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RESUMO

"NOVAS ESTIRPES ISOLADAS E PURIFICADAS DO VIRUS CHIKUNGUNYA
E SEQUENCIAS POLINUCLEOTIDICAS E POLIPEPTIDICAS, SUAS

UTILIZAGCOES DIAGNOSTICAS E IMUNOGENICAS"

A presente invencdo refere-se a estirpes selva-
gens do virus Chikungunya isoladas a partir de doentes que
apresentam formas graves de infecdo e gue provém de uma
epidemia de arbovirose humana. A presente invencdo refere-
se também a sequéncias polipeptidicas e fragmentos das
mesmas derivados do seu genoma, ao polinucledétido que
codifica as mesmas e a sua utilizacdo como produtos de
diagnéstico, como vacinas e/ou como composicdes imuno-

génicas.
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DESCRICAO

"NOVAS ESTIRPES ISOLADAS E PURIFICADAS DO VIRUS CHIKUNGUNYA
E SEQUENCIAS POLINUCLEOTIDICAS E POLIPEPTIDICAS, SUAS

UTILIZAGCOES DIAGNOSTICAS E IMUNOGENICAS"

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencédo refere-se a estirpes
selvagens do virus Chikungunya isoladas a partir de doentes
que apresentam formas graves de infecdo e que provém de uma
epidemia de arbovirose humana. A presente invencdo refere-
se também a sequéncias polipeptidicas e fragmentos das
mesmas derivados do seu genoma, ao polinuclebdétido que
codifica as mesmas e a sua utilizacdo como produtos de
diagndstico, como vacinas e/ou como composicdes

imunogénicas.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

O wvirus Chikungunya (CHIKV) é¢ um Alfavirus
transmitido pelo mosquito que pertence a familia
Togaviridae [1,2]. Foi isolado pela primeira vez a partir
de um surto Tanzaniano em 1952 [3]. E responsavel por uma
infecdo aguda de inicio abrupto, caracterizada por febres
altas, artralgia, mialgia, dor de cabeca e erupcdo cuténea

[4,5]. A poliartralgia, o sinal patognoménico da doenca, é



PE2001900 -2 -

muito dolorosa. Os sintomas s&do geralmente autolimitantes e
duram 1 a 10 dias. No entanto, a artralgia ou os sintomas
artriticos podem persistir durante meses ou anos. Nalguns
doentes, foram também descritos sinais hemorragicos

secunddrios tais como epistaxe ou gengivorragia.

O CHIKV encontra-se geograficamente distribuido
por Africa, India e Sudeste Asidtico. Em Africa, o virus é
mantido através de um ciclo de transmissdo selvatico entre
primatas selvagens e mosquitos tais como Aedes
luteocephalus, Ae. furcifer ou Ae. taylori [4]. Na Asia, o
CHIKV ¢ principalmente transmitido de humano para humano
pelo Ae. aegypti e num menor grau pelo Ae. albopictus
através de um ciclo de transmissd@o urbano. Desde o surto na
Tanzdnia em 1952, o CHIKV tem provocado surtos na Africa
Oriental (Tanzania, Uganda), na Africa Austral (Zimbabué,
Africa do Sul), na Africa Ocidental (Senegal, Nigéria) e na
Africa Central (Republica Centro-Africana, Reptblica
Democratica do Congo) [4]. A reemergéncia epidémica mais
recente foi documentada em 1999-2000 em Kinshasa, onde se
estima que tenham sido infetadas 50 000 pessoas [6]. Desde
0 primeiro surto Asiatico documentado em 1958 em
Banguecoque, Tailéandia, foram documentados surtos na
Tailandia, Camboja, Vietname, Laos, Mianmar, Maléasia,
Filipinas e Indonésia [4,5]. A reemergéncia epidémica mais
recente foi documentada em 2001-2003 em Java apds 20 anos
[7]. Na Africa ou Asia, a reemergéncia foi imprevisivel,
com intervalos de 7-8 anos a 20 anos entre epidemias

consecutivas.
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Desde o final de 2004, o virus Chikungunya
(CHIKV) tem emergido nas ilhas do Oceano Indico ocidental
austral. Entre Jjaneiro e marco de 2005 foram registados
mais de 5 000 casos nas Comores. Mais tarde em 2005, o
virus circulou noutras ilhas, 1iI.e. Maiote, Seicheles,
Reunido e Mauricia. A partir de dezembro de 2005, a estacéo
das chuvas deu origem a uma circulacdo epidémica renovada
do virus. Entre 1 de Jjaneiro e 1 de marco de 2006, foram
registados 2 553, 3 471 e 4 650 casos na Mauricia, Maiote e
Seicheles (12 de marco de 2006). A ilha mais afetada ¢ a
Reunido com uma estimativa de 212 000 casos até 12 de marco
de 2006 (populacdo total: 770 000). Mais recentemente foi

documentada a circulacdo do virus em Madagéascar.

Na Ilha da Reunido, os primeiros casos documen-
tados foram doentes que regressaram das Comores em marco de
2005. Foram registados mais de 3 000 casos de marco a
junho. A transmissdo foi limitada durante a estacdo de
inverno do hemisfério sul e foi observado um grande aumento
desde meados de dezembro, com uma estimativa de 210 000
casos entre janeiro e marco de 2006 [8]. Desde marco de
2005, 85 doentes com uma infecdo por CHIKV confirmada
desenvolveram sinais clinicos graves (meningoencefalite ou
hepatite fulminante) que Jjustificaram hospitalizacdo numa
unidade de cuidados intensivos. VAarios casos de menin-
goencefalite e sindrome &lgica principal foram associados a

transmissdo vertical do virus 9.
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Até a data foram determinadas duas sequéncias de
nucledétidos completas para o CHIKV, para as estirpes Ross
(n.° de acesso: AF490259) e 3527 [9], ambas isoladas a
partir de doentes durante o surto da Tanzénia em 1952. Foi
determinada outra sequéncia de nucledtidos completa para
uma estirpe isolada de Ae. furcifer durante o surto do
Senegal em 1983 (n.° de acesso AY726732). Khan e
colaboradores [9] mostraram que o genoma S27 era semelhante
na sua estrutura ao de outros alfavirus e qgque o virus
O'nyong-nyong (ONN) era o parente mais prdéximo do CHIKV.
Além disso, anédlises filogenéticas com base em sequéncias
El parciais de isolados Africanos e Asidticos revelaram a
existéncia de trés grupos filogenéticos de CHIKV distintos,
um que continha todos os isolados da Africa Ocidental, um
que continha isolados da Asia, e um que correspondia aos
isolados da Africa Oriental, Central e Austral [10]. As
estirpes isoladas em 1999-2000 na Republica Democréatica do

Congo pertenciam ao ultimo grupo filogenético [6].

SUMARIO DA INVENCAO

Um aspeto da invencdo como definida pelas
reivindicacdes 1-13 consiste em proporcionar novas
ferramentas de diagndéstico e imunoldgicas contra doencas

associadas ao virus CHIK, tails como a arbovirose.

Um tal aspeto ¢é ©particularmente conseguido
proporcionando uma estirpe selvagem isolada e purificada do

virus Chikungunya (CHIK) capaz de infetar células humanas
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in vitro; e a sua utilizacdo para a detecdo de um CHIKV
associado a um arbovirus, ou para a preparacdo de uma

composicdo gue previne e/ou trata um arbovirus.

Outro aspeto da invencdo como definida pelas
reivindicacdes 1-13 refere-se a uma estirpe isolada e
purificada de CHIKV compreendendo pelo menos uma mutacdo na
proteina estrutural El e/ou proteina estrutural E2; e a sua
utilizacdo para a detecdo de um CHIKV associado a um
arbovirus, ou para a preparacdo de uma composicdo dque

previne e/ou trata um arbovirus.

Outro aspeto da invencdo como definida pelas
reivindicacdes 1-13 refere-se a um polinucledétido isolado e
purificado que consiste na sequéncia de SEQ ID NO:1; e a
sua utilizacdo para a detecdo de um CHIKV associado a um
arbovirus, ou para a preparagdo de uma composicdo que

previne e/ou trata um arbovirus.

Outro aspeto da invencdo como definida pelas
reivindicagdes 1-13 refere-se a um fragmento do polinu-
cledtido da invencdo que codifica o ectodominio da
glicoproteina E2 ou El; e a sua utilizacdo para a detecédo
de um CHIKV associado a um arbovirus, ou para a preparacéo

de uma composicdo que previne e/ou trata um arbovirus.

Outros aspetos da invencdo como definidos pelas
reivindicacgbdes 1-13 referem-se a um vetor compreendendo um

fragmento considerado pela presente invencdo, e a célula
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hospedeira compreendendo o referido vetor; e a sua utili-
zacdo para a detecdo de um CHIKV associado a um arbovirus,
ou para a preparacdo de uma composicdo que previne e/ou

trata um arbovirus.

Ainda outro aspeto da invencdo como definida
pelas reivindicacdes 1-13 refere-se a um polipéptido
purificado codificado por um fragmento da invencdo; e a sua
utilizacdo para a detecdo de um CHIKV associado a um
arbovirus, ou para a preparacdo de uma composicdo que

previne e/ou trata um arbovirus.

Um outro aspeto da invencdo como definida pelas
reivindicacdes 1-13 refere-se a utilizacdo de um anticorpo
monoclonal ou policlonal ou seu fragmento que se 1liga
especificamente a um polipéptido da invencdo para a detecédo

de um CHIKV associado a um arbovirus.

BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

Figura 1: Localizagdo das alteragdes de El1 no
modelo estrutural 3D da estrutura cristalina de SFV E1 [43]

[19].

A) Diagrama de fita de E1l, com o dominio I
colorido a vermelho, dominio II a amarelo e dominio III a
azul. 0s tubos verde marcam as ligacdes dissulfureto. O
péptido de fusdo, na extremidade da molécula (no dominio

IT) estda colorido de laranja e marcado. A extremidade N-
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terminal e a extremidade C-terminal observadas no cristal
(a qual estd a 30 aa a montante da regido transmembranar)
estdo também marcadas. As 2 Unicas alteracdes observadas
nos isolados do Oceano Indico s&o indicadas por inicios e

marcadas: posicdes 226 (branca) e 284 (magenta).

B) Representacdo parcial (um oitante, ligeiramen-
te alongado) da armacdo E1 icosaédrica a superficie do
virido, vista ao longo de um eixo de simetria quintuplo. Um
promotor E1 encontra-se destacado a cores, como em A);
todos 0s outros sdo representados a cinzento. A localizacéo
de alguns dos eixos de simetria icosaédricos ¢ desenhada
como simbolos pretos sb6élidos: pentdgono para eixos
quintuplos, tridngulo para eixos triplos, elipse para eixos
duplos (os gquais na rede T=4 do alfavirus sdo coincidentes
com eixos quasi-sextuplos). Os tridngulos vazios indicam
grosseiramente a localizacdo dos trimeros E2 que interagem
fortemente com El, gque cobrem o dominio II e o péptido de
fusdo, e gque apresentam os sitios antigénicos principais.
Os trié&ngulos vazios marcam também eixos de simetria gquasi-
triplos da rede icosaédrica superficial T=4. Uma Dbola
magenta marca a localizacdo da Glu 284, num sitio de
contacto do promotor inter-El. Este contacto propaga-se 240
vezes na rede da superficie (observe-se todas as bolas cor-
de-rosa desenhadas nos promotores a cinzento). Refira-se
que o péptido de fusédo, a laranja, estd a apontar para cima
e a afastar-se de contactos com outros promotores El. Isto
¢ mais facilmente observado na periferia do virido, onde um

deles se encontra marcado (FP). No virido, esta regido de
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El n&do estd acessivel, coberta, por baixo da molécula E2

[19].

Figura 2: Relacdes filogenéticas entre isolados
de chikungunya com base em sequéncias nucleotidicas
parciais de El. Os isolados do surto do Oceano Indico
(Reunido, Seicheles, Maiote, Mauricia, Madagéscar)
representam um clado distinto dentro de um grande grupo
filogenético da Africa Oriental, Central e Austral (ECSA).
Os valores de reamostragem de iniciacdo sdo indicados nos
nés principais. O ramo que conduz ao grupo filogenético da
Africa Ocidental (de comprimento aprox. 15%) foi encurtado

por conveniéncia.

Figura 3: Cendrio evolutivo proposto dos isolados
do virus Chikungunya a partir do surto 1 do Oceano Indico.
O cenédrio baseia-se em seis sequéncias de genoma
determinadas por sequenciacdo direta de produtos de RT-PCR
obtidos utilizando extratos de ARN como cadeias molde; as
sequéncias correspondem assim as sequéncias consenso (Seq.
Cons.) da possivel mistura de genomas coexistentes
(quasiespécie). Insercdo: numero de casos de E1-226A e El1-
226V em diferentes intervalos de tempo na Ilha da Reunido,
com base em sequéncias El parciais. O E1-226V foi observado
nas sequéncias consenso 2, 3 e 4, e por conseguinte a
maioria dos isolados E1-226V genotiparam com base nas
sequéncias El parciais estdo provavelmente relacionados com
estes gendtipos. No entanto, o aparecimento independente de

E1-226V noutros gendétipos ndo pode ser excluido. Int.:
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sequéncia intermedidria. A localizacdo, tamanho e posicéo
relativa das Ilhas e da fronteira Africana sdo indicativos.
A sequéncia consenso 1 foi obtida a partir de um doente da
Reunido que tinha regressado das Comores em marco de 2005,
e de um doente da Ilha da Reunido. As sequéncias 2 a 4
foram amostradas na Ilha da Reunido; a sequéncia 5 foi

amostrada na Seicheles.

A Figura 4 mostra a sequéncia de nucledtidos do
genoma de uma estirpe de virus CHIK de acordo com uma forma
de realizacdo preferida da invencdo e mais especificamente

para a estirpe preferida denominada 05.115 (SEQ ID NO:1).

A Figura 5 mostra a sequéncia de nucledtidos do
genoma de uma estirpe de virus CHIK de acordo com a
presente divulgacdo e mais especificamente para a estirpe

preferida denominada 05.209 (SEQ ID NO:2).

A Figura 6 mostra a sequéncia de nucledtidos do
genoma de uma estirpe de virus CHIK de acordo com a
presente divulgacdo e mais especificamente para a estirpe

preferida denominada 06.21 (SEQ ID NO:3).

