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RESUMO
“Sistemas de expressdo de virus RSV recombinante e vacinas”
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invento refere-se a virus sinciciais

O presente
e concebidos por

respiratérios recombinantes
genética e vectores virais que contém delecdes de diferentes

engenharia

genes virais acessérios quer sozinhos quer em combinacgdo. De
0s vectores virails e os virus

respiratdrios recombinantes sao concebidos por
engenharia genética para conterem dele¢des completas dos

genes virais acessorios M2-2, NS1, NS2 ou SH ou diferentes
Adicionalmente, o presente invento
sincicial respiratério por

acordo com © presente invento,

sinciciais

combinacbtes dos mesmos.
refere-se a atenuacdo de virus

mutagénese do gene M2-1,
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DESCRICAO

“Sistemas de expressdo de virus RSV recombinante e vacinas”

1., INTRODUCAO

O presente invento refere-se a moldes de ARN de virus de
cadeia negativa recombinantes que podem ser utilizados para
expressar produtos génicos heterdlogos em Sistemas
hospedeiros apropriados e/ou para construir virus
recombinantes que expressam, empacotam e/ou apresentam o
produtc do gene heterdlogo. 0s produtos de expressdo e virus
quiméricos podem ser vantajosamente utilizados em formulacdes
de wvacinas. Nomeadamente, o0 presente 1invento refere-se a
métodos de gerar virus sinciciais respiratdrios recombinantes
e a utilizacdo destes virus recombinantes como vectores de
expressac e vacinas. O invento é descrito através de exemplos
nos quais se utilizam genomas de virus sinciciais
respiratérios recombinantes para gerar particulas virais
infecciosas.

2. ANTECEDENTES DO INVENTO

Varios virus de ADN tém sido modificados por engenharia
genética para dirigir a expressao de proteinas heterdlogas em
sistemas de células hospedeiras (por exemplo, virus vaccinia,
baculovirus, etc.). Recentemente, tém sido efectuados avangos
semelhantes com virus de ARN de cadeia positiva (por exemplo,
poliovirus). Pensa-se que o0s produtos de expressao destas
construgBes, ou seja, o produto génico heterdlogo ou o virus
quimérico que expressa o produtc génico heterdlogo sao
potencialmente uUteis em formulac¢bes de vacinas (quer vacinas
de subunidades quer vacinas de virus completo). Uma
desvantagem da utilizacdo de virus tais como vaccinia para
construir wvirus recombinantes ou quiméricos para utilizacao
em vacinas ¢é a auséncia de wvariacdao dos seus epitopos
principais. Esta auséncia de variacgao das estirpes virais
coloca limitagbes estritas scobre a utilizacdo repetida de
vaccinia quimérica, pelo gque vacinagdes multiplas gerarao
resisténcia do hospedeiro a estirpe de modo que o virus
inoculadoc ndo pode infectar o hospedeiro. A inoculagdoc de um
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individuo resistente com vaccinia quimérica ndo induzira
portanto estimulagdo imunitaria.

Contrariamente, wvirus de ARN de cadeia negativa tal como
virus influenza e virus sincicial respiratdério demonstram uma
grande variabilidade dos seus epitopos principais. De facto,
foram identificados milhares de variantes de influenza; cada
estirpe evoluindo por deriva antigénica. Os virus de cadeia
negativa tal como os wvirus influenza e o virus sincicial
respiratério seriam candidatos atraentes para a construgdo de
virus quiméricos para utilizagao em vacinas porque a sua
variaebilidade genética permite a construgdo de um vasto
repertdério de formulagdes de vacinas dque estimulardo a
imunidade sem risco de desenvolver tolerédncia.

2.1. VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO

As familias de virus contendo ARN gendémico de sentido
negativo em cadeia simples em involucro sdo classificadas em
grupos apresentando genomas ndo segmentados (Paramyxoviridae,
Rhabdoviridae) ou o©0s gque apresentam genomas segmentados
(Orthomyxoviridae, Bunyaviridae e Arenaviridae).

Paramyxoviridae foram classificados em trés géneros:
paramixovirus (virus sendai, virus parainfluenza dos tipos 1-
4, papeira, virus da doenga de Newcastle); morbillivirus
(virus do sarampo, virus da esgana e virus da peste bovina);
e pneumovirus (virus sincicial respiratério e virus sincicial
respiratério bovino).

O virus sincicial respiratdrioc (RSV) humano € a principal
causa de doenga grave do tracto respiratério inferior em
bebés e criangas jovens e ¢ responsavel por morbilidade e
mortalidade considerdveis, Estdo presentes dois subgrupos de
RSV, A e B, antigenicamente diferentes em populag¢des humanas.
Também se reconhece o RSV como um agente importante de doencga
em adultos imunocomprometidos e em idosos. Devido a
resisténcia incompleta a reinfecgdo por RSV induzida por
infecgdo natural, o RSV pode infectar véarias vezes durante a
infancia e vida. O objectivo da imunoprofilaxia de RSV &
induzir resisténcia suficiente para evitar a doenga grave que
pode estar associada com infeccdao por RSV. As estratégias
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actuais para desenvolver vacinas contra RSV centram-se
principalmente na administrac¢ao de antigénio viral purificado
ou no desenvolvimento de RSV atenuado vivo para administracgao
intranasal. Contudo, até a data ainda ndo existem vacinas
aprovadas ou terapia antiviral altamente eficaz para RSV.

A infecgdo com RSV pode variar desde uma infecg¢aoc que
passa despercebida até pneumonia grave e morte. O RSV
apresenta um genoma de ARN de sentido negativo ndo segmentado
em cadeia simples com 15 221 nucledtidos (Collins, 1991, em
“The paramyxoviruses” p. 103-162, D.W. Kingsbury (ed.) Plenum
Press, New York). O genoma de RSV codifica 10 ARNm (Collins
et al., 1984, J. Virol. 49: 572-578). O genoma contém uma
sequéncia de comando de 44 nucledétidos nos terminais 3
seguidc por NSI-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L e uma sequéncia de
final de 155 nucledétidos nos terminais 5' (Collins. 1991,
atrds). Cada unidade de transcricdo génica contém uma curta
por¢do conservada de sequéncia de inicio de gene (GS) e de
sequéncia de finalizag¢doc de gene (GE).

O ARN gendmico viral ndo é infeccioso como acontece com o
ARN nu. O genoma de ARN de RSV estd firmemente encapsulado
com a proteina de nucleocdpside principal (N) e estéd
associado com a fosfoproteina (P) e a subunidade grande (L)
de polimerase. Estas proteinas formam © centro da
nucleocdpside gque se reconhece como a unidade minima de
infecciosidade (Brown et al., 1967, J. Virol. 1: 368-373). As
proteinas N, P e L de RSV formam a ARN transcriptase
dependente de ARN viral para transcrig¢do e replicacdo do
genoma de RSV (Yu et al., 1995, J. Virol. 69: 2412-2419;
Grosfeld et al., 1995, J. Virol. 69: 5677-86). Estudos
recentes indicam que 0s produtos do gene M2 (M2-1 e M2-2)
estdo envolvidos em transcrigdo e sdo necessarios para a
ocorréncia desta (Collins et al., 1996, Proc. Natl. Acad.
Sci. 93: 81-5).

A proteina M é expressa como uma proteina de membrana
periférica, enquanto que as proteinas F e G sdo expressas
como proteinas integrais de membrana e estdc envolvidas na
ligacdo do vwvirus e na entrada do virus nas células. As
proteinas G e F sao o0s principais antigénios que desencadeiam
anticorpocs neutralizantes in vivo (tal como revisto em
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McIntosh e Chanock, 1990 “Respiratory Syncytial Virus” 22 ed.
“Viroclogy” (D.M. Knipe et al., Ed.) Raven Press, Ltd., New
York). O dimorfismo antigénico entre os subgrupos de RSV A e
B estd principalmente ligado a glicoproteina G, engquanto gue
a glicoproteina F é mais parecida entre os subgrupos.

Apesar de décadas de investigacgdo cientifica ndo foi até
agora desenvolvida qualgquer vacina RSV segura e eficaz para a
prevencado da morbilidade grave e da mortalidade associadas
com a infecg¢do por RSV, Uma vacina de virus inactivado com
formalina nao proporciconou protecgao contra infecg¢dao por RSV
e contra o0s seus sintomas exacerbados durante a infecgao
subsequente pelo virus de tipo selvagem em criangas pequenas
(Kapikian et al., 1969, Am. J. Epidemiol. 89: 405-21; Chin et
al., 1969, Am. J. Epidemiol. 89: 449-63). Os esforgos tém-se
centrado no desenvolvimento de mutantes sensiveis a
temperatura atenuados vivos por mutagénese quimica ou
passagem a frio de RSV de tipo selvagem (Gharpure et al.,
1969, J. Virol. 3: 414-21; Crowe et al., 1994, Vaccine 12:
691-9). Contudo, tentativas iniciais forneceram resultados
desencorajadores com esses mutantes sensiveis a temperatura
atenuados vivos. Os virus candidatos foram gquer sub-atenuados
quer sobre-atenuados (Kim et al., 1973, Pediatrics 52: 56-63;
Wright et al., 1976, J. Pediatrics 88: 931-6) e algumas das
vacinas candidatas foram geneticamente instaveis o gue
resultou na perda do fendtipo atenuado (Hodes et al., 1974,
Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 145: 1158-64).

Foram também feitas tentativas para conceber
racionalmente vectores vaccinia recombinantes gque expressem
as glicoproteinas F ou G do invélucro de RSV. Contudo, a
utilizacdo destes vectores como vacinas para proteger contra
infeccdo por RSV em estudos animais demonstrou resultados
inconsistentes (Olmsted et al. 1986, Proc. Natl. Acad. Sci.
83: 7462-7466; Collins et al., 1990, Vaccine 8: 164-168).

Assim, 0Ss esforgos passaram a centrar-se na CONcCepgao
racional de RSV recombinantes para gerar vacinas. Durante
muito tempo os virus de ARN de sentido negativo foram
resistentes ao estudo. S6 recentemente é que fol possivel
recuperar virus de ARN de cadeia negativa utilizando uma
abordagem de genética inversa recombinante (patente TU.S.
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n.° 5 166 057 de Palese et al.). Apesar deste método ter sido
originalmente aplicado a concepg¢do racional de genomas virais
de influenza (Luytjes et al. 1989, Cell 59: 1107-1113; Enami
et al. 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 11563-11567), o
método tem sido aplicado com sucesso a uma grande variedade
de wvirus segmentados e ndo segmentados de ARN de cadeia
negativa, incluindo raiva (Schnell et al. 1994, EMBC J. 13:
4195-4203); VSV (Lawson et al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci
USA 92: 4477-81); wvirus do sarampo (Radecke et al., 1995,
EMBO J. 14: 5773-84); virus da peste bovina (Baron e Barrett,
1997, J. virol. 71: 1265-71); virus da parainfluenza humana
(Hoffman e Banerjee, 1997, J. Virol. 71: 3272-7; Dubin et
al., 1997, vVirology 235: 323-32); SV5 (He et al., 1997,
Virology 237: 249-60); virus sincicial respiratdério (Collins
et al. 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 9663-9667) e
virus Sendai (Park et al. 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
88: 5537-5541; Kato et al. 1996, Genes to Cells I: 569-579).
Apesar desta abordagem ter sido utilizada para salvar RSV com
sucessc, varios grupos relataram que RSV € ainda resistente
ao estudo com base em determinadas propriedades do RSV que o
distinguem dos paramixovirus melhor caracterizados do género
Paramixovirus, Rubulavirus e Morbillivirus. Estas diferencgas
incluem um maior ntmero de ARN, uma ordem génica ndo usual no
terminal 3' do genoma, extensa diversidade de sequéncias
entre estirpes, varias proteinas ndo apresentadas por outros
virus de ARN de cadeia negativa ndo segmentados e um
requisito para que a proteina M2 (ORF1l) efectue processamento
completo dos produtos de transcrigdo completos e salvamento
de um genoma completo (Collins et al. PCT W097/12032;
Collins, P. L. et al. p 1313-1357 do wvolume 1, Fields
Virology, et al., Eds. (32 ed., Raven Press, 1996).

3. SUMARIO DO INVENTO

O presente invento refere-se a virus RS e vectores virais
recombinantes concebidos por engenharia genética que contém
genes heterdlogos para utilizacdo como vacinas. De acordc com
0 presente invento, os virus RS e vectores virais
recombinantes sdo concebidos racionalmente para conterem
genes  heterdlogos incluindo genes de outros virus,
patogénics, genes celulares, antigénios de tumor ou para
codificar combina¢bes de genes de diferentes estirpes de RSV.



EP 1 480 671/PT

O presente invento, num primeiro aspecto, proporciona uma
particula isolada de virus sincicial respiratério
apresentando um fendtipo atenuado incluindo um antigenoma ou
genoma de virus sincicial respiratério em gque o referido
genoma ou antigenoma tem: (a) uma sequéncia heterdloga que
codifica uma proteina G e F de RSV estirpe B9320; e (b) uma
delecao do quadro de leitura aberto M2-2.

Descrevem-se moldes de ARN virais de cadeia negativa
recombinantes que podem ser wutilizados para transfectar
células transformadas que expressam & ARN-polimerase
dependente de ARN e permitem complementacao.
Alternativamente, pode utilizar-se um plasmideo que expressa
as componentes da ARN-polimerase a partir de um promotor
apropriado para transfectar células para permitir
complementagao dos moldes de ARN virais de cadeia negativa. A
complementacao pode também ser obtida com a utilizacdo de um
virus auxiliador ou virus de tipo selvagem para proporcionar
a ARN-polimerase dependente de ARN. Os moldes de ARN 530
preparados por transcrigdo das sequéncias de ADN adequadas
com uma ARN-polimerase dirigida por ADN. Os moldes de ARN
resultantes sdo de polaridade negativa ou positiva e contém
sequéncias terminais apropriadas que permitem que o aparelho
de sintese de ARN viral reconheca o molde. Podem construir-se
ARNm bicistrénicos para permitir iniciacdo interna da
traducdo de sequéncias virais e permitir expressdo de
sequéncias de codificagdo de proteina heterdloga a partir do
local de inicia¢do terminal habitual ou vice-versa.

Tal como demonstrado pelos exemplos aqui descritos, o
genoma de R3V recombinante com orientac¢do no sentido positivo
ou no sentido negativo ¢é co-transfectado com vectores de
expressao que codificam a proteina de nucleocapside (N)
viral, a fosfoproteina (P) de nucleocdpside associada e uma
proteina de subunidade grande (L) de polimerase, com ou sem a
proteina M2/ORF1 de RSV para gerar particulas virais
infecciosas. 0Os plasmideos gque codificam polipéptidos de
virus RS sao utilizados como a fonte de proteinas que foram
capazes de replicar e transcrever RNP derivados
sinteticamente. O subconjunto minimo de proteinas RSV
necessarias para replicacdo e expressdo especificas da RNP
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viral revelou ser as trés proteinas do complexo de polimerase
(N, P e L). Tal sugere que a funcdo de todo o gene M2-1,
fornecido por um plasmideo independente que expressa M2-1,
pode ndo ser absolutamente necessdria para a replicacédo,
expressao e salvamento de RSV infeccioso.

Os produtos de expressdo e/ou virides quiméricos obtidos
podem ser vantajosamente utilizados em formulacgdes de
vacinas. Nomeadamente, pode utilizar-se um RSV recombinante
concebido racionalmente por  engenharia  genética  para
demonstrar um fendtipo atenuade como uma vacina RSV viva. De
acordo com o 1invento, pode conceber-se racionalmente RSV
recombinante para expressar polipéptidos G e F heterdlogos de
RSV estirpe B9320 para gerar um RSV guimérico para servir
como uma vacina, que ¢ capaz de desencadear respostas
imunitdrias em vertebrados tanto humorais como mediadas por
células. A utilizagdo de RSV recombinante com este objectivo
é especialmente atractiva dado que estes virus demonstram uma
tremenda variabilidade na estirpe que permite a construgdo de
um vasto repertdrio de formulagbdes de vacinas. A capacidade
de seleccionar de entre milhares de variantes de virus para
construir virus quimérico obvia o problema de resisténcia do
hospedeiro que se encontra quando se utilizam outros virus
tais como vaccinia.

O presente invento refere-se adicionalmente a atenuagéo
do virus sincicial respiratério humano por delecdo do quadro
de leitura aberto M2-2,

3.1. DEFINICOES

Tal como aqui utilizadas, as seguintes expressfes terdo
0s significados indicados:

ARNc = ARN anti-gendmico
HA = hemaglutinina (glicoproteina de invélucro)
VIE = virus da imunodeficiéncia humana

L

subunidade grande da polimerase

M

proteina de matriz (reveste o interior do invdélucro)

MDCK = células de rim canino Madin Darby
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MDBK = células de rim bovino Madin Darby

mol = multiplicidade de infecgao

N = proteina de nucleocédpside

NA = neuraminidase (glicoproteina de invdélucro)

NP = nucleoproteina (associada com ARN e necessdria para
actividade de polimerase)

NS = proteina nao estrutural (fungdo desconhecida)

nt nucledétido

P = fosfoproteina de nucleocapside

PA, PB1l, PB2 = componentes da poclimerase de ARN dirigida por
ARN

RNP = ribonucleoproteina (ARN, PB2, PBl, PA e NP)
rRNP = RNP recombinante

RSV = virus sincicial respiratoédrio

ARNv = ARN gendmico viral

complexo de polimerase viral = PA, PBl, PBZ e NP
WSN = virus influenza A/WSN/33

virus HK: virus de rearranjo contendo sete genes do virus WSN
e 0 gene NA do virus influenza A/HK/8/68.

4. DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1. Representagdo esquemdtica da construgdo RSV/CAT
(PRSVA2CAT) utilizada em experiéncias de salvamento.
Construiram-se as regides de comando com aproximadamente
100 nt de comprimento e de final com aproximadamente 200 nt
de comprimento de RSV pela hibridagdo controlada de
oligonucledtidos sintéticos contendo complementaridade com
sobreposicao parcial. 0s oligonucledtidos de comando
sobrepostos sdo 1indicados por 1L - 5L apresentados na
construgdo. Os nucledtidos de final sobrepostos sao indicados
por 1T - 9T apresentados na construgdo. Ligaram-se as
sequéncias de nucledtidos dos ADN de comando e de final a ADN
de gene CAT purificado nos locais Xbal e Pstl indicados,
respectivamente. Ligou-se entdo esta construcdo completa a
pUC 19 digerido com KpnI/HindIII. A inclusdo de uma sequéncia
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de promotor T7 e de um local Hgal flanqueando as sequéncias
de final e de comando, respectivamente, permitiu sintese in
vitro de produtos de transcrigdo de ARN de RSV/CAT contendo
as sequéncias gendmicas exactas dos terminais 3' e 5'.

Figura 2. Cromatograma de camada fina (TLC) apresentando
a actividade CAT presente em extractos celulares 293 apds
infeccdo e transfecgdo com ARN transcrito a partir da
construcdo RSV/CAT apresentada na figura 11. Infectaram-se
monocamadas confluentes de células 293 em placas de seis
pocos (-10° células) quer com RSV A2 quer com B9320 a uma
m.o.i. de 0,1-1,0 pfu por célula. 1 hora apds a infecgao
transfectaram-se células com 5-10 pug de CAT/RSV utilizando o

™ de Life Technologies. As 24 horas

protocolo Transfect-Act
apds a infeccéo recolheram-se as monocamadas
infectada/transfectada e ©processaram—-se para subsequente
ensaio CAT de acordo com *“Current Protocols in Molecular
Biology”, Vol. 1, capitulo 9.6.2; Gorman, et al., (1982) Mol.
Cell. Biol. 2: 1044-1051. As pistas 1, 2, 3 e 4 apresentam a
actividade CAT presente em (1) células 293 nao infectadas,
células 293 infectadas transfectadas com CAT/RSV-A2, cCo-
infectadas com sobrenadante de (2) atrds. A actividade CAT
observada em cada pista foi produzida a partir de 1/5 do

extracto celular total de 10° células.

Figura 3. Representacdo esquemdtica do genoma da
estirpe A2 de RSV apresentando as posigdes relativas dos
pares de iniciadores wutilizadocs para a sintese de ADNc
incluinde o© genoma completo. Indicam-se o©os locais de
endonuclease utilizados para Jjuntar estes clones; estes
locais estavam presentes na sequéncia de RSV nativa e
incluiram-se nos iniciadores utilizados para sintese de ADNcC.
Utilizou-se aproximadamente 100 ng de ARN gendmico viral em
reacgdes de RT/PCR para a sintese independente de cada um dos
sete ADNc. Apresentam-se igualmente o0s iniciadores para a
sintese da primeira e da segunda cadeia de ADNc a partir do
molde de ARN gendmico. Para cada ADNc, os iniciadores para a
sintese da primeira cadeia sdo n.° 1-7 e os iniciadores para
a sintese da segunda cadeia sdo n.° 1'-7'",

Figura 4. Representacdo esquemdtica de RSV subgrupo B
estirpe B9320. Criaram-se locais BamHI nos oligonucledétidos
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iniciadores utilizados para RT/PCR de modo a clonar 0Ss genes
G e F da estirpe B9320 em ADNc anti-gendémicos de RSV
subgrupo A2 (figura 4A). Subclonou-se inicialmente um
fragmento de ADNc que continha o0s genes G e F desde 4326
nucledtidos até 9387 nucledtidos da estirpe A2, para pUC 19
(PUCRVH) . Criaram-se locais BglII nas posi¢gdes de 4630
(jungdo intergénica SH/G) (figura 4B) e 7554 (jungao
intergénica F/M2 (figura 4C). O ADNc A-G e F de B93260 foi
inserido em pUCR/H que estd eliminado dos genes A-G e F. O
clone de ADNc antigendmico resultante foi denominado pRSVB-GF
e foi utilizado para transfectar c¢élulas Hep-2 para gerar
virus RSVB-GF infecciosos.

Figura 5. O virus RSVB-GF recombinante fol caracterizado
por RT/PCR utilizando iniciadores especificos de RSV
subgrupo B. Incubaram-se iniciadores especificos da regido G
de RSV subgrupo B com aliquotas dos genomas virais RSV
recombinantes e submeteram-se a PCR. Analisaram-se 0S
produtos de PCR por electroforese num gel de agarose a 1% e
visualizaram-se por colorag¢do com brometo de etidio. Tal como
apresentado, nao se produziu qualquer produto de ADN na
reaccado de RT/PCR utilizando RSV A2 como um molde. Contudo,
observou-se um produto previsto de 254 pares de bases em
RT/PCR de ARN de RSVB-GF e controlo de PCR do ADN do
plasmidec pRSV-GF como molde, indicado que o virus salvo
continha os genes G e F derivados do virus B9320.

Figura 6. Identificacao de rRSVAZ2 (B-G) quimérico por
RT/PCR e andlise de hibridagdo de Northern de expressac de
ARN. Figura 6A. Andlise de RI/PCT de rRSV A2 (B-G) quimérico
em compara¢ao com A2 de tipo selvagem (A2). O ARN de viriao
extraido de rRSVA2 (B-G) (pistas 1,2) e rRSVA2 (pistas 3,4)
foi submetido a transcrigdo inversa utilizando um iniciador
hibridado com ARNv em sentido (-) no gene F de RSV na
presenca (+) ou auséncia (-) de transcriptase inversa (RT),
seguido por PCR com um par de iniciadores flanqueando o local
de inserg¢do B-G. Nao se detectou qualquer ADN em RT/PCR na
auséncia de transcriptase inversa (RT) (pistas 2,4).
Produziu-se um fragmento de ADNc, que tem um tamanho cerca de
1 kb maior que o ADNc derivado de A2, a partir de rRSVA (B-
G). Este ADN produto de PCR foi digerido pela enzima de
restricdo Stul que ¢é Unica no gene B-G inserido (pista 5).
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Indica-se © marcador de tamanho de ADN de 100 pb (M).
Figura 6B. Analise de hibridag¢do de Northern da expressdo do
ARNm de G. Infectaram-se células Hep-2 com RSV B9320, rRSVA2
e rRSVA2 (B-G) quimérico. As 48 horas apds infeccdo, extraiu-
se o ARN celular total e submeteu-se a electrcforese num gel
de agarose a 1,2% contendo formaldeido. Transferiu-se o ARN
para membrana de nylon Hybond e hibridou-se o filtro com uma
sonda de oligonucledétido marcada com ‘P especifica para ARNm
de A2-G ou especifica para ARNm de B9320-G. Detectaram-se
ambos os produtos de transcrigdo especificos A2 G e B9320 G
nas células infectadas rRSVA2 (B-G). Indica-se igualmente ©
produtc de transcrigdo de ARN excedentdrio (G-M2) de células
infectadas rRSV AZ (B-G).

Figura 7. Andlise de expressdc de proteina por rRSVAZ (B-
G). Submeteram-se células Hep-2 a infeccgdo simulada
(pistas 1, 5), infecgao por RSV B9320 (pistas 2, 6), rRSVA2
(pistas 3, 7) e rRSV A2 (B-G) (pistas 4, 8). As 14-18 horas
apdés infecgdo, marcaram-se as células infectadas com
**S-promix e imunoprecipitaram-se polipéptidos com anti-soro
policlonal de cabra contra estirpe A2 de RSV (pistas 1-5) ou
com anti-soro policlonal de ratinho contra estirpe B9320 de
RSV (pistas 5-8). Separaram-se 05 polipéptidos
imuncoprecipitados num gel de poliacrilamida a 10%. Tanto a
proteina G especifica de RSV A2 como a proteina G especifica
de RSV B9320 foram produzidas em células infectadas por
rRSV A2 (B-G). A migracdo da proteina G ¢ indicada por *.
Indica-se a mobilidade da glicoproteina Fl1 e de N, P e M.
Apresentam-se os tamanhos moleculares a esquerda em
quilodaltons.

Figura 8. Morfologia de placas de rR3V, rR3VC4G, rRSVA2
(B-G) e virus A2 de tipo selvagem (wt AZ2). Infectaram-se
células Hep-2 com cada virus e incubaram-se a 35°C durante
seis dias. Fixaram-se as monocamadas celulares,
visualizaram-se por imunocolorag¢ao e fotografaram-se.

Figura 9. Curva de crescimento de rRSV, rRSVC4G, A2 RSV
de tipo selvagem (wt A2) e rRSVA2 (B-G) quimérico.
Infectaram-se células Hep-2 com cada virus a uma moi de (0,5 e
recolheu-se o0 meio a intervalos de 24 h. Determinou-se ©
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titulo de cada virus em duplicado por ensaio de placas em
células Hep-2 e visualizou-se por imunocoloracido.

Figura 10. Agregados de residuos carregados de proteina L
de RSV que sao alvos para mutagénese dirigida. Residuos de
aminodcidos carregados em agregados foram convertidos para
alaninas por mutagénese dirigida do gene L de RSV utilizando
o kit de mutagénese dirigida QuikChange (Stratagene).

Figura 11. Residucs de cisteina da proteina L de RSV gue
sdo alvos para mutagénese dirigida. Residuos de c¢isteina
foram convertidos para residuos de alanina por mutagénese
dirigida do gene L de RSV utilizando o© kit de mutagénese
dirigida QuikChange (Stratagene).

Figura 12. Identificacdo dos mutantes de delecdo M2-2 e
SH de RSV. Geraram-se deleg¢bes M2-2 por digestdao com HindIII
de PET (S/B) seguido de reclonagem de um fragmento Sacl
remanescente para um fragmento BamHI num clone de comprimento
completo. As delegdes em SH foram geradas por digestao de
SacI de pET (A/S) seguido de reclconagem de um fragmento AvrIT
Sacl remanescente para um clone de comprimento completo.
Figura 12ZA. A identificagaoc dos rRSVASH e rRSVAM2-2
recuperados foi efectuada por RTI/PCR wutilizando pares de
iniciadores especificos para o gene SH ou para o gene M2-2,
respectivamente. Figura 12B. Detectou-se também rRSVASHAMZ-2
por RT/PCR utilizando pares de iniciadores especificos para
0s genes M2-2 e SH. Correram-se os produtos RT/PCR num gel de
agarose de brometo de etidio e visualizaram-se bandas com luz
ultravioleta (UV).

Figura 13. Estrutura do genoma rA2AM2-2 e recuperacdo de
rA2AM2-2. (A). As sequéncias apresentadas sdo a regido do
gene M2 que é sobreposto pelos guadros de leitura aberto M2-1
e M2-2. Eliminaram-se um total de 234 nt que codificam os
78 aminoadcidos do terminal C de M2-2 através dos locais
HindITI introduzidos (sublinhado) . Os 12 residuos de
aminodcidos do terminal N do quadro de leitura abertc M2-2
sac mantidos uma vez que este se sobrepbe com O gene M2-1.
(B). Produtos de RT/PCR de ARN virals rA2AM2-2 e rA2
utilizando iniciadores V1948 e V1581 na presenga (+) ou
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auséncia (-) de transcriptase inversa (RT). Indica-se ©
tamanho do produto de ADN derivado de rAZ ou rA2AM2-2.

