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(57) Resumo: A presente invencéo refere-se aos virus do sarampo recombinantes que expressam proteinas do virus Zika e suas
aplicacdes, particularmente na inducdo da protecdo preventiva contra o virus Zika. A presente invencao € direcionada ao virus do
sarampo recombinante (MV) que expressa pelo menos (i) o precursor da proteina de membrana (prM) de um virus Zika (ZIKV) e
a proteina do envelope (E) de um ZIKV ou uma verséo truncada da mesma, ou (ii) a proteina E de um ZIKV ou uma versao
truncada da mesma, e diz respeito as particulas infecciosas recombinantes do referido MV-ZIKV capazes de se replicarem em um
hospedeiro ap6s a administracéo, e diz respeito também as particulas semelhantes a virus (VLPs) que contém essas proteinas
ZIKV em suas superficies. A presente invengéo fornece meios, particularmente acidos nucleicos, vetores, células e sistemas de
recuperacao para produzir essas particulas infecciosas recombinantes e VLPs. A presente invencdo também diz respeito ao uso
dessas particulas infecciosas recombinantes e/ou VLPs, em particular sob a forma de uma composicdo, mais particularmente em
uma formulacdo de vacina, para a prevencdo de uma infecgdo por ZIKV ou para a protecdo preventiva contra os desfechos
clinicos da infecgdo pelo ZIKV.

Ns2A NSaA

3 P e | e o -
T T

Ns2B. Ns4B




1/53

“CONSTRU(}AO DE ACIDO NUCLEICO, VETOR PLASMIDIAL DE
TRANSFERENCIA, CELULAS TRANSFORMADAS, PARTICULAS DE VIiRUS
SARAMPO-VIRUS ZIKA (MV-ZIKV), COMPOSICAO OU CONJUNTO DE
INGREDIENTES ATIVOS, E PROCESSO PARA RECUPERAR PARTICULAS
DE VIRUS SARAMPO-VIRUS ZIKA (MV-ZIKV)”

[001] A presente invencdo refere-se ao virus do sarampo
recombinante que expressa proteinas do virus Zika e suas aplicacdes,
particularmente na inducdo da protecdo preventiva contra o virus Zika. A
presente invencado € direcionada ao virus do sarampo (MV) recombinante que
expressa pelo menos (i) o precursor da proteina de membrana (prM) de um
virus Zika (ZIKV) e a proteina do envelope (E) de um ZIKV ou uma verséo
truncada da mesma, ou (ii) a proteina E de um ZIKV ou uma versao truncada
da mesma, e diz respeito as particulas infecciosas recombinantes do referido
MV-ZIKV capazes de se replicarem em um hospedeiro apds a administracéo, e
diz respeito também as particulas semelhantes a virus (VLPs) que contém
essas proteinas ZIKV em suas superficies. A presente invencao fornece meios,
em particular acidos nucleicos, vetores, células e sistemas de recuperacao
para produzir essas particulas infecciosas recombinantes e VLPs. A presente
invencdo também se refere ao uso dessas particulas infecciosas
recombinantes e/ou VLPs, em particular sob a forma de uma composigéo, mais
particularmente em uma formulacdo de vacina, para a prevencdo de uma
infeccdo por ZIKV ou para a prote¢do preventiva contra resultados clinicos de
infecgao por ZIKV.

[002] O ZIKV é um flavivirus emergente transmitido por
mosquitos. Embora tenha sido inicialmente isolado em 1947, até o momento
nao existem tratamentos especificos ou vacinas disponiveis contra a doenca
causada pelo ZIKV, tornando-a uma doenca verdadeiramente negligenciada e

emergente. A recente rapida disseminacao do ZIKV em regifes anteriormente
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ndo afetadas, como ilhas do Pacifico Sul e América Latina, forneceu fortes
evidéncias epidemioldgicas de que a infecgcdo por esse virus pode estar
associada as complicacdes neuroldégicas em adultos e a um aumento de
malformacBes  cerebrais congénitas graves em  recém-nascidos.
Consequentemente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou o
recente surto de ZIKV uma emergéncia de saude publica.

