADN (ou ARN) ¢é substituida por uma cadeia
principal de poliamida que é similar a que € encontrada
em péptidos (P.E. Nielsen, et al. Science 1991, 254,
1497). Anadlogos de PNA tém mostrado ser resistente a
degradacdo por enzimas e ter vidas extensas in vivo e 1in
vitro. Os PNA também se unem com mais forca a uma
sequéncia de ADN complementar devido a falta de uma
repulsdo de carga entre a fita de PNA e a fita de ADN.
Outros oligonucledétidos podem conter nuclebdtidos que
contém cadeia principais de polimero, cadeia principais
ciclicas, ou cadeia principais aciclicas. Por exemplo,
0s nucledtidos podem ter estruturas de cadeia principal
de morfolino (patente dos Estados Unidos numero
5.034.506). Oligonucledétidos podem conter também grupos
tais como grupos repdrter, um grupo para melhorar as
propriedades farmacocinéticas de um oligonucledtido, ou
um grupo para melhorar as propriedades farmacodindmicas
de um oligonucledtido antisenso. Oligonucledtidos

antisenso podem ter também miméticos de aclcares.

As moléculas de &cidos nucleicos antisenso podem
ser construidas wusando sintese quimica e reaccdes de
ligacdo enzimatica wusando procedimentos conhecidos na
técnica. As moléculas de 4acidos nucleicos antisenso da
invencéo, ou um fragmento das mesmas, podem ser
sintetizadas quimicamente usando nucledtidos de
ocorréncia natural ou nucledétidos modificados de forma
diversa desenhados para aumentar a estabilidade
biclbégica das moléculas ou para aumentar a estabilidade
fisica da dupla formada com ARNm ou o gene nativo, por
exemplo, derivados de fosforotioato e nucledtidos

substituidos por acridina. As sequéncias antisenso podem
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ser produzidas Dbiologicamente usando um vector de
expressdo introduzido em células em forma de um
plasmideo recombinante, fagdémido ou virus atenuado em
que as sequéncias antisenso s&o produzidas sob @ ©
controlo de uma regido reguladora de alta eficiéncia,
cuja actividade pode ser determinada pelo tipo de célula

em que o vector é introduzido.

Além disso, a presente invencdo também contempla um
método para ensaiar uma substancia que inibe a
actividade da NSS de um retrovirus que compreende reagir
um retrovirus que contém uma NSS com uma substéncia de
teste, sob condicdes que permitem a inibicdo da NSS,
ensaiando a habilidade do retrovirus de induzir apoptose
e comparar com a habilidade de induzir apoptose obtida
em auséncia da substdncia de teste para determinar o

efeito da substédncia sobre a NSS do retrovirus.

Apoptose em células de cancro

A presente invencdo além disso inclui um método
para matar ou destruir células alvo, preferivelmente
células de cancro, que compreende administrar a célula
ou as células, uma quantidade eficaz de um virus
recombinante, preferivelmente VSV ou qualquer outro
virus de ARN portador, especifico para as células alvo,
que contém, preferivelmente a NSS de VIH-1.
Preferivelmente as células estédo num animal em
necessidade das mesmas, O mais preferivelmente num ser
humano. Células, que sdo infectadas ou cancerosas,
expressam marcadores especificos de célula para o0s quais

um sitio de reconhecimento complementar pode ser
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incorporado num vector adequado no qual a NSS de VIH-1
foi incorporada. Este enfoque foi tomado com virus da
estomatite wvesicular (VSV) que foi modificado por meio
de engenharia genética para incorporar oS genes para CD4
e CXCR4 dirigindo deste modo o VSV modificado para
infectar células infectadas por VIH-1 (Schnell, M.J. et
al. Célula 90: 849-857 (1997)). Em consequéncia, a
presente invencdo proporciona um método para matar
células alvo, tais Como células de cancro, que
compreende administrar um virus recombinante, que contém
NSS e um sitio de reconhecimento especifico as células
alvo, a um animal em necessidade do mesmo. Numa forma de
realizacdo, a NSS de VIH-1 ¢ incorporada num vector
similar a VSV modificado que foi dirigido a um tipo de
célula de cancro especifico baseado num antigénio de
superficie de célula de cancro particular proporcionando
deste modo o VSV com a habilidade de induzir apoptose

nas células de cancro seleccionadas como alvo.