Figura 14. Expressdo de ARN viral por rA2AM2-2 e rAZ2.
(A). Extraiu-se o ARN total de células Vero infectadas com
rA2 ou rA2AM2-2 as 48 horas apds infecgdo, separou-se por
electroforese em géis de agarose a 1,2%/formaldeido 2,2 M e
transferiu-se para membranas de nylon. Hibridou-se cada
transferéncia com ribossonda marcada com Dig especifica para
0 gene M2-2, M2-1, F, S8SH, G ou N. A dimensdo do marcador de
ARN estd indicada a escguerda. (B). Infectaram-se células
Hep-2 e Vero com rA2 ou rA2AM2-2 durante 24 h e extraiu-se
ARN celular total. Hibridou-se uma transferéncia de Northern
de ARN com uma ribossonda marcada com ~°P especifica para o
gene F de sentido negativo para detectar ARN gendmico viral
ou uma ribossonda marcada com ‘P especifica para o gene F de
sentideo positivo para detectar ARN antigendmico viral e ARNm
de F. O painel superior da transferéncia de Northern do lado
direito foil obtido da porg¢ao superior do gel apresentado no
painel inferior e foi expostc durante 1 semana para
apresentar antigenoma. O painel inferior da transferéncia de
Northern fol exposto durante 3 h para apresentar o ARNm de F.
Indicam-se o genoma, antigenoma, ARNm de F & ARN de F-M2
dicistrénico.

Figura 15. Expressdo de proteina viral em células
infectadas por rAZAM2-2 e rA2, (A). Marcaram-se
metabolicamente células Vero com infecgao simulada,
infectadas com rA2AM2-2 e infectadas com rA2 com ° S-promix
(100 pCi/ml) entre 14 e 18 h apds infecgdo. Prepararam-se
lisados celulares para imunoprecipitacdo com anti-soros anti-
RSV policlonal de cabra ou anti-Mz2-2 policlonal de coelho.
Separaram-se o0s polipéptidos imunoprecipitados num gel de
poliacrilamida a 17,5% contendo ureia 4 M e processaram-se
para autorradiografia. Indicam-se as posigdes de cada
proteina wviral a direita e indicam-se a esquerda ©0s
marcadores de tamanho de peso molecular. (B). Cinética de
sintese de proteinas em células Hep-2 e Vero por hibridacéo
de Western. Infectaram-se células Hep-2 e Vero com rA2 ou
rA2AM2-2 e as 10 h, 24 h ou 48 h apds infecgdo separaram-se
0s polipéptidos totais de células infectadas num gel de
poliacrilamida a 17, 5% contendo ureia 4 M. Transferiram-se
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as proteinas para uma membrana de nylon e sondou-se a
transferéncia com soros policlonais contra M2-1, NS 1 ou SH
tal como indicado.

Figura 16. Morfologia de placas de rA2AM2-2 e TrAz.
Infectaram-se células Hep-2 ou Vero com rA2AM2-2 ou rAZ em
camada semi-sélida composta por metilcelulose a 1% e meio 1 X
L15 contendo FBS a 2% durante 5 dias. Visualizaram-se placas
de wvirus por imunococloragcdo com um anti-sorc anti-RSV
policlcnal de cabra e fotografaram-se ao microscépio.

Figura 17. Curvas de crescimento de rA2AM2-2 em células
Hep-2 e Vero. Infectaram-se células Vero (A) ou células Hep-2
(B) com rA2AM2-2 ou rAZ2 a uma m.o.i. de 0,5 e recolheram-se
aliquotas do meio a intervalos de 24 h como indicado.
Determinaram-se os titulos de virus por ensaio de placas em
células Vero., O titulo de virus em cada ponto temporal € a
média de duas experiéncias.

Figura 18. Andlise de hibridacdo de Northern de rA2ANS],
rA2ANS2 e rA2ANSIANS2. Extraiu-se o ARN celular total de
células Vero infectadas com rA2, rA2ANSI, rA2ANS2 e
rA2ANS1IANS2  as 24 h  apbds infecgdo, separou-se  por
electroforese em géis de agarose a 1,2%/formaldeido 2,2 M e
transferiu-se para membranas de nylon. Hibridou-se cada
transferéncia com uma ribossonda marcada com Dig especifica
para o gene NS1, NS2 ou M2-2 tal como indicado.

Figura 19. Morfologia de placas de mutantes de delecdo.
Infectaram-se c¢élulas Hep-2 ou Vero com cada mutante de
delecdo tal como indicado sob camada semi-sélida composta por
metilcelulose a 1% e meio 1 X L15 contendo FBS a 2% durante 6
dias. Visualizaram-se placas de virus por imunocoloracdo com
um anti-soro anti-RSV policlonal de cabra e fotografou-se ao
microscépio.

Figura 20. Curvas de crescimento de rA2ANS1 em células
Vero. Infectaram-se células Vero com rA2 ANS1 ou rA2 a uma
m.o.i. de 0,5 e recolheram-se aliquotas do meio a intervalos
de 24 h tal como indicado. Determinaram-se os titulos de
virus por ensaio de placas em células Vero.
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Figura 21. Curvas de crescimento de rAZANS2 em células
Vero. Infectaram-se células Vero com rA2 ANS2 ou rA2 a uma
m.o.i. de 0,5 e recolheram-se aligquotas do meio a intervalos
de 24 h tal como indicado. Determinaram-se os titulos de
virus por ensaio de placas em células Vero.

Figura 22. Curvas de crescimento de rAZASHAMZ-2 em
células Vero. Infectaram-se células Vero com rA2ASHAMZ-2 ou
rA2 a uma m.o.i. de 0,5 e recolheram-se aliquotas do meio a
intervalcs de 24 h tal como indicado. Determinaram-se o0s
titulos de virus por ensaio de placas em células Vero.

Figura 23. Analise de hibridagdo de Northern de varios
mutantes de delecdo. Extraiu-se o ARN celular total de
células Vero infectadas com cada mutante de delegdo como
indicado as 24 h apds infecgdo, separou-se por electroforese
em géis de agarose a 1,2%/formaldeido 2,2 M e transferiu-se
para membranas de nylon. Hibridou-se cada transferéncia com
uma ribossonda marcada com Dig especifica para o gene NSI,
NS2 ou M2-2 tal como indicado.

Figura 24. Curvas de crescimento de rA2ANS2AM2-2 em
células Vero. Infectaram-se células Vero com rAZANS2AM2-2 ou
rA2 a uma m.o.i. de 0,5 e recolheram-se aliquotas do meio a
intervalos de 24 h tal como indicado. Determinaram-se o0s
titulos de virus por ensaio de placas em células Vero.

Figura 25. Curvas de <crescimento de rAZANSIANSZ em
células Vero. Infectaram-se células Vero com rA2ANSIANSZ ou
rA2 a uma m.o.i. de 0,5 e recolheram-se aliquotas do meio a
intervalos de 24 h tal como indicado. Determinaram-se oS
titulos de virus por ensaio de placas em células Vero.

Figura 26. Insercao dos genes G e F de RSV estirpe B9320
na estirpe A2 recombinante. Amplificaram-se 0S5 genes G e F de
B9320 por RT/PCR wutilizando iniciadores que continham os
locais de enzimas de restricdao BamHI. Introduziu-se entac uma
cassete de ADN contendo 0s genes G e F de B9320 no subclone
PRSV (R/H) utilizando os locais de enzima de restrigado BglIT
introduzidos que flanqueavam os genes G e F de RSV
estirpe AZ. Permutou-se subsequentemente o fragmento de ADNC
contendo os genes G e F de B9320 para o ADNc antigendmico
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completo de AZ por ligag¢do ncs locais XhoI e BamHI. O sinal
de inicio de gene do gene G e o sinal de terminagdo de gene
do gene F de B9320 encontram-se sublinhados e indicam-se o0s
locais de enzimas de restricdo utilizados para clonagem.

Figura 27. Expressdo especifica da estirpe de RSV rA-GgpF:
e rA-GpFpAM2-2 quiméricos. A. Expressdo de ARN viral.
Extraiu-se o ARN celular total de células Vero infectadas com
virus e hibridaram-se as transferéncias de Northern com
sondas especificas para o gene G ou F quer do subgrupo A quer
do subgrupo B de RSV, A expressao génica de M2-2 foi
analisada utilizando uma ribossonda especifica para o quadro
de leitura aberto M2-2. B. Expressao de proteina wviral.
Marcaram-se as células Vero infectadas com ““S-metionina e
g-cisteina e imunoprecipitou-se o lisado c¢elular com
anticorpo policlonal anti-RSV ou anticorpo anti-M2-2. Para
detectar expressdao da proteina G, submeteram-se os extractos
de células infectadas a hibridagcdo de Western utilizando
anticorpo monoclonal especifico de subgrupo contra a proteina
G. Tanto rA-GpFp como rA-GpFpAM2-2 expressaram as proteinas G
e F especificas do subgrupc B e mantiveram expressdo normal
dos outros genes derivados do esqueleto do subgrupo A2. Nao
foi expressa qualquer proteina de M2-2 em células infectadas
com rA-GgFpAM2-2. Pista 1: rA2, pista 2: rA2AM2-2, pista 3:
B9320, pista 4: rA-GgFs, pista 5: rA-GgFzAM2-2.

Figura 28. Cinética de crescimento dos virus quiméricos
em células Hep-2 e Vero. Infectaram-se células Hep-2 ou Vero
com virus em duplicados a uma moi de 0,1 ou de 0,01l. A
intervalos de 24 horas recolheram-se o0s sobrenadantes das
culturas infectadas e determinaram-se os titulos de virus por
ensaio de placas em células Vero.

5. DESCRICAO DO INVENTO

O presente invento refere-se a virus RS recombinante e
vectores virais concebidos por engenharia genética gque
expressam genes G e F heterdlogos e incluem uma delecdo de um
quadro de leitura aberto M2-2. O 1invento refere-se a
construcdo e utilizacdo de moldes de ARN virais RS de cadeia
negativa recombinantes que podem ser utilizados com ARN-
polimerase dirigida para ARN viral para expressar produtos
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génicos heterdlogos em células hospedeiras apropriadas e/ou
para salvar o gene heterdélogo em particulas virais. Os moldes
de ARN do presente invento podem ser preparados por
transcricdo das sequéncias de ADN apropriadas utilizando uma
ARN-polimerase dirigida por ADN tal como polimerase de
bacteridéfago T7, T3 ou Sp6. Os moldes de ARN recombinantes
podem ser utilizados para transfectar 1linhas celulares
continuas/transfectadas que expressam proteinas de ARN-
polimerase dirigidas a ARN, permitindo complementacao.

0O invento ¢ demonstrado através de exemplos de trabalho
nos quais RSV infeccioso é salvo de ADNc contendo ¢ genoma
RSV no sentidec gendémico ou antigendémico introduzido nas
células que expressam as proteinas N, P, e L do complexo de
polimerase R3V. O0Os exemplos de antecedentes demonstram
adicionalmente que a expressdo do plasmideo de expressdo M2-1
ndoc é necessdria para recuperacgdo de RSV infeccioso de ADNcg,
0 que contraria o anteriormente relatado (Collins et al.,
1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92: 11563-7). Além disso, a
delecdaoc de M2-ORF2 de ADNc de RSV recombinante resulta no
salvamento de particulas de RSV atenuadas. RSV com delegédo
M2-2 ¢ um excelente veiculo para gerar RSV quimérico gue
codifica produtos génicos heterdlogos, tendo esses vectores
virals quiméricos e particulas virails salvas utilidade como
vectores de expressdao para a expressdo de produtos génicos
heterdlogos e como vacinas de RSV  atenuadas vivas gue
expressam quer polipéptidos antigénicos de RSV  quer
polipéptidos antigénicos de outro virus.

O 1dinvento ¢é adicionalmente demonstrado através de
exemplos de trabalho nos quais se utiliza um clone de ADNC
que contém o genoma completo de RSV, além de um promotor de
T7, uma ribczima de wvirus delta da hepatite e um terminador
de T7, para gerar uma particula wviral infecciosa quando co-
transfectado com vectores de expressdao que codificam as
proteinas N, P, L de RSV. Além disso, os exemplos de trabalho
descrevem produtos de transcri¢ao de ARN de ADN clonado
contendo a regido de codificacdo - em orientacdo de sentido
negativo - do gene de cloranfenicol-acetiltransferase (CAT)
ou do gene de proteina fluorescente verde (GFP) flanqueados
pelos nucledtidos 5' terminais e 3' terminais do genoma de
RSV. Os exemplos de trabalho demonstram adicionalmente que um
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promotor RSV mutado para apresentar actividade aumentada
resultou no salvamento de particulas de RSV infecciosas a
partir de um ADNc de RSV de tamanho completo com elevada
eficdcia. Estes resultados demonstram a utilizacdo com
sucesso de moldes de cadeia negativa viral recombinante e
polimerase de RSV com actividade aumentada para salvar RSV.
Este sistema ¢é uma excelente ferramenta para conceber
racionalmente virus RSV com propriedades biocldégicas
definidas, por exemplo vacinas vivas atenuadas contra RSV e
para utilizar RSV recombinante como um vector de expressio
para a expressao de produtos génicos heterdlogos.

Este invento refere-se a construgdo e utilizacdo de
moldes de ARN virais de cadeia negativa recombinantes que
podem ser utilizados com ARN-polimerase dirigida para ARN
viral para expressar produtos génicos G e F heterdlogos de
RSV estirpe B9320 em células hospedeiras apropriadas, para
salvar o gene heterdlogo em particulas virais e expressar
moldes de ARN wvirais de cadeia negativa recombinantes
quiméricos mutados (consultar patente U.S. n.° 5 166 057 de
Palese et al., aqui incorporada por referéncia na sua
globalidade). O produto génico heterdlogo ¢ um péptido ou
proteina derivado de RSV estirpe B9320. 0Os moldes de ARN
podem estar na orientac¢do de sentido positivo ou negativo e
sao preparados por transcricdaoc de sequéncias de  ADN
apropriadas utilizando uma ARN-polimerase dirigida por ADN
tal como polimerase de bacteridéfago T7, T3 ou Spé.

A capacidade de reconstituir RNP in vitro permite a
concepgdao de novos virus quiméricos de influenza e RSV que
expressam genes heterdlogos. Um modo de atingir este
objectivo envolve modificacdo de genes virais existentes. Por
exemplo, © gene G ou F pode ser modificado para conter
sequéncias heterdlogas tais como o gene HA de influenza nos
seus dominios externos. Nos casos em que as sequéncias
heterdlogas sao epitopos ou antigénios de patogénios, esses
virus quiméricos podem ser utilizados para induzir uma
resposta imunitdria protectora contra o agente da doenca do
qual se derivaram esses determinantes. Por exemplo, pode
construir-se um ARN quimérico no qual se inseriu uma
sequéncia de codificag¢do derivada da regido de codificacgao
gpl20 do wvirus da imunodeficiéncia humana na sequéncia de
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codificagdec de RSV e produzir-se virus quimérico pela
transfecgido deste segmento de ARN quimérico para uma célula
hospedeira infectada com RSV de tipo selvagem.

Além de modificar genes que codificam para proteinas de
superficie, ©podem alterar-se genes gque codificam ©para
proteinas que ndo sdo de superficie. Demonstrou-se que estes
ultimos genes estdo associados com a maioria das respostas
imunitédrias celulares mais importantes do sistema de
virus RS. Assim, a inclusdo de um determinante heterdlogo no
gene G ou F de RSV pode, apds infecgao, induzir uma resposta
imunitdria celular eficaz contra este determinante. Tal
abordagem pode ser particularmente Uutil em situacgfes nas
quais a imunidade protectora depende fortemente da inducao de
respostas imunitdrias celulares (por exemplo, maldria, etc.).

O presente invento também se refere adicionalmente a
geragaoc de RSV atenuados recombinantes produzidos pela
introducdo de delegdo especifica do M2-2, gene acessoédrio
viral. Adicionalmente, 0 presente invento refere-se
especificamente a geracdo de RSV atenuados recombinantes
apresentando uma delecao combinada de qualquer dos genes
acessérios virais M2-2/SH, genes acessérios virais M2-2/NS2
ou genes acessérios virais NS1/NS2.

O invento demonstra-se através de exemplos de trabalho
aqui apresentados nocs gquais RSV infeccioso atenuado é salvo
por ADNc de RSV apresentando delegles no M2-2, gene(s)
acessério(s) viral(s) quer sozinhos quer em combinacgdo, tais
como RSV com delegcido M2-2/SH, RSV com delecdo M2-2/NS2,
representando excelentes veiculos para a geracdo de vacinas
de RSV atenuadas vivas.

5.1. CONSTRUCAO DOS MOLDES DE ARN RECOMBINANTE

Podem construir-se sequéncias de codificagdo de gene
heterdlogo flanqueado pelo complementar do local de
ligacdc/promotor da polimerase viral, ©por exemplo, o
complementar dos terminais 3'-RSV ou dos terminais 3'-RSV e
5'-RSV, utilizando técnicas conhecidas na arte. As sequéncias
de codificagdo de gene heterdlogo podem ser  também
flanqueadas pelo complementar do local de ligacgdo/promotor da
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RSV polimerase, por exemplo, as seguéncias de comando e de
final de RSV utilizando técnicas conhecidas na arte. Podem
clonar-se moléculas de ADN recombinantes contendo essas
sequéncias hibridas e transcritas por uma ARN-polimerase
dirigida por ADN, tal como polimerase de bacteridfago T7, T3
ou Sp6 e semelhantes, para produzir os moldes de ARN
recombinantes que apresentam as sequéncias virais adequadas
que permitem reconhecimento e actividade de polimerase viral.

Numa concretizacdao preferida do presente invento, as
sequéncias heterdlogas sao derivadas do genoma de outra
estirpe de RSV, por exemplo, concebe-se racionalmente ©
genoma de RSV estirpe A para incluir as sequéncias de
nucledtidos que codificam os polipéptidos antigénicos G e F
de RSV estirpe B9320 ou seus fragmentos. Em tal concretizagdo
do invento, podem utilizar-se sequéncias de codificagao
heterdlogas de outra estirpe de RSV para substituir
sequéncias de nucledtidos que codificam  polipéptidos
antigénicos da estirpe de partida, ou podem ser expressas
adicionalmente aos polipéptidos antigéniccs da estirpe
parental de modo a que © genoma RSV recombinante seja
concebido raciconalmente para expressar ©0s polipéptidos
antigénicos de uma, duas ou mais estirpes de RSV.

Uma abordagem para construir estas moléculas hibridas
consiste em inserir a sequéncia de codificacdao heterdéloga num
ADN complementar do ARN gendmico de RSV de modo a que a
sequéncia heterdloga seja flanqueada pelas sequéncias virais
necessarias para actividade de polimerase viral; ou seja, ©
local de ligacgdo/promotor da polimerase viral, doravante
referida como local de 1ligacdo de polimerase viral. Numa
abordagem alternativa, oligonucledtidos que codificam o local
de ligacdo de polimerase viral, por exemplo, © complementar
do terminal 3' ou ambos os terminais dos segmentos gendmicos
virais podem ligar-se a sequéncia de codificagdo heterdloga
para construir a molécula hibrida. A colocag¢do de um gene ou
segmento heterdlogo de um gene heterdlogo no interior de uma
sequéncia alvo era anteriormente ditada pela presenca de
locais de enzimas de restrigac apropriados no interior da
sequéncia alvo. Contudo, avan¢os recentes em biologia
molecular fizeram diminuir muito este problema. Podem
colocar-se facilmente 1locais de enzimas de restrigao em
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qualquer local no interior de uma sequéncia alvo por
utilizacdao de mutagénese dirigida (consultar, por exemplc, as
técnicas descritas por Kunkel, 1985, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 82; 488). VariagSes na tecnologia de reaccdo de
polimerizacao em cadeia (PCR), descritas adiante, permitem
também insergdo especifica de sequéncias (ou seja, locais de
enzimas de restrigdo) e permitem construgdo facil de
moléculas hibridas. Alternativamente, poderiam utilizar-se
reacgdes de PCR para preparar moldes recombinantes sem
necessidade de clonagem. Por exemplo, poderiam utilizar-se
reacgdes de PCR para preparar moléculas de ADN em cadeia
dupla contendo um promotor de ARN-polimerase dirigida por ADN
(por exemplo, de bacteridfago T3, T7 ou Spéb) e a sequéncia
hibrida contendo o gene heterdlogo e o local de ligacdao da
polimerase viral de influenza. Os moldes de ARN poderiam
entdo ser transcritos directamente a partir deste ADN
recombinante. Ainda noutra concretizagcao, os moldes de ARN
recombinante podem ser preparados por ligagdo de ARN
especificando a polaridade negativa do gene heterdlogo e ©
local de 1ligagdo da polimerase viral utilizando uma ARN-
ligase. Descrevem-se nas subsecg¢des adiante requisitos da
sequéncia para actividade de polimerase viral e construgdes
que podem ser utilizadas de acordo com o invento.

5.1.1 INSERCAO DE GENES HETEROLOGOS

0O gene que codifica para a proteina L contém apenas um
quadro de leitura aberto. Os genes que codificam para M2
contém dois quadros de leitura abertos para ORF1 e 2,
respectivamente. NS1 e NS2 sdao codificadas por dois genes,
NS1 e NS2. As proteinas G e F, codificadas por dois genes
independentes sdo as glicoproteinas de superficie mais
importantes do virus. Consequentemente, estas proteinas sdao
0s principais alvos para a resposta imunitdria humoral apds
infecgdo. A insercdo de uma sequéncia génica heterdloga em
qualquer destas regibes de codificagao poderia ser conseguida
quer por uma adicdo das sequéncias heterdlogas a expressar
quer por uma substituicdo completa da regidc de codificacgao
viral c¢om o© gene heterdlogo gquer por uma substituicgao
parcial. As sequéncias heterdlogas inseridas no genoma de RSV
podem ter qualquer comprimento até aproximadamente
5 quilcbases. A substituic¢do completa seria provavelmente
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melhor conseguida através da utilizacdo de mutagénese
dirigida por PCR.

Alternativamente, poderia construir-se um ARNm
bicistrdénico para permitir iniciag¢do interna da tradugdo de
sequéncias virals e permitir a expressdo de sequéncias de
codificagao de proteina heterdlogas a partir do local de
iniciacao terminal normal. Alternativamente, poderia
construir-se uma sequéncia de ARNm bicistrdénico em dque a
sequéncia viral ¢ traduzida a partir do guadro de leitura
aberto terminal normal, enquanto que a sequéncia heterdloga é
iniciada a partir de um local interno. Podem utilizar-se
determinadas sequéncias de locais internos de entrada de
ribossoma (IRES). As sequéncias IRES que sdo escolhidas devem
ser suficientemente curtas para ndo interferirem com as
limitacgdes do empacotamento do virus RS. Assim, é preferivel
que os IRES escolhidos para tal abordagem bicistrdnica nao
tenham um comprimento superior a 500 nucleétidos preferindo-
se menos de 250 nucledtidos. Além disso, € preferivel que o©
IRES wutilizado nao partilhe homologia de sequéncia ou
estrutural com elementos de  picornavirus. Constituem
elementos IRES preferidos, entre cutros, IRES BiP de mamifero
e o IRES do virus da hepatite C.

5.2. EXPRESSAO DE PRODUTOS GENICOS HETEROLOGOS UTILIZANDO
MOLDES DE ARN RECOMBINANTE

Os moldes recombinantes preparados tal como descrito
atrds podem ser utilizados de varios modos para expressar 0S
produtos génicos heterdélogos em célula hospedeiras
apropriadas ou para criar virus quiméricos gue expressam 0s
produtcs génicos heterdlogos. Numa concretizagdo, o molde
recombinante pode ser combinado com complexc de polimerase
viral ©purificado adiante ©para produzir rRNP gue Ss&ao
infecciosos. Com este propdsito, o molde recombinante pode
ser transcrito na presenga do complexo de polimerase viral.
Alternativamente, o molde recombinante pode ser misturado com
ou transcrito na presenca do complexo de polimerase viral
preparado utilizando métodos de ADN recombinante (consultar,
por exemplo, Kingsbury et al., 1987, Virology 156: 396-403).
Ainda noutra concretizagdo, o molde recombinante pode ser
utilizadc para transfectar células hospedeiras apropriadas
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para dirigir a expressdo dos produtos génicos heterdlogos em
niveis elevados. Constituem sistemas de células hospedeiras
que proporcionam niveis de expressdo elevados, entre outros,
linhas celulares continuas que apresentam func¢des virais tais
como linhas <celulares super-infectadas com RSV, linhas
celulares concebidas racionalmente para complementar func¢des
virais RSV, etc.

5.3. PREPARAQKO DE VIRUS DE ARN DE CADEIA NEGATIVA QUIMERICO

De modo a preparar virus quimérico, podem utilizar—-se RNP
reconstituidos contendo ARN de RSV ou ARN que codifica para
proteinas heterdlogas para transfectar células que estao
também infectadas com um virus de RSV  "parental".
Alternativamente, as prepara¢les de RNP reconstituido podem
ser misturadas com os RNP do virus parental de tipo selvagem
e utilizadas directamente para transfecgao. Apds transfeccao,
0s novos virus podem ser i1solados e ©0s seus genomas
identificados através de andlise de hibridagdo. Em abordagens
adicionais agqui descritas para a producado de virus infeccioso
quimérico, podem replicar-se rRNP em sistemas de células
hospedeiras que expressam as proteinas de polimerase virais
de RSV ou influenza (por exemplo, em sistemas de expressao
virus/célula hospedeira; linhas celulares transformadas
concebidas racionalmente para expressar as proteinas de
polimerase, etc.), de modo a salvar o virus quimérico
infeccioso; neste caso, ndo € necessdria a utilizacdo de
virus auxiliadores dado que esta funcado ¢ proporcionada pelas
proteinas de vpolimerase virais expressas. Numa abordagem
especialmente desejavel, células infectadas com  rRNP
concebidos racionalmente para todos os oito segmentos de
virus influenza podem resultar na producgdo de virus quimérico
infeccioso que contém o gendtipo pretendido; eliminando assim
a necessidade de um sistema de selecgao.

Teoricamente, pode substituir-se qualquer um dos genes de
RSV ou parte de gualgquer um dos genes de RSV, com a sequéncia
heterdloga. Contudo, uma parte necessdria desta equacdo é a
capacidade de propagar o virus deficiente (deficiente porgue
h4d um produto génico viral normal que falta ou foi alterado).
Existem varias abordagens possiveis para evitar este
problema.
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Uma terceira abordagem para propagagdoc do virus
recombinante pode envolver co-cultura com virus do tipo
selvagem. Tal poderia ser efectuado simplesmente tomando
virus recombinante e co-infectando células com esse e outro
virus de tipo selvagem (de preferéncia uma estirpe de
vacina). O virus de tipo selvagem deveria complementar o
produtc génico viral deficiente e permitir crescimento tanto
de virus de tipo selvagem como de virus recombinante. Tal
seria uma situacgdo andlcga a propagagdc de particulas de
virus influenza com interferéncia deficiente (Nayak et al.,
1983, em: “Genetics of Influenza Viruses”, P. Palese e D.W.
Kingsbury, ed., Springer-Verlag, Viena, p. 255-279). No caso
de virus com interferéncia deficiente, as condigbes podem ser
modificadas de modo a que a maioria dos virus propagados seja
a particula deficiente em vez do virus de tipo selvagem.
Assim, esta abordagem pode ser Util para gerar solugdes-mae
de virus recombinante com titulo elevado. Contudo, estas
solugbes-made conteriam necessariamente algum virus de tipo
selvagen.

Alternativamente, podem replicar-se RNP sintéticos em
células co-infectadas com wvirus recombinante que expressa
proteinas da polimerase de virus RS. De facto, este método
pode ser utilizado para salvar virus infeccioso recombinante
de acordo <com o invento. Com este propdsito, podem
expressar-se as proteinas da polimerase do virus RSV em
qualquer sistema de expressdc vector/célula hospedeira,
incluindo entre outros, vectores de expressao virais (por
exemplo, de virus vaccinia, de adenovirus, de baculovirus,
etc.) ou linhas celulares que expressam as proteinas de
polimerase (por exemplo, consultar Krystal et al., 1986,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 2709-2713).

5.4. GERACAO DE VIRUS QUIMERICOS COM UM FENOTIPO ATENUADO POR
DELECAO DE M2-2

0Os métodos do presente invento podem ser utilizados para
introduzir mutagdes ou segquéncias heterdlogas para gerar
virus atenuados quiméricos que encontram muitas aplicagdes,
incluindo andlise da Dbiologia moclecular, patogénese e
propriedades de crescimento e infec¢ao de RSV. De acordo com
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0 presente invento, podem introduzir-se sequéncias G e F
heterdlogas por exemplo nas sequéncias de codificacdo da
proteina F ou G ou nas seguéncias de codificacadao NS1, NS2,
M1ORF1, M20RF2, N, P ou L. De acordo com o presente invento,
0 gene M2-2 é eliminado para gerar um fendtipo atenuado.

De acordo com o presente invento, um RSV atenuado
apresenta um grau de viruléncia substancialmente menor
comparativamente com o virus de tipo selvagem, incluindo uma
taxa de crescimento mais lenta, de modo que o0s sintomas de
infecgdo viral ndo ocorrem num individuo imunizado.