[003] O ZIKV foi inicialmente isolado de um macaco rhesus na
floresta Zika em Uganda em 1947 (Gubler D.J., et al., Eds. Fields Virology, 52
ed. Filadélfia, PA: Lippincott Williams & Wilkins Publishers, 2007: 1155-227;
Dick G.W.A,, et al. TransR Soc Trop Med Hyg 1952; 46: 509-20). A primeira
infeccdo humana foi reportada na Nigéria em 1954 (Macnamara F.N. TransR
Soc Trop Med Hyg 1954; 48: 139-45). Assim como os virus da dengue e
Chikungunya, o ZIKV adaptou-se de um ciclo de transmissdo ancestral
envolvendo primatas ndo humanos e um amplo espectro de espécies de
mosquitos florestais como vetores para um ciclo urbano envolvendo seres
humanos como reservatorios e 0s mosquitos Aedes amplamente distribuidos
como vetores (Musso D., et al. .Lancet 2015; 386: 243-44). Desde a década de
1950, o ZIKV s6 havia sido relatado como circulando esporadicamente na
Africa e no Sudeste Asiatico. Em 2007, o ZIKV foi isolado pela primeira vez no
Pacifico, na ilha da Micronésia de Yap (Duffy M.R., et al. N Engl J Med 2009;
360: 2536-43). Entre outubro de 2013 e abril de 2014, a Polinésia Francesa
experimentou o maior surto de Zika ja registrado na época (Cao-Lormeau,
V.M., et al. Emerg. Infect. Dis. 2013; 20: 1085-86). Mais de 32.000 pacientes
eram suspeitos de infecgdo por ZIKV. Entre 2014 e 2015, o ZIKV se espalhou
para outras ilhas do Pacifico, de maneira notavel nas Ilhas Cook e de Pascoa
(Chile). Em margo de 2015, o Brasil relatou a transmisséo autoctone do ZIKV
(Zanluca C, et al. Mem Inst Oswaldo Cruz 2015; 110: 569-72) e 6 meses

depois declarou um surto sem precedentes (Dyer O. BMJ 2015; 351: h6983)
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com estimativas preliminares de 440.000 a 1,3 milh&o de casos de infeccdo até
dezembro de 2015 (European Centre for Disease Prevention and Control, 10
de dezembro de 2015). Em margo de 2016, a infeccdo pelo ZIKV foi reportada
em 43 paises e territérios em todo 0 mundo.

[004] A atual epidemia de Zika é a maior epidemia ja registrada
para esse virus (Abushouk et al. An updated review of Zika virus, J. Clin. Virol.
2016, 84, 53-58). Embora a infeccdo pelo ZIKV tenha sido geralmente
associada a doencas leves, seu surgimento nas Américas coincidiu com um
aumento acentuado nos pacientes que desenvolvem a sindrome de Guillain-
Barré. Além disso, a infeccdo pelo ZIKV foi associada ao nascimento de bebés
com complica¢des neuroldgicas, em particular a microcefalia congénita (OMS.
Guillain-Barré syndrome — EI Salvador. Jan 21, 2016; ECDC. Rapid risk
assessment. Zika virus epidemic in the Americas: potential association with
microcephaly and Guillain-Barré syndrome. Dec 10, 2015; Soares de Araujo J,
et al. Microcephaly in northeast Brazil: a review of 16 208 births between 2012
and 2015), e foi demonstrado que quando as mulheres gravidas sdo expostas
ao ZIKV durante o primeiro trimestre da gravidez, o risco de microcefalia para o
recém-nascido aumenta em 50 vezes de 2/10.000 para 1/100 (Cauchemez S,
et al. Association between Zika virus and microcephaly in French Polynesia,
2013-15: a retrospective study. The Lancet 2016). Em fevereiro de 2016, a
OMS declarou a suspeita de ligacdo entre o ZIKV e disturbios neurolégicos e
malformacdes neonatais uma Emergéncia de Saude Publica de Interesse
Internacional.