Os seguintes exemplos néao limitantes séo

ilustrativos da presente invencéo:

Exemplos

Exemglo 1

Construcdo de baculovirus recombinantes

A construcdo de Dbaculovirus recombinantes que
expressam gpl20-NSS, gpl20-MSS e gpl20-AS de VIH-1 foi
descrita previamente por Li et al. (Virology 204:266-
278, 1994).
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A  construcédo de baculovirus recombinante que

expressa glicoproteina (G) de VSVig foi descrita
previamente por Bailey et al. (Virology 169:323-331,
1989) .

Construcédo de baculovirus recombinante gue expressa
proteina G de VSVi,y com sequéncia sinal de env de VIH-1

(VSV-G-NSS) :

Para substituir a sequéncia sinal de proteina G de

V3V, o0s presentes inventores construiram em primeiro
lugar VSV-G-AS por meio de PCR com dois iniciadores:

inisiador n* 1: 5%GGCGQGATCC GGATCA ACG TTC ACC ATA GTT-¥
(iniciador &) BamHI  Sphl +1VSV-G

iniciador n®2: compiementar ag gene C-terminal de VSV—G

(iniciadsr 3) FOGC GGATCC ITA CTr TCC AAG TCG-3
BamHMI  Cédon de termiriagso

0O plasmideo pwKl (que contém o gene G de
comprimento total de VSViy, € proporcionado gentilmente
pelo Dr. Robert R. Wagner, Universidade de Virginia,
E.U.A.) foi usado como o molde e amplificado com o kit
de amplificacéo Gene por 30 ciclos de PCR num
termociclador Cetus de Perkin-Elmer (os ciclos foram
94°C, 1 min; 45°C, 2 min; 72°C, 3 min) a partir de 20 ng

de pwKl como o molde e 1,0 uM de cada iniciador.

Todos os iniciadores tinham sitios de BamHI na sua
terminacdo 5’ de modo que o fragmento de ADN de VSV-G-AS
amplificado pode ser inserido no sitio de BamHI do

plasmideo, pBluescript SK VECTOR (Stratagene). O clone
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em que a terminacdo 5’ de VSV-G-AS em direcgdo ao
promotor T7 foi seleccionado e digerido com enzimas de
restricdo Sphl mais XhoI. O vector é mostrado na figura

5.

Amplificacdo da sequéncia sinal de VIH-1:

A  sequéncia sinal de VIH-1 do gene env foi
amplificada a partir de pBluescript-gpl20-NSS por meio

de PCR com os seguintes dois iniciadores:

iniciador n® 1 §' - AATACGACTCACTAT -3
{iniciador T7)

iniciadorn® 2 5. GGC GCATGC ACT ACA GATCAT- 3
{complementar a Sphl

terminacéo ¢ do
gene da sequéncia
sinal do ViH-1}

Isto é ilustrado na figura 6. O fragmento de ADN
amplificado que contém sequéncia sinal de VIH-1 foi
digerido com enzimas de restricdo XholI mais SphI, e
inserido no vector digerido com XholI e SphI, pBluescript
VSV-G-As. O plasmideo resultante é designado como pBSK
VSV-G-NSS, e o constructo foi confirmado adicionalmente
por meio de sequenciamento de ADN. Isto ¢ ilustrado na

figura 7.

O fragmento de BamHI de VSV-G-NSS foi inserido no
sitio de BamHI de um baculovirus pAcYMl (Li et al.
Virology 204:266-278, 1994), e um baculovirus

recombinante que expressa VSV-G-NSS foil gerado por meio
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de método de transfeccdo padrdo (Li et al. Virology 204:
266-278, 1994).