5.5. FORMULACOES DE VACINAS UTILIZANDO OS ViRUS gUIMERICOS

Numa concretizacdo preferida, o presente invento refere-
se a vacinas RSV bivalentes que conferem proteccdoc contra
RSV-A e RSV-B, Para formular tal vacina, utiliza-se um virus
RS quimérico que expressa o0s polipéptidos antigénicos de
ambos 0s subtipos RSV-A e RSV-B.

Pode formular-se quer uma vacina viral recombinante viva
quer uma vacina viral recombinante inactiva. Pode preferir-se
uma vacina viva porque a multiplicacdo no hospedeirc leva a
um estimulo prolongado do mesmo tipo e grandeza ao que ocorre
em 1infec¢des naturails e consequentemente confere imunidade
substancial e persistente. A producdo de tais formulagdes de
vacinas de virus recombinante vivo pode ser obtida utilizando
métodos convencionals envolvendo propagagao do virus em
cultura celular ou no alantéide de embrido de pintainho
seguido por purificagdo.

Neste contexto, a utilizacdo de RSV (vectores) concebidos
por engenharia genética com objectivos de vacina pode
requerer a presenga de caracteristicas de atenuagdoc nestas
estirpes. 0Os actuais candidatos ©para vacina de virus
influenza viva para utiliza¢do em humanos sdo adaptados ao
frio, sensiveis a temperatura ou passados de modo a
apresentarem varios (seis) genes derivados de virus de
influenza aviaria o que resulta em atenuagdo. A introducgdo de
mutag¢des apropriadas (por exemplo, delecgdes) nos moldes
utilizados para transfecg¢do pode proporcionar ao novo virus
caracteristicas de atenuacgdo. Por exemplo, podem efectuar-se
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mutagdes sem sentido especificas que estdo associadas a
sensibilidade a temperatura ou adaptacdo ao frio em mutantes
de delecéo. Estas mutacdes devem ser mais estaveis do que as
mutacdes pontuais associadas com mutantes de frio ou
sensiveis a temperatura e as frequéncias de reversdo deven
ser extremamente baixas.

Alternativamente, podem construir-se virus quiméricos com
caracteristicas “suicidas”. Tais virus seriam submetidos
apenas a um ou a poucos ciclos de replicagdo no hospedeiro.
Quando utilizado como uma vacina, o virus recombinante seria
submetido apenas a um ciclo de replicagao e induziria um
nivel suficiente de resposta imunitaria mas nem iria mais
longe no hospedeiro humano, nem causaria doenca. Os virus
recombinantes isentos de um ou mais dos genes essenciais do
virus RS nao seriam capazes de sofrer ciclos de replicagao
sucessivos. Tais virus deficientes podem ser produzidos por
co-transfeccao de RNP reconstituidos isentos de um ou mais
genes especificos em linhas celulares que  expressam
permanentemente este(s) gene(s). Virus isentos de um ou mais
genes essencials serdo replicados nestas linhas celulares mas
quando administrados ao hospedeiro humano nao serdac capazes
de completar um ciclo de replicacdo. Tais preparacdes podem
transcrever e traduzir - neste ciclo abortivo - um numero
suficiente de genes para induzir uma resposta imunitdria.
Alternativamente, poderiam administrar-se quantidades maiores
das estirpes de modo a dque estas preparagbdes sirvam como
vacinas virais inactivadas (mortas) . Para vacinas
inactivadas, prefere-se que os produtos génicos heterdlogo
sejam expressos como uma componente viral de modo a que o©
produto génico esteja associado com o virido. A vantagem de
tais preparacdes é que contém proteinas nativas e nac sofrem
inactivacdo por tratamento com formalina ou outros agentes
utilizados no fabrico das vacinas virais mortas.

Noutra concretizagao deste aspecto do invento, podem
preparar-se formulac¢des de vacinas inactivadas utilizando
técnicas convencionais para “matar” o virus quimérico. As
vacinas inactivadas estdao “mortas” no sentido que a sua
infecciosidade foi destruida. Idealmente, a infecciosidade do
virus ¢ destruida sem afectar a sua imunogenicidade. De forma
a preparar vacinas inactivadas, o virus quimérico pode ser
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cultivado em cultura de células ou no alantdéide de embrido de
pintainho, purificado por ultracentrifugag¢ac por zonas,
inactivado por formaldeido ou P-propioclactona e recclhido em
conjunto. A vacina resultante ¢é habitualmente inoculada por
via intramuscular.

Os virus 1inactivados podem ser formulados com um
adjuvante adequado de modo a aumentar a resposta imunoldégica.
Tais adjuvantes podem incluir, entre outrcs, géis minerais,
por exemplo, hidroxido de aluminic; substéncias tensioactivas
tais como lisolecitina, polidis Pluronics, polianides;
péptidos; emulsdes de 6leo; e adjuvantes humanos
potencialmente Utels tais como BCG e Corynebacterium parvum.

Podem wutilizar-se muitos métodos para introduzir as
formulacBes de vacinas descritas atras, incluindo entre
outras as vias oral, intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, subcutdnea e intranasal. Pode
ser preferivel introduzir a formulagdo de vacina viral
quimérica através da via de infecgcdo natural do patogénio
para o qual se concebeu a vacina. Quando se utiliza uma
preparagao de vacina de virus quimérico vivo, pode ser
preferivel introduzir a formulag¢doc através da via natural de
infecgdo para o virus influenza. A capacidade dos virus RSV e
influenza para induzir uma resposta imunitdria celular e de
excrecdo vigorosa pode ser utilizada vantajosamente. Por
exemplo, a infeccdo do tracto respiratdério por virus RSV ou
influenza quimérico pode induzir uma resposta imunitdria de
excrecao vigorosa, por exemplo no sistema urogenital, com
protecgac concomitante contra um agente causador de doenga
especifico.

As seguintes secgbes descrevem como exemplo e sem
qualquer intuito de limitacdo, a manipulagao dos genomas
virais de cadeia negativa de ARN utilizando RSV como um
exemplo para demonstrar a aplicsbilidade dos métodos do
presente invento para gerar virus quiméricos com objectivos
de expressdo de genes heterdlogos, geracdo de particulas
virais infecciosas e particulas virais atenuadas com
objectivos de vacinacdo.
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6. SALVAMENTO DE VIRUS SINCICIAIS RESPIRATORIOS (RSV)
INFECCIOSOS UTILIZANDO ARN DERIVADO DE ADN RECOMBINANTES
ESPECIFICOS

Este exemplo descreve um processo para © salvamento de
virus sincicial respiratdério (RSV) infeccioso, derivado de
ADNc recombinantes que codificam o genoma de ARN completo de
RSV para RSV estaveis e infecciosos, tal como referido na
seccdo 5 atrds. Este processo pode ser utilizado na producgdo
de wvirus RSV quiméricos que podem expressar genes G e F
heterdlogos. Outro exemplo para obter a produgao de RSV
quimérico envolve a modificacdao de genes RSV nativos
existentes tal ¢é como adicionalmente descrito. Assim, este
exemplo também descreve a utilidade deste ©processo na
atenuacdo directa da patogenicidade RSV, resultando na
produgao de uma vacina com  propriedades bioldgicas
especificamente atribuidas e definidas para utilizacdao em
humanos.

A primeira etapa do processo de salvamentc envolvendo o
genoma de ARN de RSV completo reguer sintese de uma cépia
completa do genoma de 15 quilobases (Kb) de RSV estirpe AZ2.
Tal é obtido pelo splicing conjunto de ADNc em cadeia dupla
subgenémicos (utilizando procedimentos padrao para
manipulagdo genética) com uma gama de tamanhos de 1 kb-3,5 kb
para formar ADNc gendmico completo. A determinacdo da
sequéncia de nucledtidos do ADNC gendémico permite
identificacao de erros introduzidos durante o processo de
montagem; os erros podem ser corrigidos por mutagénese
dirigida ou por substitui¢do da regido de erro com uma parte
de ADN em cadeia dupla sintetizada quimicamente. Apds
montagem, posiciona-se o ADNc gendmico adjacente a um
promotor de transcrigdc (por exemplo, o promotor de T7) numa
extremidade e uma sequéncia de ADN que permite terminacdo de
transcricao na outra extremidade, por exemplo, uma
endonuclease ou uma ribozima especificas para permitir
sintese de uma coépilia de ARN de sentido positivo ou negativo
do genoma viral completo in vitro ou em células em cultura.
As sequéncias de comando ou de final podem conter sequéncias
adicionais tal como pretendido, tal como ribozima
flanqueadora e terminadores de transcrigac de T7 em tandem. A
ribozima pode ser uma ribozima de virus delta de hepatite ou
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uma ribozima de cabega de martelo e funciona para
proporcionar uma extremidade 3' exacta isenta de nucledtidos
nao virais.

De acordo com este aspecto do invento, podem efectuar-se
mutagdes, substituigdes ou delegdes a sequéncia gendmica RSV
nativa que resulta num aumento da actividade de promotor de
RSV. Os requerentes demonstraram dque mesmo um aumento de
actividade do promotor RSV aumenta grandemente a eficdcia de
salvamento de RSV, permitindo o salvamento de particulas de
RSV infecciosas de um ADNc de RSV completo apresentando a
mutacdo. Nomeadamente, uma mutag¢do pontual na posicao 4 do
genoma (C para G) resulta num aumento de varias vezes da
actividade de promotor e no salvamento de particulas virais
infecciosas de um clone de ADNc de RSV completo apresentando
a mutacgao.

O processo de salvamento utiliza a interac¢do do genoma
de ARN de RSV estirpe A2 completo, que € transcrito a partir
do ADNc construido com proteinas de virus de RSV subgrupo B
auxiliadoras dentro das <c¢élulas em cultura. Tal pode
conseguir-se de varios modos. Por exenplo, pode
transcrever-se 1in vitro e transfectar-se ARN gendémico de
virus completo de RSV estirpe A2 para células infectadas com
RSV estirpe B9320 tal como para células 293 utilizando
protocolos de transfeccgdo padrdoc. Além disso, ARN gendmico de
RSV estirpe A2 transcrito in vitro pode ser transfectado para
uma linha celular que expressa as proteinas essenciais de RSV
estirpe A2 (na auséncia de virus auxiliador) de genes virais
integrados de modo estavel.

Alternativamente, ARN gendmico viral transcrito in vitro
(RSV estirpe A2) pode também ser transfectado para células
infectadas com um virus heterdlogo (por exemplo, nomeadamente
virus wvaccinia) que expressa as proteinas auxiliadoras
essenciais de RSV estirpe A2, especificamente as proteinas N,
P, L e/ou M2-ORF1l. Além disso, o ARN gendmico transcrito 1in
vitro pode ser transfectado para células infectadas com um
virus heterdélogo, por exemplo virus vaccinia, que expressa a
polimerase de T7 e que permite expressao de proteinas
auxiliadoras a partir dos ADN de plasmidec transfectado
contendo 0s genes auxiliadores N, P e L.



EP 1 480 671/PT
30

Em alternativa & transfeccdo de ARN gendmico transcrito
in vitro, pode transfectar-se ADN plasmidico contendo uma
construgdo de ADNc de RSV completa para células infectadas
com um virus heterdlogo, por exemplo virus vaccinia gue
expressa as proteinas de RSV  estirpe A2 auxiliadoras
essenciais e polimerase de T7, permitindo assim transcrigdo
do ARN gendémico de RSV completo do ADN plasmidico contendo a
construgcao de ADNc de RSV. O virus vaccinia ndao necessita
contudo de fornecer as préprias proteinas auxiliadoras mas
apenas a pclimerase de T7; podem entdo expressar—-se proteinas
auxiliadoras a partir de plasmideos transfectados contendo ©s
genes N, P, e L de RSV apropriadamente posicionados
adjacentes aos seus préprios promotores de T7.

Quando o virus em replicagdo proporciona a fungao
auxiliadora durante as experiéncias de salvamento, utiliza-se
a estirpe B9320 de RSV, permitindo diferenciagéo de
salvamento de descendéncia dirigida contra RSV B9320. RSV
estirpe A2 salva é identificada positivamente pela presenca
de sequéncias “marcadoras” de nucledtido  especificas
inseridas na cépia de ADNc do genoma RSV antes do salvamento.

O estabelecimento de um sistema de salvamento para RSV
estirpe A2 nativo, ou seja, “de tipo selvagem” permite que
sejam 1introduzidas modificagdes na céplia de ADNc do genoma
RSV para construir RSV quimérico contendo sequéncias
heterdlogas de algum modo relativamente as de RSV nativo, de
modo a que o virus salvo resultante possa ser atenuado em
termos de patogenicidade para proporcionar uma vacina humana
eficaz e segura tal como discutido na secc¢do 5.4 atrdés.

Além da(s) alteracdo/8es (incluindo alteracdo resultante
de translocagdeo) do material genético RSV para proporcionar
sequéncia heterdloga, este processo permite a insercgdo de
genes *“heterdlogos” (ou seja, genes que naoc sdao nativos de
RSV) ou suas componentes genéticas apresentando fungao
bioldgica ou antigenicidade de modo a permitir expressao
desses elementos genéticos; deste modo o RSV quimérico
modificado pode actuar como um sistema de expressdo para
outras proteinas heterdlogas ou elementos genéticos, tais
como ribozimas, ARN anti-sentido, oligorribonucledtidos
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especificos com potencial profildtico ou terapéuticoc ou
outras proteinas virais com objectivos de vacina.

6.1. SALVAMENTO DAS SEQUENCIAS DE COMANDO E DE FINAL DE RSV
ESTIRPE A2 UTILIZANDO RSV ESTIRPE B9320 COMO VIRUS AUXILIADOR

6.1.1. VIRUS E CELULAS

Apesar de se ter utilizado RSV estirpe A2 neste exemplo,
trata-se apenas de um exemplo. Encontra abrangida pela
pericia na arte a utilizagdo de outras estirpes de RSV
subgrupo A de acordo com 0s ensinamentos deste exemplo.
Encontram-se abrangidos pelo invento métodos que utilizam
essas outras estirpes.

Cultivaram-se RSV estirpe A2 e RSV estirpe B9320 em
células Hep-2 e células Vero respectivamente e utilizaram-se
células 293 como hospedeiras durante experiéncias de
transfeccdo/salvamento. Todas as trés linhas celulares foram
obtidas de ATCC (Rockville, Maryland).

6.1.2. CONSTRUCAO E ANALISE FUNCIONAL DE PLASMIDEOS REPORTER

Construiu-se o plasmideo pRSVA2CAT (figura 1) tal como
descrito adiante.

Os ADNc das componentes de comando de 44 nucledtidos e de
final de 155 nucledtidos de RSV estirpe A2 (consultar Mink et
al., Viroclogy 185: 615-624 (1991); Collins et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. 88: 9663-9667 (1991)), a componente de final
incluindo também a sequéncia consensual de promotor da
polimerase de bacteridfago T7, foram montadas separadamente
por hibridagao controlada de oligonucledtidos com
complementaridade de sobreposicao parcial (consultar a
figura 1). Os oligonucleétidos utilizados na hibridac¢do foram
sintetizados num sintetizador de ADN Applied Biosystems
(Foster City, California). Os oligonucledtidos individuais e
as suas posigbes relativas nas sequéncias de comando e de
final sac indicados na figura 1. O0Os oligonucledtidos
utilizados para construcdo do comando foram:



EP 1 480 671/PT
32

1. 5'CGA CGC ATA TTA CGC GAA AAA ATG CGT ACA ACA AAC TTG CAT
AAA C

2. 5'CRA AAA AAT GGG GCA AAT AAG AAT TTIG ATA AGT ACC ACT TAA
ATT TAA CT

3. 5'CTIA GAG TTA AAT TTA AGT GGT ACT

4, 5'TAT CAA ATT CTIT ATT TGC CCC ATT TTT TTG GIT TAT GCA AGT
TTG TTG TA

5. 5'CGC ATT TTT TCG CGT AAT ATG CGT CGG TAC

Os oligonucledtidos utilizados para construcdo dos finais
foram:

1. 5'GTA TTC AAT TAT ACT TAT TAA AAA TTA AAA ATC ATA TAA TTT
TTT AAA TA

2. 5'ACT TTT ACT GAA CTA ATC CTA AAG TTA TCA TIT TAA TCT TGG
AGG AAT AA

3. 5'ATT TAA ACC CTA ATC TAA TTG GIT TAT ATG TGT ATT AAC TAA
ATT ACG AG

4, 5'ATA TTIA GTT TTT GAC ACT TTT TIT CIC GTT ATA GIG AGT CGT
ATT A

5. 5'AGC TTA ATA CGA CTC ACT ATA ACG A

6. 5'GAA ARA AAG TGT CAA AAA CTA ATA TCT CGT AAT TTA GTT AAT
ACA CAT AT

7. 5'AAA CCA ATT AGA TTA GGG TTT AAA TTT ATT CCT CCA AGA TTA
AAA TGA TA

8. 5'ACT TTA GGA TTA GTT CAC TAA AAG TTA TTT AAA AAA TTA TAT
GAT TTT TA

9. 5'ATT TTT AAT AAC TAT AAT TGA ATA CTG CA

Ligaram-se entdo os ADNc completos de comando e de final,
aos locais Xbal e PstI do gene repdrter cloranfenicol-
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acetiltransferase (CAT), respectivamente, para formar uma
construgdo de ADNc linear de 1 kb RSV/CAT. Esta construgdo de
ADNc foi entdo ligada aos locais KpnlI e HindII de pUC 19. A
integridade da construcdo pRSVA2CAT final foi verificada por
andlise de gel dos tamanhos dos produtos de digestao
XbaI/PstI e KpnI/HindII. Ligaram-se entdo os ADNc de comando
e de final completos ao gene da proteina fluorescente verde
(GFP) utilizando locais de enzima de restricdo adequados para
formar uma construg¢doc de ADNc linear. O RSV-GFP-CAT
resultante ¢ uma construgdo bicistrdénica repdrter que
expressa tanto CAT como GFP.

A transcrigao in vitro de pRSVAZCAT linearizado com Hgal
com polimerase de bacteridfago T7 fol efectuada de acordo com
0 protocolo do fornecedor de T7 (Promega Corporation,
Madison, Wisconsin). Infectaram-se células 293 confluentes em
placas de seis pogos (-1x10° células por pogo) com RSV
estirpe B9320 a 1 unidade formadora de placas (p.f.u.) por
célula e 1 hora depois transfectaram-se 5-10 pg do ARN
transcrito in vitro a partir da constru¢do pRSVA2CAT. O
procedimento de transfecgdo seguiu o procedimento de
transfecgao de Collins et al., Virology 195: 252-256 (1993) e
utilizou Transect/ACT™ e reagentes Opti-MEM de acordo com as
especificacdo do fabricante (Gibco-BRL, Bethesda, Maryland).
As 24 horas apds infecgdo ensaiaram-se as células 293 para
actividade CAT wutilizando wum protocolo padrdo (“Current
Protoccls in Molecular Biology”, wvol. 1, capitulo 9.6.2;
Gorman, et al., 1982) Mol. Cell Biol. 2: 1044-1051). A
detec¢do de niveis elevados de actividade CAT indicou que ARN
em sentido negativo transcrito in vitro contendoc as regildes
“de comando” e de “de final” do genoma RSV estirpe A2 e ©
gene CAT podem ser encapsulados, replicados e exXpressos
utilizando ©proteinas fornecidas por RSV estirpe B9320
(consultar figura 2). 0O nivel de actividade CAT observado
nestas experiénecias fol pelo menos tao elevado como 0O
observado em experiéncias de salvamento semelhantes em que se
utilizou RSV estirpe A2 homdloga como virus auxiliador. A
capacidade de um RSV estirpe B9320 de subgrupo B
antigenicamente distinto suportar a encapsulagac, replicagao
e transcricdo de um ARN de RSV estirpe A2 de subgrupo A ainda
naoc foi, tanto quanto sabemos, formalmente relatada até hoje.
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6.2. CONSTRUCAO DE UM ADNc REPRESENTANDO O GENOMA COMPLETO DE
RSV

Para obter um molde para sintese de ADNc purificou-se ARN
gendémico de RSV incluinde 15 222 nucledtidos a partir de
células Hep-2 infectadas de acordo com o método descrito por
Ward et al., J. Gen. Virol. 64: 167-1876 (1983). Baseado nas
sequéncias de nucledtidos de RSV publicadas, sintetizaram-se
oligonucledtidos utilizando um sintetizador de ADN da Applied
Biosystems (Applied Biosystems, Foster City, California) para
actuar como iniciadores para sintese de ADNc de primeira e
segunda cadeia a partir de um molde de ARN gendémico. As
sequéncias de nucledtidos e as posigbes relativas dos
iniciadores de ADNc e o0s locais-chave de endonuclease no
interior do genoma RSV sdo indicados na figura 3. A producdo
de ADNc a partir de ARN gendmico viral foi efectuada de
acordo com o protocolo de transcrigdo inversa/reacgdo de
polimerizagdo em cadeia (RT/PCR) de Perkin Elmer Corporation,
Norwalk, Connecticut (consultar igualmente Wang et al.,
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. 86: 9717-9721); purificaram-se
0s ADNc amplificados por electroeluicdo da banda de ADN
apropriada dos géis de agarose. Ligou-se directamente o ADN
purificado para o vector de plasmideo pCRII (Invitrogen Corp.
San Diego) e transformou-se quer para células *“One Shot” de
E. coli (Invitrogen) quer para células #“SURE” de E. colil
(Stratagene, San Diego). 0Os ADNc resultantes, clonados e
especificos de virus, foram montados por técnicas de clonagem
padréo (Sambrook et al., *“Molecular Cloning - A Laboratory
Manual”, Cold Spring Harbor laboratory Press (Cold Spring
Harbor, New York, 1989) para produzir um ADNc que abrange o
genoma de RSV completo. Sequenciou-se © ADNc gendmico
completo e substituiram-se as sequéncias incorrectas por
mutagénese dirigida ou  ADN sintetizado  quimicamente.
Introduziram-se substitui¢des de nucledtidos nas bases 7291 e
7294 (sendo a base numero 1 no inicio da extremidade 3’ do
ARN gendémico) no gene “F”, para produzir um novo local de
endonuclease Stul e nas posicles 7423, 7424 e 7425 (também no
gene F) para produzir um novce local Pmel. Estas alteracg8es
foram concebidas para actuar como marcadores definitivos para
eventos de salvamento. A polimerase de bacteridfago T7 e ©
local de endonuclease Hgal foram colocados em extremidades
opostas do ADNc do genoma viral de modo a poderem



EP 1 480 671/PT
35

sintetizar-se in vitro 0s genomas virais de ARN em sentido
quer negativo quer positivo. 0Os ADNC que representam as
sequéncias de promotor de polimerase de T7 e a sequéncia de
reconhecimento para Hgal foram sintetizadas num sintetizador
de ADN Applied Biosystems e foram ligadas independentemente
as extremidades do ADNc de genoma viral ou foram adicionadas
como uma parte 1integral dos iniciadores de PCR durante a
amplificacdo da porgdo terminal do ADNc gendémico, onde
apropriado; este Uultimo procedimento fol utilizado na
auséncia de locais de endonuclease adequados perto dos
terminais de ADNc gendmico evitando ligacao directa de ADNc
sintetizado gquimicamente de promotor de T7/local Hgal ao ADNC
gendtmico. Esta construgdo completa (ADNc gendmico e sequéncia
flanqueadora de reconhecimento promotor de T7/Hgal) foi entdo
clonada nos locais KpnI/NotI do fagemideo Bluescript II SK
(Stratagene, San Diego) do qual se tinha removido o promotor
de T7 enddgeno por mutagénese dirigida. O ARN transcrito
desta construgdo gendmica completa pode ser salvo utilizando
virus auxiliador RSV subgrupoc B para proporcionar RSV
infeccioso de acordo com o exemplo 6.1. Este sistema de
salvamento bdsicc para o ARN gendmico completo nativo de RSV
estirpe AZ, ou seja, de tipo selvagem, pode ser utilizado
para introduzir vAarias modificag¢des na cépia de ADNc do
genoma resultando na introdugdo de sequéncias heterdlogas no
genoma. Tais alteragdes podem ser concebidas para reduzir a
patogenicidade viral sem restringir a replicag¢do do virus até
um ponto em que o salvamento se torna impossivel ou no qual a
expressao génica viral ¢é insuficiente para estimular
imunidade adequada.

Utilizaram-se 0s seguintes oligonucledtidos para
construir a sequéncia ribozima/terminador de T7:

5'GGT*GGCCGGCATGGTCCCAGC
3'CCA CCGGCCGTACCAGGGTCG
CTCGCTGGCGCCGGCTGGGCAACA
GAGCGACCGCGGCCGACCCGTGTG
TTCCGAGGGGACCGTCCCCTCGGT
AAGGCTCCCCIGGCAGGGGAGCCA

AATGGCGAATGGGACGTCGACAGC
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TTACCGCTTACCCTGCAGCTIGTCG
TAACAAAGCCCGAAGGAAGCT
ATTGTITTCGGGCTTCCTTCGA
GAGTTGCTGCTGCCACCGTTIG
CTCAACGACGACGGAGGCAAC
AGCAATAACTAGATAACCTITGGG
TCGTTATTGATCTATTGGAACCC
CCTCTAAACGGGICTTGAGGGTCT
GGAGATTTGCCCAGAACTCCCAGA
TTTTGCTGAAAGGAGGAACTA
AAAACGACTTICCTCCITGAT
TATGCGGCCGCGICGACGGTA
ATACGCCGGCGEAGCTGCCAT
CCGGGCCCGCCTTCGAAGS!

GGCCCGGGCGGAAGCTTICS!

Gerou-se um clone de ADNc contendo © genoma completo de
RSV, um promotor de T7, uma ribozima de virus de hepatite
delta e um terminador de T7. Esta construgdo pode ser
utilizada para gerar ARN antigendmico ou RSV in vivo na
presenca de polimerase de T7. A andlise de sequéncia indicou
que o plasmideo continha poucas muta¢des no genoma RSV.

6.2.1. MODIFICACOES DO GENOMA RSV

Por exemplo, poderiam inserir-se os genes F e G de RSV de
subgrupo B humano num genoma que pertencia a RSV estirpe A
(em vez dos genes F e G de RSV estirpe A ou adicionalmente a
estes).

Estas modificagdes incluem adicionalmente delegdes do
quadro de leitura aberto M2-2.
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6.3. SALVAMENTO DE UM ADNc QUE REPRESENTA O GENOMA COMPLETO
DE RSV

6.3.1. CONSTRUCAO E ANALISE FUNCIONAL DE PLASMIDEOS DE
EXPRESSAQ

Os genes N, P e L de RSV codificam a polimerase viral de
RSV. A fungdo dos genes M de RSV é desconhecida. A capacidade
dos plasmideos de expressao N, P, M e L de RSV desempenharem
a fung¢do de proteinas de RSV estirpe A2 auxiliadora foi
avaliada tal como descrito adiante. Clonaram-se ©0s genes N,
P, L e M2-1 de RSV no vector PCITE 2a(+) modificado (Novagen,
Madison, Wisconsin) sob o controlo do promotor de T7 e
flanqueado por um terminador de T7 na sua extremidade 3°'.
Modificou-se PCITE-2a(+) por insercgdo de uma sequéncia de
terminador de T7 de PCITE-3a(+) nos locais AlwnI e BglII de
pCITE-2a(+). A funcionalidade dos plasmideos de expressao N,
P, e L fol determinada pela sua capacidade de replicar o
PRSVAZCAT transfectado. A uma confluéncia de aproximadamente
80%, infectaram-se células Hep-2 em placas de seis pogos com
MVA a uma mol de 5. 1 hora depois, transfectaram-se as
células infectadas com pRSVA,CAT (0,5 mg) e com plasmideos
que codificam os genes N (0,4 mg), P (0,4 mg) e L (0,2 mg)
utilizando 1lipofecTACE (Life Technologies, Gaithersburg,
Maryland). A transfecc¢ao decorreu durante 5 horas ou durante
a noite e seguidamente substituiu-se o meio de transfecgao
com MEM fresco contendo FBS (soro fetal bovino) a 2%. Dois
dias apdés a infeccdo, lisaram-se as células e analisaram-se
0s lisados relativamente a actividade CAT utilizando o kit
CAT ELISA de Boehringer Mannheim. Detectou-se actividade CAT
nas células que tinham sido transfectadas com os plasmideos
N, P, e L conjuntamente com pRSVA,CAT. Contudo, nao se
detectou gqualquer actividade CAT quando qualquer um dos
plasmideos de expressac foi omitido. Além disso, a co-
transfecgdo de RSV-GFP-CAT com os plasmideos de expressdo N,
P, e L resultou na expressao de ambas as proteinas GFP e CAT.
As razbes dos diferentes plasmideos de expressaoc e moi do
virus vaccinia recombinantes foram optimizadas no sistema de
expressac de gene repdrter.
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6.3.2. RECUPERACAO DE RSV INFECCIOSO A PARTIR DE ADNc DE RSV
COMPLETO

Infectaram-se células Hep-2 com MVA (virus vaccinia
recombinante que expressa polimerase de T7) a uma moi de um.
Cinquenta minutos depois adicionou-se as células mistura de
transfecgao. A mistura de transfec¢do consistiu de 2 ug de
vector de expressdo N, 2 ug de vector de expressao P, 1 ug de
vector de expressdo L, 1,25 ug de vector de expressao
M2/0ORF1, 2 ug de clone de genoma de RSV com promotor
aumentado, 50 ul de LipofecTACE (Life Technologies,
Gaithersburg, Maryland) e 1 ml de OPTI-MEM. Decorrido um dia
substituiu-se a mistura de transfeccao com MEM contendo FCS a
2%. Incubaram-se as células a 37°C durante 2 dias.
Recolheu-se o sobrenadante de transfeccdo e utilizou-se para
infectar células Hep-2 frescas na presenga de arac (farmaco
contra virus vaccinia) a 40 ug/ml. Incubaram-se as células
Hep?2 infectadas durante 7 dias. Apobs recolha do
sobrenadante Pl, utilizaram-se as células para imunocoloragdo
utilizando anticorpos dirigidos contra proteina F de RSV
estirpe A2, Identificaram-se sels locais corados
positivamente com fusdo célula-célula visivel (tipico para
infecgdo por RSV). Extraiu-se o ARN do sobrenadante Pl e
utilizou-se como molde para andlise de RT-PCR. Geraram-se
produtos de PCR correspondentes as regides F e M2. Ambos o0s
produtos continham os marcadores introduzidos. No controlo,
0s produtos de PCR derivados de wvirus RSV natural estavam
isentos dos marcadores.