[005] Nesse contexto, em marco de 2016, especialistas reunidos
na OMS concordaram que o desenvolvimento de uma vacina preventiva é uma
das principais prioridades para responder as epidemias pelo virus Zika no
futuro. Estratégias pragmaticas foram solicitadas para acelerar o

desenvolvimento de uma vacina segura e eficaz. Devido ao vinculo

Peticiio 870200032240, de 10/03/2020, pag. 11/70



4/53

estabelecido entre a infeccdo pelo ZIKV e o aparecimento de microcefalia
congénita em bebés nascidos de mées infectadas, pode-se argumentar que
uma vacina contra o Zika deve ser adequada para uso em mulheres gravidas.
Entretanto, nenhuma vacina licenciada é atualmente recomendada para uso
durante a gravidez. Além disso, com a associacdo demonstrada da infeccao
pelo Zika com a sindrome de Guillain-Barré, a observacdo de possivel
transmissdo sexual e aparecimento de defeitos no desenvolvimento que
provavelmente aparecem muito cedo na gravidez, é muito provavel que a
vacina seja direcionada a populacdo em geral. De qualquer forma, uma vacina
contra o Zika terd que demonstrar um excelente perfil de seguranca,
principalmente no que se refere ao risco de neurotropismo.

[006] Para permitir o desenvolvimento acelerado de uma vacina
contra o Zika, os inventores usaram uma das vacinas mais seguras e eficazes
disponiveis, a vacina contra o sarampo vivo atenuado, como vetor de entrega
de antigenos protetores do ZIKV para garantir a disponibilidade oportuna de
uma vacina preventiva sempre que uma nova epidemia ocorra. Essa tecnologia
da plataforma de entrega demonstrou prova de principio em seres humanos e
um histérico pré-clinico de rapida adaptabilidade e eficacia para uma variedade
de patdgenos. Além disso, o processo de fabricacdo dessas vacinas baseadas
em vetores de sarampo foi otimizado para proporcionar maior rendimento e
pureza do que o processo padrdo de fabricacdo de vacinas contra sarampo.
Ele usa equipamento padréo e, portanto, se presta a uma maior expansao,
bem como a transferéncia de tecnologia para paises de baixa e média renda.

[007] A vacinagédo contra o sarampo € usada ha mais de 40
anos, foi administrada em mais de 1 bilhdo de criancas e € aproximadamente
93% eficaz ap6s uma administracdo e 97% apos duas administracdes. As
cepas atenuadas de vacinas contra sarampo demonstraram ser geneticamente

estaveis. A reversdo a patogenicidade ou integracdo no genoma da célula
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hospedeira é praticamente impossivel e nunca foi observada. Aproveitando
essas caracteristicas, os inventores clonaram anteriormente o virus da vacina
Schwarz contra o sarampo atenuado e desenvolveram um método para
manipular geneticamente esse virus de RNA da fita negativa em um vetor
quimérico ou recombinante versatil (Combredet, C. et al., 2003, J Virol, 77 (21):
11546-11554).

[008] Uma vacina profilatica contra o ZIKV, como em qualquer
outro alvo, deve ser segura e eficaz. Além disso, a epidemiologia especial de
um virus rapidamente emergente, afetando paises industrializados e em
desenvolvimento, e a ameaca de infecgcOes durante a gravidez, causando
graves defeitos de nascimento, exigem uma série de recursos adicionais para
uma vacina ideal contra o ZIKV.