ExemBlo 2

Exame microscépico de células infectadas por baculovirus

recombinantes

Células SF21 foram infectadas por ACNPV
recombinante a uma m.o.1. de 5 UFP/célula e incubadas a

27°C por 48 h. As células infectadas foram examinadas

por meio de microscéoépio de contraste de fase. Os
resultados sdo mostrados na figura 1. (A) células
infectadas por AcNPV de tipo selvagem; (B) células

infectadas por vAcgpl20-NS (rgpl20 com a sequéncia sinal

natural de VIH-1 mostrando lise celular); (C) células
infectadas por vAcgpl20-AS; (rgpl20 sem a sequéncia
sinal mostrando células intactas); (D) células
infectadas por vAc8gpl20-MS- (rgpl20 com sequéncia sinal
de melitina mostrando células intactas); (E) células

infectadas por vAcCVSV-G (proteina G de VSV mostrando
células intactas); (F) células infectadas por vAcCVSV-G-
NS. (proteina G de VSV com a sequéncia de natural sinal

de env de VIH-1 mostrando lise celular).

Os resultados acima demonstram que a sequéncia

sinal de env de VIH-1 mata as células rapidamente.

ExemElo 3

Efeitos da sequéncia sinal de env de VIH-1 sobre a morte

celular
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Ensaio de azul de tripano:

Células SF21 foram infectadas por ACNPV
recombinante a uma m.o.i. de 5 UFP/Célula for 1 h, e o
inéculo foi removido e incubado com o meio completo TNM-
FH que contém 10% de soro fetal bovino (FBS). A 24, 48 e
72 h apdés a infeccdo, as células foram coradas com azul
de tripano (GIBCO, BRL) por 5 min e as células foram
contadas ao microscépio e a percentagem de células

mortas foi determinada pelo uso da seguinte férmula:

Células mortas (coradas) x 100 = % de células mortas

células viaveis (ndo coradas) + Células mortas

Ensaio de libertacdo de lactato desidrogenase (LDRA):

O LDRA foi realizado de acordo com as instrucdes do
fabricante (Kit de deteccéo de citotoxicidade de

Boehringer Mannheim) .

Células SF21 foram infectadas por ACNPV
recombinante a uma m.o.i. de 5 UFP/célula por 1 h, e o
inéculo foi removido e incubado com meio completo a
27°C, o meio de <cultura foi recolhido em intervalos
regulares de 12 h e centrifugados a 12.000 rpm por 1
min. O sobrenadante da cultura foi diluido 10 vezes e
100 pl do sobrenadante foram incubados com 100 pl de
mistura de reaccdo (kit de deteccdo de citotoxicidade)
por 30 min a temperatura ambiente. A absorvancia das
amostras foi medida a 490 nm pela quantificacdo da
coloracdo formazan formada pelo uso de um leitor de

microplaca (ELISA) (Bio-Rad 550).
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Os resultados dos ensaios de azul de tripano e
libertacdo de lactato desidrogenase sdo ilustrados nas
figuras 2A e 2B, respectivamente. Figura 2A; percentagem
de células permeabilizadas pelo azul de tripano (células
mortas) apds a expressdo de proteinas rgpl20 ou VSV-G
com sequéncias sinal diferentes. Figura 2B; ensaio de
libertacdo de lactato desidrogenase (LDH) . (Kit de
deteccdo de citotoxicidade de Boehringer Mannheim). As
quantidades de LDH libertadas das células SF21
infectadas com virus recombinantes que expressam rgpl20
ou VSV-G com sequéncias sinal diferentes foram medidas
pela quantificacdo da coloracdo formazan formada em

leitura de placas de ELISA a 490 nm.

Em conclusdo rgpl20 e VSV-G com a sequéncia sinal
natural de env de VIH-1 matam as células muito mais
rapido. As células sobrevivem muito mais tempo sem a
sequéncia sinal natural de env de VIH-1 ou com sequéncia
sinal de melitina. A sequéncia sinal natural de env de

VIH-1 é responsavel pela morte celular répida.