A Figura 7 mostra a sequéncia de nucledtidos do
genoma de uma estirpe de virus CHIK de acordo com a
presente divulgacdo e mais especificamente para a estirpe

preferida denominada 06.27 (SEQ ID NO:4).

A Figura 8 mostra a sequéncia de nucledtidos do
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genoma de uma estirpe de virus CHIK de acordo com a
presente divulgacdo e mais especificamente para a estirpe

preferida denominada 06.49 (SEQ ID NO:5).

A Figura 9 mostra a sequéncia de nucledétidos do
genoma de uma estirpe de virus CHIK de acordo com a
presente divulgacdo e mais especificamente para a estirpe

preferida denominada 05.61 (SEQ ID NO:6).

A Figura 10 mostra uma sequéncia de nucledtidos
de um fragmento de um virus CHIK de acordo com a presente
divulgacdo e mais especificamente um fragmento que codifica
o ectodominio da glicoproteina E2 da estirpe preferida

denominada 06.21 (SEQ ID NO:7).

A Figura 11 mostra uma sequéncia de nucledtidos
de um fragmento de um virus CHIK de acordo com a presente
divulgacdo e mais especificamente um fragmento que codifica
o ectodominio da glicoproteina E2 da estirpe preferida

denominada 06.27 (SEQ ID NO:8).

A Figura 12 mostra uma sequéncia de nucledtidos
de um fragmento de um virus CHIK de acordo com a presente
divulgacédo e mais especificamente um fragmento que codifica
o ectodominio da glicoproteina E2 da estirpe preferida

denominada 06.49 (SEQ ID NO:9).

A Figura 13 mostra uma sequéncia de nucledtidos

de um fragmento de um virus CHIK de acordo com uma forma de
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realizacdo preferida da invencdo, e mais especificamente um
fragmento que codifica o ectodominio da glicoproteina E2 da

estirpe preferida denominada 05.115 (SEQ ID NO:10).

A Figura 14 mostra uma sequéncia de nucledtidos
de um fragmento de um virus CHIK de acordo com a presente
divulgacdo e mais especificamente um fragmento que codifica
uma forma soluvel da glicoproteina E2 da estirpe preferida

denominada 06.21 (SEQ ID NO:11).

A Figura 15 mostra uma sequéncia de nucledtidos
de um fragmento de um virus CHIK de acordo com a presente
divulgacdo e mais especificamente um fragmento que codifica
uma forma soluvel da glicoproteina E2 da estirpe preferida

denominada 06.27 (SEQ ID NO:12).

A Figura 16 mostra uma sequéncia de nucledtidos
de um fragmento de um virus CHIK de acordo com a presente
divulgacdo e mais especificamente um fragmento que codifica
uma forma soltvel da glicoproteina E2 da estirpe preferida

denominada 06.49 (SEQ ID NO:13).

A Figura 17 mostra uma sequéncia de nucledtidos
de um fragmento de um virus CHIK de acordo com uma forma de
realizacdo preferida da invencdo, e mais especificamente um
fragmento que codifica uma forma sollvel da glicoproteina

E2 da estirpe preferida denominada 05.115 (SEQ ID NO:14).

A Figura 18 mostra uma sequéncia de aminoacidos
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de um polipéptido preferido do virus CHIK de acordo com a
presente divulgacdo e relacionado mais especificamente com
o ectodominio da glicoproteina E2 da estirpe preferida

denominada 06.21 (SEQ ID NO:15).

A Figura 19 mostra uma sequéncia de aminoacidos
de um polipéptido preferido do virus CHIK de acordo com a
presente divulgacdo e relacionado mais especificamente com
o ectodominio da glicoproteina E2 da estirpe preferida

denominada 06.27 (SEQ ID NO:16).

A Figura 20 mostra uma sequéncia de aminoacidos
de um polipéptido preferido do virus CHIK de acordo com a
presente divulgacdo e relacionado mais especificamente com
0 ectodominio da glicoproteina E2 da estirpe preferida

denominada 06.49 (SEQ ID NO:17).

A Figura 21 mostra uma sequéncia de aminoacidos
de um polipéptido preferido do virus CHIK de acordo com uma
forma de realizacdo preferida da invencdo, e relacionado
mais especificamente com o ectodominio da glicoproteina E2

da estirpe preferida denominada 05.115 (SEQ ID NO:18).

A Figura 22 mostra uma sequéncia de aminoacidos
de um polipéptido preferido do virus CHIK de acordo com a
presente divulgacdo e relacionado mais especificamente com
uma forma soluvel da glicoproteina E2 da estirpe preferida

denominada 06.21 (SEQ ID NO: 19).
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A Figura 23 mostra uma sequéncia de aminoacidos
de um polipéptido preferido do virus CHIK de acordo com a
presente divulgacdo e relacionado mais especificamente com
uma forma soluvel da glicoproteina E2 da estirpe preferida

denominada 06.27 (SEQ ID NO:20).

A Figura 24 mostra uma sequéncia de aminoacidos
de um polipéptido preferido do virus CHIK de acordo com a
presente divulgacdo e relacionado mais especificamente com
uma forma soluvel da glicoproteina E2 da estirpe preferida

denominada 06.49 (SEQ ID NO:21).

A Figura 25 mostra uma sequéncia de aminoacidos
de um polipéptido preferido do virus CHIK de acordo com uma
forma de realizacdo preferida da invencdo, e relacionado
mais especificamente com uma forma soltvel da glicoproteina

E2 da estirpe preferida denominada 05.115 (SEQ ID NO:22).

Figura 26: Elementos da Sequéncia de Repeticgéo

presente na regido 3'NTR

A. Alinhamento dos Elementos da Sequéncia de
Repeticdo presentes na regido 3'NTR do genoma do virus
Chikungunya. Todas as sequéncias formam estruturas em ansa
conservadas e estédveis nas quais o0s nucledétidos menos
conservados em torno da posicdo 20 constituem a volta. Em
todos os genomas de chikungunya estdo presentes trés RSE. O
primeiro (RSEl) estd inserido antes da sequéncia poli-A
interna do genoma S27 (91, enquanto os dois outros

encontram-se a jusante deste motivo.
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B. Estrutura secundédria prevista para o RSE1l do

isolado 05-115.

Figura 27: Fenétipo de focos do virus Chikungunya

em células AP61 pelo Imunoensaio de Focos

Células AP61 de mosquito em placas de 24 pocos
foram infetadas com culturas primarias de virus CHIK
cultivadas em células de mosquito (titulos virais 2-5 x
1078 FFU. mL-1) a uma multiplicidade de infecdo de 00,0001
(poco superior) ou 0,00001 (poco inferior). As células
infetadas foram cobertas com CMC em meio de crescimento de
Leibovitz L15 com 2% de FBS durante 2 dias para permitir o
desenvolvimento de focos a 28 °C. As células foram fixadas
com 3% de PFA em PRBS, permeabilizadas com Triton X-100 em
PBRS, e os focos de replicacdo do virus CHIK foram
imunorrevelados com HMAF anti-CHIK de murganho (diluicdo 1
:2 000) e Ig anti-murganho de cabra conjugada com

peroxidase (diluicdo 1 :100).

Figura 28: Preparacdo viral contendo pE2. Pro-

teinas pE2 detetadas por anticorpos anti-CHIK.

Figura 29: Alinhamento de sequéncias de
nucledétidos que codificam a forma soluvel da glicoproteina
E2 (E2-1 a E2-361) das estirpes de virus CHIK do Oceano

fndico -21, -27, -49 e -115.



PE2001900 - 15 -

Figura 30: Sequéncias iniciadoras (SEQ ID NO:79 e
80) wutilizadas para a amplificacdo e clonagem da forma
soltivel da E2 (E2-1 a E2-364) (fragmento de &cido nucleico
N-terminal e C-terminal: SEQ ID NO:81 e 82; fragmento de
proteina N-terminal e C-terminal: SEQ ID NO:83 e 84) do

virus CHIK no vetor transportador pMT2/BiP/V5-HisA.

Figura 31: SDS-PAGE que mostra a revelacdo de

CHIK-sE2 por azul de Coomassie.

Figura 32: Anadlise de imunotransferéncia da

proteina sE2 de CHIK altamente purificada.

Figura 33: Construcdo do vetor TRIP que expressa
a forma soluvel segregada da glicoproteina E2 (skE2) das

estirpes 05 de La Reunido do virus Chikungunya.

A Figura 34 mostra a sequéncia de nucledtidos que
codifica a forma soluvel segregada da glicoproteina E2

(sE2) no vetor TRIP (SEQ ID NO:85).

Figura 35: ensaio de imunofluorescéncia (IF)
utilizando anticorpos anti-CHIK em células 293 transduzidas

com TRIP/CHIK.sEZ2.

A Figura 36 mostra um ELISA direto com 10-4 mL de
proteina pE2 enriquecida por poco. O0Os antigénios foram
testados respetivamente com um anti-DEN1 (diluicdo 1:1000),
anti-WN (diluicdo 1:1000) e anti-CHIK (diluicdo 1:10 000)

de murganho.
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A Figura 37 mostra uma sequéncia de aminoacidos
da ORF 2 (proteinas estruturais) da estirpe CHIK S27

(GenBank AF339485; SEQ ID NO: 23).

A Figura 38 mostra uma sequéncia de aminoacidos
da ORF 2 (proteinas estruturais) de um virus CHIK preferido
de acordo com a presente divulgacdo, nomeadamente a estirpe

05.61 (SEQ ID NO: 24).

A Figura 39 mostra uma sequéncia de aminoacidos
da ORF 2 (proteinas estruturais) de um virus CHIK preferido
de acordo com a presente divulgacdo, nomeadamente a estirpe

05.209 (SEQ ID NO: 25).

A Figura 40 mostra uma sequéncia de aminoacidos
da ORF 2 (proteinas estruturais) de um virus CHIK preferido
de acordo com uma forma de realizacdo preferida da

invencdo, nomeadamente a estirpe 05.115 (SEQ ID NO: 206).

A Figura 41 mostra uma sequéncia de aminoacidos
da ORF 2 (proteinas estruturais) de um virus CHIK preferido
de acordo com a presente divulgacdo, nomeadamente a estirpe

06.49 (SEQ ID NO: 27).

A Figura 42 mostra uma sequéncia de aminoacidos
da ORF 2 (proteinas estruturais) de um virus CHIK preferido
de acordo com a presente divulgacdo, nomeadamente a estirpe

06.27 (SEQ ID NO: 28).
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A Figura 43 mostra uma sequéncia de aminoacidos
da ORF 2 (proteinas estruturais) de um virus CHIK preferido
de acordo com a presente divulgacdo, nomeadamente a estirpe

06.21 (SEQ ID NO: 29).

A Figura 44 mostra uma sequéncia de aminoacidos
da ORF 1 (proteinas ndo estruturais) de um virus CHIK
preferido de acordo com a presente divulgacdo, nomeadamente

a estirpe 05.61 (SEQ ID NO: 30).

A Figura 45 mostra uma sequéncia de aminoacidos
da ORF 1 (proteinas nédo estruturais) de um virus CHIK
preferido de acordo com a presente divulgacdo, nomeadamente

a estirpe 05.209 (SEQ ID NO: 31).

A Figura 46 mostra uma sequéncia de amino&cidos
da ORF 1 (proteinas ndo estruturais) de um virus CHIK
preferido de acordo com uma forma de realizacdo preferida

da invencdo, nomeadamente a estirpe 05.115 (SEQ ID NO: 32).

A Figura 47 mostra uma sequéncia de aminoacidos
da ORF 1 (proteinas ndo estruturais) de um virus CHIK
preferido de acordo com a presente divulgacdo, nomeadamente

a estirpe 06.49 (SEQ ID NO: 33).

A Figura 48 mostra uma sequéncia de aminoacidos
da ORF 1 (proteinas ndo estruturais) de um virus CHIK
preferido de acordo com a presente divulgacdo, nomeadamente

a estirpe 06.27 (SEQ ID NO: 34).
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A Figura 49 mostra uma sequéncia de aminoacidos
da ORF 1 (proteinas ndo estruturais) de um virus CHIK
preferido de acordo com a presente divulgacdo, nomeadamente

a estirpe 06.21 (SEQ ID NO: 78).

Figura 50: Avaliacdo da reatividade do Mab anti-

CHIK E2 por ELISA.

Figura 51: Avaliacdo da reatividade do MAb anti-

CHIK E2 em virides CHIK por ELISA.

Figura 52: Anadlise por imunofluorescéncia (IF) da
reatividade do Mab anti-CHIK E2 em células Vero infetadas

por CHIKV.

Figura 53: Anadlise por imunofluorescéncia (IF) da
reatividade do Mab anti-CHIK E2 em células 293A

transduzidas com TRIP/CHIK.sE2.

Figura 54: Ligacdo do Mab anti-CHIK E2 na
superficie celular de células Vero infetadas por virus CHIK

através de anédlise por FACS.

Figura 55: Andlise de transferéncia de Western da
expressdo de CHIKsE2 em células 293A transduzidas com

TRIP/CHIK.SEZ2.
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

No presente estudo, os inventores determinaram as
sequéncias nucleotidicas quase completas de virus isolados
a partir de seis doentes origindrios das Ilhas da Reunido e
Seicheles. A presente divulgacdo permite determinar a
estrutura do genoma bem como as caracteristicas moleculares
Gnicas dos isolados do surto do Oceano Indico, que os
distinguem de outras sequéncias de CHIKV e alfavirus

descritas.

Como um técnico na matéria pode entender, a
originalidade da presente divulgacdo é a identificacdo de
novas estirpes do virus Chikungunya (CHIK) que se
distinguem do virus CHIK da técnica anterior, e a
utilizacdo destas estirpes de CHIK e dos polipéptidos e dos
polinucledtidos que os codificam derivados do seu genoma no

diagndéstico, prevencdo e/ou tratamento de arbovirose.