[009] Suspeita-se fortemente que a infeccdo pelo ZIKV durante a
gravidez cause defeitos congénitos. Embora as vacinas vivas sejam
geralmente contraindicadas durante a gravidez, as infec¢cdes por sarampo néo
foram relacionadas a defeitos congénitos (Rasmussen S.A., et al. Obstet
Gynecol. 2015 Jul;126 (1):163-70), e a aplicacdo acidental da vacina MMR
durante a gravidez ndo se relacionou a defeitos congénitos do nascimento
(Swamy G.K., et al. Obstet Gynecol. Jan 2015; 125 (1):212-26). Em contraste
com a vacina contra o sarampo de acordo com a invencdo, uma abordagem
com vacina de Zika vivo atenuado levantaria preocupacdes de seguranca muito
significativas se aplicada acidentalmente durante a gravidez. Deve ser
seriamente questionado se uma vacina contra o Zika destinada ao uso durante
a gravidez pode ser desenvolvida e licenciada em qualquer prazo aceitavel
para interromper a atual epidemia. Em vez disso, uma vacina para
adolescentes com problemas de seguranca minimos para uso acidental
durante a gravidez parece ser a intervencdo mais pratica e realista para

eliminar a doenca induzida pelo Zika. Uma vacina a base de sarampo atenderia
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exatamente esse perfil-alvo.

[010] A abordagem da invencdo baseada no sarampo pode
atender a todos os critérios relevantes de uma futura vacina contra o ZIKV pelo
menos igualmente bem, ou melhor, que as abordagens alternativas.
Particularmente, uma vacina contra o ZIKV baseada no virus do sarampo, sem
adjuvante, para criancas, adolescentes e viajantes representa um dos
candidatos mais provaveis a serem desenvolvidos em um curto espaco de
tempo, possui um excelente perfil de seguranca e eficacia e caracteristicas de
producdo e custo compativeis com seu uso também em paises com forca
econdmica limitada.

[011] Para esse fim, um caminho de desenvolvimento sequencial
foi definido pelos inventores. A primeira etapa foi a construcao e caracterizagcéo
do MV recombinante que expressa pelo menos as proteinas prM-E ou E de
ZIKV como antigenos secretados sollveis. A caracterizagcdo inclui
demonstracdo da expressao do antigeno Zika, caracteristicas de crescimento
estabelecidas em uma linhagem de células de producdo e andlise da
estabilidade genética. A imunogenicidade pré-clinica e a eficacia protetora da
vacina MV-Zika recombinante selecionada foram avaliadas em camundongos
CD46-IFNAR suscetiveis a infeccdo pelo MV. O melhor candidato atualmente
selecionado foi avaliado quanto a imunogenicidade e eficacia protetora no
modelo de infeccdo por ZIKV em primatas ndo humanos.

[012] Os inventores conseguiram a producdo de vacinas
baseadas em MV replicativo, recombinante e infeccioso recombinadas com
polinucleotideos que codificam pelo menos os antigenos prM-E ou E de ZIKV,
que sao recuperados quando o virus recombinante se replica no hospedeiro
apos a administracdo. A invencéo refere-se assim a um ingrediente ativo da
vacina viva contra o ZIKV baseada no virus do sarampo amplamente utilizado,

em particular o sarampo da vacina pediatrica da cepa Schwarz. Em um
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exemplo de realizacdo preferido, esta vacina viva MV-ZIKV recombinante
produz VLPs de ZIKV por replicacdo em células infectadas.
[013] O MV é um RNA virus de fita Gnica de sentido negativo,
ndo segmentado, envelopado, do género Morbillivirus, dentro da familia
Paramyxoviridae. Este virus foi isolado em 1954 (Enders, J.F., e Peebles
T.C.1954, Propagation in tissue cultures of cytopathogenic agents from patients
with measles. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 86: 277-286) e vacinas vivas
atenuadas foram derivadas deste virus desde entdo para fornecer cepas de
vacina, em particular a partir da cepa Schwarz. As vacinas contra o sarampo
foram administradas a centenas de milh&es de criancas nos ultimos 30 anos e
comprovaram sua eficacia e seguranca. Ela € produzida em larga escala em
muitos paises e é distribuida a baixo custo. Por todas essas razdes, 0s
inventores usaram MVs atenuados para gerar particulas de MV recombinantes
que expressam de maneira estavel os antigenos prM-E ou E do ZIKV, e sdo
possivelmente capazes de expressar também VLPs.
[014] A invencdo refere-se, portanto, a uma construgdo de acido
nucleico que compreende:
(1) um polinucleotideo que codifica pelo menos (i) o precursor
da proteina de membrana (prM) de um virus Zika (ZIKV) e
a proteina do envelope (E) de um ZIKV ou uma versao
truncada da mesma, ou (ii) a proteina E de um ZIKV ou
uma versao truncada da mesma; e