Exemplo 4

Exame da apoptose:

Método de extraccdo de ADN total:

Células SF21 (3 x 10° foram infectadas por AcNPV
recombinante a uma m.o.i. de 5 UFP/célula por 1 h. O
inéculo foi removido e incubado com meio completo a 27°C
por 48 h. As células foram sedimentadas a 2500 rpm por

10 min e extraidas com TSE (Tris 10 mM, pH 8,0, EDTA 1
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mM, SDS a 1%, ao que se adicionou proteinase K a uma

concentracdo final de 70 ug/ml). Entdo, as amostras
foram incubadas por 2 h a 37°C, e ao final da incubacéo
foi adicionado NaCl a uma concentracdo final de 1 M e
entdo as amostras foram incubadas a 4°C durante a noite.
O ADN foi extraido com fenol:clorofédrmio (l:1) e com
cloroférmio. Finalmente foi adicionado etanol (100%)
para precipitar o ADN (15 min a 80°C) e o ADN
precipitado foi sedimentado por meio de micro-
centrifugacdo a 12.000 rpm por 15 min. O sedimento de
ADN foi lavado uma vez com etanol a 70% ressuspendido em

TE (Tris 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM) com ARNase A (50

ug/ml), submetido a electroforese em gel de agarose a
1,2% e corado com brometo de etidio. (N. Chejanovsky e
E. Gershburg, Virology 209: 519-525, 1995). Os
resultados sdo ilustrados na figura 3. ADN celular total
(A) ou ADN de baixo peso molecular (B) foi extraido a 48
h apdés a infeccdo e analisado por meio de electroforese
em gel de agarose a 1,2% em presenca de brometo de
etidio. Bandas M, marcador de ADN; bandas WT, células
infectadas por AcNPV de tipo selvagem; bandas células
infectadas com AS (rgpl20 sem a segquéncia sinal); banda
NSS, células infectadas por vAcgpl20-NS (rgpl20 com a
sequéncia sinal natural de env do VIH-1); Bandas MSS,
células infectadas por vAcgpl20-MS (rgpl20 com sequéncia
sinal de melitina). Os resultados acima demonstram que a

sequéncia sinal natural de env do VIH-1 induz apoptose.

Extraccdo de ADN fragmentado:

Células SF21 foram infectadas por vAcCVSV-G (VSV-G)
ou VACVSV-G-NSS (VSV-G-NSS) a uma m.o.i. de 5 UFP/célula
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e incubadas a 27°C por 48 horas. A 48 h apds a infeccéo,
as células SF21 (3 x 10° foram sedimentadas a 2500 rpm
por 5 min e lisadas em solucdo que continha Tris HC1 10
mM (pH 8,0), EDTA 10 mM, e Triton X-100 a 0,5%, e
centrifugadas a 12.000 rpm por 25 min numa
microcentrifuga Eppendorf para sedimentar o ADN
cromossémico. O sobrenadante foi digerido com 0,1 mg de
ARNase A por ml a 37°C por 1 h e entdo por 2 h com 1 mg
proteinase K por ml a 50°C em presenca de SDS a 1%,
extraido com fenol e clorofédrmio, precipitado com etanol
frio. O precipitado foi ressuspendido em TE e submetido

a electroforese em gel de agarose a 11,5% que continha 5

ng de brometo de etidio por ml. O ADN foi visualizado
por meio de transiluminacdo UV. (Rosario Leopardi e
Bernard Roizman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:9583-
9587, 1996).

Os resultados s&o mostrados na figura 3, painel B e

figura 4, painel B.

Exemplo 5

Construcdo de VIH-1 recombinante que contém delecédo

parcial de vpu e nef e substituicdo de NSS

1. Construcdo de plasmideo  pNL4-3 que contém a
substituicdo de NSS (com MSS, IL-3 ou quaisquer outras

sequéncias sinal) e delecdo de vpu.