Criou-se uma mutacgao pontual na posicdo 4 da sequéncia de
comando do clone de genoma de RSV (residuo C para G) e
designou-se este clone de genoma como PRSVC4GLwt. Tinha-se
demonstrado que, num contexto de gene repdrter, este clone
aumentava varias vezes a actividade de promotor
comparativamente com o tipo selvagem. Apds introdugdo desta
mutagac no genoma completo, o virus infeccioso foi salvo do
clone de ADNc. O virus RSV recombinante salvo formou placas
mais pequenas do que o virus RSV de tipo selvagem (figura 8).

Este sistema permite salvar o RSV mutado. Assim, pode ser
uma excelente ferramenta para conceber racionalmente vacinas
atenuadas vivas contra RSV e para utilizar vector e virus RSV
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para obter expressdc génica heterdloga. Pode ser possivel
expressar proteina G de RSV tipo B num ambiente de tipo A, de
modo que a vacina é capaz de proteger de infeccao por RSV
tanto de tipo A como de tipo B. Pode também ser possivel
obter atenuagdo e mutagdes sensiveis a temperatura no genoma
RSV por alteragado da ordem génica ou por mutagénese dirigida
da proteina L.

6.4. UTILIZACAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS PARA DIFERENCIAR
ENTRE VIRUS SALVOS E VIRUS AUXILIADORES

De modo a neutralizar o virus auxiliador RSV estirpe
B9320 e facilitar identificag¢ao de RSV estirpe AZ salvo,
produziram-se anticorpos monoclonais contra RSV estirpe B9320
do seguinte modo.

Infectaram-se seis ratinhos fémea BALB/¢ por via
intranasal (i.n.) com 10° wunidades formadoras de placas
(p.f.u.) de RSV B9320, seguido 5 semanas mals tarde por
inoculacao intraperitoneal (i.p.) de 10°-10’ pfu de RSV B9320
numa mistura contendo adjuvante completo de Freund a 50%.
Duas semanas apds inoculacdo i.p., ensaiou-se uma amostra de
sangue de cada ratinho para a presenga anticorpo especifico
de RSV utilizando um ensaio de neutralizag¢do padrdo (Beeler e
Coelingh, J. Virol. 63: 2941-2950 (1988)). Os ratinhos que
produziram o nivel mais elevado de anticorpo neutralizante
foram adicionalmente reforcados com 10° p.f.u. de RSV estirpe
B9320 em solucgao salina tamponada de fosfato (PBS) injectada
por via intravenosa na base da cauda. Trés dias depois
sacrificaram-se o0s ratinhos e recolheram-se 0s seus bagos
como uma fonte de células B produtoras de anticorpos
monoclonais. Removeram-se cuidadosamente esplendcitos
(incluindo células B) do bago do ratinho através de incis8es
efectuadas na cédpsula do bago em 5 ml de meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DME) . Deixaram-se sedimentar
agregados de células e as células em suspensac remanescentes
foram recolhidas separadamente por centrifugacao a 2000 x g
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Estes sedimentos
celulares foram ressuspensos em 15 ml de NH,C1 0,83 (p/v) e
deixou-se repousar durante 5 minutos para lisar 0s
eritroécitos. Recolheram-se entao 0s esplendcitos por
centrifugagdao como anteriormente através de uma almofada de
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10 ml de soro fetal de wvitelo. Enxaguaram-se entdo o0s
esplendécitos com DME, tornaram-se a sedimentar e finalmente
ressuspenderam-se em 20 ml de DME fresco. Estes esplendcitos
foram entdo misturados com células Sp2/0 (uma linha celular
de mieloma de ratinho utilizada como parceira de fusdao para a
imortalizagao de esplendcitos) numa razdo de 10:1 de células
de bago:células Sp2/0. Obtiveram-se células Sp2/0 de ATCC e
mantiveram-se em DME suplementado com soro fetal Dbovino a
10%. Centrifugou-se entdo a mistura celular durante 8§ minutos
a 2000 x g a temperatura ambiente. Ressuspendeu-se ©
sedimento celular em 1 ml de polietilenoglicol a 50% com 1000
de peso molecular (PEG 1000), seguido da adi¢do de volumes
iguais de DME a intervalos de 1 minuto até se obter um volume
final de 25 ml. Sedimentaram-se entdo as células fundidas
como antes efectuado e ressuspenderam-se a 3,5 x 10° células
de baco ml™ em meio de crescimento (meio condicionado a 50%
de c¢élulas SP2/0, meio HA a 50% contendo 100 ml de RPMI,
25 ml de F.C.S., 100 pgml de gentamicina, 4 ml de 50X meio de
hipoxantina, timidina, aminopterina (HAT) fornecido como uma
mistura de preparadc de Sigma Chem. Co., St. Louis,
Missouri). Distribuiu-se a suspensdaoc celular ao longo de
placas de pocos (200 pl poco’) e incubou-se a 37°C, humidade
95 e CO, a 5%. Subcultivaram-se entdo coldnias de células de
hibridoma (esplendécitos e células Sp2/0 fundidos) em placas
de 24 pogos e cresceu-se até proximo da confluéncia; o meio
de crescimento sobrenadante foil entao amostrado para a
presenga de anticorpos monoclonais neutralizantes de RSV
estirpe B9320 utilizando um ensaico de neutralizagao padrac
(Beeler e Coelingh, J. Virecl. 63: 2941-50 (1988)).
Ressupenderam-se células de hibridoma de pog¢os com actividade
neutralizante em meic de cultura e diluiram-se para uma
densidade celular de 0,5 células por 100 ul e plagueou-se em
placas de 96 pocgos, 200 pl por pogo. Este procedimento
assegurou a producao de monoclones (ou seja, linhas celulares
de hibridoma derivadas de uma unica célula) que foram entdo
tornadas a ensalar para a produgdc de anticorpos monoclonais
neutralizantes. As linhas <celulares de  Thibridoma que
produziram anticorpos monoclonails capazes de neutralizar RSV
estirpe B9320 mas nao RSV estirpe A2 foram subsequentemente
infectadas para ratinhos, i.p. (10° células por ratinho).
Duas semanas apds a injecgdao 1.p. retirou-se fluido de
ascites de ratinho contendo anticorpos monoclonais
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neutralizantes para RSV estirpe B9320 com uma agulha de
calibre 19 e armazenou-se a -20°C.

Utilizaram-se estes anticorpos monoclonais para
neutralizar o virus auxiliador RSV estirpe B9320 apds
salvamento de RSV estirpe A2 tal como descrito na secg¢do 9.1.
Tal fol efectuado por diluig¢do de anticorpos monoclonais
neutralizantes 1 para 50 com dgar-agar a 0,4% (p/v) derretido
em meio minimo essencial de Eagle (EMEM) contendo F.C.S. a
1%. Esta mistura foli entdo adicionada a monocamadas de
células Hep-2 que tinham sido infectadas com a descendéncia
de experiéncias de salvamento a uma m.o.i. de 0,1-0,01 p.f.u.
por célula. Os anticorpos monoclonais na sobrecamada de Agar-
dgar inibiram o <crescimento de RSV estirpe B9320, mas
permitiram & crescimento de RSV estirpe A2, resultando na
formacdo de placas pela estirpe A2. Recolheram-se estas
placas utilizando uma pipeta de Pasteur para remover um disco
de 4&gar-agar sobre a placa e as células infectadas do
interior da placa; ressuspendeu-se as células e o disco de
dgar-dgar em 2 ml de EMEM, FCS a 1% e o virus foi plaqueado
novamente na presenc¢a de anticorpo monoclonal numa monocamada
fresca de <células Hep-2 para purificar adicionalmente de
virus auxiliador. O virus plagueado duas vezes fol entéo
utilizado para infectar células Hep-2 em placas de vinte e
quatro pocgos e a sua descendéncia foi utilizada para infectar
placas de seis pogos a uma m.o.i. de 0,1 p.f.u. por célula.
Finalmente, utilizou-se o ARN celular infectado total de um
poco das placas de seis pogos numa reacgdo de RI/PCR
utilizando uma primeira e segunda cadeias iniciadoras de cada
um dos lados das “sequéncias marcadoras” (introduzidas no
genoma de RSV estirpe A2 para actuarem como um meio de
reconhecimento de eventos de salvamento) tal como descrito na
secgdo 6.2 atras. O ADN produzido na reaccdo de RT/PCR foi
subsequentemente digerido com Stul e Pmel para identificar
positivamente as “sequéncias marcadoras” introduzidas no ADNC
de RSV estirpe AZ e assim estabelecer a validade do processo
de salvamento.
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8. EXEMPLO: EXPRESSAO DE PROTEINAS G E F DE RSV SUBGRUPO B
POR RSV ESTIRPE A2

Conduziram-se as seguintes experiéncias para gerar um RSV
quimérico que expressa os polipéptides antigénicos de mais
que uma estirpe de R3V. Dois subgrupos antigénicos principais
(A e B) de virus sincicial respiratdério (RSV) causam doengas
humanas. As glicoproteinas F e G sdao os dols principais
determinantes antigénicos de RSV. Estima-se que as
glicoproteinas F de virus de subgrupo A e B estdo
relacionadas em 50%, enquanto que as glicoproteinas G estaoc
consideravelmente menos relacionadas, c¢erca de 1-5%. A
infecgdo de RSV subgrupc A induz uma resisténcia parcial ou
ndo induz gualquer resisténcia a replicacgdo de uma estirpe de
subgrupo B e vice-versa. Ambas as vacinas de virus RSV do
subgrupo A e do subgrupo B sdao necessdarias para proteger de
infecgao por RSV,

A primeira abordagem aqui descrita é fazer um clone de
ADNc de RSV quimérico infeccioso que expressa antigénios do
subgrupo B por substituicdo da regidoc G e F do clone de ADNC
de RSV A2 infeccioso em causa por genes G e F de subgrupo B.
O RSV quimérico seria especifico antigénico de subgrupo B. A
segunda abordagem aqui descrita ¢é inserir o gene G de
subgrupo B no clone de ADNc de A2 em causa de modo a gue um
virus expressaria tanto antigénios especificos de subgrupo A
como de subgrupo B.

8.1. SUBSTITUIGCAO DE G E F DE A2 PELOS GENES G E F DE B9320

Amplificaram-se o©0s genes G e F de RSV de subgrupo B
estirpe B9320 a partir de ARNv de B9320 por RT/PCR e
clonou-se no vector pCRII para determinacdo de sequéncia.
Criou-se o local BamHI nos oligonucledtido iniciadores
utilizados para RT/PCR de modo a clonar os genes G e F de
estirpe B9320 num ADNc antigendmico A2 (figura 434).
Primeiramente o fragmento de ADNc que continha o0s genes G & F
desde nt 4326 até nt 9387 da estirpe A2 foi subclonado em
pUC 19 (pUCR/H). Criaram-se locails BglII nas posigdes de 4630
(jungdo intergénica SH/G) e 7554 (juncdo intergénica F/M2),
respectivamente pelo kit de mutagénese dirigida Quickchange
(Stratagene, La Jolla, California). Digeriu-se o ADNc de G e
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F de B9320 inserido no vector pCR.II com enzima de restrigdo
BamHI e seguidamente subclonou-se em pUCR/H digerido com
BglII do gqual se tinham removido ©0s genes G € F de AZ2.
Utilizou-se o© clone de ADNc com ©S genes G e F de A2
substituidos por G e F de B9320 para substituir a regiao de
XhoI a MscI do ADNc antigendmico de A2 completo. O clone de
ADNc antigendmico resultante fol denominado pRSVB-GF e foi
utilizadc para transfectar células Hep-2 para gerar virus
infeccioso RSVB-GF.

A geragdo de virus RSVB-GF quimérico fol como se seque,
transfectou-se pPRSVB-GF conjuntamente com plasmideos que
codificam proteinas N, P, e L para células Hep-2 que tinham
sido infectadas com MVA, um virus vaccinia recombinante gue
expressa a ARN-polimerase de T7. Distribuiram-se as células
Hep-2 um dia antes da transfeccdo em placas de seis pogos.
Infectaram-se monocamadas de células Hep-2 a uma confluéncia
de 60%-70% com MVA a uma mol de 5 e incubaram-se a 35°C
durante 60 min. Lavaram-se entdo as células uma vez com OPTI-
MEM (Life Technologies, Gaithersburg, Maryland).
Substituiu-se cada placa com 1 ml de OPTI-MEM e adicionou-se
0,2 ml de meio de transfecgao. Preparou-se o melo de
transfecgdo por mistura de cinco plasmideos num volume final
de 0,1 ml de meio OPTI-MEM, nomeadamente 0,6 pg de pRSVB-GF
antigenoma de RSV, 0,4 ug de plasmideo N, 0,4 nug de
plasmidec P e 0,2 pg de plasmideo L. Tal foi combinado com
0,1 ml de OPTI-MEM contendo 10 ul de 1lipofecTACE (Life
Technologies, Gaithersburg, Maryvland, E.U.A.). Apds uma
incubagdo de 15 minutos a temperatura ambiente, adicionou-se
ADN/lipofecTACE as células e substituiu-se o meio um dia
depois com MEM contendo FBS a 2%. Incubaram-se adicionalmente
as culturas a 35°C durante 3 dias e recolheram-se o0s
sobrenadantes. Utilizaram-se entdo aliguotas dos
sobrenadantes de cultura para infectar células Hep-2 frescas.
Apds incubagdo durante 6 dias a 35°C, recolheu-se ©
sobrenadante e fixaram-se as c¢élulas e coraram-se por um
método indirecto de peroxidase de rabano utilizando anticorpo
anti-RSV de cabra (Biogenesis, Sandown, New Hampshire)
seguidoc de um anticorpo anti-cabra de coelho ligado a
peroxidase de rédbanc. As células infectadas com virus foram
entdo detectadas por adigdo de substrato cromogénico (DAKO,
Carpinteria, California, E.U.A.) de acordo com as instrugdes
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do fabricante. Detectaram-se placas do tipoc RSV nas células
que foram infectadas <com o0s sobrenadantes de células
transfectadas com PpRSVB-GF. O virus fol adicionalmente
purificado por placas duas vezes e amplificado em células
Hep-2.

Caracterizou-se virus RSVB-GF recombinante por RT/PCR
utilizando diniciadores especificos de RSV subgrupo B.
Extrairam-se dois isolados de virus RSVB-GF recombinante
purificados independentemente com um kit de extrac¢do de ARN
(Tel-Test, Friendswood, Texas) e precipitou-se ARN com
isopropanol. 0Os ARN de virido foram hibridados com um
iniciador abrangendo a regido de RSV desde 4468 nt até
4492 nt e incubaram-se durante 1 hora sob condig¢des RT padrao
(reac¢bes de 10 pl) utilizando transcriptase inversa
Superscript (Life Technologies, Gaithersburg, Maryland).
Submeteram-se aliquotas de cada reac¢dao a PCR (30 ciclos a
94°C durante 30 s, 55°C durante 30 s e 72°C durante 2 min)
utilizando iniciadores especificos de subgrupo B na regido G
(CACCACCTACCTTACTCAAGT e TTTGITTGTIGGGTTTGATGGTTGG) .
Analisaram-se 0s produtos de PCR por electroforese em gel de
agarose a 1% e visualizaram-se por coloragao com brometo de
etidio. Tal como apresentado na figura 5, ndo se produziu
qualquer produto de ADN em reacgdes de RT/PCR utilizando RSV
estirpe A2 como molde. Contudo, detectou-se um produto
previsto de 254 pb em reacgdes de RT/PCR utilizando ARN de
RSVB-GF ou o plasmideoc de controlo de PCR, ADN de pRSVB-GF,
como molde, indicando que o virus salvo continha os genes G e
F genes derivados do virus B9320.

8.2. EXPRESSAO DE B9320G POR VIRUS RSV A2

Amplificou-se gene G de RSV estirpe B9320 de subgrupo B a
partir de ARNv de B9320 por RT/PCR e clonou-se para vector
PCRII para determinacdo de sequéncia. Incorporaram-se dois
locais BglII nos iniciadores de PCR gqgue também continham
sinais de inicio de gene e de final de gene
(GATATCAAGATCTACAATAACATTGGGGCAAATGC e GCTAAGAGATCTTTTTGAATAA
CTAAGCATG). Digeriu-se a insercaoc de ADNc de B9320G com BglII
e clonou-se para a jung¢do intergénica SH/G (4630 nt) ou F/M2
(7552 nt) de um subclone de ADNc AZ (figura 4B e figura 4C).
O fragmento XhoI até MscI contendo a 1inserg¢dao B9320G na
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regido intergénica SH/G ou F/M2 foi utilizado para substituir
a regiao de XhoI a  MscI correspondente do  ADNc
antigendémico A2. O clone de ADNc antigendémico de RSV
resultante foi denominado pRSVB9320G-SH/G ou pRSVB9320G-F/M2.

A geragdo de virus RSV A2 apresentando o gene G de B9320
inserido na regido intergénica F/M2 foi efectuada de modo
semelhante ao que foi descrito para geracdo de virus RSVB-GF.
Sucintamente, transfectaram-se pRSVB9320G-F/M2 conjuntamente
com plasmideos que codificam as proteinas N, P e L para
células Hep-2 infectaram-se com um virus vaccinia
recombinante MVA que expressa a ARN-polimerase de T7 (Life
Technologies, Gaithersburg, Maryland). Substituiu-se o meio
celular transfectado com MEM contendo soro fetal bovino (FBS)
a 2% um dia apds transfecgdo e incubou-se adicionalmente
durante 3 dias a 35°C. Utilizaram-se entdo aliquotas de
sobrenadantes de cultura (PO) para infectar c¢élulas Hep-2
frescas. Apds incubacdo durante 6 dias a 35°C, recolheu-se o
sobrenadante e fixaram-se as células e coraram-se com um
método de peroxidase de rdbano indirecto utilizando anticorpo
anti-RSV de cabra (Biogenesis) seguido de um anticorpo anti-
cabra de coelho ligado a peroxidase de rdbano. Detectaram-se
entdo as células infectadas por virus por adigdo de substrato
cromogénico (Dako). Detectaram-se placas do tipo RSV nas
células que foram infectadas com os sobrenadantes de células
transfectadas com pRSVB9320G/F/M2.

A caracterizacdo de virus pRSVB9320G-F/M2 foi efectuada
por RT/PCR utilizando iniciadores especificos de B9320G.
Observou-se um produto de PCR previsto de 410 pb na amostra
de RT/PCR utilizando ARN de pRSVB9320G-F/M2 como molde,
indicando que o virus salvo contém o gene G derivado de B9320
(figura 6).

A expressao do gene G inserido em RSV B9320 foi analisada
por hibridag¢do de Northern utilizando um oligonucledtido
marcado com °“‘P especifico para ARNm de A2-G ou B-G.
Extraiu-se ARN celular total de células Hep-2 infectadas com
RSVB 9320 de tipo selvagem, ©rRSVA2 ou rRSVB9320G-F/M2
48 horas apds infeccgdo utilizande um kit de extracg¢do de ARN
(ARN stat-60, Tel-Test). O ARN foil submetido a electroforese
num gel de agarose a 1,2% contendo formaldeido e
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transferiu-se para uma membrana de nylon (Amersham) .
Marcaram-se um oligonucledétido especifico para o gene G da
estirpe A2 (5'-TCTTGACTGTTGTGGATTGCAGGGTTGACTTGACTCCGATCGATCC-3")
e um oligonucledtido especifico para o gene G de B9320
(5"-CTTGIGTIGTTGTIGTATGGTIGCTGTTICTGATTTTGTATTGATCGATCC-3") com
*p_ATP através de uma reaccdo de quinase conhecida dos
peritos na arte. A  hibridagdao da membrana com um dos
oligonucledtidos especificos de gene G marcados com P foi
efectuada a 65°C e lavada de acordo com procedimentos padrao.
Detectaram-se ARN especificos de A2-G e de B9320-G nas
células Hep-2 infectadas com rRSVB9320G-F/M2 (figura 6B).
Estes resultados demonstram expressdao de ARN especifica do
subtipo.

Comparou-se a expressdo de proteina de rRSVA2 (B-G)
quimérico com a de RSV B9320 e rRSV por imunoprecipitacao de
lisados celulares de Hep-2 infectados marcados com °°S.
Sucintamente, marcaram-se as células infectadas com virus com
35S—promix (%S—Cys e *“s-Met a 100 uCi/ml, Amersham, Arlington
Heights, Illinois) entre as 14 e as 18 horas apdés infeccado de
acordo com um protocolo conhecido dos peritos na arte.
Lisaram-se as monocamadas celulares com tampao RIPA e
imunoprecipitaram-se os polipéptidos com anti-soro policlonal
desenvolvido em cabra contra virus RSV A2 destruido com
detergente (figura 7, pistas 1-4) ou anti-soro desenvolvido
em ratinho contra viriBes B9320 nao destruidos (figura 7,
pistas 5-8). Submeteram-se os polipéptidos imunoprecipitados
marcades radicactivamente a electroforese em géis de
poliacrilamida a 10% contendo SDS a 0,1% e detectou-se por
autorradiografia. O soro anti-RSV A2 imunoprecipitou os
polipéptidos principais da estirpe A2 de RSV, enquanto que o
soro anti-B9320 reagiu principalmente com proteina G de RSV
B9320 e a proteina F conservada de ambos os subgrupos A e B.
Tal como apresentado na figura 7, imunoprecipitou-se uma
proteina que é idéntica a proteina A2-G (pista 3), a partir
de células infectadas com rRSVA2 (B-G) (pista 4) utilizando
um anti-soro contra RSV A2. A proteina G da estirpe B9320 de
RSV nao foi reconhecida pelo anti-soro anti-Az.
Imunoprecipitou-se uma espécie de proteina, menor gue a
proteina A2-G, a partir de células infectadas com B9320
(pista 6) e com rRSVAZ (B-G) (pista 9) utilizando o anti-soro
desenvolvido em ratinho contra virides B9320. Este
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polipéptido ndo estava presente nas células ndo infectadas e
infectadas com RSV A2 e provavelmente representa a proteina G
especifica para RSV B estirpe 9320. A comparacdo da sequéncia
de aminocdcidos das proteinas G de RSV A2 e de RSV B9320
indicou que se encontram presentes dois locais de
glicosilagdo N adicionais potenciais (N-X-S/t) na proteina G
de RSV AZ, que podem contribulr para abrandar a migrag¢do da
proteina G de A2 nas condig¢des utilizadas. A proteina F de
RSV B9320 também migrou ligeiramente mais depressa do que a
proteina F de RSV A2. As proteinas P e M também apresentaram
diferencas de mobilidade entre os dois subtipos de wvirus.
Desconhece-se a identidade do polipéptido perto do topo do
gel de proteina presente em células infectadas FSV B9320 e
rRSVAZ (B-G). Os anti-soros desenvolvidos em ratinhos contra
0s virides RSV B9320 reconheceram fracamente as proteinas N,
P e M e sdo comparados com o anti-soro de cabra desenvolvido
contra RSV estirpe A2, 0Os dados descritos atras indicam
claramente que rRSV A2 (B-G) quimérico expressa ambas as
proteinas G especificas de RSV A2 e de B9320.

8.2.1 REPLICACAO DE RSV RECOMBINANTE EM CULTURA DE TECIDOS

Purificaram-se com placas virus RS recombinantes trés
vezes e amplificaram-se em células Hep-2. Os ensalos de placa
foram efectuados em células Hep-2 em placas de 12 pogos
utilizando uma sobrecamada de metilcelulose a 1% e 1 x meio
L15 contendo soro fetal bovino a 2% (FBS). Apds incubagdo a
35°C durante 6 dias, fixaram-se as monocamadas com metanol e
identificaram-se placas por imunocolora¢do. O tamanho e
morfolcgia das placas de rRSV fol muito semelhante ao de
RSV A2 de tipo selvagem (figura 8). Contudo, as placas
formadas por rRSVC4G foram menores que rRSV e virus A2 de
tipo selvagem. A Unica diferenga genética entre rRSV e rRSVC4
foi a substituig¢do de um Unico nucledtido na regido de
comando de RSV. Consequentemente, o menor tamanho de placas
de rRSV A2 (B-G) ndo foil distinguivel de rRSVCAG.

As curvas de crescimento de rRSV, rRSVC4G e rRSV A2 (B-G)
foram comparadas com as de virus A2 de tipo selvagem derivado
biologicamente. Cresceram-se c¢élulas Hep-2 em frascos de
cultura T25 e infectaram-se com rRSV, rRSVC4G, rRSVA2 (B-G),
ou RSV estirpe A2 de tipo selvagem a uma moi de 0,5. Apds
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1 hora de adsorgdao a 37°C, lavaram-se as células trés vezes
com MEM contendo FBS a 2% e incubaram-se a 37°C em CO, a 5%.
A intervalos de 4 horas apds infecgao, recolheram-se 250 ul
do sobrenadante de cultura e armazenou-se a -70°C até
titulacao do virus. Cada aliquota retirada foi substituida
com uma quantidade igual de meio fresco. Determinou-se ©
titulo de cada virus por ensaio de placa em células Hep-2 e
visualizou-se por imunocoloracgdo (consultar atrds). Tal como
apresentado na figura 9, a cinética de crescimento de rRSV &
muito semelhante a de virus de A2 de tipo selvagemn.
Atingiu-se titulo de virus maximo para todos os virus entre
48 h e 72 h. O titulo de virus de rRSVC4AG foi cerca de
2,4 vezes (as 48 h) e 6,6 vezes (as 72 h) menor que rRSV e A2
de RSV de tipo selvagem. O baixc crescimento de rRSVC4G pode
também ficar a dever-se a substituicdo de um Unico nucledtido
na regidao de comando. O rRSV A2 (B-G) quimérico apresentou
uma cinética mais lenta e um maximo de titulo mais baixo
(figura 9).

10. GERACAO DE CANDIDATO A VACINA DE VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO (RSV) HUMANO POR DELECAO DOS GENES VIRAIS SH E
M20RF 2

10.1. MUTANTE DE DELECAO M2-2

Para eliminar o0s genes M2-2 introduziram-se dois locais
de enzima de restrigdo HindIII nos nucledtidos de RSV 8196 e
8430, respectivamente, num subclone de ADNc pET (S/B) que
continha um fragmento de restrigdo RSV de 4478 a 8505. O
fragmento de restrig¢do RSV tinha sido preparado previamente
por mutagénese dirigida Quikchange (Strategene, La Jolla,
California). A digestdo de pET (S/B) com a enzima de
restrigcdo HindIII removeu uma seguéncia de 234 nucledtidos
que continha a maioria do quadro de leitura aberto de M2-2,
0s nucledétidos que codificam os primeiros 13 aminocdcidos no
terminal N do produto génico de M2-2 ndo foram removidos
porque esta sequéncia sobrepbe-se a M2-1. O fragmento de ADNC
que continha a delecdo do gene M2-2 foi digerido com SacI e
BamHI e clonado novamente no clone de ADNc de RSV completo,
denominado pRSVAMZ-2
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Gerou-se RSV infeccioso com esta delegdo M2-2 por
transfecgdo do plasmideo pRSVAM2-2 para células Hep-2
infectadas com MVA que expressam 0Ss genes N, P e L.
Sucintamente, transfectou-se pRSVAM2-2, conjuntamente com
plasmideos que codificam as proteinas N, P e L, para células
Hep-2 que tinham sido infectadas com um virus vaccinia (MVA)
recombinante que expressa ARN-polimerase de T7.