De acordo com um primeiro aspeto, a presente
invencdo como definida pelas reivindicacdes 1-13 refere-se
a uma estirpe selvagem isolada e purificada do virus
Chikungunya (CHIKV) capaz de infetar c¢élulas humanas in
vitro. Preferencialmente, a presente invencédo como definida
pelas reivindicacg®es 1-13 refere-se a uma estirpe selvagem
do virus CHIK que apresenta as caracteristicas do isolado
05.115. De acordo com uma forma de realizacdo preferida, a
estirpe que estd no Aambito da presente invencdo como

definida pelas reivindicacdes 1-13 é caracterizada por o
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seu genoma compreender pelo menos uma mutacdo gquando
comparada com a sequéncia do genoma da estirpe de wvirus
CHIK S-27 (GenBank AF339485). Também no ambito da invencédo
como definida pelas reivindicacdes 1-13, encontra-se
qualquer estirpe cultivada ou obtida por cultura de células
de uma amostra de uma estirpe CHIK preferida da invencédo. O
genoma da estirpe preferida de acordo com a presente
invencdo como definida pelas reivindicacdes 1-13 consiste
na sequéncia como se mostra na Figura 4 (SEQ ID NO: 1). O
genoma das estirpes preferidas de acordo com a presente
divulgacdo compreende uma sequéncia como sSe mostra na

Figura 5, 6, 7, 8 ou 9 (SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5 ou 6).

De acordo com outro aspeto, a presente invencéo
como definida pelas reivindicagdes 1-13 proporciona uma
estirpe isolada e purificada de wvirus Chikungunya (CHIKV)
compreendendo pelo menos uma mutacdo na proteina estrutural
El e/ou na proteina estrutural E2, e mais particularmente
na sua regido do ectodominio. De acordo com uma forma de
realizacdo preferida, a estirpe da invencdo como definida
pelas reivindicacdes 1-13 é caracterizada pelo facto de o
seu genoma compreender pelo menos uma mutacdo na proteina
E2 numa posicdo hombéloga a posicdo de aminoadcido 382, 399,
404, 485, 489, 506, 536, 624, o637, 669, 700 ou 711 de SEQ
ID NO: 23 (Fig. 37). Mais particularmente, a mutacdo &
preferencialmente selecionada do grupo gue consiste em
G382K, 1I399M, G404E, N485T, A489T, L506M, I536T, S624N,
T637M, A669T, S700T e V711A como se mostra na Tabela 6. De

acordo com outra forma de realizacdo preferida, a estirpe
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da invencdo como definida pelas reivindicacdes 1-13 ¢&é
caracterizada pelo facto de o seu genoma compreender pelo
menos uma mutacdo na El1 proteina numa posicdo homdéloga a
posicdo de aminoécido 1035, 1078, 1093 ou 1131 de SEQ 1ID
NO: 23. Mais particularmente, a mutacdo é preferencialmente
selecionada do grupo que consiste em A1035V, M1078V, D1093E

e V1131A como se mostra na Tabela 6.

Como aqui utilizada, a expressdo "numa posicéo
homéloga a uma posicdo de aminodcido" de uma proteina,
refere-se as posicdes de aminodcidos que sdo determinadas
como correspondendo uma a outra com base em alinhamentos de
sequéncia e/ou estruturais com uma proteina de referéncia
especificada. Por exemplo, uma posicdo correspondente a uma
posicdo de aminoidcido de uma proteina estrutural do virus
CHIK estabelecida como SEQ ID NO: 1 pode ser determinada
empiricamente alinhando as sequéncias de aminoacidos
estabelecidas na SEQ ID NO: 1 com uma proteina estrutural
particular do virus CHIK. As posicdes hombélogas ou corres-—
pondentes podem ser determinadas através desse alinhamento
por um especialista na técnica utilizando alinhamentos
manuais ou utilizando os numerosos programas de alinhamento
disponiveis (por exemplo, BLASTP). As posicdes homdlogas ou
correspondentes pode ser também com base em alinhamentos
estruturais, por exemplo utilizando alinhamentos simulados
por computadores da estrutura da proteina. A indicacido de
que o0s aminoidcidos de um polipéptido correspondem aos
aminodcidos numa sequéncia divulgada refere-se aos amino-
dcidos identificados apds alinhamento do polipéptido com a

sequéncia divulgada para maximizar a identidade ou
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homologia (onde os aminoacidos conservados s&o alinhados)
utilizando um algoritmo padrdo, tal como o algoritmo GAP.
Como aqui utilizado, "numa posicdo homdéloga a" refere-se a
uma posicdo de interesse (i.e., numero de base ou nUmero de
residuo) numa molécula de 4cido nucleico ou proteina
relativamente a posicdo noutra molécula de &cido nucleico
ou proteina de referéncia. A posicdo de interesse
relativamente a posicdo noutra proteina de referéncia pode
ser, por exemplo, numa sequéncia de aminodcidos da mesma
proteina de outra estirpe de CHIK. As posicdes homdlogas
podem ser determinadas comparando e alinhando as sequéncias
para maximizar o numero de nucledtidos ou residuos condi-
zentes, por exemplo, de tal forma que a identidade entre as
sequéncias seja maior do que 95%, preferencialmente maior
do gque 96%, mais preferencialmente maior do que 97%, ainda
mais preferencialmente maior do que 98% e muito prefe-
rencialmente maior do que 99%. A posicdo de interesse ¢é
entdo dado o numero atribuido na molécula de acido nucleico

de referéncia.

Outro aspeto da invencdo como definida pelas
reivindicacdes 1-13 refere-se a um polinucledtido isolado e
purificado gque consiste na sequéncia como se mostra na

Figura 4 (SEQ ID NO: 1).

Outro aspeto da divulgacdo refere-se a um
polinucledtido isolado e purificado compreendendo a
totalidade ou parte da sequéncia como se mostra nas Figuras

5, 6, 7, 8 ou 9 (SEQ ID NO: 2, 3, 4, 5 ou 6).
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Outro aspeto da invengdo como definida pelas
reivindicacgdes 1-13 refere-se a um fragmento do poli-
nucledétido da invencéao caracterizado pelo facto de
codificar a regido de ectodominio da glicoproteina E1 ou
E2. Vantajosamente, o fragmento da invencdo como definida
pelas reivindicac®es 1-13 quando codifica o ectodominio de
E2, compreende, ou mais preferencialmente, consiste em uma
sequéncia de nucledbtidos como se mostra na Figura 13 (SEQ

ID NO: 10).

Outro aspeto da divulgacdo refere-se a um fra-
gmento do polinucledétido caracterizado pelo facto de codi-
ficar a glicoproteina E1 ou E2, e mais preferencialmente a
sua regido de ectodominio. Vantajosamente, o fragmento da
divulgacdo quando codifica o ectodominio de E2 compreende,
ou mais preferencialmente, consiste em uma sequéncia de
nucledétidos como se mostra nas Figuras 10, 11 ou 12 (SEQ ID

NO: 7, 8 ou 9).

Ainda outro aspeto da invencdo como definida
pelas reivindicagdes 1-13 refere-se a um fragmento do
polinucledtido da invencdo caracterizado pelo facto de
codificar uma forma soltvel da glicoproteina E2. De acordo
com uma forma de realizacdo preferida, o referido fragmento
do polinucledbdétido da invencdo gque codifica um fragmento
soluvel da glicoproteina E2 como definida pelas
reivindicacdes 1-13, consiste em uma sequéncia de

nucleétidos como se mostra na Figura 17 (SEQ ID NO. 14).
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Ainda outro aspeto da divulgacdo refere-se a um
fragmento do polinucledtido caracterizado pelo facto de
codificar uma forma soltvel da glicoproteina E2. De acordo
com uma forma de realizacdo preferida, o fragmento do
polinucledtido que codifica um fragmento soluvel da
glicoproteina E2 compreende ou, mais preferencialmente,
consiste em uma sequéncia de nucledtidos como se mostra nas

Figuras 14, 15 ou 16 (SEQ ID NO. 11, 12 ou 13).

Como um especialista na técnica pode entender, um
fragmento como considerado pela presente invencdo pode ser

obtido por:

- utilizacdo de enzimas de restricdo em gque os seus sitios
de dissociacdo estdo presentes no polinucledétido que
compreende o referido fragmento;

- amplificacdo com iniciadores especificos para o referido
fragmento;

- transcricdo in vitro; ou

- sintese quimica.

De acordo com outro aspeto, a presente invencédo
como definida pelas reivindicagdes 1-13 refere-se a um
polipéptido isolado e purificado codificado por um fra-
gmento da invencdo. Como aqui utilizado, os termos "poli-
péptido" e "proteina" sdo utilizados indistintamente para
denotar um polimero de aminodcidos ou um conjunto de dois

ou mais polimeros de aminodcidos interatuantes ou ligados.
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Por "isolado" entende-se, quando se refere a um
polipéptido, que a molécula indicada é separada e discreta
do organismo inteiro com o qual a molécula se encontra
presente na natureza ou estd presente na auséncia
substancial de outras macromoléculas bioldgicas do mesmo
tipo. O termo "isolado" em relacdo a um polinucledétido é
uma molécula de 4cido nucleico desprovida, na totalidade ou
parte, de sequéncias normalmente associadas ao mesmo na
natureza; ou uma sequéncia, como existe na natureza, mas
possuindo sequéncias heterdlogas em associacdo com aquela;

ou uma molécula dissociada do cromossoma.

Amplamente definidos, os termos "polipéptido
purificado™ ou "polinucledbdétido purificado" referem-se a
polipéptidos ou polinucledtidos que estdo suficientemente
isentos de outras proteinas ou polinucledbdétidos, ou hidratos
de carbono, e lipidos com o0s quais estdo naturalmente
associados. O polipéptido ou polinucledtido pode ser
purificado através de qualquer processo pelo qual a
proteina ou polinucledétido é separado de outro elementos ou
compostos com base, por exemplo, na carga, tamanho

molecular ou afinidade de ligacéo.

Os péptidos preferidos da invencdo como definidos
pelas reivindicacdes 1-13 compreendem pelo menos uma
substituicdo de aminodcidos em comparacdo com a Ssequéncia
de aminodcidos da estirpe S5-27 (GenBank AF339485) e sé&o
derivados da sequéncia de uma proteina codificada por um

fragmento da invencdo como definida pelas reivindicacdes 1-
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13. Preferencialmente, um polipéptido purificado da
invencdo como definida pelas reivindicacgdes 1-13 consiste
na sequéncia como definida na Figura 40 (sequéncia de
aminodcidos da ORF2 (SEQ ID NO: 26) da estirpe de virus

CHIK 05.115).

Um polipéptido purificado da divulgacéo
compreende a totalidade ou parte da sequéncia de
aminoacidos de uma ORF 1 ou 2 do virus CHIK considerada
pela presente divulgacdo tal como uma definida em qualquer
uma das SEQ ID NOS 24 a 25 e 27 a 29 (ORF 2) ou da SEQ ID
NOS 30 a 34 e 78 (ORF 1). Mais preferencialmente, um
polipéptido purificado da divulgacéo compreende a
totalidade ou parte da sequéncia de aminodcidos de uma
glicoproteina E2 considerada pela presente divulgacédo tal
como uma definida em qualquer uma das SEQ ID NOS 15 a 18
(Figuras 18 a 21). Ainda mais preferencialmente, um
polipéptido purificado da divulgacéo compreende a
totalidade ou parte da sequéncia de aminoacidos de uma
forma soltvel da glicoproteina E2 considerada pela presente
divulgacédo tal como uma definida em qualquer uma das SEQ ID

NOS 19 a 22 (Figuras 22 a 25).

A presente invencao como definida pelas
reivindicacdes 1-13 refere-se também a um vetor compre-
endendo um fragmento de um polinucledétido da invencdo como
definida pelas reivindicacdes 1-13. Como agui utilizado, o
termo "vetor" refere-se a uma construcdo polinucleotidica

concebida para transducdo/transfecdo de um ou mais tipos de
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células. Os vetores podem ser, por exemplo, "vetores de
clonagem" que s&do concebidos para o isolamento, propagacédo
e replicacdo de nucledbdétidos inseridos, "vetores de expres-
sdo" que sdo concebidos para expressdo de uma sequéncia de
nucledétidos numa célula hospedeira, ou um "vetor viral" que
é concebido para resultar na producdo de um virus
recombinante ou particula semelhante a virus, ou "vetores
transportadores"”™, os quais compreendem os atributos de mais
do que um tipo de vetor. Os vetores preferidos sdo aqueles
depositados na CNCM (Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes), 28 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex
15, Franca, em 15 de marco de 2006 sob os nUmeros de acesso
I-3587, 1I-3588, 1I-3589 e 1I-3590. Outro vetor preferido
considerado pela presente divulgacdo é o plasmideo deno-
minado TRIP-CHIK.sE2 que foi depositado na CNCM (Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes), 28 rue du
Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, Franca, em 14 de marco
de 2007, sob numero de acesso I-3733. Um tal vetor
compreende um fragmento gque codifica uma forma soluvel da
glicoproteina E2 da invencdo. Este vetor preferido foi
otimizado para producéo eficiente da proteina E2
recombinante em células de mamiferos. Como aqui utilizado,
o termo "otimizado"™ significa que o vetor incorpora
sequéncias de regulacdo, tal como uma sequéncia peptidica
sinal, para proporcionar expressdo adequada da proteina

codificada desejada.

Num aspeto relacionado, a presente invencido como

definida pelas reivindicacdes 1-13 proporciona uma célula
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hospedeira compreendendo um vetor como definido acima. O
termo "célula hospedeira”™ refere-se a uma célula que tem
uma nova combinacdo de segmentos de &acido nucleico gque né&o
estdo ligados covalentemente entre si na natureza. Uma nova
combinacdo de segmentos de 4cido nucleico pode ser
introduzida num organismo utilizando uma grande matriz de
técnicas de manipulacdo de &cido nucleico disponiveis para
0s egpecialistas na técnica. Uma célula hospedeira pode ser
uma célula eucaridtica Unica, ou uma célula procaridtica
Gtnica ou uma célula de mamifero. A célula hospedeira pode
alojar um vetor que ¢é extragendmico. Um vetor de &cido
nucleico extragendmico ndo se insere no genoma da célula.
Uma célula hospedeira pode alojar ainda um vetor ou uma
porcdo do mesmo que é intragendémico. O termo intragendmico
define uma construcdo de &cido nucleico incorporada dentro
de um genoma da célula hospedeira. Uma célula hospedeira
preferida de E. coli tal como uma que contém um vetor como
definido pelas reivindicacg®es 1-13 encontra-se depositada
na CNCM (Collection Nationale de Cultures de Microor-
ganismes), 28 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15,
Franca, em 15 de marco de 2006 sob o0s numeros de acesso I-
3587, I-3588, I-3589 e I-3590 e em 14 de marco de 2007 sob

numero de acesso I-3733.