Um clone ADN proviral de VIH-1 infeccioso, pNL4-3

(proporcionado pelo Dr. Malcolm Martin através do

programa de reagente de referéncia e pesquisa da SIDA
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“AIDS Research and Reference Reagent program”, Division
of AIDS, NIAID, NIH, Adachi et al, J. Virol. 59:284-291,
1986), contém dois sitios de enzima de restricdo Unicos;
EcoRI (posicdo 5744) e BamHI (posicdo 8466). A regido
codificante do gene env comeca desde a posicdo 6221 e
termina na posicdo 8785. Para substituir a sequéncia
sinal natural de VIH-1 env com melitina, IL-3 ou
quaisquer outras sequéncias sinal secretoras de
proteina, o fragmento de EcoRI-BamHI de pNL4-3 é isolado
a partir de gel de agarose e subclonado no sitio de
EcoRI-BamHI do vector ©pBluescript SK tal como ¢é
ilustrado na figura 8. A partir deste produto, quatro

iniciadores sdo desenhados tal como segue:

iniciador n° 1 (Directo):
5- GGC GASTTIC TGC AAC AAC TOC TG -3

iniciador n°® 2 {(Reverso):
5« GGC CIGCAGTCA TTA GGC ACT GTC TIC TGC TCTTIC-3
Pl Codons de term inaﬂ;‘,__ﬁfﬁ

iniciador n° 3 (Directo):
5-GGC CTGCAG CCATGG ACA GAA AAA TTG TTG GTC ACA GIC-3
Psl Nowol

iniciador n® 4 (Reverso):

5 ~GGC GGATCC GIT CAC TAATCG AAT GG-3
BamHI
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S&do usados pBSK-env como molde mais os iniciadores

o]

n°® 1 e n° 2 e é& realizado PCR para amplificar a porcéo
esquerda da regiéo env, fragmento de 477 rb.
Similarmente, os iniciadores n® 3 e n°® 4 sdo empregados
para amplificar a porcdo direita de env, 2245 pb. O
produto de PCR de EcoRI-Pstl (fragmento de 477 pb) foi
digerido com EcoRI + PstlI enquanto o produto de PCR de
PstI-BamHI (fragmento de 2245 pb) foi cortado com PstI +
BamHI. Entdo, o fragmento de 2245 pb digerido com PstI-

BamHI foi clonado nos sitios de Pstl + BamHI do vector

PBSK tal como é mostrado na figura 9.

Depois disto, o pBSK-2245 foi digerido com EcoRI +
Pstl e ligado com os produtos de PCR digeridos de EcoRI

+ PstI (fragmento de 445 pb) resultando no plasmideo

pPBSK-env-AS, tal como é mostrado na figura 10.

O plasmideo pBSK-env-AS foi digerido com PstI +
NcoIl e entdo ligado com o oligonucledtido sintético que
codifica MSS, sequéncias sinal de IL-3 ou quaisquer
outras sequéncias sinal desejadas. Este oligonucledtido
sintético contém um sitio de PstI na extremidade 5’ e um
sitio de Ncol na extremidade 3’. Antes da ligacdo no
vector, estes oligonucledétidos de dupla fita em primeiro

lugar foram digeridos com PstI + Ncol.
A. Oligonucledétido sintético gque codifica sequéncia

sinal de melitina (somente o sentido ©positivo é

mostrado) :
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Bt
5-GGC CTGCAG ATG AAA TIC TTAGTC AAC GIT GCC

CIT GIT TIT ATG GTC GTG TACATT TCT TAC
ATC TATGCGGAT CCATGG GCOC-3
Neol

Oligonucledétido sintético que codifica seguéncia
sinal de interleucina-3: (somente o sentido positivo é

mostrado) :

- .
F-GGC CTG CAGATG CTG CTC TG CIC CTG ATG CTC

TIC CAC GGACTC CAA GCT TCA ATC AGT GGC GAT

LCATCG GCC -3
Neol

O plasmideo recombinante resultante ¢é mostrado na

figura 11.

Apds o sequenciamento para verificar a modificacéo
correcta, o plasmideo foi digerido com EcoRI + BamHI
para isolar o fragmento de EcoRI - BamHI, que foi
clonado de novo nos sitios de EcoRI-BamHI do wvector de
ADN proviral de pNL4-3. O plasmideo resultante &
designado pHIV-1-MSS (ou pHIV-1-IL3SS).