A transfeccdo e recuperacao de RSV recombinante foi
efectuada da seguinte forma. Separaram-se células Hep-2 cinco
horas ou um dia antes da transfecgao em placas de seils pogos.
Infectaram-se monocamadas de células Hep-2 &a 70%-80% de
confluéncia com MVA a uma multiplicidade de infeccdo (moi) de
5 e incubaram-se a 35°C durante 60 min. As células foram
entdo lavadas uma vez com OPTI-MEM (Life Technologies,
Gaithersburg, Maryland). Substituiu-se cada placa com 1 ml de
OPTI-MEM e adicionou-se 0,2 ml de meic de transfecgao. O meio
de transfeccao fol preparado por mistura de 0,5-0,6 upg de
antigenoma RSV, 0,4 ug de plasmidec N, 0,4 ng de plasmideo P
e 0,2 ng de plasmideo L num volume final de 0,1 ml de meio
OPTI-MEM. Tal foli combinado com 0,1 ml de OPTI-MEM contendo
10 pl de lipofecTACE (Life Technologies). Apds uma incubagao
de 15 minutos a temperatura ambiente, adicionou-se a mistura
ADN/lipofecTACE as células. Substituiu-se o meio um dia mais
tarde com MEM contendo FBS a 2%. As culturas foram incubadas
adicionalmente a 35°C durante 3 dias e recolheram-se os
sobrenadantes. Trés dias apds transfeccdo, passou-se 0,3-
0,4 ml de sobrenadantes de cultura para células Hep-2 frescas
e incubaram-se com MEM contendo FBS a 2%. Apds incubacgéao
durante seis dias, recolheu-se 0 sobrenadante e fixaram-se as
células e coraram-se através do método indirecto com
peroxidase de rdbano, utilizando anticorpo de cabra anti-RSV
(Biogenesis) seguido por anticorpo de coelho anti-cabra
ligado a peroxidase de rabano. Detectaram-se entdo as células
infectadas com wvirus por adigdo de substrato cromogénico
(DARKO) de acordo com as instrug¢des do fabricante. Recuperou-
se RSV recombinante que continha a delecdo do gene M2-2 das
células transfectadas. A identificacdo de rRSVAM2-2 foi
efectuada por RT/PCR utilizando iniciadores que flanqueiam a
regido eliminada. Tal como apresentado na figura 123,
detectou-se um fragmento de ADNc 234 nucledtidos mais curto
do que RSV de tipo selvagem em células infectadas rRSVAM2-2.
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Nido se detectou qualguer ADNc na reacg¢do de RT/PCR que néo
continha transcriptase inversa na reac¢do de RT. Tal indicou
que o produto de ADN fol derivado de ARN viral e ndo de
contaminacdo. As propriedades da delecdo de M2-2 de RSV estao
actualmente a ser avaliadas.

10.3 GERACAO DE AMBOS OS MUTANTES DE DELECAO SH E M2-2

Eliminaram-se ambos 0s genes SH e MZ2-2 da construgao de
ADNc de RSV completo por subclonagem de ADNc. Clonou-se um
fragmento de SacI a BamHI contendc a delegdao M2-2 removida do
subclone de ADNc pET (S/B) AM2-2RSV para © clone de ADNc
PRSVASH. 0O plasmideo de delegcdao de gene duplo pRSVASHAM2-2
fol confirmado por mapeamento com enzima de restricao. Tal
como apresentado na figura 12B, o mutante de dupla delecgéo
SH/M2-2 é mails curto do que o ADNc de pRSV de tipo selvagem.

A recuperacdo de RSV infeccioso contento tanto a delegdo
SH, como M2-2 foi efectuada como descrito anteriormente. O
virus infeccioso com SH e M2-2 eliminados fol obtido de
células Hep-2 transfectadas.

11. EXEMPLO: GERACAO DE UM CANDIDATO DE VACINA DE VIRUS
SINCICIAL RESPIRATORIO (RSV) HUMANO POR DELECAO DE GENE (S)
VIRAL(S) ACESSORIO(S) QUER DE MODO _SIMPLES, QUER _EM

COMBINACAO

Fundamentos:

O virus sincicial respiratério humano é a principal via
de pneumonia e brongquiolite em criancas com menos de um ano
de idade. RSV & responsdvel por mais do que uma em cinco
hospitalizagdes pedidtricas devidas a doenga do tracto
respiratério e causa 4 500 mortes anuais apenas nos EUA,
Apesar de décadas de investigacdo para desenvolver uma vacina
eficaz contra RSV, ndo se conseguiu uma vacina segura e
eficaz para prevenir a morbilidade grave e mortalidade
significativa associada a infeccdo por RSV. Foram utilizadas
varias abordagens para desenvolver candidatos a vacina RSV:
virus inactivado com formalina, vacina de subunidades
recombinantes de glicoproteinas de RSV expressas e virus vivo
atenuado. Recentemente, a geracdo de mutantes de RSV vivos
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atenuados tem sido o foco para o desenvolvimento de vacina
RSV. No passado, a geragao de mutantes RSV vivos atenuados so
poéde ser conseguida por passagem in vitro e/ou mutagénese
gquimica. O virus foi sub-atenuado ou sobre-atenuado e ndo era
estdavel geneticamente. A presente investigacao proporciona
uma abordagem imediata para gerar vacinas RSV atenuadas vivas
geneticamente estaveis por delegdo de gene(s) acessdrio(s)
individualmente ou em combinagcao. As delecgcbes de gene sao
consideradas uma estratégia muito potente para atenuar RSV
dado que tais delegbes ndo reverterdo e espera-se assim que
os mutantes de delegao de RSV recombinantes sejam muito
estdveis geneticamente.

O RSV é unico entre o0s paramixovirus na sua organizagao
génica. Além dos genes N, P, L, M, G e F que sdo comuns a
todos os paramixovirus, RSV contém quatro genes adicionais
que codificam cinco proteinas: NS1, NS2, SH, M2-1 e M2-2,
M2-1 e M2-2 sdo traduzidos de dois guadros de leitura abertos
que se sobrepde no meio do ARNm de M2, M2-1 melhora a
capacidade de processamento de transcricdo de ARNm e também
funciona como uma factor anti-terminacdo por aumento da
transcrigcdo para além do sinal de terminacao nas Jjungdes
intergénicas (Collins, P. L. et &al. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 93, 81-85 (1996); Hardy, R. W. et al. J Virol. 72,520-526
(1998)). Contudo, verificou-se que a proteina M2-2 inibe a
transcricdo e replicacdo de ARN de RSV in vitro (Collins, P.
L. et al. Proc., Natl. Acad. Sci. USA 93, 81-85 (1996)).
Relatou-se que a proteina acessdéria N5 1 & um inibidor de
transcricado potente (Atreya, P. L. et al., J Virol. 72, 1452-
1461 (1998)). Demonstrou-se que 0 gene SH é dispensavel por
crescimento de RSV em cultura de tecidos num virus de
ocorréncia natural e num RSV recombinante contendo uma
delecdc SH concebida racionalmente (Bukreyev, A. et al., J
Virol 71 (12), 8973-82 (1997); Karron, R, A. et al. J Infect.
Dis. 176, 1428-1436 (1997)). RSV isento de SH replica tao bem
como RSV de tipo selvagem in vitro. Recentemente, relatou-se
que o gene NS2 também pode ser eliminado (Teng, M. N., et al
J Virol 73 (1), 466-73 (1999); Buchholz, U. J. et al. J Virol
73 (1), 251-9 (1999)). A delecgao M2-1, M2-2 e NS 1 nao foi
relatada, nem foi relatada a delecdo de mais do que dois
genes nao essenciais. Tradicionalmente, os virus atenuados
vivos mutantes foram gerados por passagem de RSV a baixa
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temperatura muitas vezes e/ou sujeitos a mutagénese com
reagentes quimicos. As mutagdes sao introduzidas
aleatoriamente e o fendétipo do virus ¢é dificil de manter
porque se podem desenvolver revertentes. A capacidade de
produzir virus a partir de um ADNc infeccioso possibilita a
delecdo de gene ou genes que estao associados com a
patogénese do virus. A delecdo génica sozinha ou em
combinacao com mutac¢des em outros genes virais (G, F, M, N, P
e L) pode originar uma vacina RSV atenuada estédvel para
proteger eficazmente contra infecgdo por RSV.

11.1 GERAQKO DE UM CANDIDATO A VACINA DE VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO (RSV) HUMANO POR DELEQKO DO GENE M2-2 VIRAL

Este exemplo descreve a producdo de um RSV recombinante
no qual a expressdo do gene M2-2 fol abolida por remogdo de
uma sequéncia de polinucledtido que codifica o gene M2-2 e a
sua proteina codificada. O gene M2-2 de RSV ¢é codificado pelo
gene M2-2 e o seu quadro de leitura aberto encontra-se
parcialmente sobreposto com o quadro de leitura aberto de
M2-1 5'-proximal em 12 amincdcidos (Collins, P. L. et al.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93, 81l-85 (1996)). O polipéptido
M2-2 previsto contém 90 aminocdcidos, mas a proteina M2-2 néo
foi ainda identificada intracelularmente. A proteina M2-2
regula negativamente a transcricao e replica¢do de ARN de R3SV
num sistema modelo de minigenoma (Ccllins, P. L. et al. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 92, 11563-11567 (1995)). O significado
deste efeito negativo na transcrigao e replicacado de ARN de
RSV no ciclo de replicagdo viral nao é conhecido.

11.1.1 RECUPERACAO DE RSV RECOMBINANTE ISENTO DO GENE M2-2

Para produzir um RSV recombinante gue j& ndo expressa a
proteina M2-2, eliminou-se o gene M2-2 de um clone de ADNc de
RSV parental (Jin, H. et al. Virology 251, 206-214 (1998)). O
clone de ADNc antigendémico codifica um ARN antigendmico
completo de estirpe A2 de RSV, que foli utilizado com sucesso
para recuperar RSV recombinante. Este ADNc antigendmico
contém uma Unica alteracao de nucledtido na regido de comando
na posigcdo 4 de C para G no seu sentido antigendmico. A
construgdo de plasmidec pA2AM2-2 envolveu um procedimento de
clonagem em duas etapas. Introduziram-se dois locais de
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enzima de restricdo HindIII na sequéncia de RSV de 8196 nt a
8430 nt respectivamente num subclone de ADNc (pET-S/B) gue
continha o fragmento de ADNc de RSV Sac I (4477 nt) a BamHI
(8504 nt) utilizando o kit de mutagénese Quickchange
(Strategene). A digestdo deste clone de ADNc com a enzima de
restrigdo HindIII removeu o Ifragmento de ADNc de 234 nt
HindIII que continha o gene M2-2. O restante fragmento SacI a
BamHI que nao continha o gene M2-2 foi entdo clonado para um
ADNc antigendmico de RSV pRSVC4G. O plasmideo resultante foi

denominado pA2AM2-2.

Para recuperar RSV recombinante com o quadro de leitura

aberto de M2-2 eliminado, transfectou-se PA2AM2-2,
conjuntamente com plasmidecs codificando as proteinas N, P e
L de RSV sob o controlo do promotor de T7, para células Hep-2
que tinham sido infectadas com um virus vaccinia modificado
que codifica a ARN-polimerase de T7 (MVA-T7). Apds 5 horas de
incubacdo das células Hep-2 transfectadas a 35°C, substituiu-
se o meio com MEM contendo FBS a 2% e as células foram
incubadas adicionalmente a 35°C durante 3 dias. Os
sobrenadantes de cultura das células Hep-2 transfectadas
foram utilizados para infectar as c¢élulas Hep-2 ou Vero
frescas para amplificar o virus salvo. A recuperacac de

rA2AM2-2 foi indicada pela formagdo sincicial e confirmada
por coloragao positiva das células infectadas utilizando soro
policlonal anti-A2 de RSV. O rA2AM2-2 recuperado foi
purificado por placas trés vezes e amplificado em células

Vero. Para confirmar que rA2AM2-2 continha a delegdo de gene
M2-2, extraiu-se ARN viral de virus e sujeitou-se a RI/PCR
utilizando um par de iniciadores abrangendo o© gene M2-2.
Extraiu-se ARN viral de sobrenadantes de cultura de células
infectadas com rA2AM2-2 e rA2 com um kit de extraccdo de ARN
(ARN STAT-50, Tel-Test, Friendswood, Texas). O ARN viral foi
sujeito a transcrigdo inversa com transcriptase inversa
utilizando um iniciador complementar ao genoma viral de
7430 nt a 7449 nt. O fragmento de ADNc que abrange o gene
M2-2 foi amplificado por PCR com iniciador V1948 (7486 nt a
7515 nt no sentido positivo) e iniciador V1581 (8544 nt a
8525 nt no sentido negativo). O produto de PCR foi analisado
num gel de agarose a 1,2% e visualizado por coloracao com
EtBr. Tal como apresentado na figura 13B, com rA2 de tipo
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selvagem obteve-se um produto de ADN de PCR correspondente ao
fragmento de 1029 nt previsto, enquanto que com rA2AM2-2 se
obteve um produto de PCR de 795 nt, 234 nt mais curto. A
geragdo do produto de RT/PCR foi dependente da etapa de RT,
indicando que fol derivado de ARN e nao de contaminacao de
ADN.

11.1.2 SINTESE DE ARN DE rA2AM2-2

A expressdo de ARN das células infectadas com rA2AM2-2 ou
rA2 foil analisada por andlises de hibridacdo de transferéncia
de Northern. Extraiu-se ARN celular total de <células
infectadas com rA2AM2-2 ou rA2 com um kit de extraccgdo de ARN
(ARN STAT-60, Tel-Test, Friendswood, Texas). Sujeitou-se o
ARN a electroforese num gel de agarose a 1,2% contendo
formaldeide e transferiu-se para uma membrana de nylon
(Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, New Jersey). A
membrana foil hibridada com uma ribossonda especifica de gene
de RSV marcada com digoxigenina (Dig). As bandas de ARN
hibridado foram visualizadas com um kit de detecgao
luminescente de Dig para 4&cidecs nucleicos (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, Indiana). A hibridag¢do das membranas
com as ribossondas fol efectuada a 65°C, a lavagem da
membrana e a deteccdo de sinal foram efectuadas de acordo com
0s procedimentos padrao. Para examinar a sintese de ARNm de

rA2AM2-2 e rA2, analisou-se a acumulacdo do ARNm de M2 e dos
outros produtos de ARNm viral em células Vero infectadas por
hibridacdo de transferéncia de Northern. A hibridacao da
transferéncia com uma sonda especifica para o guadro de
leitura aberto de M2-2 ndo detectou qualquer sinal em células
infectadas com rA2AM2-2. Por sua vez, detectou-se um ARNm de

M2 mais curto em células infectadas com rA2AM2-2 utilizando
uma ribossonda especifica para o gene M2-1 (figura 14A).
Estas observacgdes confirmaram que o gene M2-2 foil eliminado
de rA2AM2-2., A acumulagdo dos outros nove produtos de
transcrigcdo de ARNm de RSV foi também examinada e
verificou-se que as quantidades de cada ARNm eram compardveis
entre células infectadas com rA2AM2-2 e rA2. Apresentam-se
também na figura 14A exemplos de transferéncias de Northern
sondadas com N, SH, G e F. Foil também discernivel uma
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migragdo ligeiramente mais rdpida de ARNm bicistrénico de
F-M2 devido a delecdo da regido M2-2.

Fol previamente relatadc que a proteina M2-2 € um
regulador negativo de transcricac potente num ensaio de
replicacdo de minigenoma. No entanto, a delecao do gene M2-2
do wvirus nao pareceu afectar a produgdao de ARNm viral em
células infectadas. Para determinar se o0s niveils de

antigenoma viral e de ARN genémico de rA2AM2-2 foram também
semelhantes a rA2, examinou-se a guantidade de ARN gendmico e
antigendémico viral produzido em células Vero e Hep-2
infectadas por hibridagdo de Northern. A hibridacdo do ARN
celular total infectado com uma ribossonda de gene F marcada
com °“P especifica para o ARN sentido genémico negativo
indicou que foi produzido muito mencs ARN gendémico em células
infectadas com rA2AM2-2 comparativamente a rA2 (figura 14B).
Hibridou-se uma membrana duplicada com a ribossonda
especifica de gene F marcada com P com ARN sentido
positivo. Detectou-se muito pouco ARN antigendmico em células
infectadas com rA2AMZ2-2, embora a quantidade de ARNm de F em
células infectadas com rA2AM2-2 fosse compardvel a rA2.
Assim, parece que a sintese do genoma e antigenoma de RSV foi
regulada negativamente devido a delecdo do gene M2-2. Esta
regulagdo negativa foi verificada em células Vero e Hep-2 e
assim nao é dependente do tipo de célula.

11.1.3 SINTESE DE PROTEINA DE rA2AM2-2

Dado que a suposta proteina M2-2 nado foi identificada
previamente em células infectadas por RSV, foil necessario
demonstrar que a proteina M2-2 é de facto codificada por RSV
e produzida em células infectadas. Produziu-se um anti-soro
policlonal contra a proteina de fusdo M2-2 que fol expressa
num sistema de expressao bacteriano. Para produzir anti-soro
contra a proteina M2-2 de RSV, amplificou-se por PCR um
fragmento de ADNc que codifica o quadro de leitura aberto de
M2-2 de 8155 nt a 8430 nt e clonou-se para O vector pRSETA
(Invitrogen, Carlsbad, California). Transformou-se
PRSETA/M2-2 em células BL21-Gold (DE3) plysS (Strategene, La
Jolla, California) e induziu-se a expressdo da proteina M2-2
com cauda de His com IPTG. A proteina de fusdo M2-2 foi
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purificada através de colunas de afinidade HiTrap (Amersham
Pharmacia Biotech, Piscataway, New Jersey) e foi utilizada
para imunizar coelhos. Duas semanas apdés uma imunizacgdo de
reforc¢o, sangraram-se o0s coelhos e recolheu-se o soro.

As proteinas virails especificas produzidas por células
infectadas foram @analisadas por  imunoprecipitag¢dao dos
extractos de células infectadas ou por hibridagdo de Western.
Para andlise por imunoprecipitacgdo, marcaram-se as células
Vero infectadas com ““S-promix (°°S-Cys e ’S-Met a 100 uCi/ml,
Amersham, Arlington Heights, Illinois) as 14 h a 18 h apds
infecc¢do. Lisaram-se as monocamadas celulares marcadas com
tampdo RIPA e imunoprecipitaram-se os polipéptidos com soro
policlconal anti-A2 de RSV (Biogenesis, Sandown, New
Hampshire) ou soro anti-Mz2-2. A imunoprecipitacdo de lisados
de células Vero infectadas por rA2 com anticorpo anti-M2-2
produziu uma banda de proteina de aproximadamente 10 kDa, gue
¢ o tamanho previsto para o polipéptido M2-2.

Este polipéptido ndo foi detectado em células infectadas
por rA2AM2-2 (figura 15A), confirmando que M2-2 & um produto
de proteina produzido por RSV e a sua expressdo foi abolida
de rA2AM2-2. O padrdo de polipéptidos global de rA2AM2-2 foi
indistinguivel do de rA2. Contudo, verificou-se por
imunoprecipitacdo que se produziram ligeiramente mais
proteinas P e SH em células Vero infectadas por rA2AM2-2. No
entanto, por analise por hibridacdo de Western, foi produzida
uma gquantidade compardvel de SH em células infectadas com
rA2AM2-2 ou rA2 (figura 15B).

Sujeitaram-se 0s polipéptidos imunoprecipitados a
electroforese em géis de poliacrilamida a 17,5% contendo S$SDS
a 0,1% e ureia 4 M e detectaram-se por autorradiografia. Para
andlise por hibridagdo de Western, infectaram-se células
Hep-2 e Vero com rA2AM2-2 ou rA2. A varios tempos apds
infecgao, lisaram-se as células 1infectadas por virus em
tampdo de 1lise de proteina e sujeitaram-se os lisados
celulares a electroforese em géis de poliacrilamida a 17,5%
contendo SDS a 0,1% e wureia 4 M. As proteinas foram
transferidas para uma membrana de nylon. A imunotransferéncia
foi efectuada tal como descrito em Jin et al. (Jin, H. et al.
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Embo J 16 (6), 1236-47 (1997)), utilizando anti-soro
policlonal contra M2-1, NS1 ou SH.

Utilizou-se hibridacdo de Western para determinar a

cinética de sintese de proteina de rA2AM2-2 em linhas
celulares Vero e Hep-2. Infectaram-se células Hep-2 ou Vero
com rA2AM2-2 ou rA2 a moi de 0,5 e, em varios intervalos apds
infecgdo, recolheram-se as células infectadas e separaram-se
os polipéptidos num gel de poliacrilamide a 17,5% contendo
ureia 4 M. Transferiram-se as proteinas para uma membrana de
nylon e sondaram-se com anti-soros policlonais contra as trés
proteinas acessdérias: M2-1, NS1 e SH. A cinética de expressao
de proteinas para todas as trés proteinas virais foi muito
semelhante para rA2AM2-2 e rA2 em células Hep-2 e Vero
(figura 15B). A sintese de proteina NS 1 foi detectada 10 h
apds infeccgdo, que foi ligeiramente mais cedo do gque M2-1 e
SH porque a proteina NS1 é o primeiro gene traduzido e é um
produtc proteico muito abundante em células infectadas. Foi
também verificada wuma cinética de sintese de proteinas
semelhante quando a membrana foil sondada com um anti-soro
policlonal contra R3SV (dados nao apresentados). Fol detectada

M2-1 compardvel em células infectadas em rA2AM2-2, indicando
que a delecao do quadro de leitura aberto de M2-2 nao afectou
o nivel de proteina M2-1 que é traduzida pelo mesmo ARNm de
M2.

11.1.4 ANALISE DE CRESCIMENTO DE RSV RECOMBINANTE EM CULTURA
DE TECIDOS

Para comparar a morfologia de placas de rA2AM2-2 com rAZ2,
infectaram-se células Hep-2 ou Verc com cada virus e
sobrepuseram-se em meio semi-solido composto de metilcelulose
a 1% e meic 1 X L15 com FBS a 2%. Cinco dias apds a infeccéo,
imunocoraram-se as células infectadas com anti-soros contra a
estirpe A2 de RSV. Determinou-se ¢ tamanho de placas por
medicdac das placas em imagem microscoépicas fotografadas. A

formagdo de placas de rA2AM2-2 em células Hep-2 e Vero foi
comparada com rAZ. Tal como apresentado na figura 16,

rA2AM2-2 formou placas com tamanho pontual em células Hep-2,
com uma redugdo de cerca de 5 vezes no tamanho da placa de

virus verificada para rA2AM2-2 comparativamente a rA2. No
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entanto, verificou-se apenas uma ligeira redugao no tamanho

da placa (30%) em células Vero infectadas com rA2AM2-2.

Efectuou-se um estudo da cinética de crescimento de

rA2AM2-2 em comparagdo com rA2 em células Hep-2 e Vero. As
células cultivadas em placas de 6 cm foram infectadas com rA2

ou rA2AM2-2 & uma moi de 0,5. Apds 1 h de adscorgdo a
temperatura ambiente, lavaram-se as células infectadas trés
vezes com PBS, substituiu-se com 4 ml de OPTI-MEM e
incubou-se a 35°C num incubador contendo CO; a 5%. A varios
intervalos de tempo apds infecgdo, recclheu-se 200 ul de
sobrenadante de cultura e armazenou-se a -70°C até titulacao
de wvirus. Cada aliquota retirada foi substituida com uma
quantidade igual de meio fresco. Determinou-se o titulo de
virus por ensaio de placas em células Vero em placas de
12 pog¢os utilizando uma sobrecamada de metilcelulose a 1% e
meio 1 X L15 contendo FBS a 2%. Tal como se pode verificar na

figura 17, rA2AM2-2 apresentou uma cinética de crescimento

muito lenta e o titulo maximo de rA2AM2-2 foi cerca de 2,5-
3 unidades logaritmicas inferior ao de rA2 em células Hep-2.
Em células Vero, rA2AM2-2 atingiu um titulo mdximo semelhante
a rA2. Para analisar a replicagdo de virus em diferentes
células hospedeiras, cada linha celular cultivada em placas

de 6 pocos foi infectada com rA2AM2-2 ou rA2 a moi de O0,2.
Trés dias apds infecgdo, recolheram-se 0s sobrenadantes de
cultura e quantificou-se o virus por ensaio de placas.

rA2AM2-2 foi examinado relativamente as suas propriedades de
crescimento em varias  1linhas celulares derivadas de
diferentes hospedeiros com diferentes tecidos de origem
(Tabela 3). Verificou-se replicacgao significativamente
reduzida de rA2AM2-2, duas ordens de grandeza inferior a rA2,
em células Hep-2, MRC-5 e Hela infectadas, todas de origem

humana. No entanto, a replicacdo de rA2AM2-2 foi somente
ligeiramente reduzida em c¢élulas MDBK e LLC-MK2 gque sao
derivadas de células de rim bovino e de macaco Rhesus,
respectivamente.
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Tabela 3. Niveis de replicagdo de rA2 M2-2 e rA2 em vdarias
linhas celulares

Linhas Hospedeiro Tecido de Titulo de virus
celulares origem [logip (pfu/ml)]
rAZ rA2AM2-2
Vero Macaco Rim 6,1 6,1
Hep-2 Humana Laringe 6,2 4,3
MDBK Bovina Rim 6,1 5,5
MRC-5 Humana Pulmio 5,5 3,0
Hela Humana Cérvix 6,6 4,5
LLC-MK2 Macaco Rim 6,7 6,1

11.1.5 REPLICAGCAO DE rA2AM2-2 EM RATINHOS E RATOS DO ALGODAQ

Determinou-se & replicag¢do do virus in vivo em ratinhos
Balb/c (Simonsen Lab., Gilroy, California) de 12 semanas de
idade e ratos do algoddao S. hispidus (Virion Systems,
Rockville, Maryland) isentocs de patogénios respiratdrios.
Inocularam-se intranasalmente ratinhos ou ratos do algodao em
grupos de 6 scb anestesia leve com metoxiflurano com 10° pfu

por animal num indéculo de 0,1 ml de rA2 ou rA2AM2-2., No dia 4
apds inoculag¢ao, sacrificaram-se os animais por asfixia com
CO; e recolheram-se separadamente as suas conchas nasails e
pulmdes. Homogeneizaram-se os tecidos e determinaram-se
titulos de virus por ensaio de placas em células Vero. Para
avaliar a imunogenicidade e eficdcia protectora,
inocularam-se intranasalmente trés grupos de ratinhos com
rA2, rA2AM2-2 ou meic apenas no dia 0. Trés semanas mais
tarde, anestesiaram-se os ratinhos, recolheram-se amostras de
soro e administrou-se intranasalmente uma inoculagac de
provocacdo de 10° pfu de RSV estirpe A2 de tipo selvagem
derivado Dbiologicamente. Quatro dias apds provocagao,
sacrificaram-se 0s animais e recolheram-se as conchas nasais
e pulmbes e determinou-se o titulo de virus por ensaio de
placas. Determinaram-se os anticorpos de soro contra RSV
estirpe A2 por ensaio de reducao de placas de 60% (Coates,
H.V. et al., AM J Epid. 83: 299-313 (1965)) e por
imuncocoloragdo de células infectadas por RSV.
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Tabela 4. Replicagdo de rA2AM2-2 e rA2 em ratos do algodao
Virus Titulo de virus
(média de logi, pfu/g tecido_EP)®

Conchas nasais Pulmao
rA2 4,0_0,33 5,5.0,12
rA2AM2-2 <1,4 <1,4

a

Imunizaram-se intranasalmente grupos de seis ratos do algodao com
10° pfu do virus indicado no dia 0. Determinou-se o nivel de
replicagdo do virus infectado no dia 4 por ensaio de placas nos
espécimes indicados e determinou-se a média de logy do titulo_erro
padrao (EP) por grama de tecido.

Para avaliar os niveis de atenuacgdo e imunogenicidade de
rA2AM2-2, examinou-se a replicagdo de rA2AM2-2 no tracto
respiratério superior e inferior de ratinhos e ratos do
algodao. Inocularam-se ratos do algodao em grupos de 6 com

10° pfu de rA2AM2-2 ou rA2 intranasalmente. Sacrificaram-se
0s animais aos 4 dias apds inoculacgao, recolheram-se as suas
conchas nasais e tecidos de pulmao, homogeneizaram-se e
determinaram-se o0s niveis de replicagdao de virus nestes
tecidos por ensaio de placas. rA2AM2-2 apresentou pelo menos
uma redugdo de 2 unidades logaritmicas tanto nas conchas
nasais como nos pulmdes de ratos do algeddo infectados
(Tabela 4). Nao se detectou qualquer replicagcdo de virus em

ratos do algoddo infectados com rA2AM2-2, enquanto se
detectou um elevado nivel de replicacdo de virus rA2 de tipo
selvagem tanto no tracto respiratdério superior como inferior
de ratos do algodao. Verificou-se também atenuacgao de
rA2AM2-2 em ratinhos. Apresenta-se na tabela 5 a média
geométrica do titulo de replicagdo de virus e erro padrao

obtido de duas experiéncias. A replicacdo de rA2AM2-2 sé6 foi
detectada em um ou dois dos 12 ratinhos infectados. A
replicacao foi limitada, verificaram-se apenas algumas placas
a uma diluicdo de 10! dos homogeneizados de tecidos. Apesar
da sua replicagdc limitada em ratinhos, rA2AM2-2 induziu
resisténcia significativa a provocagao com A2 de RSV de tipo
selvagem (Tabela D). Quando o0s ratinhos previamente
inoculados com rA2AM2-2 ou rA2 foram inoculados
intranasalmente com uma dose de 10° pfu de estirpe A2 de tipo
selvagem, nao se detectou qualquer replicagdoc de virus A2 de
tipo selvagem no tracto respiratdério superior e inferior de
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ratinhos. Assim, rA2AM2-2 foi completamente protector contra
provocagao por virus A2 de tipo selvagem.