A presente invencdo como definida pelas reivin-
dicacdes 1-13 refere-se ainda a utilizacdo de um anticorpo
monoclonal ou anticorpos policlonais, ou seus fragmentos,
que se ligam especificamente a um polipéptido da invencédo

para a detecdo in vitro de um CHIKV associado a uma
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arbovirose como definida pelas reivindicacdes 1-13. Como
aqui utilizado, o termo "liga-se especificamente a" refere-
se a anticorpos que se ligam com uma afinidade relativa-
mente alta a um ou mais epitopos de uma proteina da inven-
cdo, mas que ndo reconhecem substancialmente nem se ligam a
moléculas diferente(s) dagquela(s) de interesse. Como aqui
utilizado, o termo "afinidade relativamente alta" significa
uma afinidade de ligacdo entre o anticorpo e a proteina de
interesse de pelo menos 107¢ M, e preferencialmente de pelo
menos cerca de 1077 M e ainda mais preferencialmente 108 M
a 1071 M. A determinacdo dessa afinidade ¢é preferencial-
mente realizada sob condig¢des de imunoensaio de ligacéo
competitiva convencional que ¢ do conhecimento comum para

um especialista na técnica.

Como aqui utilizado, o termo "anticorpo" refere-
se a uma glicoproteina produzida por células linfoides em
resposta a uma estimulacdo com um imunogénio. Os anticorpos
possuem a aptiddo para reagir in vitro e in vivo especifica
e seletivamente com um determinante antigénico ou epitopo
desencadeando a sua producdo ou com um determinante
antigénico estreitamente relacionado com o antigénio
homélogo. O termo "anticorpo" entende-se como abrangendo
construcdes que utilizam a regido (variavel) de ligacdo de
um tal anticorpo, e outras modificacdes de anticorpo.
Assim, um anticorpo Util na utilizacdo da invencédo pode
compreender um anticorpo inteiro, um fragmento de anticor-
po, um agregado de anticorpos polifuncional, ou em geral

uma substédncia compreendendo um ou mais sitios de ligacéo
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especificos de um anticorpo. O fragmento de anticorpo pode
ser um fragmento tal como um fragmento Fv, Fab ou F(ab'):
ou um seu derivado, tal como um fragmento Fv de cadeia
simples. O anticorpo ou fragmento de anticorpo pode ser nédo
recombinante, recombinante ou humanizado. O anticorpo pode
ser de um isotipo de imunoglobulina, e.g., IgG, IgM, e
assim por diante. Além disso, pode utilizar-se um agregado,
polimero, derivado e conjugado de uma imunoglobulina ou um

seu fragmento, quando apropriado.

Outro aspeto da invengdo como definida pelas
reivindicacbes 1-13 é a utilizacdo de um elemento selecio-
nado do grupo gue consiste em uma estirpe, um polinu-
clebdétido, um fragmento, um vetor, uma célula hospedeira, um
polipéptido da invencdo para a detecdo de um CHIKV
associado a uma arbovirose, ou para a preparacdo de uma

composicdo que previne e/ou trata uma arbovirose.

Outro aspeto da invencdo como definida pelas
reivindicacdes 1-13 €& um anticorpo monoclonal ou policlonal
ou seu fragmento que se liga esgpecificamente a um
polipéptido da invencdo como definida pelas reivindicacgdes

1-13 para a detecdo de um CHIKV associado a uma arbovirose.

Outro aspeto da presente invencdo como definida
pelas reivindicacdes 1-13 refere-se a uma composicdo para
tratar e/ou prevenir uma arbovirose. A composicdo da
presente invencdo como definida pelas reivindicacgdes 1-13

compreende vantajosamente pelo menos um elemento seleciona-
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do do grupo que consiste em uma estirpe, um polinucledtido,
um fragmento, um vetor, uma célula hospedeira e um
polipéptido da invencdo como definida pelas reivindicacdes
1-13. A composicdo da invencdo como definida pelas
reivindicacdes 1-13 pode compreender ainda um transportador
aceitavel. Num aspeto relacionado, a divulgacdo proporciona
um método de tratamento e/ou prevencdo de uma arbovirose. O
método compreende o passo de administracdo de uma

composicdo da invencdo a um individuo necessitado da mesma.

Como aqui utilizado, o termo "tratar" refere-se a
um processo pelo gqual o desenvolvimento de uma infecdo por
um CHIKV ¢é afetado ou completamente eliminado. Como aqui
utilizado, o termo "prevencdo" refere-se a um processo pelo

z

qual a infecdo por CHIKV é obstruida ou retardada.

Como aqui utilizada, a expressdo "um transpor-
tador aceitavel"™ significa wum veiculo para conter o0s
componentes (ou elementos) da composicdo da invencdo como
definida pelas reivindicacdbes 1-13 que pode ser
administrado a um animal hospedeiro sem efeitos adversos.
Os transportadores adequados conhecidos na técnica incluem,
mas ndo se limitam a, particulas de ouro, &gua estéril,
soro fisioldgico, glucose, dextrose ou solucdes tamponadas.
Os transportadores podem incluir agentes auxiliares
incluindo, mas ndo se limitando a, diluentes, estabili-
zantes (i.e., acucares e aminoacidos), conservantes,
humectantes, emulsionantes, agentes tampdo de pH, aditivos

de melhoria da viscosidade, cores e semelhantes.
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A quantidade de componentes da composicdo da
invencéo como definida ©pelas reivindicacdes 1-13 é
preferencialmente uma quantidade terapeuticamente eficaz.
Uma quantidade terapeuticamente eficaz dos componentes da
composicdo é a quantidade necesséria para permitir que a
mesma realize o seu papel de prevencdo e/ou tratamento
contra uma infecdo por CHIKV sem originar efeitos
excessivamente negativos no hospedeiro ao qual a composicéo
¢ administrada. A quantidade exata de componentes a ser
utilizada e a composicdo a ser administrada variard de
acordo com fatores tais como o modo de administracdo, bem

como 0SS outros ingredientes na composicéo.

A composicdo da invencdo como definida pelas
reivindicacdes 1-13 pode ser administrada a um hospedeiro
(tal como um humano) através de varias vias de adminis-
tracdo. Por exemplo, a composicdo pode ser administrada na
forma de preparacdes injetaveis estéreis, tais como suspen-
sdes aguosas ou oleaginosas injetédveis estéreis. Estas
suspensdes podem ser formuladas de acordo com técnicas
conhecidas na matéria utilizando dispersantes ou humectan-
tes e agentes de suspensdo adequados. As preparacdes
injetédveis estéreis podem ser também solucdes ou suspensdes
injetdveis estéreis em diluentes ou solventes parente-
ricamente aceitaveis, ndo tdéxicos. Estas podem ser adminis-
tradas por via parentérica, por exemplo por via intrave-
nosa, intramuscular ou subcutédnea por injecdo, por infusédo

ou per os. As dosagens adequadas variardo, dependendo de
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fatores tais como a quantidade de cada um dos componentes
na composicdo, o efeito desejado (curto ou longo prazo), a
via de administracdo, a idade e o peso do hospedeiro a ser
tratado. Quaisquer outros métodos bem conhecidos na técnica
podem ser utilizados para administrar a composicdo da

invencéo.

Ainda outro aspeto da invencdo como definida
pelas reivindicacdes 1-13 é a utilizacdo de uma composicédo
como definida como definida pelas reivindicacdes 1-13 para
a preparacdo de um medicamento para tratar e/ou prevenir

uma arbovirose num individuo necessitado do mesmo.

Ainda outro aspeto da invencdo como definida
pelas reivindicacgdes 1-13 consiste em proporcionar um kit
para a detegdo de um CHIKV associado a uma arbovirose,
compreendendo pelo menos um elemento selecionado do grupo
que consiste em uma estirpe, um polinucledétido, um fra-
gmento, um vetor, uma célula hospedeira, um polipéptido da
invencéo como definida pelas reivindicacdes 1-13 e
anticorpos monoclonais ou policlonais ou seu fragmento que
se ligam especificamente a um polipéptido da invencdo como
definida pelas reivindicacdes 1-13. Os kits de acordo com
esta forma de realizacdo da invencdo podem compreender
embalagens, contendo, cada, um ou mais dos elementos
supramencionados (tipicamente na forma concentrada) que s&o
necessadrios para realizar os respetivos testes diagnds-

ticos.
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EXEMPLOS

Os exemplos aqui a seguir destacardo outras
caracteristicas e vantagens da presente invencdo como
definida ©pelas reivindicacodes 1-13, e servirdo ©para
ilustrar o ambito de utilizacdo da presente invencdo e néo
para limitar o seu admbito. Pode utilizar-se outros métodos
ou produtos equivalente aqueles gue se encontram a seguir
para testar ou realizar a presente invencdo como definida
pelas reivindicacdes 1-13; s&do descritos os materiais e

métodos preferidos.

EXEMPLO 1: Identificacdo e caracterizacdo dos

virus CHIK que originam o surto do Oceano Indico

Os inventores (como por vezes aqui referidos por
"nés") descrevem a sequéncia guase completa do genoma de
seis isolados <clinicos selecionados, Jjuntamente com as
sequéncias parciais da glicoproteina E1 de um total de 60
doentes das Ilhas Reunido, Seicheles, Mauricia, Madagéscar
e Maiote. Os atuais resultados indicam gque o surto foi
iniciado por uma estirpe relacionada com isolados da Africa
Oriental, a partir dos guais se desenvolveram variantes
virais apds uma histdria de microevolucdo rastredvel. Foram
identificadas caracteristicas moleculares Unicas dos
isolados do surto. De maneira assinalédvel, na regido que
codifica as proteinas ndo estruturais foram encontradas dez
alteracdes de aminodcidos, estando trés delas localizadas

em posigdes conservadas em alfavirus da nsP2 (a gqual contém
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atividades helicase, protéase e ARN-trifosfatase) e da
polimerase nsP4. O UGnico isolado obtido a partir do ligquido
cefalorraquidiano de um doente mostrou alteracgdes uUnicas
nas nsP1l (T301I), nsP2 (Y642N) e nsP3 (supressdo de E460).
Na regido da proteina estrutural foram observadas duas
alteracdes dignas de nota (A226V e D284E) na glicoproteina
de fusdo da membrana El. A modelacdo 3D por homologia
permitiu o mapeamento destas duas alteracdes em regides que
sdo importantes para a formacdo do virido e para fusdo da
membrana. A alteracdo E1-A226V estava ausente nas estirpes
iniciais, mas foi observada em >85% das sequéncias virais
posteriores da Reunido, denotando um sucesso evolutivo

possivelmente devido a adaptacdo ao vetor mosquito.

MATERIAL E METODOS

Doentes. 0Os 60 doentes para os quais foram
determinadas as sequéncias nucleotidicas parciais ou
completas do CHIKV eram originarios da Reunido (N=43),
Seicheles (N=3), Madagédscar (N=7), Maiote (N=4) e Mauricia
(N=3) . As caracteristicas dos doentes e amostras bioldgicas

sdo listados na Tabela 1.

Isolamento do virus e extracdo do ARN. Os virus
foram isolados de soro ou liguido cefalorraquidiano (CSF)
(Tabela 1). Resumidamente, células de Aedes albopictus Co6-
36 foram inoculadas com 1 mL de soro ou CSF diluido a 1:10
em meio L15 (Gibco). As células foram cultivadas a 28 °C em

L15 suplementado com 5% de soro fetal bovino e 10% de
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fosfato de +triptose. As <células e sobrenadantes foram
colhidos apdés a primeira passagem (5 dias) e a segunda
passagem (7 dias). Os virus isolados foram identificados
como CHIKV por imunofluorescéncia indireta, wutilizando
liquido ascitico hiperimune de CHIKV. No caso dos isolados
05.115, 06.21, 06.27 e 06.49 cujos genomas foram sequen-
ciados, foi confirmada a auséncia de febre-amarela, dengue
e virus do Nilo Ocidental por imunofluorescéncia indireta
utilizando soros especificos. O ARN foi extraido utilizando

o Minikit Viral QIAAmp (Qiagen, Franca).

Sequenciagdo de nucleédtidos. Os iniciadores
(Tabela 4) foram concebidos com base na sequéncia de
nucledétidos 20 da estirpe S27. A RT-PCR foi realizada
utilizando o kit Titan One Tube RT-PCR (Roche, Franca). Os
fragmentos de RT-PCR foram purificados por ultrafiltracéio
antes da sequenciacdo (Millipore, Franca). As reacbes de
sequenciacdo foram realizadas utilizando o kit de sequen-
ciacdo BigDye Terminator wvl1.1 cycle (Applied Biosystems,
EUA) e purificadas por ©precipitacdo com etanol. Os
cromatogramas das sequéncias foram obtidos nos analisadores
de sequéncia automédticos ABI3100 ou ABI3700 (Applied
Biosystems). Todos os ©produtos de amplificacdo foram

sequenciados em ambas as cadeias.

Montagem das sequéncias do genoma e analise das
sequéncias. A montagem de sequéncias contiguas foi realiza-
da independentemente por operadores e softwares distintos,

utilizando BioNumerics versdo 4.5 (Applied-Maths, Sint-
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Martens-Latem, Bélgica) ou PhredPhrap/Consed [11]. Ambas as
andlises produziram exatamente a mesma sequéncia consenso
para todas as estirpes. Foi obtida uma uUnica sequéncia
contigua de 11 601 nt para cinco isolados, enquanto para a
estirpe 05.61, faltava uma porcdo da sequéncia, entre as
posicdes 5 246 a 5 649 da S27 (posicdes 390 a 524 da nsP3).
Os alinhamentos de sequéncias e o calculo das tabelas de
substituicdo foram realizados wutilizando o0s programas
BioNumerics, DNASP versdo 4.10 [12] e DAMBE versdo 4.2.13
[13]. Os alinhamentos das sequéncias de nucledbdétidos e
aminoadcidos contra sequéncias de alfavirus selecionados
foram realizados com o software ClustalWl.7 [14]. As
identidades de sequéncia foram calculadas com o pacote
Phylip [15]. A estrutura secunddria do ARN foi prevista com
o servidor de estruturas secunddrias de ARN Vienna [16]. As
arvores de juncdo de vizinhos foram construidas utilizando
MEGA versdo 3.1 [17] com as correcdes de paradmetros Kimura-
2 de substituicbdes multiplas. A fiabilidade dos ndés foi
avaliada por reamostragem de iniciacéao com 1 000
replicados. As qguantidades de substituicdes sindnimas por
sitio sindénimo (Ks) e de substituicdes n&do sindbnimas por
sitio ndo sindénimo (Ka) foram estimadas utilizando DNASP. A
RDP2 [18] foi utilizada para detetar sequéncias mosaico

putativas.