(2) uma molécula de cDNA que codifica uma fita de RNA(+)
antigendmico infecciosa, de comprimento total (completa)
de um virus do sarampo (MV);

em que o polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a proteina
prM do ZIKV e a proteina E do ZIKV ou a versao truncada da mesma ou (ii) a

proteina E do ZIKV ou a versao truncada da mesma esta operacionalmente

Peticiio 870200032240, de 10/03/2020, pag. 15/70



8/53

ligado, em particular clonado na molécula de cDNA.

[015] Uma construcdo de acido nucleico de acordo com a
invencao €, particularmente, uma molécula de DNA purificada, obtida ou que
pode ser obtida por recombinacdo de varios polinucleotideos de origens
diferentes, operacionalmente ligados entre si.

[016] A expressao “operacionalmente ligado” refere-se a ligacao
funcional existente entre os diferentes polinucleotideos da construgédo de acido
nucleico da invencdo, de modo que os referidos polinucleotideos e diferentes
constru¢cdes de acido nucleico sejam transcritos com eficiéncia e, se
apropriado, traduzidos, especialmente em células ou linhagens de células,
especialmente em células ou linhagens de células utilizadas como parte de um
sistema de recuperacdo para a producdo de particulas de MV infecciosas
quiméricas da invengdo ou em células hospedeiras, especialmente em células
humanas.

[017] Em um exemplo de realizagdo especifico da invencao, a
construcdo € preparada clonando um polinucleotideo que codifica pelo menos
(i) a proteina prM de um ZIKV e a proteina E de um ZIKV ou uma versao
truncada da mesma, ou (ii) a proteina E de um ZIKV ou uma versao truncada
da mesma, no cDNA que codifica uma fita de RNA(+) antigenémico infecciosa
de comprimento total de um MV. Alternativamente, uma construgdo de &cido
nucleico da invencdo pode ser preparada usando etapas de sintese de
fragmentos de acido nucleico ou polimerizacdo a partir de um molde, inclusive
por PCR.

[018] Em um exemplo de realizagdo especifico da invengao, o
polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a proteina prM do ZIKV e a proteina
E do ZIKV ou a verséo truncada da mesma ou (ii) a proteina E do ZIKV ou a
versao truncada da mesma é clonado em uma ATU (Unidade de Transcricéo

Adicional) inserido no cDNA do MV. As sequéncias ATU séo conhecidas pelos
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técnicos habeis no assunto e compreendem, para uso em etapas de clonagem
em cDNA de MV, sequéncias de acao cis (ou cis-atuantes) necessarias para a
expressdo de um transgene dependente de MV, como um promotor do gene
precedente, em cDNA de MV, o insercdo representada pelo polinucleotideo
que codifica pelo menos (i) a proteina prM do ZIKV e a proteina E do ZIKV ou a
versdo truncada da mesma ou (ii) a proteina E do ZIKV ou a versao truncada
da mesma e um cassete com multiplos sitios de clonagem para insercao do
referido polinucleotideo.

[019] Quando utilizado para realizar a invencdo, a ATU esta
vantajosamente localizada na sequéncia N-terminal da molécula de cDNA que
codifica a fita de RNA(+) antigendmico completa do MV e estd especialmente
localizada entre os genes P e M desse virus ou entre os genes H e L. Foi
observado que a transcricdo do RNA viral do VM segue um gradiente a partir
da extremidade 5' para a extremidade 3'. Isso explica que, quando inserido na
extremidade 5' da sequéncia codificante do cDNA, a ATU permitird uma
expressdo mais eficiente da sequéncia de DNA heteréloga (por exemplo, o
polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a proteina prM do ZIKV, e a
proteina E do ZIKV ou a versdo truncada da mesma, ou (ii) a proteina E do
ZIKV ou a versao truncada da mesma) que ela contém.