Além disso, durante a construcdo acima, substitui-
se a NSS por ndo somente MSS ou sequéncia sinal de IL-3,
mas também cria-se delecdo parcial do gene vpu. O vpu
codifica 82 aa e sua extremidade 3’ sobrepde-se com a
sequéncia sinal do gene env do VIH-1, aproximadamente 28
aa. Contudo, estd num marco de leitura diferente (marco

de leitura -1). Estudos mostraram que a delecdo dos
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genes vpu ou nef ndo altera a replicacdo do virus em ou
CMSP de chimpanzés, CMSP humanas, ou na linha hibrida de
células B/T CEMx174 (James et al, AIDS Res. Human
Retrovirus 10:343-350, 1994) . Portanto, durante a
amplificacdo por meio de PCR do fragmento de 455 pb da
porcdo esquerda de env com os iniciadores n°® 1 e n° 2,
dois cdédons de terminacdo foram adicionados justo diante
do cédon de iniciacdo do gene env que resulta na delecéo

de 28 aa de vpu (veja-se o iniciador n° 2).

2 Construcdo de plasmideo que contém delecido de nef.

A sequéncia codificante do gene nef inicia desde a
posicdo 8787 e termina na posicdo 9407 em clone de ADN
proviral pNL4-3. Existem também dois sitios de enzima de
restricdo Unicos; o sitio de BamHI na posicdo 8466 no
gene env e sitio de XhoI na posicdo 8887 no gene nef.
Para fazer a delecdo do gene nef, o plasmideo VIH-1 MSS
(ou IL-3SS) foi digerido com BamHI e XhoI. O fragmento
resultante de 421 pb de BamHI-XholI foi isolado e
subclonado nos sitios de BamHI-XhoI do vector pBSK tal

como ¢é mostrado na figura 12. Dois iniciadores foram

desenhados:
BamHl ; _
iniciador n° 5:  5'-CGC GGATCC TTAGCA CITATC TGG-¥
(Directo)

iniciador n? §:5' - GCC CTCGAG TCA TITA ATACTG CTCCCA CCC3
Cédons de terminagio

O gene nef codifica 260 aa de acordo com o presente
desenho. Dois cdéddons de terminacdo foram inseridos no

sitio de Xhol que resulta no nef que codifica somente 33
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aa. Apdés a amplificacdo por meio de PCR e digestdo com
BamHI + XhoI, este fragmento de ADN de PCR de 421 pb foi
clonado de novo dentro do vector BamHI-Xhol pHIV-1-MSS
(ou IL-3SS). O plasmideo recombinante resultante contém
a substituicdo de NSS e delecdo parcial de vpu e nef,

que é usado para o teste de vacina.

Embora a presente invencdo tenha sido descrita com
referéncia ao gque sdo considerados actualmente os
exemplos preferidos, deve-se entender que a invencdo néo
estd limitada aos exemplos revelados. Ao contrario, a
invencéo pretende cobrir diversas modificacdes e
arranjos equivalentes incluidos dentro do espirito e

escopo das reivindicacdes adjuntas.

Lisboa, 7 de Agosto de 2009
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REIVINDICACOES

1. Virus da imunodeficiéncia humana 1 (VIH-1)
recombinante ndo citolitico caracterizado por a
sequéncia sinal natural (NSS) da glicoproteina do
envelope do virus ser modificada pela eliminacdo de
aminoacidos carregados positivamente para proporcionar
uma sequéncia sinal n&o citolitica ou por a NSS ser
substituida por ou uma sequéncia sinal de melitina (MSS)

ou uma sequéncia sinal de IL-3 (ILSS).

2. Retrovirus recombinante ndo citolitico, de acordo
com a reivindicacdo 1, caracterizado por a sequéncia

sinal ndo citolitica modificada ser modificada para

conter nao mais de um aminoacido carregado
positivamente.
3. Retrovirus recombinante ndo citolitico, de acordo

com ou a reivindicacdo 1 ou a 2, caracterizado por a
sequéncia sinal ndo citolitica modificada ser modificada

para conter zero aminoacidos carregados positivamente.