A imunogenicidade de rA2AM2-2 foi também examinada.
Infectaram-se dois grupos de ratinhos com rA2AM2-2 ou rA2 e,
trés semanas mais tarde, recolheram-se amostras de soro. O
titulo de neutralizagdo de soro fol determinado por titulo de
redugac de placas de 50%. O titulo de neutralizacao de
ratinhos infectados com rA2AM2-2 foi compardvel ao de rA2,
ambos apresentaram um titulo de reduc¢do de placas de 60% a
uma diluigdo de 1:16. O soro obtido de ratinhos infectados
com rA2AM2-2 foi também capaz de imunocorar placas de RSV,
confirmando que foram produzidos anticorpos especificos para

RSV em ratinhos infectados por rA2AM2-2.

Tabela 5. Replicagdo de rA2AM2-2 e rA2 em ratinhos e
protecgdo contra provocagdo por A2 de RSV de tipo selvagem

Virus de Replicacdo de virus® Replicacdo de RSV A2 apds
imunizacéo (média de logy pfu/g provocacdc” (média de logi,
de tecido_EP) pfu/g de tecido_EP)

Conchas Pulméo Conchas Pulméo
nasais nasais

rA?2 3,72_0,33 4,0_0,13 <1,4 <1,4

rA2AM2-2 <1,4 <1,4 <1,4 <1,4

Controlo <l,4 <l,4 3,53.0,17 4,10_0,13

¢ Imunizaram-se intranasalmente grupos de 12 ratinhos Balb/c com 10° pfu

do wvirus indicado no dia 0. © nivel de virus infectado nos tecidos
indicados foi determinado por ensaio de placas no dia 4 e determinou-se a
média de log;, do titulo_erro padrao (EP) por grama de tecido.

® Administrou-se intranasalmente a grupos de 6 ratinhos Balb/c 10° pfu de
RSV A2 no dia 21 e sacrificaram-se 4 dias mais tarde. A replicagdo de RSV
A2 do tipo selvagem em tecidos tal como indicado foi determinada por
ensaio de placas e determinou-se a média de log;, do titulo_erro padréo
(EP) por grama de tecido.

Os dois subgrupos antigénicos de RSV, A e B, apresentam
um grau de conservagdo relativamente elevado em proteinas
M2-2, o que sugere a importdncia funcional da proteina M2-2.
A andlise de transcrigdo para rA2 e rA2AM2-2 proporcionou
revelagbes importantes no presente exemplo. Embora os niveis
de transcricdo de ARNm globais tenham sido substancialmente
iguais pare ambos os virus, a andlise de hibridacgdo de
Northern revelou uma redugdo drdstica do ARN de genoma e
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antigenoma de virus para rA2AM2-2 comparativamente a rA2 de
tipo selvagem. Esta revelagdo é contraditdria com o relatado
para a regulacdo de transcricdo negativa da proteina M2-2 num
sistema de minigenoma. Assim, parece gue o papel funcional de
M2-2 no ciclo de vida do virus é mais complicado do que se
pensava anteriormente. No entanto, a redugdo do nivel de
genoma e antigenoma de rA2AM2-2 ndc pareceu afectar os
rendimentos de virus em células Vero infectadas.

A revelagdo que rA2AM2-2 apresenta uma replicacgdo
restrita na gama de hospedeiros em diferentes linhas
celulares proporcionou uma boa indicacdo que a delecaoc de um
gene ndo essencial é um bom meio de criar um mutante de gama
de hospedeiros, que pode ser wuma caracteristica muito

importante para estirpes de vacinas. rA2AM2-2 ndo replicou
bem em védrias linhas celulares derivadas de origem humana,
com um rendimento de virus inferior obtido para estas linhas
celulares. No entanto, o©0s niveis de sintese de proteina em
células Hep-2 foram muito semelhantes aos de células Vero que

produziram niveis elevados de rA2AM2-2. Tal indicou que o
defeito na libertacdo de virus foi provavelmente devido a um
defeito num estdgio posterior, provavelmente durante o
processo de montagem do virus.

A revelagdo que o virus isento de M2-2 cresce bem em
células Vero e apresenta atenuacdo nos tractos respiratdrios
superior e inferior de ratinhos e ratos do algoddo apresenta
novas vantagens para desenvolvimento de wvacina. A replicagaoc
reduzida nos tractos respiratdrios de roedores naoc afectou a
imunogenicidade e protecgdo contra provocagdo com replicagao
de virus de tipo selvagem, indicando que o virus isento de
M2-2 pode servir como um boa vacina para utiliza¢do humana. A
natureza da mutacdaoc de delecdo M2-2, envolvendo uma delecgdo
234 nt, representa um tipo de mnuta¢do que sera altamente
refractdria a reverséo.

11.5 GERA(;KO DE UM CANDIDATO A VACINA DE VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO (RSV) HUMANO POR DELEQﬂO DOS GENES M2-2 E SH
VIRAIS

Este exemplo descreve a produgdo de um RSV recombinante
no gual se aboliu a expressao de dois genes de RSV, Mz2-2 e



EP 1 480 671/PT
63

SH, por remogdo das sequéncias de polinucledtido que
codificam os genes M2-2 e SH e as suas proteinas codificadas.
Tal como previamente descrito, 0O gene M2-2 ou SH &
dispensdvel para replicacdo de RSV in vitro. E possivel que a
delecao de dois genes acessérios produza um RSV recombinante
com um fendtipo de atenuacgdo diferente. O grau de atenuagao
da delec¢ao dos dois genes pode aumentar ou diminuir.

Os genes SH e M2-2 foram eliminados da construgdc de ADNC
de RSV completa através de clonagem de ADNc. Removeu-se um
fragmento Sac I a BamHI, que continha a delegao M2-2 no
subclone pET (S/B) tal como descrito anteriormente, por
digestao com enzimas de restrigao Sacl e BamHI e clonou-se
para o clone de ADNc antigendémico de RSV completo gue

continha a delegdo do gene SH (pA2ASH). O ©plasmideo
resultante que continha a delec¢do de SH e M2-2 foi denominado

PA2ASHAM2-2. A delegdo de SH e M2-2 no plasmideo pA2ASHAMZ2-2
fol confirmada por mapeamento de enzimas de restrigdo.

A geracdo do mutante rA2ASHAM2-2 foi efectuada tal como
descrito atras (consultar Secgao 7). Recuperou-se RSV
recombinante gue continha uma delecdo dos genes SH e M2-2

(rA2ASHEAM2-2) de células infectadas por MVA que tinham sido

co-transfectadas com pA2ASHAMZ2-2 conjuntamente com trés
plasmideos que expressam  as proteinas N, P e L,
respectivamente. A recuperacdo do mutante de delecdo de RSV
infeccioso foi indicada por formacgdo sincicial e confirmada
por imunccoloracdo com um anticorpo contra RSV,

A delegdo dos genes SH e M2-2 em rA2ASHAM2-2 foi
confirmada por RT/PCR utilizando  dois conjuntos  de
iniciadores que flangueiam © gene SH e o gene M2-2,
respectivamente. A expressao de ARNm de células infectadas
com rA2ASHAM2-2 ou rA2 foi analisada por andlises de
hibridacdao de transferéncia de Northern tal como descrito
previamente. Ambos os ARNm de SH e M2-2 ndo foram detectados
em células infectadas com rA2ASHAM2-2 utilizando uma sonda
especifica para o gene SH ou o gene M2-2. O facto dos dois
genes de RSV (SH e M2-2) poderem ser eliminados de RSV indica
que as proteinas SH e M2-2 sdo dispensdvels para replicacgao

de RSV. Contrariamente a rA2AM2-2 que formou placas muito
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pequenas em células Hep-2, rAZASHAM2-2 apresentava um tamanho

de placa maior do que rA2AM2-2 (figura 19).

Efectuou-se um estudo de cinética de crescimento de

rA2ASHAM2-2 em comparag¢do com rA2 em células Vero.
Infectaram-se células cultivadas em placas de 6 cm com rA2 ou

rA2ASHAM2-2 a uma moi de 0,2. Tal como verificado na

figura 22, rA2ASHAM2-2 apresentou uma cinética de crescimento
mais lenta e o seu maximo de titulo foi cerca de 1,5 unidades

logaritmicas inferior ao de rA2. Tal indicou gue rA2ASHAM2-2
¢ atenuado em cultura de tecidos.

Para avaliar o nivel de atenuagdo de rA2ASHAM2-2,

examinou-se a replicagdo de rA2ASHAM2-2 nos tractos
respiratérios inferiores de ratinhos. Inocularam-se grupos de

6 ratinhos com 10° pfu de rA2ASHAM2-2 ou rA2 intranasalmente.
Sacrificaram-se 0S animais 4 dias apds inoculacao,
recolheram-se as suas conchas nasais e tecidos de pulmao,
homogeneizaram-se e determinaram-se os niveis de replicacéo
de virus nesses tecidos por ensaio de placas. rA2ASHAM2-2
apresentou uma redugdo de cerca de 2 unidades logaritmicas de
replicacao em pulmdes dos ratinhos infectados (Tabela 11).

Estes dados indicam que rA2ASHAM2-2 ¢ atenuado em ratinhos,
embora o grau de atenuagdo nado seja tado significativo como

com rA2AM2-2.

Tabela 11. Replicagdo de rA2ASHAM2-2 e rA2 em ratinhos

Virus Titulo de virus no pulmdo
(média de log;. pfu/g de tecido_EP)*

rA2 4,2_0,08

rA2ASHAM2-2 2,4_1,2

® Imunizaram-se intranasalmente grupos de seis ratinhos com 10° pfu

do virus indicado no dia 0. Determinou-se o nivel de replicacédo de

virus no dia 4 por ensaio de placas nos espécimes indicados e

determinaram-se a média de log;;, do titulo_erro padrdo (EP) por

grama de tecido.
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11.6 GERAQAO DE UM CANDIDATO A VACINA DE VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO (RSV) HUMANO POR DELEQAO DOS GENES M2-2 E NS1
VIRAIS

Este exemplo descreve a produgao de um RSV recombinante
no qual se aboliu a expressdo de dois genes de RSV
diferentes, NS 1 e M2-2, por remogdo das segquéncias de
polinucledétido que codificam os genes NS 1 e M2-2 e as suas
proteinas codificadas. Tal como descrito anteriormente, o0s
genes NS 1 e M2-2 scozinhos sdo dispensdvels para replicacgéao
de RSV in vitro. Este exemplo proporciona um método de
atenuacao diferente por delecido de dois genes acessérios de
RSV.

Eliminaram-se os genes N3 1 e M2-2 da construc¢do de ADNC
de RSV completa através de clonagem de ADNc. Removeu-se um
fragmento Xmal a AvrII que continha a dele¢ao NS1 no subclone
PET (X/A) por digestdo com enzimas de restrigdo Xmal e AvrII
e clonou-se para o clone de ADNc antigendémico de RSV completo
que continha a delecdo do gene M2-2 (pA2AM2-2). O plasmideo
resultante gque continha a delegdo de ambos NS1 e M2-2 foi

denominado pA2ANS1AM2-2. A delegdo de NS1 e M2-2 no plasmideo

PA2ANSIAM2-2 foi confirmada por mapeamento com enzimas de
restricdo.

A geragdo do mutante rA2ANSIAM2-2 foi efectuada tal como
descrito atrds (consultar secgado 11.2). Recuperou-se RSV
recombinante que continha a dele¢do dos genes NS 1 e M2-2 a
partir de células infectadas com MVA que tinham sido co-
transfectadas com pA2ANSIAM2-2 conjuntamente com  trés
plasmideos que expressam  as proteinas N, P e L,
respectivamente. A recuperacac de R3SV infeccioso foi indicada
por formacdo sincicial e confirmada por imunocolorag¢do com um
anticorpo contra RSV. A identificacdo de rA2ANSI1AM2-2 foi
confirmada por RT/PCR utilizando um par de iniciadores gue
flanqueiam o gene NS 1 e o gene M2-2.

A replicagdo de rA2ANSIAM2-2 em linhas celulares em
cultura de tecidos e em modelos de animais pequenos
encontra-se em estudo. Dados preliminares in vitro indicam

que rA2ANS1IAM2-2 é muito atenuado em células de cultura de
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tecidos e RSV recombinante contendo a delegdo dos genes NS 1
e M2-2 ¢ mais atenuado do que rA2ASHAM2-2.

11.7 GERAQAO DE UM CANDIDATO A VACINA DE VIRUS SINCICIAL
RESPIRATORIO (RSV) HUMANO POR DELEQAO DOS GENES NS2 E M2-2
VIRAIS

Este exemplo descreve a produgdo de um RSV recombinante
no qual se aboliu a expressdaoc de dois genes de RSV
diferentes, NS2 e M2-2, por remogdao das sequéncias de
polinucledtido que codificam os genes NS2 e M2-2 e as suas
proteinas codificadas. Tal como descrito anteriormente, o0s
genes NS2 ou M2-2 sdo dispensdvels para replicacdo de RSV in
vitro. E possivel que a delecdo de dois genes acessérios de
RSV produza um RSV recombinante com um fendtipo de atenuacgdo
diferente.

Eliminaram-se o0s genes NS2 e M2-2 da construc¢do de ADNc
de RSV completa através de clonagem de ADNc. Removeu-se um
fragmentc XmalI a AvrII que continha a deleg¢do NSZ no subclone
PET (X/A) por digestdo com enzimas de restrigdo Xmal e AvrIT
e clonou-se para o clone de ADNc antigendémico de RSV completo
que continha a delecdo do gene M2-2 (pA2AM2-2). O plasmideo
resultante que continha a delecao de ambos NS2 e Mz2-2 foi

denominado pA2ANS2AM2-2. A delegdo de NS2 e M2-2 no plasmideo

PA2ANS2AM2-2 foi confirmada por mapeamento com enzimas de
restricdo.

A geragdo do mutante rA2ANS2AM2-2 foi efectuada tal como
descrito atrdés (consultar secgac 7). Recuperou-se RSV
recombinante que continha a delegcdo dos genes NS 1 e M2-2
(rA2ANS2AM2-2) & partir de células infectadas com MVA gque

tinham sido co-transfectadas com pA2ANS2AM2-2 conjuntamente
com trés plasmideos gue expressam as proteinas N, P e L,
respectivamente. A recuperag¢dc de RSV infeccioso fol indicada
por formacdo sincicial e confirmada por imunocolora¢do com um
anticorpo contra RSV. A identificacdo de rA2ANS2AM2-2
recuperado foi confirmada por RT/PCR utilizando dois pares de
iniciadores que flanqueiam o] gene NS2 ou M2-2,
respectivamente. A expressac de ARNm em células infectadas

com rA2ANS2AM2-2 ou rA2 fol analisada por andlises de
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hibridacao de transferéncias de Northern. Tal como
apresentado na figura 23, ndo se detectou ARNm quer de NS2,
quer de M2-2 em células infectadas com rA2ANS2AM2-2
utilizando uma sonda especifica para o gene NS2 ou para o
gene M2-2.

Verificaram-se niveis compardveis de expressdo de ARNm de
NS 1 e SH em células infectadas com rA2ANS2AM2-2. Os dados de
transferéncia de Northern confirmaram gque a expressao de

ambos NS2 e M2-2 foi abolida em rA2ANS2AM2-2.

Efectuou-se um estudo de <cinética de <c¢rescimento de
rA2ANS2AM2-2 em comparacdoc com rA2 em células Vero.
Infectaram-se células cultivadas em placas de 6 cm com rA2 ou
rA2ANS2AM2-2 a uma moi de 0,2. Tal como apresentado na
figura 24, rA2ANS2AM2-2 apresentou uma cinética de
crescimento muito lenta e o seu titulo maximo foi cerca de
10 vezes menor do que o de rA2, Para analisar a replicacdo de
virus em células hospedeiras diferentes, cada linha celular
cultivada em placas de 6 pocos foi infectada com rA2ANS2AM2-2
ou rA2 a moi de 0,2. Trés dias apds infeccgdo, recolheram-se
0s sobrenadantes de cultura e quantificou-se o virus por
ensaio de placas. rA2ANS2AM2-2 apresentou uma reducdo de
cerca de algumas vezes no titulo de virus comparativamente a
rA2 em células Vero. No entanto, verificou-se uma reducdo de
2-3 unidades logaritmicas no titulo de wvirus em células
Hep-2, MDBK, Hela, MRC5 e LLC-MK2 (Tabela 12). Assim, a
replicacdo de rA2ANS2AM2-2 apresenta um efeito de gama de
hospedeiro substancial, que é uma indicacdo de atenuacao.

Tabela 12. Comparagdo de crescimento de rA2ANS2/M2-2 e rA2 em
diferentes linhas celulares
Titulo de virus [logie(pfu/ml)

Linhas celulares rA2 rA2ANS2/M2-2
vero 6,4 5,7
Hep-2 6,7 3,5
MDBK 6,7 3,7
MRC-5 5,9 2,0
Hela 6,5 2,9
LLC-MK2 6,7 4,8

~
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Determinou-se a replicacdo de rA2ANS2/M2-2 in vivo em
ratos do algodéo de 4 semanas de idade isentos de patogénios
respiratoérios. Inocularam-se intranasalmente grupos de
5 ratos do algoddo sob anestesia suave com metoxiflurano com
10° pfu por animal num dindculo de 0,1 ml de ©rA2 ou
rA2ANS2AM2-2. No dia 4 apds inoculacdo, sacrificaram-se os
animais por asfixia com CO; e recolheram-se separadamente as
suas conchas nasais e pulmbes. Homogeneizaram-se os tecidos e
determinaram-se titulos de wvirus por ensaio de placas em
células Vero. Tal como apresentado na Tabela 13, ndo se
detectou qualguer replicacgao de virus nos tractos
respiratérios superiores e inferiores de ratos do algoddc que
foram infectados com rA2 ANS2AM2-2. Tal ¢ indicativo que a
delecaoc dos genes NS2 e M2-2 atenua fortemente RSV. Assimn,
este R3V recombinante com uma delecao NSZ e M2-2 pode servir
como um bom candidato de vacina para utilizacdo humana.

Tabela 13. Replicagdo de rA2ANS2/M2-2 e rA2 em ratos do
algodao
Virus Titulo de virus

(média de loglQ pfu/g de tecido_EP)

Conchas nasais Pulmao
rA2 2,30_0,26 4,23 0,10
rA2ANS2/M2-2 <1,4 <1,4

a

Imunizaram-se intranasalmente grupos de cinco ratos do algodao
com 10° pfu do virus indicado no dia 0. O nivel de replicacédo de
virus infectado no dia 4 foi determinado por ensaio de placas nos
espécimes indicados e determinaram-se a média do logy, de
titulo_erro padrao (EP) por grama de tecido.

Em resumo, obtiveram-se 11 diferentes mutantes de delecéo
de gene (nem todos de acordo com ¢ invento) tal como resumido
na tabela 17. Eliminaram-se quatro genes acessdorics de RSV
quer individualmente, quer em combinagdo. Estes diferentes
mutantes de delegdo apresentaram diferentes propriedades de
formacdo de placas e de crescimento. Foli demonstrada uma boa
correlagdo entre tamanho de placa In vitro e atenuagao
in vivo. Estes diferentes mutantes de delecdoc de RSV
proporcionam vérias escolhas para utilizagdo como candidatos
de vacina RSV potenciais.
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Tabela 17. Resumo dos mutantes de delegdo de gene de RSV

Virus Recuperado
AM2-2 Sim
ASH Sim
ANS1 Sim
ANS2 Sim
AM2-2ASH Sim
AM2-2ANS1 ND*
AM2-2ANS2 Sim
ANS1ANS?2 Sim
ASHANS1 Sim
ASHANS?2 Sim
ASHANS1ANS2 Sim

° ND Nao determinado. A replicagdo de rAZAM2-2ANS1 ndo foi
detectada em cultura de tecidos.

13. EXEMPLO: VIRUS SINCICIAL RESPIRATORIO (RSV) DO SUBGRUPO A
gUIMERICO COM AS GLICOPROTEINAS DE SUBGRUPO B E RSV SEM O
GENE M2-2 SAO ATENUADOS EM MACACOS VERDES AFRICANOS

13.1 INTRODUCAO

Neste estudo avaliou-se ©rA2AM2-2 relativamente a sua
atenuac¢do, imunogenicidade e eficacia protectora contra
provocag¢do subsequente com RSV de tipo selvagem em macacos
verdes africanos. A replicag¢do de rA2AM2-2 foi mais de 1000
vezes restrita nos tractos respiratdérios superior e inferior
dos macacos 1nfectados e induziu titulos de anticorpo
neutralizante anti-RSV de soro que foram ligeiramente
inferiores aos induzidos por rA2 de tipo selvagem. Quando se
provocaram macacos 1nfectados com rA2AM2-2- com virus AZ de
tipo selvagem, a replicacdo do virus de provocacdo foi
diminuida aproximadamente 100 vezes no tracto respiratdrio
superior e 45 000 vezes no tracto respiratdério inferior. Para
atenuar adicionalmente rA-GgFg, removeu-se o0 quadro de
leitura aberto de M2-2 de rA-GgFz. Tal como descrito para

rA2AM2-2, rA-GgFpAM2-2 apresentou crescimento restrito em
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células Hep-2 e fol atenuado em ratos do algoddo. rAZ e
rA-GgFp contendo uma dele¢do do gene M2-2 podem representar
uma composicdo de vacina de RSV bivalente para protecgao
contra estirpes multiplas dos dois subgrupos de RSV.

Avaliaram-se macacos verdes africanos (AGM) como modelo
primata ndo humano para avaliar a atenua¢do, imunogenicidade
e eficdcia protectora de candidatos de vacina  RSV.
Demonstramos que rA2 replicou em titulos elevados nos tractos
respiratérios superiores e inferiores de AGM, enguanto gue

rA2AM2-2 e rA-GgFp replicaram fracamente nos tractos

respiratérios de macacos. Tanto rA2AM2-2, como  rA-GgFg
induziram anticorpos neutralizantes que protegeram 0s animais
de provocacgdo experimental.

13.2 MATERIAIS E METODOS

Células e virus

Mantiveram-se culturas em monocamadas de células HEp-2 e
Vero (obtidas de American Type Culture Collections, ATICC) em
meio minimo essencial (MEM) contendo soro fetal bovino (FBS)
a 5%. Obtiveram-se estirpes de RSV de tipo selvagem, AZ e
B9320, de ATCC e cresceram-se em células Vero. Cresceram-se
virus vaccinia Ankara modificados (MVA-T7) que expressam ARN-
polimerase de bacteridéfago T7 em células CEK.

Construgdo de clone de ADNc quimérico

Cultivou-se RSV B9320 de tipo selvagem em células Vero e
extraiu-se o ARN viral do sobrenadante de cultura de células
infectadas. Obteve-se um fragmento de ADNc contendo os genes
G e F de RSV B9320 por RT/PCR utilizando os seguintes
iniciadores: ATCAGGATCCACARTRAACATTGGGGCRAARTGCAACC e
CTGGCATTCGGATCCGTTTTATGTAACTATGAGTTG (os locais BamHT
concebidos para clonagem estdo em itdlico e as sequéncias

especificas B9320 estdo sublinhadas). Introduziram-se locais
de enzima de restrigdo BamHI a montante da sequéncia de
iniciacdo do gene de G e a jusante da sequéncia de terminacao
do gene de F. O produto de PCR foi primeiramente introduzido
num vector de clonagem T/A (Invitrogen) e as sequéncias foram
confirmadas por sequenciac¢do de ADN. O fragmento de restrigdo
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BamHI contendo a cassete de gene G e F de B9320 fol entao
transferido para o subclone de ADNc de RSV pRSV (R/H) gque
continha sequéncias de RSV desde nt 4326 a nt 9721 através
dos locais BglII introduzidos em nt 4655 (a montante do sinal
de inicio de gene de G) e em nt 7552 (a jusante do sinal de
terminacdo do gene de F). A introdugado destes dois locais
BglII foi efectuada por mutagénese de PCR utilizando o kit de
mutagénese QuickChange (Strategene, La Jolla, California). Os
locais de enzimas de restrigdo BamHI e BglII tém extremidades
compativeis mas a ligagdo oblitera ambos os locais de
restricac. O fragmento de restricaoc Xhol (nt 4477) a BamHI
(nt 8498) contendo o©0s genes G e F de B9320 £fol entéo
permutado para o clone de ADNc antigendmico de RSV infeccioso
PRSVC4AG (Jin et al., 1998). O ADNc antigendmico quimérico foi
denominado pRSV-GpgFs. Para eliminar o gene M2-2 de pRSV-GpFg,
o fragmento MscI (nt 7692) a BamHI (nt 8498) de rA2AM2-2 gue
continha a delecdo M2-2 (Jin et al., 2000a) foi introduzido
em pRSV-GgFr. O clone de ADNc quimérico isento do gene M2-2
foi denominado pRSV-GpFpAM2-2.

Recuperagdo de RSV recombinante

Descreve-se aqui a recuperagido de RSV recombinante de
ADNc. Sucintamente, infectaram células HEp-2 em placas de
6 pogos a 80% de confluéncia com MVA a uma m.o.i. de
5 pfu/células durante 1 h e seguidamente transfectaram-se com
plasmideos antigenémicos completos (PRSV-CGgFp ou
PRSV-GpFsAM2-2), conjuntamente com plasmideos que expressam
as proteinas de RSV N, P e L utilizando reagente LipofecTACE
(Life Technologies, Gaithersburg, Maryland). Apds incubar as
células transfectadas a 35°C durante trés dias, passaram-se
0s sobrenadantes de cultura em células Vero durante seis dias
para amplificar o wvirus salvo. Os virus recombinantes
recuperados foram clonados biologicamente por trés
purificacdes de placa sucessivas e amplificados
adicionalmente em células Vero. O virus recuperado de células
transfectadas com pRSV-GeFgp fol denominado rA-GgFg e o de

células transfectadas com PpPRSV-GpFpAM2-2 foi denominado

rA-GpgFpAM2-2. Determinou-se o titulo de virus por ensaic de
placas e visualizaram-se as placas por imunocoloracao



EP 1 480 671/PT
72

utilizando soro policlonal anti-A2 de RSV (Biogenesis,
Sandown, New Hampshire).

Caracterizacdo de virus

A  expressdao de ARN wviral para cada RSV quimérico
recuperado foil analisada por transferéncia de Northern.
Extraiu-se o ARN celular total de células infectadas com
virus as 48 h apdés infecgdo. A transferéncia de ARN foi
hibridada com uma sonda de oligonucledétido marcada com
y—“P-ATP especifica para o gene F de B9320
(GAGGTGAGGTACAATGCATTAATAGCAAGATGGAGGAAGA) ou uma sonda
marcada com y-'P-ATP especifica para o gene F de A2
(CAGAAGCAAAACAAAATGTGACTGCAGTGAGGATTGTGGT) . Para detectar o
ARNm de G dos virus quiméricos, hibridaram-se transferéncias
de ARN com uma ribossonda de 190 nt especifica para o gene G
de B9320 ou uma ribossonda de 130 nt especifica para o gene G
de A2. Ambas as ribossondas foram marcadas com o-‘P-CTP. A
hibridacdo fol efectuada a 65°C em solugdo Express Hyb
(Clontech, Palo Alto, California) durante a noite. Lavaram-se
as membranas a 65°C em condigdes rigorosas e expuseram-se a
pelicula.

Analisaram-se proteinas especificas virais das células
infectadas por imunoprecipitacdc dos extractos de células
infectadas ou por transferéncia de Western. Para
imunoprecipitar proteinas virais, infectaram-se células Vero
com virus a uma moi de 1,0 e marcaram-se com - S-promix
(*’s-Cys e ’S-Met a 100 uCi/ml, Amersham, Arlington Heights,
Illinois) de 14 h a 18 h apd¢s infecgdo. Lisaram-se as
monocamadas de células marcadas com  tampao RIPA e
imunoprecipitaram-se os polipéptidos com soro policlonal de
cabra anti-A2 de RSV (Biogenesis, Sandown, New Hampshire) ou
com um anticorpo policlonal contra a proteina M2-2,

Sujeitaram-se 0s polipéptidos imunoprecipitados a
electroforese em SDS-PAGE e detectaram-se por
autorradiografia. Para andlise de transferéncia de Western,
lisaram-se células Vero infectadas com virus em tampao de
lise de proteina e separaram-se as proteinas em SDS-PAGE a
12%. Transferiram-se as proteinas para uma membrana de nylon
e efectuou-se imunotransferéncia tal como agui descrito,
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utilizando um anticorpc monoclonal contra a proteina G de
B9320 ou um anticorpo monoclonal contra a proteina G de A2
(Storch e Park, 1987 J. Med. Virol. 22: 345-356).