[020] O polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a proteina
prM do ZIKV e a proteina E do ZIKV ou a versao truncada da mesma, ou (ii) a
proteina E do ZIKV ou a versdo truncada da mesma, pode, portanto, ser
inserido em qualquer regido intergénica da molécula de cDNA do MV,
particularmente em uma ATU. As construgdes particulares da invencdo sao
aquelas ilustradas nos exemplos.

[021] Em um exemplo de realizagdo preferido da invencédo, o
polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a proteina prM do ZIKV e a proteina

E do ZIKV ou a verséo truncada da mesma ou (ii) a proteina E do ZIKV ou a
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versdo truncada da mesma € inserido na regido intergénica dos genes P e M
da molécula de cDNA do MV, em particular em uma ATU.

[022] Conforme utilizado na presente invencédo, a expressao
“codificagao”, ou “codificante” define a capacidade das moléculas de acido
nucleico a serem transcritas e, quando apropriado, traduzidas para expressao
do produto em células ou linhagens de células selecionadas.
Consequentemente, a construcdo de &cido nucleico pode compreender
elementos reguladores que controlam a transcricdo das sequéncias
codificantes, em particular promotores e sequéncias terminadoras da
transcricdo e possivelmente potenciadores/acentuadores (enhancers) e outros
elementos cis-atuantes. Estes elementos reguladores podem ser heterdlogos
em relacao as sequéncias polinucleotidicas do ZIKV.

[023] O termo “proteina” & usado de modo intercambiavel com os
termos “antigeno” ou “polipeptideo”, e define uma molécula resultante de uma
concatenacdo de residuos de aminoacidos. Em particular, as proteinas
divulgadas no pedido se originam do ZIKV e séo proteinas estruturais que
podem ser idénticas as proteinas nativas ou, alternativamente, que podem ser
derivadas das mesmas por mutagdo, incluindo por substituicdo
(particularmente, por residuos de aminoacidos conservadores) ou pela adicdo
de residuos de aminoéacidos ou por modificacdo secundaria ap6s a tradugéo ou
por delecdo de porcdes da(s) proteina(s) nativa(s), resultando em fragmentos
com tamanho reduzido em relagdo a proteina nativa de referéncia. Os
fragmentos sdo englobados na presente invencdo, na medida em que eles
possuem epitopos da proteina nativa adequados para suscitar uma resposta
imunoldgica em um hospedeiro, em particular, em um hospedeiro humano,
preferencialmente uma resposta que permita a protecdo contra a infeccao
causada por ZIKV ou contra doencas associadas ao ZIKV. Os epitopos séo,

particularmente, epitopos do tipo B envolvidos na suscitacdo de uma resposta
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imunoldgica humoral através da ativacdo da producdo dos anticorpos em um
hospedeiro ao qual a proteina foi administrada, ou no qual ela é expressa apos
a administracdo das particulas replicativas infecciosas da invengdo. Os
epitopos podem ser, alternativamente, do tipo de epitopos T envolvidos na
suscitacdo da resposta imune mediada por célula (resposta CMI). Os
fragmentos podem ter um tamanho que representa mais de 50% do tamanho
da sequéncia de aminoacidos da proteina nativa do ZIKV, preferencialmente
pelo menos 90% ou 95%. Alternativamente, os fragmentos podem ser
polipeptideos curtos com pelo menos 10 residuos de aminoacidos, que
abrigam epitopo(s) da proteina nativa. Os fragmentos, sob este aspecto,
também incluem poli epitopos, conforme definido no presente documento.