Modelacdo da estrutura 3D. A estrutura cristalo-
gradfica do ectodominio da glicoproteina El1 do Virus da
Floresta de Semliki (SFV) a pH neutro [19]; o cbédigo 2ALA)

do Banco de Dados de Proteinas foi wutilizado como uma
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cadeia molde para modelar e analisar as duas mutacdes de
aminodcidos dos isolados do Oceano Indico. A Figura 2 foi

preparada utilizando o programa RIBBONS [20].

Detegcdo dos focos viral por revelagdo imuno-
légica. Células Aedes pseudoscutellaris AP6l1 foram culti-
vadas em placas de cultura de tecidos de 24 pocos em meio
de crescimento Leibovitz L-15 com 10% de soro fetal de
vitelo inativado termicamente (FCS) durante 24 h. As
monocamadas de células de mosquito foram lavadas uma vez
com Leibovitz L-15 e foram adicionados 0,2 mL de Leibovitz
L-15/2% de FCS. As células foram infetadas com virus CHIK
em 0,2 mL de Leibovitz L-15/2% de FCS e incubadas a 28 °C
durante 1 h. Foli entdo adicionado meio de cobertura
consistindo em 0,4 mL de Leibovitz L-15/2% de FBS e
carboximetilcelulose (CMC) (1,6%) e as placas de cultura de
tecidos foram incubadas a 28 °C durante 2 dias. Os focos de
células infetadas foram visualizados pelo Imunoensaio de
Focos (FIA). As células foram lavadas com PBS, fixadas com
3% de paraformaldeido (PFA) em PBS durante 20 min, e
permeabilizadas com 0,5% de Triton X-100 em PRS durante 4
min a temperatura ambiente. As células fixas foram
incubadas durante 20 min a 37 °C com diluicdo a 1:2 000 de
liquido ascitico hiperimune de murganho (HMAF) dirigido
contra CHIKV. A IgG de cabra anti-murganho, conjugada com
peroxidase de réabano-silvestre foi utilizada como o segundo
anticorpo (diluicdo a 1:100) a 37 °C durante 20 min. Os
focos foram visualizados com Substrato de Peroxidase DAB

(Sigma) .
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1. Estrutura do genoma e assinaturas moleculares

dos virus Chikungunya do surto do Oceano Indico

Organizacdo do genoma. Ndbs determindmos as
sequéncias quase completas dos genomas de seis isolados de
CHIKV (05.115, 05.61, 05.209, 06.21, 06.27 e 06.49) que
representam origens geograficas, pontos no tempo e formas
clinicas distintas (Tabela 1) do surto do Oceano Indico do
virus Chikungunya. Foram determinados 11 601 nucledétidos,
correspondentes as posicdes 52 (5'NTR) a 11 667 (3'NTR,
extremidade do terceiro Elemento de Sequéncia de Repeticédo)
na sequéncia de nucledtidos do isolado Tanzaniano de 1952
327 (comprimento total 11 826 nt). Existiam trés eventos de
insercdo/supressdo entre os isolados de S27 e Reunido, dois
dos quais foram observados na 3'NTR. Primeiro, o segmento
poli-A interno de 14 nucledétidos observado na S27 (11 440-
11 443) e que corresponde a um possivel sitio poli-A
interno [9] foi substituido por um segmento de apenas 5 A
nos isolados do Oceano Indico, semelhante ao que foi
observado noutro virus Chikungunya, e.g. a estirpe Ross
(n.° de acesso: AF490259). Segundo, faltava um A nos
isolados do Oceano Indico num segmento de 5 A na posicao
11 625 da S27. Finalmente, faltava um coddo no 1isolado
06.27, correspondente ao coddo 460 da nsP3, onde todos os
outros isolados do Oceano Indico analisados e sequéncias

alfavirus disponiveis sdo GAA, que codifica uma Glu.

As sequéncias dos genomas dos seis isolados ali
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apresentados foram semelhantes as anteriormente descritas
para o alfavirus [9, 21, 22]. As sequéncias codificantes
consistiam em duas grelhas de leitura aberta (ORF) grandes
de 7 422 nt e 3 744 nt que codificam a poliproteina né&o
estrutural (2 474 aminocdcidos) e a poliproteina estrutural
(1 248 aminoacidos), respetivamente. A poliproteina né&o
estrutural é o precursor das proteinas nsPl (535 aa), nsP2
(798 aa), nsP3 (530 aa) e nsP4 (611 aa), e a poliproteina
estrutural é o precursor das proteinas C (261 aa), p62 (487
aa, precursor para E3 - 64 aa - e E2 - 423 aa), oK (6l aa),
e E1 (439 aa). Os sitios de dissociacdo caracteristicos da
familia de alfavirus nas poliproteinas ndo estruturais e
estruturais foram conservados. Os sitios de glicosilacdo em
E3, E2 e El1 foram também conservados. Foi identificada uma
sequéncia juncdo de 65 nt entre o coddo de terminacdo (TAG,
7499-7501) da ORF ndo estrutural e o coddo de iniciacéo
(7567-7569) da ORF estrutural. A regido ndo traduzida b5’
(5'NTR) terminava na posicdo 76. A regido 3'NTR comecava na
posicdo 11 314 e continha trés elementos da sequéncia de
repeticdo (RSE) com estruturas secundidrias previstas (Fig.

26) que eram coerentes com um trabalho anterior [9].

Diferencas entre os isolados do surto do Oceano
Indico e a estirpe S$27. Em comparacdo com a estirpe S$27, o
isolado 05.115 da Reunido apresentou 28 alteracdes de aa
(1,13%) nas proteinas nédo estruturais (Tabela 5, com a
proporcdo mais alta na nsP3 (2,26%) e a mais baixa na nsP2
(0,6%). Dez das 12 alteracdes de aminodcidos na nsP3

estavam concentradas entre as posicdes 326 e 524 (5,0% de
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variacdo), semelhante as observacdes no virus ONN [23]. Uma
diferenca importante com a S27 foi que o0s isolados do
Oceano Indico apresentavam um coddo de terminacdo opal
(UGA) no coddo 524 da nsP3, em vez da Arg (CGA) em S27.
Este codédo opal foi observado em alfavirus relacionados [9,
22, 23] e julga-se que regule a expressdo de nsP4, a ARN-

polimerase putativa, por um mecanismo de leitura [21, 24].

Em comparacdo com a S27, as proteinas estruturais
apresentavam 21 (1,68%, para 05.115) a 22 (1,76%, para
outros isolados) substituicgdes de aminodcidos em isolados
do Oceano Indico (Tabela 6). De forma assinalavel, a
proteina E2 do envelope apresentava a variacdo mais alta,
com 14 (3,3%) alteracdes de aa, superior a proteina E1 do
envelope (0,68%) e a proteina do capsideo (0,38%). A
relacdo das taxas de evolucdo de sitios sindénimos e né&o
sinénimos (Ks/Ka) entre a S27 e os isolados 05.115 foi de
11,0 para a poliproteina inteira, enquanto foi apenas de
6,12 para a proteina E2, provavelmente indicativo de uma
selecdo positiva em favor das alteracdes de aminoacidos
nesta proteina imunogénica. Por comparacdo, a Ks/Ka foi de

18,75 para a poliproteina ndo estrutural.

Assinaturas moleculares do surto do Oceano Indico
em proteinas ndo estruturais e variacdo fenotipica. Dez
posicdes (excluindo as posicdes polimérficas) tinham aa que
eram Unicos para as proteinas ndo estruturais dos isolados
do surto, gquando comparadas com outras sequéncias de CHIKV

(Tabela 2). Primeiro, a nsP2-54 era Asn em isolados do
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Oceano Indico e no SFV, mas era Ser em todas as outras
sequéncias. Segundo, a nsP2-374 era Tyr em isolados do
Oceano Indico, mas era His ou Asn noutras sequéncias de
alfavirus (Tabela 2). Terceiro, a posicdo 500 na nsP4 era
Leu nas sequéncias do Oceano Indico em vez de Gln nas
outras quatro sequéncias de CHIKV descritas. Curiosamente,
esta posicdo, o qual estd a cerca de 30 aa do motivo
catalitico "GDD", ¢é um Glu rigorosamente conservado em
todos o0s outros alfavirus. As restantes sete alteracdes

ocorreram em regides relativamente variédveis.

Foram observadas alteracdes especificas adicio-
nais nos isolados 05.209 (S358P) e 06.27 (nsP1-T301I, nsP2-
Y642N e nsP3-460del). De forma assinaldvel, oS nossos
ensaios fenotipicos realizados em paralelo mostraram
diferencas para a estirpe 06.27. 0O imunoensaio de Focos
mostrou que as culturas-mde de 05.115, 06.21, 06.27 e 06.49
do CHIKV formavam misturas de focos com diferentes tamanhos
em células de Ae. Albopictus C6/36 (dados ndo apresentados)
e Ae. pseudoscuterallis AP61 (Fig. 27). Curiosamente,
apenas o isolado 06-27 formou focos médios, enguanto os
outros formaram focos minusculos e pequenos. O fendtipo
particular da 06-27 podia ser relacionado com as diferencas
de aa observadas nas proteinas ndo estruturais, as quais

estdo envolvidas na replicacdo viral [21].

Assinaturas moleculares do Oceano Indico em
proteinas estruturais e modelacdo 3D. Quando se analisa as

sequéncias de aa das proteinas estruturais, verificou-se
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que sete posicdes (quatro na E2, uma na 6K e duas na El1)
sdo Unicas para os isolados do surto do Oceano Indico
(Tabela 2). Duas destas estavam localizadas no ectodominio
de E2, com a Thr 164 e a Met 312 a serem identificadas nos
nossos isolados em vez das Ala e Thr, respetivamente, em
todas as outras sequéncias de CHIKV disponiveis (Tabela 2).
A primeira destas duas posicdes é varidvel nos alfavirus;
ela situa-se numa regido anteriormente definida como
contendo epitopos neutralizantes [5, 25]. Na posicédo 312, a
Thr estd presente noutros CHIKV, no ONNV e no SFV, mas
varia noutros alfavirus; situa-se numa regido identificada

como importante para a oligomerizacdo E1-E2 [5, 25].

Na El1, foram observadas duas substituicdes cru-
ciais, uma no residuo 284, especifica para isolados do
Oceano Indico, e uma no residuo 284, presente em 3 dos 6
isolados do Indico (06.21, 06.27 e 06.49). Ambas as
mutacdes foram mapeadas na estrutura 3D (modelada a partir
da estrutura cristalina da El1l do SFV) na Fig. 1.
Curiosamente, o residuo 226 é Ala em todas as sequéncias de
CHIKV descritas (Tabela 2) e era também Ala no primeiro dos
nossos isolados do Oceano Indico aqui sequenciados (05.61 e
05.115, obtidos no inicio do surto). Todos os isolados
posteriores (obtidos de doentes recolhidos em novembro e
dezembro de 2005) apresentaram um residuo Val nesta
posicdo. Embora a posicdo 226 seja relativamente variavel
entre alfavirus, observou-se que uma Unica mutacdo nesta

posicdo (Pro para Ser) permitia o SFV adaptar-se ao
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crescimento em células de insetos deprimidas de colesterol

[26, 27].

O outro aa uUnico observado na El1 de isolados do
Oceano Indico era o Glu 284. Esta é uma posicdo altamente
conservada na El, a qual apresenta uma Asp na maioria dos
alfavirus ou uma Asn no SIN (Tabela 2). Este aminoéacido
estd localizado na interface entre os promotores de El na
superficie do wvirido, ©participando em contactos que

constituem a armacdo icosaédrica de E1 (Fig. 1).

2. Anadlise filogenética

Trabalho anterior com base em sequéncias da
proteina E1 mostrou uma estrutura filogeografica forte das
espécies do virus Chikungunya [6, 10]. A fim de determinar
o grupo filogenético progenitor a partir do qual surgiram
os isolados do surto do Oceano Indico, nés compardmos uma
regido de 1 044 nt dentro da sequéncia codificante de E1
(posicdes 271 a 1314, i.e., coddes 91 a 438) de 63
espécimes bioldgicos de 60 doentes das Reunido, Seicheles,
Madagédscar, Maiote e Comores (Tabela 1) com outras 29
sequéncias de chikungunya disponiveis (Tabela 7). A analise
filogenética (Fig. 2) demonstrou claramente que os atuais
isolados do Oceano Indico representam um clado homogéneo
dentro de um grupo lato (grupo ECSA) que compreende
isolados da Africa Oriental, Central e Austral (ECSA, Fig.
2). 0Os isolados de um surto na ReplUblica Democréatica do

Congo [6] formaram também um clado homogéneo dentro do
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grupo ECSA. N&do houve nenhum membro do grupo ECSA que
apresentasse uma relacdo significativamente mais prdxima
com os isolados do Oceano Indico. 0Os isolados Asidticos
estavam menos relacionados com os isolados do Oceano Indico
e constituiam o grupo irmdo de grupo ECSA, enguanto oS
isolados da africa Ocidental eram ainda mais divergentes. A
inclusdo de outros alfavirus, incluindo o parente mais
prédximo ONN, colocou a raiz dos isolados de chikungunya no
ramo que conduz ao grupo filogenético da Africa Ocidental

(dados ndo apresentados).