Comparou-se o crescimento de RSV quimérico in vitro com o

de A2 recombinante de tipo selvagem (rA2) e TrA2AM2-2.
Efectucu-se andlise do ciclo de crescimento em células HEp-2
e Vero. Infectaram-se células cultivadas em placas de 6 cm
com cada virus a uma moi de 0,01 ou 0,1. Apdés 1 h de adsorgao
a temperatura ambiente, lavaram-se as monocamadas de células
infectadas trés vezes com PBS e incubaram-se a 35°C com 4 ml
de Opti-MEM numa incubadora contendo CO, a 5%. A vAarios
intervalos de tempo apds infecgdo, recolheram-se 200 ul dos
sobrenadantes de cultura e armazenaram-se a -70°C para
titulagao de virus. Cada aliquota removida foi substituida
com uma gquantidade igual de meio fresco. O titulo de virus
foi determinado por ensalo de placas em células Vero em
placas de 12 pogos utilizando  uma sobrecamada  de
metilcelulose a 1% e meio 1 X L15 contendo FBS a 2%.

Replicagdo de virus em ratos do algodio

Determinou-se a replicacdo de virus in vivo em ratos do
algodao 5. hispidus 1isentos de patogénios respiratdrios.
Inocularam-se intranasalmente grupos de 12 ratos do algodao
sob anestesia ligeira com metoxiflurano com 10°° pfu de virus
por animal num indéculc de 0,1 ml. No dia 4 apds inoculacao,
sacrificaram-se seis animais por asfixia com COp, e
recolheram-se separadamente as suas conchas nasais e pulmbes.
Homogeneizaram-se os tecidos e determinaram-se titulos de
virus por ensaio de placas em células Vero. Trés semanas mais
tarde, anestesiaram-se 0s restantes 6 animais, recolheram-se
as suas amostras de soro e administrou-se nasalmente um
inéculo de provocacao de 10° pfu de RSV de tipo selvagem
derivado biologicamente de estirpe A2 ou B9320. Quatro dias
apds provocagao, sacrificaram-se os animais e recolheram-se
as conchas nasais e pulmdes, homogeneizaram-se e determinou-
se o titulo de virus por ensaio de placas. Determinaram-se os
anticorpos neutralizantes do soro contra RSV de estirpe A2 ou
B9320 por ensaio de reducao de placas de 50% (Coates et al.,
1966, Am. J. Epidemiol. 83 (2): 299-313).
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Replicagdo de virus em AGM

Avaliou-se RSV recombinante relativamente a sua
replicacdo, imuncgenicidade e eficdcia protectora em AGM
(Cercopithecus aethiops). Utilizaram-se AGM, obtidos de St.
Kitts com uma idade média de 4,2 anos e peso corporal na gama
de 2,2 a 4,3 kg, no primeiro estudo (estudo A) para comparar
a replicacdo de rA2 com A2 de tipo selvagem. O segundo estudo
(estudo B) utilizou AGM com idades na gama de 5,3 a 8,4 anos
e um peso corporal médio de 4,15 kg. Nenhum dos macacos
apresentava anticorpos neutralizantes de soro detectaveis
para RSV B9320 ou A2 (titulo < 1:10). Inocularam-se grupos de
4 macacos com A2 de tipo selvagem, rA2, rA2AM2-2, B9320 de
tipo selvagem ou rA-GgFs tanto por via intranasal como
intratraqueal com uma dose de 10°° pfu num inéculo de 1,0 ml
em cada local. Apds inoculagdo, recolheram-se diariamente
amostras nasofaringicas (NP) com cotonete para cada macaco
durante 12 dias sob anestesia com Telazol e recolheu-se
lavagem traqueal (BAL) nos dias 3, 5, 7 e 10 apds infecgdo
(Kakuk et al., 1993, J. Infect. Dis. 167 (3): 553-561). No
dia 28 apds infeccdo, recolheram-se amostras de soro de cada
macaco infectado e provocaram-se 0s macacos com A2 ou B9320
de tipo selvagem tanto nos locais intranasal, como
intratraqueal com uma dose de 10°° pfu num inéculo de 1,0 ml.
A replicacdo do virus de provocacao nos tractos respiratdrios
superiores e inferiores de macacos fol examinada por
quantificacdo de virus libertado em espécimes de NP e de
lavagens traqueais. Recolheram-se amostras de NP diariamente
durante 10 dias e recolheram-se amostras BAL nos dias 3, 5, 7
e 10 apds provocagdo. Catorze dias apds provocagao com virus
de tipo selvagem, recolheram-se amostras de soro para medigao
de anticorpo neutralizante de RSV por ensaio de redugao de
placas de 50% utilizando virus A2 ou B9320 de tipo selvagem.
0 wvirus libertado nas amostras de NP e BAL foi quantificado
por ensaio de placas utilizando células Vero.

13.3 RESULTADOS
Construcdo de ADNc e recuperagdo de virus RSV A/B quimérico

Previamente, construimos um ADNc antigendémico infeccioso
que codifica RSV de estirpe AZ de tipo selvagem e seus
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derivados contendo uma delecdo do gene M2-2. Aqui, estes ADNC
foram modificados por substituicdo dos genes G e F da
estirpe A2 com os de B9320 para produzir virus quiméricos que
expressam antigénios de RSV de subgrupc B. As sequéncias de
iniciacao de gene e de terminacdaoc de gene sao muito
conservadas entre os dois subgrupos de RSV. Assim, 0s genes G
e F completos de B9320 que incluem 0s seus proprios sinais de
iniciacdo de gene e de terminacdo de gene foram transferidos
para o esqueleto de ADNc de A2 (figura =25). O ADNc gue
codifica os genes G e F de B9320 foi obtido por RT/PCR e
confirmado por andlise de sequéncia. O ADNc quimérico
construido foi denominado PRSVA-GsF5. Construiu-se
PRSVA-GrFrAM2-2 por delegdo do gene M2-2 de pRSVA-GgFr. O gene
M2 contendo a delecdo do quadro de leitura aberto de M2-2 de
rA2AM2-2 foi introduzido em pRSVA-GpFr através de locais de
enzimas de restricdo tUnicos Mscl e BamHI. Ambos os virus
quiméricos (rA-GgFy e rA-GgFsAM2-2) foram recuperados de ADNC
utilizando o sistema de salvamento previamente descrito. Os
virus recombinantes recuperados foram purificados por placas
e amplificados em células Vero.

Caracterizagdo dos virus recombinantes quiméricos in vitro

Analisou-se a expressadao do subgrupo de proteinas
especificas de subgrupo pelo virus quimérico por hibridacgédo
de Northern e de Western. Utilizando sondas especificas de
estirpe, detectaram-se ARNm de G e F especificos de B9320 em
células infectadas com rA-GgFp e rA-GsFsAM2-2 (figura 27A). O
gene M2-2 nao fol detectado em células infectadas com
rA-GgFpAM2-2, confirmando gque o gene M2-2 foi eliminado deste
virus quimérico. A expressaoc de proteinas especificas da
estirpe B9320 dos dois virus guiméricos foi também comparada
com & de rA2, rA2AM2-2 e B9320 de tipo selvagem (figura 27B).
A proteina Fl1 de rA-GgFy e rA-GgFpAM2-2 apresentou a mesma
taxa de mobilidade de migra¢ao que a de B9320, migrando ambas
mais rapidamente do que a de A2. A andlise de transferéncia
de Western utilizando anticorpos monoclonais especificos de
estirpe confirmou que a proteina G de subgrupo B fol expressa
por rA-GpFy e rA-GpFsAM2-2 (figura 27B). A transferéncia de
Western utilizando um anticorpo policlonal especifico para a
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proteina M2-2 confirmou adicionalmente a abolicdo do gene
M2-2 em rA2AM2-2 e rA-GpFpAM2-2.

Comparou-se a replicagdo dos virus quiméricos, rA-GzFp e
rA-GpgFgAM2-2, com rA2 e rA2AM2-2 em células HEp-2 e Vero
(figura 28). Em células Vero, infectadas a uma moi de 0,1,
tanto rA-GgFy como rA-GgFpAM2-2 atingiram titulos maximos
semelhantes aos verificados com rA2 de tipo selvagem e
rA2AM2-2, respectivamente. A uma moi inferior de 0,01, o
titulo maximo de rA-GpFz foi ligeiramente reduzido
relativamente a rA2; o nivel de replicagdo de rA-GgFzAM2-2
foi diminuido cerca de 10 vezes comparativamente a rA-GgFg.
Em células HEp-2, a uma moi de 0,1, rA-GgFp apresentou um
titulo maximo ligeiramente inferior comparativamente a A2 de
tipo selvagem, enguanto que a replicacdo de rA-GpFpAM2-2 foi
diminuida cerca de 100 wvezes. A uma moi de 0,01, o titulo
maximo de rA-GgFz fol diminuido cerca de 10 vezes
comparativamente a rA2 ¢ o titulo méximo de rA-GgFpAM2-2 foi
diminuido cerca de 100 vezes. Assim, tal como verificado para
rA2AM2-2, rA-GpFpAM2-2 também apresentou replicacdo restrita
em células HEp-2, enquanto que a sua replicacdao em células
Vero fol menos prejudicada.

Replicagdo de RSV quimérico em ratos do algodio

Os ratos do algodao sac susceptiveis a infeccdo por RSV
tanto de subgrupo A como B. Os niveis de replicacao de

rA-GgFp © rA-GeFpAMZ2-2 nas conchas nasais e pulmdes de ratos

do algcddo foram comparados com rA2, rA2AM2-2 e B9320 de tipo
selvagem (Tabela 21). A replicag¢doc de rA-GsFp fol inferior ac
limite de deteccao por ensaio de placas nas conchas nasais, a
sua replicacdo em tecido de pulmdo foil reduzida em cerca de
3,6 logy; comparativamente a B9320 de tipo selvagem e cerca
de 2,0 logip relativamente a rA2. A replicacdo de rA2AM2-2
ndc foil detectada em conchas nasais e foi 1,6 log mais baixa
do que no pulméo comparativamente a rA2. A remogao de M2-2 de
rA-GgFp atenuou adicionalmente o virus quimérico. Nao se
detectou gqualquer replicagdao de wvirus quer nas conchas
nasais, quer nos pulmdes de ratos do algoddo infectados com

rA—GBFBAM2 -2.
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Embora rA-GpFy e rA-GgFpAM2-2 sejam atenuados em ratos do
algodao, ambos os virus quiméricos induziram imunidade contra
RSV suficiente para proteger o©s animais contra provocagao
(Tabela 21). O nivel de anticorpo neutralizante anti-RSV de
soro induzido por rA-GpFp foi 2,85 vezes menor.

0 nivel de replicagdo de rA-GgFp quimérico foi comparado
com © de B9320 de tipo selvagem. Inocularam-se AGM
seronegativos a RSV com 5,5 logyy pfu de rA-GgFyz ou B9320 por
instilacao intranasal e intratraqueal. Recolheram-se amostras
da garganta com cotonete e de lavagens traqueals ao longo de
12 dias para gquantificagdo de virus. B9320 replicou a um
nivel semelhante ao do virus A2 de tipo selvagem (Tabela 22).
O titulo maximo de rA-GgFz nos tractos respiratdrios de
macacos infectados foi cerca de 1000 vezes menor
relativamente ao de B9320. Os animais infectados por rA-GgFg
libertaram virus durante um periodoc de tempo menor do que oS
infectados por B9320. Apesar da sua replicacao
significativamente atenuada, rA-GgFp proporcionou protecgao
completa quando provocados com B9320 de tipo selvagem. N3ao se
detectou qualdquer virus de provocacao nos tractos
respiratérios superiores e inferiores dos macacos previamente
imunizados com rA-GgFp (Tabela 23). Consistentemente com ©
nivel de protecgdo verificado em macacos imunizados com
rA-GgFp, 0 nivel de anticorpo neutralizante anti-RSV de soro
destes macacos foi s® ligeiramente reduzido (cerca de
2 vezes) comparativamente ao verificado para animais
infectados por B9320 de tipo selvagem. O nivel de anticorpo
neutralizante anti-RSV de soro induzido por «rA-GgFp foi
aumentado por subsequentes infecgbes por RSV de tipo
selvagem.

13.4 DISCUSSAO

Para acelerar o desenvolvimento de vacina para RSV de
subgrupo B, utilizou-se um virus A2 recombinante como um
vector para expressar antigénios de superficie de RSV de
subgrupo B. O virus quimérico deve desencadear uma resposta
imunitdria eguilibrada e ©proporcionar proteccgdo contra
infecgcdao por RSV de subgrupo B. Como uma abordagem para
expressar antigénios de RSV de subgrupc B, construimos um
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virus quimérico diferente no qual os genes G e F da estirpe
A2 foram completamente substituidos pelos genes G e F da
estirpe BS320. O RSV quimérico foi entao atenuado
adicionalmente utilizando uma estratégia desenvolvida para
atenuar o virus A2,

O RSV quimérico (rA-GpFp) recuperado replicou eficazmente
em células Vero, mas o seu crescimento em células HEp-2 foi
diminuide 5 a 10 vezes relativamente a rA2. rA-GFp foi
atenuado nos tractos respiratdrios superiores e inferiores de
ratos do algoddo. Para determinar se a atenuagdo de rA-GsFs
foi especifica de hospedeiro, avaliou-se adicionalmente este
virus quimérico em AGM que estdo mals estreitamente
relacionados geneticamente com humanocs do que os roedores. A
infecgdo por RSV em AGM estd menos bem caracterizada e ha uma
elevada gama de titulos maximos relatados (Crowe et al.,
1996, J. Infect. Dis. 173: 829-839); (Kakuk et al., 1993, J.
Infect. Dis. 167: 553-561). Assim, a infec¢do por RSV foil
primeiramente ensaiada em AGM utilizando vwvirus de tipo
selvagem. Demonstrou-se que RSV de subgrupo A e subgrupo B
replicam digualmente bem em AGM e o0s titulos de virus
recuperados dos tractos respiratdrios superiores e inferiores
de relativamente ao induzido por B9320 de tipo selvagem. O
anticorpo neutralizante anti-RSV de soro induzido por
rA-GpFpAM2-2 foi aproximadamente 4 vezes inferior
comparativamente ac induzido por B9320 e 1,5 vezes inferior
ao de rA-GgFp. Comparativamente, o nivel de anticorpo
neutralizante anti-RSV de soro induzido por rA2AM2-2 foi
igualmente reduzido aproximadamente 2 vezes comparativamente
ao de rAz.

Replicagdo de RSV de tipo selvagem e de rA2AM2-2 em AGM

De modo a investigar a atenuacdo e imunogenicidade de RSV
em primatas, a replicacao de RSV recombinante foi estudada
adicionalmente em AGM. O estudo A examinou a replicacao de
virus A2 recombinante e A2 de tipo selvagem nos tractos
respiratérios de AGM. Infectaram-se AGM seronegativos a RSV
com 5,5 logiopfu de rA2 ou A2 de tipo selvagem por via
intranasal e intratraqueal e monitorou-se a libertacdo de
virus ao longo de um periodo de 12 dias nos tractos
respiratérios superiores e inferiores. Tal como apresentado
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na tabela 22, ©rA2 replicou bem em ambos 0s tractos
respiratérios superior e dinferior de AGM. rA2 atingiu um
titulo méximo de 4,18 e 4,28 1logic pfu/ml em cada local
respectivamente e libertou virus ao longo do mesmo intervalo
de tempo do que o virus A2 de tipo selvagem (Tabela 22,
estudo A), embora o titulo maximo de rA2 nos tractos
respiratérios de AGM tenha sido ligeiramente inferior ao
obtido para virus A2 de tipo selvagem. Tendo confirmado o
elevado nivel de replicagcdao de rA2 em AGM, avaliou-se
rA2AM2-2 relativamente & sua atenuacgdo, imunogenicidade e
eficdcia protectora em AGM. Num estudo separado (estudo B,

tabela 22), rA2AM2-2 apresentou um nivel de replicacgdo
altamente diminuido tanto na nasofaringe como na tragueia
comparativamente a rAZ2. O seu titulo maximo na nasofaringe
apresentava uma redugao de 3,1 logj; enquanto que o titulo
maximo na traqueia foi diminuido 3,25 logig. Apesar do muito
menor nivel de replicag¢do nos tractos respiratédrios, rA2AMZ2-2
induziu um nivel significativo de anticorpo neutralizante
anti-RSV de soro. O titulo de anticorpo induzido por rA2AM2-2
foi cerca de 4 vezes inferior ao induzido por rA2, as trés
semanas apds infeccdo (Tabela 23). Quando provocado com
virus A2 de tipo selvagem, rA2AM2-2 proporcionou protecgdo
parcial contra replicacdo de RSV de tipo selvagem no tracto
respiratério superior e protecgdo virtualmente completa de
macacos imunizados. Os macacos inoculados com rAz ficaram
completamente protegidos nos tractos respiratédrios superiores

e inferiores (Tabela 23). Embora rA2AM2-2 ndo tenha
proporcionado protecgaoc completa nos tractos respiratdédrios de
macacos imunizados, reduziu a libertacdo de virus em 5 dias.
Duas semanas apds provocagac, o nivel de anticorpo
neutralizante anti-RSV de soro de macacos infectados por

rA2AM2-2 era semelhante ao induzido por rAZ,

Replicacdo de rA-GgFy quimérico e B9320 de tipo selvagem em
AGM

AGM foram compardveis aos verificados em chimpanzés
infectados (Crow et al., 1994, Vaccine 12:783-790). Quando se
avaliou rA-GsFy em AGM, este apresentou uma redugdo de titulo
maximo de 3,0 log;y no tracto respiratdrio superiocr e uma
reducdoc de 2,59 logiy no tracto respiratério inferior.
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O nivel de atenuagdao de rA-GgFy em AGM foi consistente
com o0s nivels verificados em ratcs do algoddaoc. No entanto,
este resultado foi algo diferente do relatado para um RSV
quimérico recentemente descrito, no qual os genes G e F de A2
foram substituidos pelos de RSV de estirpe Bl (rABl,
Whitehead et al., 1999, J. vVirol. 73: 9773-80). Embora rABl e
rA-GgFp sejam atenuados de modo semelhante em ratos do
algodao, rAB 1 ndo fol atenuado em chimpanzés. Contrariamente
a rA-GgFs, rABl replicou melhor do que RSV Bl de tipo
selvagem nos tractos respiratdrios superior e inferior de
chimpanzés (Whitehead et al., 1999, J. Virol. 73: 9773-80).
Parte desta discrepidncia pode ser explicada pela semi-
permissividade de chimpanzés a infecgdc por RSV de subtipo B
de tipo selvagem. No entanto, existe a possibilidade de rA-
GgFp ser mails atenuado do que rABl devido a diferengas nos
antigénios de superficie da estirpe de subgrupo B ou a
efeitos de constelagdo quando estes antigénios Sao
introduzidecs no antecedente de A2. Assim, parece gue a
quimerizacao de proteinas heterdlogas diferentes
estreitamente relacionadas ©pode resultar em diferentes
fenétipos. Foi relatada a quimerizacgao de antigénios de
superficie resultando num virus atenuado para vArios
paramixovirus. Um virus de sarampo quimérico com as
proteinas HN e F substituidas pela proteina G de VSV
apresentou uma replicacdo in vitro altamente diminuida
(Spielhofer et al., 1998, J. Virol. 72: 2150-2159). Um virus
da peste bovina guimérico no qual as proteinas F e H foram
substituidas pelas proteinas de superficie heterdlogas de um
virus da peste dos pequenos ruminantes altamente relacionado
foi atenuado in vitro, tal como indicado por crescimento
lento do virus e baixo rendimento de virus (Das et al., 2000,
J. Virol. 74: 9039-9047). Mais recentemente, fol relatado que
o virus guimérico PIV3-PIV2, no qual os genes de F e HN de
PIV3 foram substituidos pelos de PIV2 ndo foi atenuado in
vitro, mas foi drasticamente atenuadoc em hamsters, AGM e
chimpanzés (Tao et al., 2000, J. Virol 74: 6448-6458). Por
outro lado, o PIV3-PIVl quimérico ndo foi atenuado in vivo
(Tao et al., 1998, J. Virol. 72: 2955-2961; Tao et al., 1999,
Vaccine 17: 1100-1108). Embora atenuado em AGM, rA-GpFy
induziu niveis significativos de anticorpo neutralizante
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anti-RSV e proporcionou protec¢ac completa contra provocagao
subsequente com RSV de subgrupo B de tipo selvagem.

Neste estudo, avaliou-se rA2AM2-2 relativamente a sua
atenuacdo, imunogenicidade e protecc¢do contra provocagao por
RSV de tipo selvagem em AGM. Demonstrou-se que rA2AM2-2 &
atenuado nos tractos respiratérios de AGM e apds provocagao,
verificou-se replica¢cdao muito reduzida de RSV de tipo

selvagem em animais previamente infectados com rA2AM2-2. O

nivel de replicagdo e protecgdo verificado para rA2AM2-2 em
AGM ¢é muito semelhante ao relatado num estudo com chimpanzés
para um RSV recombinante semelhante com & expressao da
proteina M2-2 silenciada (Bermingham e Collins, 1999, pNAS
USA 96: 11259-11264; Teng et al., 2000, J. Virol. 74: 9317-
9321). rA2AM2-2 pode provar ser mais atenuado em humanos do
que um candidato de vacina previamente ensaiado cpts248/404
(Teng et al., 2000, J. Virol. 74: 9317- 9321). cpts248/404
ndo foi suficientemente atenuado nem geneticamente estdvel em
criancas naive (Crowe et al., 1994, vVvVaccine 12: 783-790;
Wright et al., 2000, J. 1Infect. Dis. 182: 1331-1342). O
titulo de anticorpo neutralizante anti-RSV de soro induzido
por rA2AM2-2 foi ligeiramente inferior ao induzido por
infeccdo com RSV de tipo selvagem. No entanto, o aumento do
titulo de anticorpo neutralizante apds provocagao sugere gue

a imunogenicidade de rA2AM2-2 ©pode ser melhorada por
administracdes repetidas.

Dado que rA2AM2-2 apresenta muitas das caracteristicas
pretendidas numa vacina viva atenuada, a delecgao do gene M2-2
foi considerada como um meio adequado para atenuar
adicionalmente o rA-GgFy quimérico. O estudo in vitro indicou

que rA-GgF:AM2-2 apresenta um nivel de atenuacdo semelhante a

rA2AM2-2, apresentando formacgao sincicial aumentada,
crescimento reduzido em células HEp-2 e desequilibrio na
transcrigdo para replicacdo de ARN., Dado que o0 virus rA-GpFg
quimérico ja é atenuado em ratos do algoddo e AGM, espera-se

que rA-GpFpAM2-2 seja mais atenuado do que rA2AM2-2. Contudo,

estudos com ratos do algoddo indicaram que rA-GpFpAM2-2 ainda
era capaz de induzir um nivel de anticorpos neutralizantes de
RSV de soro aproximando-se do 1induzido por rA-GgFp €
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proporcionou protecg¢ao completa contra provocagao

experimental subsequente. Assim, rA-GpFpAM2-2 pode
representar um candidato de vacina adequado para protecgdo
contra infecgdo por RSV de subgrupo B.

O presente invento ndo deve ser limitado no seu ambito
pelas concretizacbdes especificas descritas, gue pretendem
constituir ilustrag¢des Unicas de aspectos individuais do
invento, e quaisquer construg¢des, virus ou enzimas gue sao
funcionalmente equivalentes encontram-se abrangidas pelo
ambito deste invento. De facto, serdoc evidentes para o0s
peritos na arte varias modificag¢des do invento além das agui
apresentadas e descritas a partir da descricao anterior e
figuras que as acompanham. Pretende-se que tais modificagdes
se encontrem no ambito das reivindicacgdes em anexo.
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Met
Arg

Ile

Lys
680
ser
Thr
Ser
Cys
Leu
760
Gly
Leu
Ile
Met
Ser
840
Lys
Thr
Leu
Ser
Glu
920
Gln
Tyr
Leu
Leu

Arg

665
Ser

Ile
ser
Leu
Thr
745
Asn
Ile
Leu
Asn

Glu
825

Leu’

Gly
Ile
Arg
Leu
905
ser
Ile
Leu
Asp
Phe

985
Thr

1000

Leu

1015
Leu Ser Asp

1030
Thr Phe Asp Lys Asn
1045

ser

Asn
Ile
Cys
phe
730
Tyr
Asn
Glu
ASp
Gly
810
Gly
Lys
Thr
Gln
val
890
Glu
Leu
Ala
ASp
Asn
970
Gly
Pro
Tyr
ASp

Pro

99

Arg
Thr
Ile
715
Ser
Arg

val

Gly Tr

Leu
795
Asp
Gln
Leu
Glu
His
875
Gly
ser
Leu
Leu
Ile
955
Ile
Gly
Asp
Tyr

Ar

Tyr
ASp
700
Cys
Trp
His
AsSp
780
Ile
Asn
Thr
Leu
Thr
860
ASn
Pro
Ile
cys
GIn
940
Leu
Asp
Gly
Phe
Thr

Asn
685
Leu
Ser
Leu
Ala

Glu
765

p Cys

Ser
Gin
His
Tyr
845
Tyr
Gly
Trp
Gly
ser
925
Leu
Lys
Thr
Asp

Leu

1005

Asn

1020
Leu Asn Lys

670

Asp Asn Tyr

ser
Asp
His
pPro
750
Gln
Gln
Leu
ser
Ala
830
Lys
Ile
val
Ile
Ser
910
Leu
Lys
val
Ala
Pro
990
Thr

His

1035

Asn Ala Glu Phe

1050

ser Glu Arg Gln Ala

1070

Thr ser Glu I1e Asn Arg Leu Ala val Thr Glu val Leu Ser Thr Ala
1080 1085

Lys
val
Leu
735
Pro
Ser
Lys
Lys
Ile
815
Gln
Glu
ser
Tyr
Ash
895
Leu
Ile
Asn
Leu
Leu
975
Asn

Glu

phe
Ley
720
Thr
Tyr
Gly
Leu
Gly
800
Asp
Ala
Tyr
Arg
Tyr
880
Thr
Thr
Phe
His
Lys
960
Thr
Leu
Ala
Leu

Leu

Pro Asn Lys Ile Phe Ser Lys Ser Ala GIn His Tyr Thr Thr Thr Glu
1090 1095

Ile Asp Leu Asn Asp I1e Met GIn Asn Ile Glu Pro Thr Tyr Pro His
1105 1110 111

1120

Gly Leu Arg val val Tyr Glu Ser Leu Pro Phe Tyr Lys Ala G1u LysS
1125 1130 1135

Ile val Asn Leu Ile Ser Gly Thr Lys Ser Ile Thr Asn Ile Leu Glu
1140 1145

Lys Thr Ser Ala Ile Asp Leu Thr Asp Ile Asp Arg Ala Thr Glu Met
1155 1160

1165

Met Arg Lys Asn Ile Thr Leu Leu ITe Arg Ile Leu Pro Leu Asp Cys
1170 75 80

Asn Arg Asp Lys Arg Glu Ile Leu Ser Met Glu Asn Leu Ser Ile Thr
1185 1190 1195 120
Glu Leu Ser Lys Tyr val Arg Glu Arg Ser Trp Ser Leu Ser Asn Ile
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1205

100

1210

1215

val Gly val Thr Ser Pro Ser Ile Met Tyr Thr Met Asp I1e Lys Tyr
1220 1225 1230

Thr Thr Ser Thr Ile Ser Ser G1y Ile Ile Ile Glu Lys Tyr Asn val
1235 1245

240
Asn Ser Leu Thr Arg Gly G1usArg Gly pro Thr iggOPro Trp val Gly

1250

ser Ser Thr Gln Glu Lys tys Thr Met Pro val Tyr Asn Arg GIn val
1270 1275

1265

1280

Lteu Thr Lys Lys Gln Arg Asp GIn Ile Asp Leu Leu Ala Lys Leu Asp
1285 12 295

Trp val Tyr Ala Ser
1300
Ser Ile Gly Thr Leu
1315
Pro GIn Tyr Leu Ser
1330
Arg Pro Cys Glu Phe
1345
Tyr His Phe Asp Thr
1365
Gly Asp Glu Asp Ile
1380
Leu Ser Leu Met Ser
13
Arg Ile Ile Leu Ile
1410

Pro Ile phe Thr Gly
1425

920
Ile Asp Asn Lys Asp Glu Phe Met Glu
1305 131
Gly Leu Thr Tyr Glu Lys Ala Lys Lys
1320 1325
val Asn Tyr Leu His Arg Leu Thr val
1335 1340

pro Ala Ser Ile Pro Ala Tyr Arg Thr

1350 1355

ser Pro Ile Asn Arg Ile Leu Thr Glu
1370

Asp Ile val phe GIn Asn Cys Ile Ser
1385 1390
val val Glu GIn Phe Thr Asn val Cys
1400 1405
Pro Lys Leu Asn Glu Ile His Leu Met
1415 1420