[024] Em um exemplo de realizacdo especifico da invencéo, a
referida construcdo de acido nucleico esta de acordo com a regra dos seis (6)
do genoma do MV, ou seja, o polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a
proteina prM do ZIKV e a proteina E do ZIKV ou a versao truncada da mesma,
ou (ii) a proteina E do ZIKV ou a versdo truncada da mesma, tomada em
conjunto com a molécula de cDNA que codifica a fita de RNA(+) antigenémico
infecciosa de comprimento total do MV, consiste em varios nucleotideos que é
um multiplo de seis.

[025] A organizagdo do genoma dos virus do sarampo e seus
processos de replicacdo e transcrigdo foram totalmente identificados no estado
da técnica, e estdo especialmente divulgados em Horikami S.M. e Moyer S.A.
Curr. Top. Microbial. Immunol. (1995) 191, 35-50 ou em Combredet C. et al
(Journal of Virology, Novembro de 2003, p 11546-11554), para a cepa de virus
de vacina Schwarz ou para virus de RNA de sentido negativo amplamente
considerado, em Neumann G. et al (Journal of General Virology (2002) 83,
2635-2662).

[026] A “regra dos seis” é expressa no fato de que o numero total

Petic&io 870200032240, de 10/03/2020, péag. 19/70



12/53

de nucleotideos presentes em um acido nucleico representando o genoma do
RNA fita (+) do MV ou nas constru¢des de acido nucleico compreendendo o
mesmo € um multiplo de seis. A “regra dos seis” tem sido reconhecida no
estado da técnica como um requisito em relagdo ao numero total de
nucleotideos no genoma do virus do sarampo, que permite a replicacdo
eficiente ou otimizada do RNA gendémico do MV. Nos exemplos de realizag&o
da presente invencdo que definem uma construcdo de &cido nucleico que
atende a regra dos seis, a referida regra se aplica a constru¢cdo de acido
nucleico especificando o cDNA que codifica 0 genoma do RNA fita (+) do MV
completo e todas as sequéncias inseridas, quando tomadas individualmente ou
coletivamente. Sob este aspecto, a regra dos seis se aplica individualmente ao
cDNA que codifica a sequéncia de nucleotideos da fita de RNA antigendmico
(+) infecciosa completa do virus do sarampo, e possivelmente o polinucleotideo
clonado no referido cDNA e que codifica pelo menos (i) a proteina prM do
ZIKV, e a proteina E do ZIKV ou a versao truncada da mesma, ou (ii) a proteina
E do ZIKV ou a verséo truncada da mesma.

[027] Em um exemplo de realizacdo especifico da invencéo, a
construcdo de acido nucleico compreende os seguintes polinucleotideos de 5'
para 3"

(@ um polinucleotideo que codifica a proteina N do MV,

(b)  um polinucleotideo que codifica a proteina P do MV,

(c) o polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a proteina
prM do ZIKV e a proteina E do ZIKV ou a verséo truncada
da mesma ou (i) a proteina E do ZIKV ou a versédo
truncada da mesma,;

(d)  um polinucleotideo que codifica a proteina M do MV,

(e) um polinucleotideo que codifica a proteina F do MV,

() um polinucleotideo que codifica a proteina H do MV; e

Petic&io 870200032240, de 10/03/2020, péag. 20/70



13/53

() um polinucleotideo que codifica a proteina L do MV,

em que os referidos polinucleotideos estdo operacionalmente
ligados na construgdo de acido nucleico e estdo sob o controle das sequéncias
reguladoras de transcricdo e replicacdo viral, tal como o lider MV e as
sequéncias trailer.

[028] As expressdes “proteina N”, “proteina P”, “proteina M”,
‘proteina F”, “proteina H” e “proteina L” referem-se, respectivamente, a
nucleoproteina (N), a fosfoproteina (P), a proteina matriz (M), a proteina de
fusdo (F), a proteina hemaglutinina (H) e a proteina grande da RNA polimerase
(L) de um virus do sarampo. Esses componentes foram identificados na técnica
anterior e sdo especialmente divulgados em Fields, Virology (Knipe & Howley,
2001).