A comparacdo das sequéncias dos isolados do surto
do Oceano Indico com a sequéncia de S$S27 revelou 316 (2,7%)
substituicdes de nucledtidos no isolado 05.115 (Tabela 8).
A estirpe Nagpur do clado Asidtico mostrou 5,1% de
divergéncia média dos nucledétidos com a 05.115, enquanto a
estirpe Senegal 37997 do <clado da Africa Ocidental
apresentou 15% de diferencga (Tabela 8). Curiosamente, a
tltima estirpe apresentou conservacdo total de uma porcédo
de 87 nucledtidos (9 958 - 10 045, na Jjuncdo entre as
proteinas estruturais 6K e El) com os isolados do surto da
Africa Oriental e do Oceano Indico. A identidade de
sequéncia nesta porcdo pode espelhar um evento passado de
recombinacdo genética entre as estirpes da Africa Ocidental
e da Africa Oriental/Central. De forma distinta, ndés nédo
encontramos suporte estatistico (P > 7E-2) para mosaicismo
de sequéncia ou recombinacdo devido a divisdo entre a 527 e
0os 1isolados da Reunido, embora algumas regides gendmicas

difiram na sua densidade de polimorfismos de nucledtidos.
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3. Variagdo genotipica e fenotipica entre iso-

lados do surto do Oceano Indico e cendrio microevolutivo

Foram observadas alteracdes de aa especificos nas
proteinas ndo estruturais nos isolados 05.209 (S358P) e
06.27 (nsP1-T3011, nsP2-Y642N e nsP3-460del). Nas proteinas
estruturais, a alteracdo E1-A226V foi observada nos
isolados 06.21, 06.27 e 06.49, e a alteracdo E2-Ql46R no
isolado 05.209 das Seicheles. Além destas alteracdes néo
sindénimas, existiam 8 substituicdes silenciosas, observadas

em 05.209, 06.27 e 06.49 (Tabela 3).

Uma histdéria de provavel evolucdo da sequéncia
que ocorreu durante o surto (Fig. 3) foi deduzida das 14
variacdes de aminoacidos observadas entre os seis genomas
completos (Tabela 3). 0O isolado 05.61 foi inicialmente
selecionado para anédlise do genoma porque tinha sido
isolado em marco de 2005, no inicio do surto, de um doente
da Reunido qgque regressava das Ilhas Comores, onde o surto
estava em curso desde janeiro de 2005. Notavelmente, os
isolados 05.61 e 05.115 (que foi o segundo isolado mais
antigo analisado), o isolado S27 Africano e isolados de
chikungunya anteriores n&o relacionados de Africa e Asia
foram idénticos em todos os 14 sitios polimdérficos. Por
conseguinte, a sequéncia consenso dos isolados 05.61 e
05.115 (sequéncia consenso 1) representa provavelmente o
gendtipo ancestral do surto da Reunido. A distribuicdo dos

14 polimorfismos sugeriu que este fundador deu origem a
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trés sequéncias consenso dgue provavelmente evoluiram em
quatro passos. Primeiro, a substituicdo na posicdo 10 670
do genoma (que originou a alteracdo A226V da El) deu origem
a sequéncia consenso 2, representada pelo isolado 06.21 do
final de novembro de 2005. Segundo, uma substituicédo
sinénima de G para A na posicdo 6 547 (nsP4) levou a uma
sequéncia intermedidria, qgque deu ela mesmo origem a duas
sequéncias posteriores: sequéncia consenso 3 (isolado
06.27), apds quatro substituicdes adicionais e supressdo de
um codédo (Tabela 3), e sequéncia consenso 4 (06.49), a qual
surgiu apds trés substituicdes sindbnimas distintas (Tabela
3). Uma quinta sequéncia consenso foil representada pelo
isolado 05.209 das Seicheles sozinho, o qual apresentava
quatro substituicdes (duas delas originando alteracdes de
aa na nsP3 - S358P e na E2 - Ql46R) em comparacdo com a

sequéncia consenso 1 (Fig. 3).

Uma vez que os isolados da Reunido tinham E1-226A
no inicio do surto e E1-266V A no inicio do surto e E1-266V
mais tarde durante a epidemia, ndés compardmos o residuo 226
em 57 sequéncias adicionais (57 sequéncias a partir de 54
soros e 3 CSF) da epidemia do Oceano Indico. Notavelmente,
a natureza da E1-226 diferia completamente na Ilha da
Reunido antes e apds a estacdo de inverno. Cinco sequéncias
de doentes amostrados entre marco a junho de 2005
(incluindo a sequéncia originaria de um viajante que
regressava das Comores) tinham E1-226A. Entre setembro e
finais de dezembro de 2005, 21 sequéncias apresentavam El-

226V. Entre as 17 sequéncias da Reunido de 2006, a E1-226V



PE2001900 - 48 -

foi observada 12 vezes e a E1-226A 5 vezes (Tabela 1). Nas
sequéncias de Madagédscar e Seicheles, para as quais foram
recolhidas amostras quando se suspeitou dos primeiros casos
clinicos (i.e provavelmente no inicio dos surtos), apenas
foi observada a E1-226 Ala. Nas sequéncias de 2006 da
Maiote, apenas foi observada a E1-226 V. Nas sequéncias de
2006 da Mauricia foram observadas tanto a E1-226 Ala como a

Val.

Até a data tinha sido completamente sequenciadas
apenas estirpes laboratoriais de CHIKV, passadas muitas
vezes em células de mosquitos ou mamiferos, [9]. Nos
proporcionamos pela primeira vez sequéncias nucleotidicas
quase completas de seis isolados clinicos passados in-vitro
apenas uma vez ou duas vezes (ver seccdo M&M). A presenca
em doentes infetados de uma ©populacdo viral mista,
denominada quasiespécie [31-33], com gendtipos coexistentes
num equilibrio governado por um balanco entre mutacdo e
selecdo natural. A presenca na S27 de um coddo de Arg em
vez do coddo de terminacdo opal nos isolados do Oceano
fndico é provavelmente explicada pelas numerosas passagens
in-vitro da S27, j& que foil experimentalmente observada uma
evolucdo de opal para Arg nos virus ONN [23]. Embora possa
ser vantajoso para as guasiespécies virais manter o codéo
opal in-vivo, um coddo de Arg confere, provavelmente, uma
vantagem seletiva in-vitro, como se observa para o Virus da
Floresta de Semliki estreitamente relacionado [34]. A
situacdo das quasiespécies do virus Chikungunya in-vivo

pode explicar também o polimorfismo nsP1-T301I observado
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para o isolado 06.27 de LCR. De facto, é provavel que a
selecdo de um subconjunto de gendtipos que tenha esta
alteracdo possa estar associada a invasdo de LCR [33].
Estes resultados sublinham que a sequéncia do genoma de
estirpes laboratoriais de "referéncia" pode né&do espelhar
com exatiddo a situacdo natural, Jj& que a complexidade
genotipica das quasiespécies in-vivo ¢é sujeita a eroséo
pela selecdo in-vitro. Uma vez que oS isolados do Oceano
Indico aqui sequenciados foram submetidos a selecdo in-
vitro durante apenas algumas geracdes, eles correspondem
provavelmente mais de perto aos gendtipos in-vivo do que as

estirpes de chikungunya anteriormente sequenciadas.

As diferencas de aminoédcidos (aa) detetadas entre
os isolados do surto 1 podem estar relacionadas com
caracteristicas bioldégicas ou patogénicas do virus. Embora
0s nossos resultados da cultura viral sejam preliminares,
eles mostram claramente diferencas fenotipicas entre o
isolado uUnico de CSF (06.27), o isolado a partir de um caso
de encefalopatia neonatal, e trés outros isolados,
associados a forma cléssica da doenca ou a encefalopatia.
Os focos maiores observados na cultura com a 06.27 poderiam
espelhar uma taxa de replicacdo mais alta do virus e estar
ligados a alteracdes esgpecificas de aminoacidos identi-
ficadas nas nsPl, nsP2 e nsP3. Fol anteriormente demons-
trado que as alteracdes de aminodcidos Unicos na nsPl,
incluindo uma alteracdo Thr/Ile (residuo 538 do virus
Sindbis) [35,36] e uma supressdo de 18 nt na nsP3, afetam a

neuroviruléncia noutros alfavirus [35-37]. No entanto, na
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auséncia de dados estruturais da nsPl, é dificil prever o
impacto estrutural ou funcional da alteracéo I301T
observada no isolado 06.27. Deve referir-se também dque
todas as sequéncias virais determinadas a partir do soro ou
dos isolados de trés casos de encefalopatia neonatal e um
caso de meningoencefalite adulta tinham E1-226 Val. No
entanto, uma vez que este gendtipo é observado também nas
formas clédssicas da doenca, uma ligacdo potencial de E1-226
Val com a neuropatogénese necessita de estudos adicionais.
Fatores do hospedeiro tém de ser considerados na ocorréncia
das formas neuroldbgicas da doenca. Por exemplo, a travessia
hematoencefdlica pode ser facilitada por idade Jjovem ou

hipertensédo.

As assinaturas moleculares Unicas dos genomas do
surto do Oceano Indico foram identificadas quando foram
comparadas com todas as outras sequéncias de alfavirus des-
critas. Estas caracteristicas representam alvos interessan-
tes para futuros estudos funcionais, bem como para segui-
mento epidemioldgico. Uma caracteristica particularmente
interessante foi o residuo E1-226 Val (ver acima). Outra
assinatura molecular interessante dos genomas do surto do
Oceano Indico foi o E1-284 Asp. Embora o modelo pseudo-
atdémico da armacdo utilizado seja de resolucdo modesta (a
resolucdo da estrutura cristalina ¢ limitada - cerca de 3A
- e o modelo resulta do ajuste desta estrutura numa
reconstrucdo de microscopia crio-eletrdnica com resolucido
de 9A), parece que a cadeia lateral do Asp 284 interage com

a cadeia principal de um polipéptido de EI1 adjacente no
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virido. De facto, encontra-se numa posicdo compativel com a
aceitacdo de uma ligacdo de hidrogénio da amida 379 da
cadeia principal do promotor de El1l vizinho. Uma vez que o
empacotamento é muito apertado (ver Fig. 1 B), é possivel
que a cadeia lateral mais comprida do &4cido glutédmico (gque
tem um grupo CH2Z extra em comparacdo com Asp ou Asn) possa
introduzir uma ligeira distorcd@o nos sitios de contacto, um
efeito que se propaga pela simetria T=4 icosaédrica do
virido. Assim, um efeito cooperativo devido a esta
alteracdo na posicdo Asp 284 pode desempenhar um papel quer
permitindo uma formacdo menos eficiente de novas particulas
nas células infetadas, ou um processo de desagregacdo mais
eficiente da particula durante a invasdo de uma nova
célula, ou uma combinacdo de ambos. Esta informacdo pode
orientar novos estudos de mutagénese especifica de um
lécus, utilizando genética inversa, para testar o efeito da

substituicdo Asp/Glu no ciclo do virus.

Exemplo 2: Identificagcdo e caracterizagdo de uma

forma solavel de E2 (sE2) do virus CHIK.

0 plasmideo TOPO/CHIK-21.pE2 (CNCM I-3587)
contendo o ADNc que codifica a glicoproteina pE2 (E3+E2) da
estirpe de wvirus CHIK 21 (Schuffenecker et al., Plos Med.,
3:1058, 2006) foi wutilizado como uma cadeia molde para
amplificagcdo por PCR da sequéncia do ectodominio da
glicoproteina de envelope E2 (Fig. 29). 0O ectodominio de
gp-E2 (E2-1 a E2-364; 85% de E2) é rigorosamente conservado

entre as linhas de células CHIK-21, -27, 49 e 115 isoladas
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no Oceano Indico durante o surto epidémico de 2005-06 (ver
Fig. 29). A forma soluvel do sE2 corresponde ao ectodominio
de gp-E2 que estd suprimido na extremidade carboxilico da
sua regido ancora transmembranar. E interessante notar que
a forma soltvel tem os epitopos principais que desencadeiam
anticorpos neutralizantes do virus. Os iniciadores de PCR
sdo descritos na Figura 30 (SEQ ID NO:79 e 80): eles
permitem, por um lado, a clonagem da sequéncia skE2 entre os
sitios tGnicos BglII e NotI do vetor pMT/BiP/V5-HisA
(Invitrogen), numa fase dependente do péptido sinal BiP na
extremidade N-terminal, e por outro lado a juncdo sucessiva

de marcadores V5 (His)6 na sua extremidade carboxilica.

Células de drosophila S2 foram transfetadas com o
plasmideo pMT/BiP/CHIK-sE2 recombinante na presenca do
plasmideo que codifica o gene de resisténcia a blastici-
dina. A linha de células S2/CHIK-sE2 estéavel foi obtida por
passagens sucessivas na presenca de blasticidina. A 1linha
de células foi selecionada quanto a sua capacidade para
promover a secrecdo eficiente do virus CHIK- sE2 apbs

ativacdo do promotor metalotioneina.

As células S2/CHIK-sE2 em suspensao foram
induzidas para a secrecdo de sE2 durante 21 dias na
presenca de Cuz+. O sobrenadante celular ¢é filtrado a
0,22 yM e concentrado durante 16 horas numa coluna de
afinidade de 5 mL de HiTrap Chelating HP (Amersham
Biosciences) com a ajuda de uma bomba peristédltica. A

proteina sE2 do CHIK ¢é eluida da coluna de afinidade na
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presenca de concentracdes crescentes de imidazole (50, 100
e 500 mM, pH 8). A proteina sE2 do CHIK é especificamente
eluida a uma concentracdo de imidazole 500 mM (eluicdo E3)
da fracdo E37 (Fig. 31). A proteina sE2 ¢é detetada como
sendo altamente purificada por PAGESDS apds revelacdo com
Azul de Coomassie. A proteina sE2 eluida na fracdo Ez9 é
imunodetetada especificamente por uma ascite (HMAF) de um
murganho hiperimunizado contra o virus CHIK que foi
produzida na unidade IMFH (Fig. 32). N&o foli observada
reatividade cruzada com o HMAHF anti-dengue (DEN) ou anti-
Nilo Ocidental (WN) e o anticorpo monoclonal 9D12 anti-DEN
E. As proteinas DEN sE soltveis (DEN-3 e DEN-4) e WN sE
purificadas dos sobrenadantes dos <clones celulares S2
induzidos de acordo com o protocolo descrito acima s&o
utilizadas como antigénios virais de controlo para a

especificidade dos anticorpos murideos anti-CHIK.

Exemplo 3: Construgdo do vetor TRIP que expressa
a forma solavel de E2 (sE2) do virus CHIK de acordo com a

presente invengéao.