Asp val Asp Ile His Lys Leu Lys Glin
1430 1435

Gln
val
Asn
Thr
Gln

1505
Gly Tyr Ile Thr Asp His Met Phe
1525

Ala Tyr Lys Thr Tyr Leu Leu Cys
1540

Lys GIn His Met Phe
1445
Glu Leu Phe Leu Ser
1460

ser Asn teu Ile Leu
1475

Tyr Ile Leu Ser Thr

1490

Lteu Met Lys Asp Ser
1510

Lys Ile Ser Leu Thr

1450

Leu Lys Ser Gly Ser
1470

Leu Pro Asp
Asn Lys Thr
_ 1465

Ala His Lys Ile Ser Asp Tyr Phe
1480 1485

Ala Gly His Trp Ile Leu

1500

Ile Phe g;u Lys Asp Trp

Ile Asn Leu Lys val Phe
1530

Phe His Lys Gly Tyr Gly

1545 1550

Lys Leu Glu Cys
1555
Leu Ile Asp Ser
1570
Gln Lys val Ile
1585
val Lys Gly Cys

val Ala Glu Phe

1620

Pro Thr His Met
1635
Gly Leu Ile Asn
1650
Asn Asp Glu Phe
1665
Ser Asp Asn Thr

Glu Leu Glu Asn

1700

Asp Met Asn Thr
1560

Ser Asp Leu Leu Cys val
1

565

Ser Tyr Trp Lys Ser Met Ser Lys val Phe
1575

Lys Tyr Ile Leu Ser Gin Asp Ala
1590 1595

His Ser Phe Lys Leu Trp Phe Leu
1610

1605
Thr

Lys Ala Ile Leu Thr
1640

Ile Asp Arg Ile His
1655

Tyr Thr Ser Asn Leu
1670

His
1685
Asn Tyr Asn Lys Leu

Leu Leu Thr Lys

val Cys Pro Trp
1625

1705

val
Tyr
Ile
Phe

His

val Asn

Ile Asp

Lys Asn
1660

Tyr Ile Asn Tyr Asn

1675

Ile Arg Ile Ala Asn

1690
Tyr His Pro Thr Pro Glu Thr

Ser Leu
Lys Arg
Ile Asp
1630
Leu val
1645

LyS His

1710

Glu Leu
0

Leu Phe
Ser Ser

Thr Asn
1360

Lys Tyr

1375

Phe Gly

Pro Asn

Lys Pro

val Ile
1440

Gln Tyr

1455

His val

His Asn
Ile Ile
Gly Glu

152

Phe Asn
1535
Lys Ala

teu Glu
Leu Glu

His Arg
1600
Leu Asn
1615
Tyr His

Arg Met

Lys Phe

phe

1680
Ser

1695

Leu Glu Asn Ile Leu Ala Asn Pro Ile Lys Ser Asn Asp Lys Lys Thr
72 1725

1715

Leu Asn Asp Tyr Cys Ile Gly Lys Asn val Asp Ser Ile Met Leu Pro
1730 1735 1740

Leu Leu Ser Asn Lys Lys teu Ile Lys Ser Ser Ala Met Ile Arg Thr
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1745 1750 1755 1760
Asn Tyr Ser Lys Gln Asp Leu Tyr Asn Leu Phe Pro Met val val Ile
1765 1770 1775

Asp Arg Ile Ile Asp His Ser Gly Asn Thr Ala Lys Ser Asn GIn Leu
1780 1785 1790

Tyr Thr Thr Thr Ser His GIn Ile Ser Leu val His Asn Ser Thr Ser
1795 1800 S

Leu Tyr Cys Met Leu Pro Trp His His Ile Asn Arg Phe Asn Phe val

1810 1815 1820

Phe Ser Ser Thr Gly Cys Lys Ile Ser Ile Glu Tyr Ile Leu Lys Asp

1825 1830 , 1835 1840

Leu Lys Ile Lys Asp Pro Asn Cys Ile Ala Phe Ile Gly Glu Gly Ala

1845 1850 1855
Gly Asn Leu Leu Leu Arg Thr val val Glu Leu His Pro Asp Ile Arg
1860 1865 . 1870

Tyr Ile Tyr Arg Ser Leu Lys Asp Cys Asn Asp His Ser Leu Pro Ile
1875 1880 1885

Glu Phe Leu Arg Leu Tyr Asn Gly His Ile Asn Ile Asp Tyr Gly Glu

1890 1895 1900

Asn Leu Thr Ile Pro Ala Thr Asp Ala Thr Asn Asn Ile His Trp Ser

1905 1910 1915 1920

Tyr Leu His Ile Lys Phe Ala Glu Pro Ile Ser Leu Phe val Cys Asp

1925 1935
Ala Glu Leu Ser val Thr val asn Trp Ser Lys Ile Ile Ile Glu Trp
1940 1945 1950

ser Lys His val Arg Lys Cys Lys Tyr Cys Ser Ser Val Asn Lys Cys
1955 1960

Met LeuOI1e val Lys Tyr H;;5A1a GIn Asp Asp Ile Asp Phe Lys Leu

1

Asp Asn Ile Thr Ile Leu Lys Thr Tyr val Cys Leu Gly Ser Lys Leu

1985 1990 1995 2000

Ltys Gly Ser Glu val Tyr Leu val Leu Thr Ile Gly Pro Ala Asn Ile
2005 2010 2015

Phe Pro val Phe Asn val val GIn Asn Ala Lys Leu Ile Leu Ser Arg

2020 2025 2030
Thr Lys Asn Phe Ile Met Pro Lys Lys Ala Asp Lys Glu Ser Ile Asp
2035 2040 2045
Ala Asn Ile Lys Ser Leu Ile Pro Phe Leu Cys Tyr Pro Ile Thr Lys
2050 2055 2060

Lys Gly Ile Asn Thr Ala Leu Ser Lys Leu Lys Ser val val Ser Gly

2065 2070 2075 2080

Asp Ile Leu Ser Tyr Ser Ile Ala Gly Arg Asn Glu val Phe -Ser Asn
20 2090 2095

Lys Leu Ile Asn His Lys His Met Asn Ile Leu Lys Trp Phe Asn His
2100 2105 2110
val Leu Asn Phe Arg Ser Thr Glu Leu Asn Tyr Asn His Leu Tyr Met
2115 2120 2125
val Glu Ser Thr Tyr Pro Tyr Leu Ser Glu Leu Leu Asn Ser Leu Thr
2130 2135 2140
Thr Asn Glu Leu Lys Lys Leu Ile Lys Ile Thr Gly Ser Leu Leu Tyr
2145 2150 2155 2160

Asn Phe His Asn Glu
2165

<210> 60

<211> 47

<212> RDN

<213> SEQUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<221> CDS
<222> (5)..(43)

<220>
<223> Descricdoc da sequéncia artificial: Produto de RT/PCR
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<400> 60
acaa atg acc atg cca aaa ata atg ata cta cct gac aaa taa gctt 47
<210> 61
<211> 12
<212> PRT

<213> SEQUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Descricac da sequéncia artificial: Produto de RT/PCR

<400> 61
Met Thr Met Pro Lys Ile Met Ile Leu ;80 ASp LyS
1 5

<210> 62

<211> 11

<212> PRT

<213> SEQUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Descric¢do da sequéncia artificial: Produto de RT/PCR

<400> 62
Thr Asn Asp His §1a Lys Asn Asn Asp Igr Thr
1

<210> 63

<211> 16

<212> ADN

<213> SEQUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Descricadc da sequéncia artificial: Produto de RT/PCR

<400> 63
aagctttaag cttcaa

<210> 64

<211> 9

<212> RDN

<213> SEQUENCIA ARTIFICIAL

<220>
<223> Descricac da sequéncia artificial: Produto de RT/PCR

16
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<400> 64
aagcttcaa

<210> 65

<211> 35

<212> RDN

<213> SEQUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Descricgao da sequéncia artificial:

<400> 65
ggatccacaa taacattggg gcaaatgcaa ccatg

<210> 66

<211> 19

<212> ADN

<213> SEQUENCIA ARTIFICIAL

<220>

<223> Descricado da sequéncia artificial:

<400> 66
agttacataa aacggatcc

Lisboa,

Iniciador

Iniciador

35

19



EP 1 480 671/PT
1/1

REIVINDICACOES

1. Particula isclada de virus sincicial respiratdrio
infecciosa com um fendtipo atenuado incluindo uma antigenoma
ou genoma de virus sincicial respiratdério, em que o referido
genoma ou antigenoma contém: (a) uma sequéncia heterdloga que
codifica uma proteina G e F de RSV estirpe B9320; e (b) uma
delecao do quadro de leitura aberto de M2-2.

2. Particula isolada de virus sincicial respiratoério
infecciosa de acordo com a reivindicacdo 1, em que 0s genes G
e F heterdlogos substituem os genes G e F do genoma do virus
hospedeiro.

3. Particula isolada de virus sincicial respiratoério
infecciosa da reivindicagdo 1, em que a referida sequéncia
heterdloga ¢é derivada de uma estirpe diferente de virus
sincicial respiratdrio.

4, ADNc isolado que codifica uma particula isolada de
virus sincicial respiratdério infecciosa com um fendtipo
atenuado incluindo um antigenoma ou genoma de virus sincicial
respiratério, em que o referido genoma ou antigencma contém:
a) uma sequéncia heterdloga que codifica uma proteina G e F
de RSV estirpe B9320; e b) uma delegdo do quadro de leitura
aberto de M2-2,

5. ADNc isolado que codifica uma particula de virus
sincicial respiratério infecciosa de acordo com a
reivindicagdo 4, em que os genes G e F heterdlogos substituem
0s genes G e F do genoma do virus hospedeiro.

6. Vacina incluindo (a) o virus sincicial respiratério
infeccioso isolado de qualquer uma das reivindicagbes 1 a 3;
e (b) um transportador farmaceuticamente aceitdvel.

7. Composigao farmacéutica incluindo (a) o virus
sincicial respiratério infeccioso isolado de qualquer uma das
reivindicacgdes 1 a 3; e (b) um transportador
farmaceuticamente aceitavel.

Lisboa,



1/28

EP 1 480 671/PT

L "Old

YOOLOVIVVDLLIYVIVIOVVIVVILLLYY S W16

VLLLLLYDLY LV LLYVVYYVVYLLLY.LLDYVVY.LOVOLLDY.LIVDDYLLIOV .9 K]
ViVOLYYYY.LLYDVVOOLOOLLYLLLYVVLLIDDBYLIVOV LIVVOOYVY .S iLL
LV IVOVOVLIVVLLOVLLLYVIDOLOLYLIVY LOYVYYYVOLBLDVYYY VYYD g 149
VOOVYLYLOVOLOVYDOVLYVLLODY,S ilS
VILYLDOLDOVDLOVLVILDOLOLLLLLLLOVOVDLLLILOYLIIVLIY .G ily
OYBOVLILYVVLIOVYILYIOLDLYLVILLDDLLYV.LOLYY000VYVLILY G LT
VVLYVODVODLLOLYVYLIL EIOLY LLDYVYIOOLYY LOVYBLEV.LLILOY RS
‘ <.r<<<.~.._.Ek<<._.<.r<0h4m<<<<._.h§4<<<kh<hk0<k<kk<<0.rh<h6 9 3L

Teuty Sp oBTTO

OVLODOLOJDLYLVYLDODILLLLLIVODD  iT9
V1OLlLo1 1 LOVYODLYLLIDD LILLILLYOO00DLLIVLIOLIVVVOLYLS TTb
6t ond . u LOVIDDLBOVYLILLVVVIIDVOVLD S 16 o ond
LOVV.LLLYYY.LLIOVOOVLDVYLVDLLIVVOVYIVYYODDDDIVYYYYYYO .S 12 -
OVVV.LVIDLLIIVVVOVYOVLDODLYYYYVVOODOVYLLY.LYODOVDO 8 1

opuewco ap OBTTO

:gobTTO 9p seIousnbdag

Lo in iz L i9 13 wrow

B)
LL 2P Iojowoxg I 1o 1z 1 \ LY¥D Su3d / -« I
— i i TN
HipulH hed vqx ROR Judy



EP 1 480 671/PT

2/28

-

¢ old

e Z L
OPEDTITPOW OrU

s TODTUSIURIOTD [DPT
iivoS iy & | YTl

W2ATTAA, (s

TooTUuyURIOTD [DFT]
P SEPERTTISDT SewIod



EP 1 480 671/PT

3/28

YVYVY.LDOLVY.LVODODVLLYOVY & nk
YLODLLOLODVYOOLOYOL S W9
VYOOYVOOVYLV.LDODILOVOVY S oS
OOLBDLLULYOOLYDDDLYY .S LW
LOLY.LYIDODLYODLDD § w8
QVVYVLLYLOOVOOVYO.LD S W2
VVOLOLOVYVYYYYVOYDOV & &1

~YOV.LDODLYVYYYYYEODOY .S '1L
1D1VYIOD0DLYLVOOVLLIL 8 i9
" YOLDYDOLODYOVYVYOOVL .S S
HBOLOVOOVLIVIDDLLDBL § ¥
LLVOQOLYDOIVYYVOYD S '€
QOYODLYODOYLY.LVOY S T
DYDLDDIDOVOVVLLLD § i}

:g29JXOpRTIOTUT 8p serousnbes

—} — T — O — — G —29 ll-v-.h
e} L et 4 - T oy ‘5 3 -~
LEET) ! WL & QR STT, i X 9T T autt 1 4360 1 LT 12
HES] Ndg IRy oo Jotpe ©IUN

AS¥ .S °p BwousH |



EP 1 480 671/PT

4/28

9-V¥ "S9Id

H:_mm ﬁ.ﬁmm )
[ 1 - x| £ o B s W& [N fems]ims|
D/HS-O0TECIASY "0
opBg giig
L _ 1 Ezm%f d_| © |Hs[W|d N [cas|ins]

CA/E-D07E6dASY 'Y

[ 1

IHwug susb =p wrg susb sp oTOTIUT

. I ey
LY OODLY VT IVODOYYVYIVOVLLDOVIVOIOVVD

OOV YODLYYYODDDOLIVOVYLYVOVIILVODYILY

IO IASY 'V



EP 1 480 671/PT
5/28

600 o
600 —
300 —
200

100

1 .2 8 4 5 6
R/ PCR Sem RT Plasmideo

FIG. 5



EP 1 480 671/PT

6/28

g-v9 "sold

S- b

BT LN




EP 1 480 671/PT

1/28

T

1i-89320

an

anti-A2

FIG. 7



EP 1 480 671/PT

8/28

RSV
WtA2

bl Y
...al\.nmw it

ey

rRSVCAG
* rRSVA2(B-G)

8

FIG



EP 1 480 671/PT
9/28

«

Al

Es.
2
L2 .
S 41 —o—rRSVC4G
. ~0—~RSV
—t—wt A2
2 —X—IRSVA2(B-G)
1
04 : ¢ ;
0 24 48 72 96
h

FIG. 9



EP 1 480 671/PT

10/28

oL "©ld

oggsado we mmumu.p.z xt

-s3d
(seutueTe xod sSOPINITASANS WeIOJ SOPPUUTTANS SOPTOROUTWE WMW\Mwmmmwumemmmwmmwwwﬁ M
§91¢ ANHIN XTISOLIAIDOITEN ILISNITISTALIALS TAWNATHNANTHLSII NTAHNIMTIINAEXH

0012 |[IDINSIATNNOYIS ASTIADSAASHTIST VINTOMILIJADTA TISHINCAISEITOT AIRTAPITISTIDINY
ST0T NOAANINIIINEIOL IINTEATSONINSDT DAXLHTILINGTAIC LAAUOEHRMAT DO ASSORMOFTHAIDISME
0S6T IIIMNSMNAINSTIVD ONALISIGEVDIIHIX SMEINNLYTLVIILT NIDKAINIHONATIT SYIJISHANDOIISY
GL8T ATAUIGIHTIAALYT TINOYOEOIIYIONS "IINICATIAHISTI ODLSSENDNEINTHE MITROXISISNHATS
0087 IODHSIILXTONSHNVI MOSHULIMAIAAWLS TINATAOMSANIIIRY SSILTDINSTISTIL SAARIOTOACNTINT
SZLT ANSHTINYTINGTIIE dTIHADINANNATIES NYIULDILTIRINGS SNANIASINSIAIZA NEFEHOITHTYAINT
0S9T "IOWINICIAGTIVIN HISHACINAAMIONAL JTTANTDITIMNINIS EoONASEISYAUSTI ANIANOETIAISHSH
GLST MASSAITIITADTIAS INREOETICIDAONH JOTTIAIMANNIINTT NLIHALIXOTONAY BIIoNsQmTIOIITT
00ST MHOVINGSTIALNHI XASDHTILINSNAR SOSTTINNSTIIEAR OLISIMAITARHOND IAONDIHITATOLIL
SZHT JIMNIRIENTICITI TENIDANIIOINASR ASTOISTIONOIAIAY dEAOATEVITINIES LAOIHANLIEAVIISY
0SET  dITDIUSSATTUHTIA NASTAOIADDINIEA LIDTLOLSTEERIED YNAISYRAMNTTIVTT CIOMIODILINOINA
GLTT ASHIXEHOISSOAME MLADWHOWNILISNANA NIITIOSSILSLLAN TARLIESISTADAT NSTISMSETEUARNSTH
00ZT LISTNTASTIATSNN NOGIITINITIZIN WRILTYIAIOLIAINY SIS IINLISIIOST TNATHEIAIILISTA
SZTT . ANNTOHIALITINOKR IANTAIELLLAHOYS MSILANIULSTIATLA VTANTESITHNOTES DTOIQRUTILAITIN
0507 INIQALTIOHTNINT -HEASTAOTIATICHN TAASTIIASHATIVEL MIAITTEAISERTIN ITDDDILTRI LAY
SL6  TEIAINAINASMTH NIATTICTATINNDT VENSITOTEIONKIMA NNITISOTISEOUAE Aa0IISDISEISAANI
006 QOITINIMIOANTIAY MISYIAXADNHOILN SHICHIYSIALELON DHEHIDYADIRTDIL SNTCTIACLOVHIOD
78 TNWRAIINSTAISONG ONIIWLISIIONISI AGTISIVETIMNTIOD MOBTODWHAMNATIOSO FAANNIQATHAOT AT
0SL aVHEIACOITIIAHATL TEIMSITSONDHTIIA TAQSOTISTEANIYS NDISTATIISONSIA NNANMNAINSINSTO
SL9 WNITTINOTIAIAORY GISEIIIVTINIVIR NEVIIOAVEIOATHN CaDIDASTEEEIDLT SANHNI NNIASONAN
009 ONATCOINDINGEIX XTAATISIASISIAT TEHETANDTHSIHAN YIASTMTIDIISIV HANI DA TANTHETL
cZC JTYALTTOSTALICE HITETISTAINDIAL TIMEIETAINNIILL PENZNNAIONITIAT JYDUDISISSTIADL
0ST  IENONINAYMICOEE UAWNIBOITYITIATE SONTINAOTDIITI TOISTITIMEONTIN OSATAQTILHONNST
SLE TNNODINEYGLINNT WSNASEXEIOIHHEIT NITTSHILOINADILL AJOENHATITIOAOA TITOLTIANNIOOYT
00f OSISYNILNIONSIMI ITOANTIHSTSIMIML TIONALIALT T HANTODXONIIICID SILONILTLIDHNIA
572 ENSHUADITINVIMIA INIMHLTIMSIZHOWS SRTOVITLINIIMD NISHINAYATHSONT HAYSTICALITILIA
0ST SNETCOONNSHINAGY TITODRUTIIVANAINAG STETVIYIIDITLNGD IYTORSSIHNSSAINT NSOSALIEHTIEDN
S/ HAISTISOLINTINT NEHIITINOUSITND AONIIAIONSIASDT MNDISISIADNIASA LIANNVSNONIIIAA



EP 1 480 671/PT

11/28

5972
0012
S20C
0567
SL8Y
00871
SZLT
0591
§LST
0051
SZvT
0SET
SLZT

0021

T AN
0S0T
SL6
006
114
0se
SL9

009

52Zs
0sv
YA
00t
see
0sT

SL

LL"Old : .

OPBRUTWIT® BUISISID 8P OnNpIssA
ootazedse oproe no rurTea eied SOPEOTITIPOW Welol onb BULSISTID 9P SONPIsSsy ko)
BUTISISTD 2P SONpPIsSSd D

" FNEAN mﬂmwﬁﬁgﬁz SIISNTTISIAARLS EARKTHNANIZLSIL ZEEEQH%
NITDINSINANIOVIS ASTIAOSANSHDIST YINTODILIIADTIE IISHINYATSIIAT a&ﬁgammﬂg
NOANMTINAGSINYIOT TIATANTSONTHNSOT DAADWIILINGTIAA ICAOHXIATITOMN >mmv§o§mzm
ITINSMNALASTEVA OAIISIITUDITHIA SMETNNIYALVIILT NIOXGINTHONMATYT dEIJITSEANDMIISY
AIREIUEATINALTIL TINOUDHOLIYIONG, MIDITOIIIAHISIN OOLSSINANDINTHE MITAOATSTSNHATS
IOHSTILATIONSIVL NOSHAIIIAIANNES azwanammmzuﬁzm SSHITIDINSTIIDAL SCANDIDIOAUANTLITE
ANSHIINYTINEILE JLIHADINANNETIIS NYINTIDILTINGS SONANIALINSTAIST NOEDIOITHINAING
ADRANIGIALIIVN HLJHACINAAMIOAL SEVANTDITINTIIS HUDMAEISYAOSTI ADITANOITINNSHSS
MASSAITHIADTIAOS INHAOTINIOLONE JOTIAIMAYNIINTT NISRHALIADIOMIE FILOUSMBITIOLITI
MHOYINISTIALNEI  ACSIMREYIIANSNAH SOSNIIMNSTIATINA OTISINAITIWOND IADNIDHIAAGDLAT
dOWIHTANTIITIT TUNIOANTIOIANASK ASTOISTONOIATAT CITOIEIILINIIS LOJHANRLLYIAYEISY
JIATTINSSALTINTA NASTAOIITOIVIEY, JIOTIONISTIEWITEA MNITSYAAMIDIVTT  AIO@IODILTATIN
AJHAINTOISSONME NIIDUIOYLISNANR MATITTOSSTLSLIAN IAWIANISISINDAT NSTISHMSUIIAXISTT
DISTNENSTIMDITY NOQIITIYITILIN WWILTYEATATIAIY STNTIINIISNIOST INAINEWNIAIJTSEA
ANV TOHIATIIINON IONTATILLLANOVS NSITHNIVLSTATLA TINNIISITIVONIES DT{OIMINILAITUN
JIDIGITIIOLTOINT YAASTAOTIMUICHN JAXSTIIASHATVIL TICILMNAISUATIN JODODITHITIORIL
TYLAINGINGIINTH YIATIICTATINNGDT YHNOIIOTEIONATMA MISTTISOTISEOYAR THOLTSOTSETS A
AQTITNIMIOANTINT JISYIARNADNHDTIN SKAONMISTATLILON TIHOTOVADISTTIL SNTTTIAAYOYHLID
INTIIDISIAISONG ONTTIYLISDIONIST IATISINIETIMNTGIOT MOTISOWHANRTIOSO JUANNITATHIDIAL
AVHEALOITIIAHITY THIMSITSOADHTIA TACSOIOSIIANIYO NDISTCIIISONSIA NNANCNAUNSHNSIO
OITETIIOISICOAY IISEdIIDTINTYIN ATCIIOADIINOETN CDUDASTIIINONT SAABNIMNIASONAA
ONATADINDINGITA AT INGISHASESINT MEHATANDIHSIWNAN TIISIMITIOIEISTY MANTIREIAAMIITY
JTIATYIOSTATTION SLTHTISIALNDIZA SINNIITATUNITLS MINANNAIONITYAL JVOUTHSISSTIRIT
TANTNIMAYAAYOET dANGHOIIYITIATE STNNDINADTLIILL TDISTIIIMIONIIN SALXCETITIHOAYST
TIRIODINVYGLINIT KSNARDMAVAIILL NIIISHIZOTADMITT RAIOTNHEIDITIOADX TITOHTIANNIODYT
OISHNTINIONSING ITOANTHSTISIOINE TIONALIALTEITI. HAATOOXONILTIOLD STLONCITIIOENIN
ANSHADLIINNTILE TNIMHIIMSIJHORS uzgaqaaﬁaﬁa MILSHNMIAOITESONG NS TIACIIILLIN
SNOTAUONNSYING STFIOTINIIVAMNIAG STETTIIINATING LTYTOISSIHSHAIWI TSOIALGTHTIIZON
HANSTISOITNDDIT NRHITIINOYSITING XADITAIONITASOT YNDASISIAONIXST LIXANYSNONIIIDN



EP 1 480 671/PT

12/28

AT
Eip R
eirsss o

S

A

ANy
o

e

B

ISLd

Y

AL

d

“v¢Zl 'SOld

Bl L
S
SR

4

n

- e e
NMNE N.NEx

N

SN,
P
RN

R

LM
oA
NN

xia

-t
s




EP 1 480 671/PT
13/28

ACA AAT GAC CAT GCC AAA AAT AAT GAT ACT ACC TGA CAA ATA AGC TT
T N D E A X N N D T T * -1
¥ T M ® K I H ¥ .L P D K * M3
V1948 pProduto RT/PCR
mneffirne.
rA2 F M241AAGCTT ------ TAAGCTFCAA' -L 1029 pb
—-f—
M2-2 V1581

V1948 \ 4o 234 nt

—>
rAZAM2-2 F_[Mz1] aagorrcan] L 785 pb

Hind il -
V1581

1029
795

FIG. 13



EP 1 480 671/PT

14/28

# Genoma

I
AT

Hep-2 Vero Hep2 Vero

FiG. 14



EP 1 480 671/PT

15/28

a-M2-2 o-RSV

B. tA2 AN2-2 rA2 AM2-2
48 10 2 48 10 24
o o .

FIG. 15



16/28

EP 1 480 671/PT

B
i ™,

At ‘ 7 <
ROy SRS WL
8 it 4
J@&Mﬂ.. 3 (TR I
A AR e
p Mol S
; EE o A58
TESVE, s )-.‘q fa
o

>y

OJ49A

¥} J@W. -
%a

g-doH

SRl
s,

e

PSR =

£2y

L

,M.w wﬁwﬁ.w_ E&.‘

¥ Sl A Voo k...q._ » 244
K .,"m.?ggﬁh&.rw ;

":\\'

16

FIG



EP 1 480 671/pT
17/28

Células Hep-2

1og«{pfulml}

Células Vero

foge{pfulmi)

0 — —
0 24 48 72 96
h



EP 1 480 671/PT

18/28

FIG. 18



EP 1 480 671/PT

19/28

g
AR
AT

(R

Y

2 1)

ANS1ANS2

FIG. 19



EP 1 480 671/PT
20/28

£l
g
S
8.
on)
e
-
4 —m—ANS1
0 T T T
0 24 48 72 96
Hora

FIG. 20



EP 1 480 671/PT
21/28

|
N>,
S
bo
o)
—
——TA2
11 —~—ANS2
0 R L T
0 24 48 72 96
Hora

FiG. 21



EP 1 480 671/PT

log10{pTusmi}

22/28

8
7 7 /0\’
6 -
5 -
4 o4
3‘ B
2 - —— Wi
. —x—ASH/M2-2
1 B
0 L) L)
24 48 72 986
Hora

FIG. 22




EP 1 480 671/PT

23/28

12345678

1. rA2

3.ANS1/8H

2,

4, 5.ANS2/SH
6, 7.ANS1/NS2/SH
8, 9.ANS2/M2-2

r

!

33
Wi

i

g

FIG. 23



EP 1 480 671/PT
24/28

&l
B
"
2
b0
Q
|
—&—rA2
{ - —E—ANS2/M2-2
0 1 K] i

0 24 48 72 .96

Hora

FIG. 24



EP 1 480 671/PT

25/28

P
g
(4w
xS
< .
by
Q
]
—é—rA2
;] —it—ANS1/NS2
0 v B T
0 24 48 72 96
Hora

FIG. 25



EP 1 480 671/PT

26/28

9T "O14

T [z |

T ["o Jms|] wl] a | N |zsnisn a¥o-vs

\

IHwed 1139

IL 156 1 04X

T (4

53 | HS | W

\

DOLVODD]

VVVVYLYOVLIOV

I Hueg

91

'y

(HrHASYd

DIVIOVVIOIVVVODOOOLLYVOVYIVVOVODLYDD

I Hueyg



EP 1 480 671/PT
27/28

FIG. 27



EP 1 480 671/PT

8
7 4 Vero (moi=0.1)
6 -y
Es-
R=)
&4
=
23
2 - ——rA2
—~B—rA2-dM2:2
14 ke rA2.GbFD
: —8—rA2.GbFb-dM2-2
0 ~ T
0 24 48 72 96
Hora

7 4 Vero (moi=0.01)

6 B
E 5
=
g 4-
g3 ¥
2 ——rA2
—R—rAZ-dM2-2
14 ~—h—rA2-GbFb
—8—rA2-GbFb-dM2-2
0 ] [
0 24 48 72 96
Hora

FIG. 28

28/28
8
7 { Hep-2 (moi=0.1)
6
ES-
o |
541
g3’
2 ——rA2
~E—rAZ-dM2-2
11 e A2-GGbFD
0 —&—rA2-GbFb-dM2-2
0 24 48 72 96
Hora
8
7| Hep2 (moi=0.01)
6 .|
£ 5
-3
844
g3
2- —-tA2
—M—rA2-dM2-2
1 —A—rA2-GbFb
) —8—A2-CbFb-dM2-2
0 24 48 72 96
Hora



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