4, Retrovirus, de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes 1 a 3, caracterizado por o retrovirus se

tornar avirulento pela delecdo do gene nef.

5. Vacina caracterizada por incorporar o retrovirus de

qualgquer uma das reivindicacdes 1 a 4.

6. Uso de um VIH-1 recombinante ndo citolitico
caracterizado por a NSS da glicoproteina do envelope do

virus ser substituida por ou uma sequéncia sinal de
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melitina (MSS) ou uma sequéncia sinal de IL-3 (ILSS)
para o fabrico de uma preparacdo de vacina para a

prevencdo ou o tratamento de uma infeccdo retroviral.

7. Uso de um VIH-1 recombinante néo citolitico
caracterizado por a NSS da glicoproteina do envelope de
virus ser modificada pela eliminacdo de aminocacidos
carregados positivamente para proporcionar uma NSS néo
citolitica para o fabrico de uma preparacdo de vacina
para a ©prevengdo ou o tratamento de uma infeccdo

retroviral.

8. Uso, de acordo com a reivindicacdo 7, caracterizado
por a modificacdo para proporcionar uma NSS né&o
citolitica —resulta em ndo mais de um aminoacido

carregado positivamente na sequéncia NSS.

9. Uso, de acordo com ou a reivindicacdo 7 ou a 8,
caracterizado por a modificacdo para proporcionar uma
NSS nao citolitica resulta em Zero aminoacidos

carregados positivamente.

10. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
6 a 9, caracterizado por o virus se tornar avirulento

pela delecdao do gene nef.

11. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
6 a 10, caracterizado por a preparacdo de vacina ser

para o tratamento de infeccdo por VIH.

12. Vacina que compreende um VIH-1 recombinante néo

citolitico caracterizada por a NSS da glicoproteina do
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envelope do virus ser substituida por ou uma sequéncia
sinal de melitina (MSS) ou uma sequéncia sinal de IL-3

(ILSS) .

13. Vacina qgue compreende um VIH-1 recombinante néo
citolitico caracterizada por a NSS da glicoproteina do
envelope de retrovirus ser modificada pela eliminacdo de
aminodcidos carregados positivamente para proporcionar

uma NSS ndo citolitica.

14. Vacina, de acordo com a reivindicacéo 13,
caracterizada por a sequéncia sinal natural ser
modificada para reduzir o numero de aminoacidos
carregados positivamente a n&o mais de um aminoéacido

carregado positivamente.

15. Vacina, de acordo com a reivindicacéo 14,
caracterizada por o numero de aminoadcidos carregados

positivamente ser zero.

l16. Vacina, de acordo com qualqgquer uma das
reivindicagcdes 12 a 15, caracterizada por o retrovirus

se tornar avirulento pela delecdo do gene nef.

17. Vacina, de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes 12 a 16, caracterizada por compreender

também um adjuvante.

18. Vacina, de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes 13 a 17, caracterizada por ser para o

tratamento de infeccdo por VIH.
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19. Uso de um VSV recombinante que contém NSS de uma
glicoproteina do envelope de VIH-1 e um sitio de
reconhecimento especifico para uma célula alvo de cancro
caracterizado por ser para o fabrico de um medicamento

para o tratamento de cancro.

20. Uso de um oligonucledétido antisenso que é
complementar a uma sequéncia de &4cido nucleico para uma
NSS do gene da glicoproteina do envelope caracterizado
por ser para o fabrico de um medicamento para o

tratamento de uma infeccdo retroviral.
21. Uso, de acordo com a reivindicacéao 20,

caracterizado por a infeccgdo retroviral ser infeccdo por

VIH.

Lisboa, 7 de Agosto de 2009
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RESUMO

VACINA CONTRA O VIH

E proporcionada una nova vacina contra o VIH. Em
particular, a vacina compreende um VIH recombinante
avirulento e nao citolitico em que a NSS da
glicoproteina do envelope do virus é substituida por uma
sequéncia sinal ndo citolitica e o gene nef do virus é

deletado o que torna o virus avirulento.
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