O gene que codifica a proteina skE2 de CHIK foi
otimizado pela firma Genecust de forma a proporcionar um
ADN sintético com um teor G+C enriquecido em comparacdo com
o ADNc obtido a partir do ARN gendémico viral. Os coddes
ricos em G+C (aminodcidos E2-1 a E2-364, ectodominio de gp-
E2 soluvel, sE2) foram fundidos com a sequéncia peptidica
sinal da calreticulina humana (ssCRT) MLLSVPLLLLGLLGLAA

(SEQ ID NO: 77) para translocacdo da proteina viral para a
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via de secrecdo. Foram adicionados sitios de restricdo de
enzima BamHi em 5' e XhoI em 3' nas respetivas extremidades

das sequéncias que codificam a fusdo ssCRT+proteina sEZ2.

O gene sintético foi clonado no vetor TRIP entre
os sitios BamHI e XhoI sob a transcricdo do promotor ieCMV.
O plasmideo TRIP/CHIK.sE2 ndo replicativo e integrativo
assim produzido foi validado quanto a expressdo da proteina

sE2 apds transducdo de células 293.

Como se mostra na figura 33, os inventores cons-
truiram um vetor gue expressa a CHIK sE2. Como mencionado
acima, a sequéncia CHIK sE2 original clonado no vetor TRIP
foi modificada para melhorar a expressdo em células de

mamiferos (fig. 34).

A Figura 35 mostra células de mamiferos, tais
como as células 293, transduzidas com o vetor TRIP-
CHIK.sE2. A proteina sE2 expressada foi revelada por IF com

anticorpos anti-CHIK.

Exemplo 4: Produgdo de proteina recombinante sE2

e anticorpos monoclonais especificos.

Os inventores geraram a linha de células
S2/CHIK.sE2 induzivel estével que liberta a forma soluvel
da glicoproteina E2 do envelope (sE2) das estirpes de virus

CHIK da Reunido. Os inventores geraram também uma linha de
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células estdvel 293A/CHIK.sE2 que foi transduzida pelo
vetor lentiviral recombinante TRIP/CHIK.sE2. Um gene SE2
sintético gque foi modificado para utilizacdo de cod&o 6tima
nas células de mamiferos teve de ser utilizado para se
obter expressdo eficiente da sE2 de virus CHIK em células
fibroblédsticas 293A humanas. O vetor TRIP/CHIK.sE2 ¢é
atualmente aferido pela sua capacidade para induzir
imunidade protetora num modelo murideo de infecéo
experimental. A suspensdo viral principalmente enrigquecida
em CHIK pE2 (E2 precursora ou E3E2) foi obtida
solubilizando virides CHIK <cultivados em células de
mosquito com Triton X-100. Murganhos adultos foram
hiperimunizados com CHIK pE2 na presenca de adjuvante para
gerar um hibridoma dirigido contra proteinas estruturais do
CHIK. 0Os anticorpos monoclonais anti-CHIK E2 produzidos
prelo hibridoma de murganho foram caracterizados através de
um ensaio ELISA em virido CHIK altamente purificado e
transferéncia de Western em sE2 segregada a partir da linha
de células estéavel S2/CHIK.sE2. (Figs 50, 51 e Tabela 9).
Foram também estabelecidos ensaios de imunodetecdo de
fluorescéncia de antigénios virais intracelulares ou da
superficie em células Vero infetadas por virus CHIK e na
linha de células transduzida com 293A/CHIK.sE2 estéavel
(Figs 52-55). 0s MAbs anti-CHIK.sE2 dos inventores tém
utilizacdo potencial no desenvolvimento diagndstico viral
inicial da doenca de CHIK com base na imunocaptura de
virides CHIK no sangue virémico de doentes, e como

ferramentas para estudos imunoldgicos e viroldgicos.
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Tabela 1, Caracteristicas dos doentes

N.° Doantes Tlha ReidoouIlha | Cidade ou  |Amostra (b)| Detade | Simais clinicos (¢) | N.°db EL1-226 ()
Localidade Inostragen Isolado
Viral (d)
1 Remnido (Camores) - - 5 L6-mar-(5 Classicos 05.61 () A ()
)

i Rewnido (cidental | St Gilles Les S 11-abr-05 (lassicos 05.% 2 (%)
Bains

3 Renido Sul Sairt Plerre S 2-maio-05 (Lassicos 05.107 A

4 Renido Ocidental — |Mare Seche Cilaos| S bmaio-05 (lassicos 05.111 A

5 Renido Sul Ia Rivisre & S 6-malo-05 (Lassicos 05.115 {6) A ()
Louis

b Remnido Sul St Lous CF T-set-00 Eneefalopatia 05.223 v ()

neonatal

1 Rawnido Sul La Rividwe St S -out-0 Classicos 06.55 v ()
Louis

g Renido Sul St Louis S 2-out-05 (lassicos 06.59 V()

9 Renido Sul Ia Rivisve & S 20-out-00 Classicos 06.3 v {*)
Louis

10 Renido Sul [a Rivisve S P 26-cut-05 (lassicos ol v ()
Lous
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(continuacdo)
,® Doentes Tlha Regidoou Ilha | Cldade ou  |Awostra (b)| Deface | Simas clinicos (o) | N.°do B1-226 ()
Local idadk Amostragen [solado
Viral(d)
11 Retnido Sul St Joseph P G-nov-(5 Classicos n.d, v ()
12 Remnido Sul La Rivieve St P 10-nov-05 (lassicos n.i. v (*)
Lous
13 Rewnido Sul St Touis P 20-nov-05 (lassicos n.1. v ()
14 Remido Sul [a Rivigwe &t P 21-nov-05 CLassicos nd, v ()
Louis
15 Renido Sul [a Rivisve & N B-nov-05 (lassicos 06.45 v ()
Louis
16 Remnido sul L3 Riviave St S -nov-05 ME Neonatal 06.21 (6 V()
Louis {pais)
17 Retnido Sul St Joseph N Znov-(5 Classicos 06.47 v ()
18 Retnido Sul La Rivigve &t P AU-nov-05 (lassicos n.i. V(%)
Louis
19 Remnido Sul [e Tampon P 26-nov-05 (lassicos n.l, V()
il Rewnido Sul Ravine ces Cabris| P 25-n0v-05 (lassicos n.1. v ()
il Renido Sul St Joseph (pais) S 2%-n0v-05 JE Veonatal 06.25 v ()
il Remnido Sul St Joseph (pais) | CSF 2%-nov-05 I Neonatal 06.27 (G) V(o)
2 Reunido Sul St Louis S 2-er-00 (Lassicos 06.49 () V {rr5)
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(continuacdo)
,® Doentes Tlha Regidoou Ilha | Cldade ou  |Awostra (b)| Deface | Simas clinicos (o) | N.°do B1-226 ()
Local idadk Amostragen [solado
Viral(d)
23 Renido Sul St Louis P §-cer-05 (lassicos nd, v ()
4 Remnido Sul Ravine des Cabris| S G-clez-05 B 06.17 V()
25 Reunido Sul St Louis P B3-er-05 (lassicos Nl V(7
26 Remnido Sul St Plerre P 2-Jan06 Classicos n.1. A ()
7 Ranido Sul 3t Plerre P §-Jan-06 Sindrare &lgica nd, A (M)
28 Reunido Oriental St André S 4-3an-06 (lassicos n.i. B (M
29 Rewnido Sul St Louis P 29-ez-(5 Sindrare algica n.d, v (")
X Renido Sul St Louis (SF 25-cer05 | Sindrome &lgica n.i. v ()
0 Retnido Sul L3 Rividve St P 29-cez-05 (lassicos i, V()
Louis
3 Remnido Sul La Rivieve St P J1-cer-05 (lagsicos n.i. v (*)
Louis

R Remnido Sul St Plarre P J1-tez-05 Erpcdo cutdnea n.l, V()

vesicilar grave dos

mehros inferiores
3 Rewnido Sul St Plerre L 28-dez-(5 Erupco cutanea n.1. v ()

vesicilar grave dos

mebros inferiores
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(continuacdo)
,® Doentes Tlha Regidoou Ilha | Cldade ou  |Awostra (b)| Deface | Simas clinicos (o) | N.°do B1-226 ()
Local idadk Amostragen [solado
Viral(d)
3 Remnido Sul Ravine ks Cabris| P §-Jan0b n.d. i, )
M Retnido Sul St Josegh P 3-an-06 Sindrone algica n.i. v ()
3 Renido Sul St Louis P 2-an-06 Sindrare algica ni, v )
3 Reunido Sul St Josegh P 5-3an-06 Sindrame algica ni. (A ser deteminaca
3 Renido Sul Ravine des Cabris| P 6-Jan-06 (lassicos nd, v ()
3 Renido Sul St Louis P 6-jan-06 Sindrare algica ol v ()
3 Remnido (cickntal Hospital de N 5-Jan-(6 n.d. ni. A (%)
Saint-Paul
0 Reunido (cidental St Ley N 19-3an-06 Classicos n.i. V(M)
i Ranido Sul Tes Avirong N 30-Jan-06 Classicos 06.97 V()
2 Rewnido (riental St Benoit S 3-fev-06 Hepatite n.1. v ()
43 Renido n.d. n.d, S 2-fe-06 (lassicos ni, v )
i Seicheles Ilha tahe | Inse awx Ping S G-ago-00 Classicos 05.209 () A )
& Seicheles Tlha Mahe | Pnge awx Ping S 10-ago-05 (lassicos negativo A (M)
i Seicheles Ilha ahe | Znse awx Pins S 10-aq0-05 (lassicos negativo (")
i1 Hackgascar (riental Toamasing N 1-fev-06 Classicos 06103 A (M)
i Hackgascar Oriental Toamasina S §-fev-06 (lassicos 06.99 (7
9 Madkgascar (riental Toamesing 3 G-fev-06 (lassicos 06.101 A (M)
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(continuacdo)
,® Doentes Tlha Regidoou Ilha | Cldade ou  |Awostra (b)| Deface | Simas clinicos (o) | N.°do B1-226 ()
Local idadk Amostragen [solado
Viral(d)
50 Macagascar (riental Toamasina N 15-fev-(6 Classicos n.d, A ()
5L Hadkgascar orte Bany S 14-fev-06 (lassicos n.i. (M
5 Mackgascar lorte Diamandiary S 14-fev-06 (lassicos n.1. A (7
53 Mackoascar Norte Diamandiary N 15-fev-06 Classicos n.i. B (M)
o Malote n.d. n.d. S T-fev-(6 (Lassicos 06111  |A ser ceteminach
5 Malote n.d. n.d, S 1-fer-06 (lassicos ol v ()
5 Malote n.d. n.d. S 13-fev-06 CLassicos ni: v ()
5 Malote n.d. n.d, S 13-fe-06 (lassicos n.i. v ()
5 Mauricia n.d. n.d. S 10-fev-0 CLassicos 06.93 v ()
5 Mauricia n.d. n.d, S 21-fer-(6 (lassicos ni, A ()
60 Mauricia n.d. n.d. S 1-mar-(6 (lassicos nd, A ()

(c) ME: meningoencefalite

() S: soro; P: plasme; CSF: Liouido cefalorracuidiano

n.i.¢ ndo fol tentach o solamento do virus; n.d.: ndo determinado

(a) Este pal regressos de Camoras e julga-se que tenha sido 1a infetado.

(***) Sequéncia determinach a partir de isolados de virus e amstras biologicas

(d) Isolados marcados com (G) corresoondem aquelss para os quals fol estabelecida a sequéncia quase completa do genama

(e) B: Alaning; V: Valing; (*) Sequéncia deteminada a partir de isolados de virus; (**) Sequéneia determinada a partir de amostras hiologicas;
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Tahela 2. Alteraches relevantes de aminodcidos identificados entre isolados do Oceano Indico versus

uma selecdo de sequéncias de Alfavirus,

Proteinas ndo estruturals

Proteinas estruturais

Proteina

neP 1

nsk 2

nsP 2

nsP 2ngP 2

nsP 3

ngP 3

nsP 3{nsp 3

nsp 3

neP 4

sk 4

E

R

E

oK

il

il

Posicdo no

polipgptido (a)

1

549

509

13

1%

167

169

179

21

2%

48

-—1
<

Posicdo na

protelna (a)

L

3%

440

254

50

16

3

3

05,113

(Gendtino 1)

06.21

(Genftino 2

d

06.27

(Gendtipo 3)

i

Tel

06.49

(Genttipo 4

H

05,209

(Gerdtinn 5

527

17

Ross

=
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|mm|

Proteinas ndo estruturais

Proteinas estruturais

31997 T{E[S|{HfY[A[Y[T[S|P|PIT|T]Q QIA|T[S|VIA|A|lV|D
(Grupo Filogenético da

frica Ocidental)

Nacpur (Grupo nd | nd | nd|nd|nd|nd|nd|nd|{nd | W od|nd|nd|nd| [QIA{T[S|G|V|A|M]|D
filogenético Asidtico)

(w STO | S| N HJA[Y ™S ™ || T[T E| |[HAT|IS|FDA|V|D
eV STOQ[S|N|E| R[N || ™| | ™| T]|V]|E E[G|S|A|T*ID} A E|D
SEV VISIN[HR| YA L™ S| T|T|E|[H|VT]S|CAP[U|D
RRV VIN[S|H[Y G S| | V|IT|E H{DFID|S|C|A| P{M|D
ST VIM|S|HE[E]JR|E|®™ ™| ™| T|T|E VIE|VIT|V S A VN

(a) mmeracdo e referdncia do S27

* Bosicéo variavel,

* Posico hipervariavel

QW virus o'myong-nyong; SEV: Virus da Floresta de Semlikd; RRV: virus de Ross River; SIW: vims Sindols; HEV: virus da Encefalite Equing

(riental.

I¥i: no detemminadn. Assinale-se que o coco de teminacdo opal chservado na nsP3-524 de isoladbs do surto do Oceano Indico, mas néo no $27, o é

representaco na tatela.
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Tabela 3, Polimorfismos observados entre isolados do Oceano Indico

Posicdo 1o genona g |13 605|405 5T 07 | SA03-0400| 6047 | 40| 6978 | 9600 | 10670 |I12%(11421
)

Proteina nsPl  |msBL| nsE2 | ns3| sl i3 | nsP3 | nsPd|nsPd| B2 B il El |3TR
Posicdo na proteina

(para alteracdo de

al kil - od2 - 358 - o |- - 146 - 226 - -
05.115 (Gendtipo 1) C G T T T C |GA@E] 6| C B T ¢ G| C
05,61 (Gendtipo 1) C G T r T nd, | nd | G| C 3 T C G| C
06.21 (Gendtipo 2) C G T T T C |GA@E| 6| C B T |T@EaA)| G| C
06.27 (Gendtipo 3) |T (Thr-Ile)| G |A (Tyr-dsn)| A T A |Sprimd| A | C A T (T @&adal)| G | C
06.49 (Gendtipo 4) C A T T T G |[GRG|A|C A C T (Aadal)| 6 | T
05.209 (Gendtipo 5) C G T T |Cl%rfro)| G [GAG| G | T |6Clndr)| T C B C
27 @) C G T T T C |GA@E| 6| C B T C G| C

(3] Sio representados apenas o5 sitios que sio varidvels entre os isoladbs do surto do Oceano Incioo; aqueles sitios que foram distintos entre

isolas do surto do Cosano Tndtico e outros virus sio dados com Infomacio Siplerentar

(o] mmeracéo de 527
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Tabela 4. Iniciadores utilizados para RT-PCR e sequenciacéo

Fragmento Gene Iniciador Sequéncia (5' para 3') SEQ ID

(a) NO.

FG1 5'NC 18F CACGTAGCCTACCAGTTTCTTA 35
nsP1l 871R ATGGAACACCGATGGTAGGTG 36

FG2 nsP1l 616F AACCCCGTTCATGTACAATGC 37
nsP1l 1435R CGGTACCACAAAGCTGTCAAAC 38

FG3 nsP1l 1317F CACTGACCTGCTGCTGTCTATG 39
nsP2 2130R AGTCCTGCAGCTTCTTCCTTC 40

FG4 nsP1l 1412F CGAGTTTGACAGCTTTGTGGTA 41
nsP2 2227R ATGACTGCAATTTTGTATGGGC 42

FG5 nsP2 1908F CAATCTCGCCTGAAGACTTCC 43
nsP2 2709R TCCACTACAATCGGCTTGTTG 44

FG6 nsp2 2530F GTGCGGCTTCTTCAATATGATG 45
nsP2 3343R TCCAGGCCTATTATCCCAGTG 46

FG7 nsP2 2577F AACATCTGCACCCAAGTGTACC 47
nsp2 3504R GTCTCCTGTTGGCCGGTATAAT 48

nsP2 3332F TAATAGGCCTGGAGGGAAGATG 49

Fes nsP3 4134R CTACGCACTCTTCATCGTTCTT 50
nsp2 3885F GAACGAGTCATCTGCGTATTGG 51

Fe7 nsP3 4725R ATATCTCTGCCATATCCACTGC 52
nsP3 4458F TCTTTACAGCCATGGACTCGAC 53

Fe nsP3 5273R CGACAGGTACGGTGCTCATTAC 54
nsp3 5065F TGTACAGGAAGCGAGTACGACC 55

Felt nsP4 5874R TCTACTTTGCGCGACTGATACC 56
eis nsP4 5630F ACGGACGACGAGTTACGACTAG 57

nsb4 6380R CCCAGTATTCTTGGTTGCATG 58
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(continuacéo)
Iniciador SEQ ID
Fragmento Gene Sequéncia (5' para 3')
(a) NO.
nsP4 6184F AAAACAGCACGCTTACCACG 59
FeLs nsP4 6936R AACTTGAAGCGCGTACCTGTC 60
nsP4 6732F TCATAGCCGCACACTTTAAGC 61
Feis nsP4 7495R AGGACCGCCGTACAAAGTTAC 62
nsbP4 72778F GCAGGTGACGAACAAGATGAG 63
Fens C 8034R CCGCTTAAAGGCCAATTTG 64
C 7910F TCGAAGTCAAGCACGAAGG 65
Fete E2 8670R GTCTGTCGCTTCATTTCTGATG 66
E3 8459F TGCTTGAGGACAACGTCATGAG 6’7
Fet E2 9240R TTTGTGATTGGTGACCGCG 68
E2 9093F AGTCCGGCAACGTAAAGATCAC 69
Feie 6K 9861R AAAGGTTGCTGCTCGTTCCAC 70
E2 9648F AGTTGTGTCAGTGGCCTCGTTC 71
FeLs E1 10403R TAAAGGACGCGGAGCTTAGCTG 72
El 10145F ACAAAACCGTCATCCCGTCTC 73
Fez0 El 11158R TGACTATGTGGTCCTTCGGAGG 74
E1 10959F CAGCAAGAAAGGCAAGTGTGC 75
Fezt 3'NC 11770R TTTGCCAATTATGGTATTCA 76

(a) O nome do iniciador indica a sua posicdo e direcdo na

sequéncia de nucledtidos do genoma de S27.
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Tabela 7. Sequéncia utilizada para a anédlise filogenética
de sequéncias parciais de E1
N.° de Estirpe Dominio Origem da Datas de Grupo Referéncia
acesso genémico Estirpe Isolamento | Filogenético
AF192906 | CAR 256 El parcial Regidio Desconhecida |Africa Central 1
Africana
Central
AF192907 | Aq41855 [ El parcial Uganda 1982 Africa Central 1
AY549583 | ChikRCA | EL parcial DRC (b) 1996 Africa Central 2
AF192903 | AR 18211 | El parcial [Replblica da 1976 Africa 1
Africa do Central-
Sul Oriental/
Austral
AF192904 | SA H2123 | El parcial [Replblica da 1976 Africa 1
Africa do Central-
Sul Oriental/
Austral
AF192905 Ross El parcial Tanzania 1953 Africa 1
Central-
Oriental/
Austral
AF490259 Ross Genoma Tanzania 1953 Africa na
completo Central-
Oriental/
Austral
AF369024 S27 Genama Tanzdnia 1952 Africa 3
completo Central-
Oriental/
Austral
AY549576 | DRCOL0 [ FE1 parcial DRC (b) 2000 Africa Central 2
AY549577 | DRC027 El parcial DRC (b) 2000 Africa Central 2
AY549579 | DRC1719 | El parcial DRC (o) 2000 Africa Central 2
AY549575 | DRCOO7 El parcial DRC (b) 2000 Africa Central 2
AY549578 | DRC1718 | EL parcial DRC (b) 2000 Africa Central 2
AY549581 | DRC1725 El parcial DRC (b) 2000 Africa Central 2
AY549582 | DRC1728 | El parcial DRC (b) 2000 Africa Central 2
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(continuacéo)
N.° de Estirpe Dominio Origem da Datas de Grupo Referéncia
acesso gendmico Estirpe Isolamento Filogenético
AY549580 | DRC1720 El parcial DRC (b) 2000 Africa Central 2
AY549584 | DRC1730 | EL parcial DRC (b) 2000 Africa Central 2
AF192896 644188 El parcial Tailéndia 1988 Asiatico 1
AF192899 | 3412/78 | El parcial Taildndia 1978 Asidtico 1
AF192894 RSUL El parcial Indonésia 1985 Asidtico 1
AF192895 | H15483 El parcial Filipinas 1985 Asiatico 1
AF192898 | 1455/75 | El parcial Taildndia 1975 Asidtico 1
AF192901 | Gikbs 63—-| El parcial india 1963 Asiatico 1
263
AF192902 | PO731460 | El parcial India 1973 Asidtico 1
AF192897 | C-03295 El parcial Taildndia 1995 Asiatico 1
AF192900 | SV045196 | El parcial Tailéndia 1996 Asiatico 1
Tabela 7. Sequéncia utilizada para a anédlise filogenética
de sequéncias parciais de El. (continuacé&o)
N.° de Estirpe Daminio Origem da Data de Grupo Referéncia
aocesso genémico Estirpe Isolamento | Filogenético
137661 Estirpe da gene da Na na Asiatico na
vacina poliproteina
AF192892 37997 El parcial Na na Africa 1
Ocidental
AY726732 37997 genoma Senegal 1983 Africa 4
completo Ocidental
AF192891 PM2951 El parcial Senegal 1966 Africa 1
Ocidental
AF192893 TbH35 El El parcial Nigéria 1964 Africa 1
Ocidental
Referéncias: (1) Powers et al., Pastorino et al., 2004; (3) Khan et al., 2002; (4)

Vanlandingham et al., 2005.

(b) Republica Democratica do Congo
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Tabela 8. Percentagem de semelhanca da sequéncia com base
em aminodcidos e nucledétidos (entre parénteses) para as
proteinas estruturais (SP) e ndo estruturais (NSP) de

Alfavirus selecionados.

Virus Estirpe N.° de Acesso 05.115/06.49 05.115 06.49
NSP SP SP
CHIKV 05.115 A ser submetida |[100 (100) 100 (100) -
06.49 A ser submetida [100 (99, 97) 99,91 (99, 95) 100 (100)
s27 AF369024 98,79 (97,3) 98,47 (97,34) 98,38 (97,33)
37997 AY726732 95,88 (85,5) 95,82 (84,87) 95,74 (84,81)
Nagpur AY424803 NA 97,18 (94,85) 97,10 (94,79)
Vacina L37661 NA 98,92 (94,24) 96,83 (94,19)
CNNV Gulu M20303 85, 90 87,30 87,22
SEV genoma de X04129 70,55 65,20 65,20
ARN de 428
RRV NB5092 M20162 69, 66 64,40 64,40
SINV HRSP J02363 59,25 47,40 47,31

CHIKV: virus Chikungunya; ONNV: virus o'nyong-hyong; SEV: Virus da Floresta de Semliki;

RRV: virus Ross River; SINV: virus Sindbis NA: N&o Disponivel.

Tabela 9: Lista de ensaios bioldgicos realizados para

validar a reatividade de MAbs anti-CHIK E2

ENSAIOS BIOLOGICOS

ELISA em antigénios solubilizados de viribes CHIK

ELISA em virides CHIK purificados (Ilha da Reunido)

ELISA em virides CHIK purificados (+ TX-100)
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(continuacéo)

ENSAIOS BIOLOGICOS

ELISA em virides CHIK purificados (+ NP-40)

Ensaio de IF em células VERO infetadas com CHIKV

Andlise FACS na superficie celular de células VERO

infetadas com CHIKV

Transferéncia de Western em CHIK sE2 recombinante de

células S2

Ensaio de IF de um clone estavel de células 293A

transduzidas com TRIP/CHIK.sE2

Transferéncia de Western em CHIK sE2 recombinante do clone

de células 293A transduzidas com TRIP/CHIK.sE2
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REIVINDICACOES

1. Estirpe selvagem 05.115 isolada e purificada
do virus Chikungunya (CHIKV) capaz de infetar células
humanas in vitro e em gque 0 seu genoma consiste na

sequéncia mostrada na Figura 4.

2. Polinucledétido isolado e purificado que

consiste na sequéncia como se mostra na Figura 4.

3. Fragmento do polinucledétido de acordo com a
reivindicacédo 2, em que codifica o ectodominio da glico-

proteina E2.

4, Fragmento do polinucledétido de acordo com a
reivindicacdo 2, em que codifica uma forma soltvel da

glicoproteina E2.

5. Fragmento do polinucledétido de acordo com a
reivindicacdo 2, em que codifica o ectodominio da

glicoproteina E1.

6. Vetor compreendendo um fragmento como defi-

nido em qualgquer uma das reivindicac¢des 3 a 5.

7. Célula hospedeira compreendendo um vetor

como definido na reivindicacdo 6.
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8. Polipéptido purificado codificado por um
fragmento de polinucledtido como definido em qualquer uma

das reivindicacdes 3 a 5.

9. Polipéptido purificado consistindo na

sequéncia como definida na Figura 40.

10. Utilizacdo de um elemento selecionado do
grupo que consiste em:
- uma estirpe 05.115 do wvirus Chikungunya gque consiste no
genoma definido na Figura 4;
- um polinucledétido que consiste na sequéncia que se mostra
na Figura 4;
- um fragmento como definido em qualquer uma das
reivindicacdes 3 a 5;
- um vetor como definido na reivindicacdo 6;
- uma célula hospedeira como definida na reivindicacédo 7;
- um polipéptido como definido em qgualquer uma das
reivindicacdes 8 ou 9; e
- anticorpos monoclonais ou policlonais, ou fragmento dos
mesmos, que se ligam especificamente a um polipéptido como
definido em qualguer uma das reivindicacdes 8 e 9;
para a detecdo in vitro de um CHIKV associado a uma

arbovirose.

11. TUtilizacdo de um elemento selecionado do

grupo que consiste em:
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- uma estirpe 05.115 do virus Chikungunya que compreende um
genoma como definido na Figura 4;

- um polinucledétido que consiste na sequéncia que se mostra
na Figura 4;

- um fragmento como definido em qualquer uma das
reivindicacdes 3 a 5;

- um vetor como definido na reivindicacdo 6;

- uma célula hospedeira como definida na reivindicacédo 7; e
- um polipéptido como definido em qgualquer uma das
reivindicacdes 8 ou 9;

para a preparacdo de uma composicdo que previne e/ou trata

uma arbovirose.

12. Composicédo compreendendo pelo menos um
elemento selecionado do grupo que consiste em:
- uma estirpe 05.115 do virus Chikungunya que compreende um
genoma como definido na figura 4;
- um polinucledtido que consiste na sequéncia que se mostra
na Figura 4;
- um fragmento como definido em qgualquer uma das
reivindicacdes 3 a 5;
- um vetor como definido na reivindicacdo 6;
- uma célula hospedeira como definida na reivindicacdo 7; e
- um polipéptido como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 8 ou 9, e que compreende ainda um

transportador aceitavel.

13. Kit para a detecdo de um CHIKV associado a
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uma arbovirose, que compreende pelo menos uma embalagem
compreendendo pelo menos um elemento selecionado do grupo
que consiste em:

- uma estirpe 05.115 do wvirus Chikungunya que consiste no
genoma como definido na figura 4;

- um polinucledétido que consiste na sequéncia que se mostra
na Figura 4;

- um fragmento como definido em qualquer uma das
reivindicacdes 3 a 5;

- um vetor como definido na reivindicacdo 6;

- uma célula hospedeira como definida na reivindicacédo 7;

- um polipéptido como definido em qualgquer uma das reivin-
dicacdes 8 ou 9; e anticorpos monoclonais ou policlonais,
ou fragmento dos mesmos, que se ligam especificamente a um
polipéptido como definido em qualquer uma das reivindi-

cacdes 8 e 9.

Lisboa, 27 de julho de 2015
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