[029] Em um exemplo de realizagao preferido da invengédo, o
virus do sarampo é uma cepa de virus atenuado.

[030] Uma “cepa atenuada” do virus do sarampo é definida como
uma cepa que é avirulenta ou menos virulenta do que a cepa original/parental
no mesmo hospedeiro, mantendo ao mesmo tempo a imunogenicidade e,
possivelmente, a adjuvancia, quando administrado em um hospedeiro, ou seja,
preservando os epitopos imunodominantes de célula T e B e, possivelmente, a
adjuvancia, como a inducdo de proteinas coestimulatérias de células T ou da
citocina 1L-12.

[031] Uma cepa atenuada de um virus do sarampo, portanto,
refere-se a uma cepa que sofreu passagens seriadas nas células selecionadas
e que, possivelmente, foi adaptada em outras células para produzir cepas de
semeadura adequadas para a preparacao das cepas de vacina, abrigando um
genoma estavel que ndo permita a reversao para a patogenicidade e nem a
integracdo nos cromossomos hospedeiros. Como exemplo especifico de cepa

“atenuada”, uma cepa aprovada para uma vacina € uma cepa atenuada
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adequada para a invenc¢do quando ela atende aos critérios definidos pelo FDA
(Food and Drug Administration), ou seja, quando ela atende aos critérios de
seguranca, eficacia, qualidade e reprodutibilidade, apds rigorosas revisdes dos
dados laboratoriais e clinicos (www.fda.gov/cber/vaccine/vacappr.htm).

[032] Cepas particulares que podem ser usadas para
implementar a presente invencao e especialmente para derivar o cDNA de MV
da construcéo de acido nucleico sédo a cepa Schwarz, cepa Zagreb, cepa AIK-C
e cepa Moraten. Todas estas cepas foram descritas na técnica anterior e o
acesso a elas é particularmente fornecido como vacinas comerciais.

[033] De acordo com um exemplo de realizacdo especifico da
invencdo, a molécula de cDNA é colocada sob o controle de sequéncias de
controle da expressao heterélogas. A insercao de tal controle para a expressao
do cDNA é favoravel quando a expressdo desse cDNA é desejada em tipos
celulares que nao permitem a transcricdo completa do cDNA com as suas
sequéncias de controle nativas.

[034] De acordo com um exemplo de realizacdo especifico da
invencdo, a sequéncia controle de expressdo heter6loga compreende o
promotor T7 e as sequéncias terminadoras T7. Essas sequéncias estao
respectivamente localizadas a 5 e 3' da sequéncia codificante da fita de
RNA(+) antigendmico completa do MV e das sequéncias adjacentes ao redor
dessa sequéncia codificante.

[035] Em um exemplo de realizacdo especifico da invencdo, a
molécula de cDNA, que é definida acima, € modificada, ou seja, ela
compreende sequéncias nucleotidicas ou motivos.

[036] Em um exemplo de realizacdo preferido, a molécula de
cDNA da invencdo compreende ainda, em sua extremidade 5', adjacente ao
primeiro nucleotideo da sequéncia de nucleotideos que codifica a fita de

RNA(+) antigendmico completa da cepa de vacina do MV aprovada, uma
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porcdo GGG seguida por uma sequéncia de ribozima com motivo tipo cabeca
de martelo (hammerhead) e que compreende, em sua extremidade 3,
adjacente ao ultimo nucleotideo da referida sequéncia de nucleotideos que
codifica a fita de RNA(+) antigendmico completa, a sequéncia de uma ribozima.
A ribozima do virus da hepatite delta (8) é adequada para realizar a invencao.

[037] A porcdo GGG colocada na extremidade 5', adjacente ao
primeiro nucleotideo da sequéncia codificante acima, melhora a eficiéncia de
transcricao da referida sequéncia codificante do cDNA. Como um requisito para
a montagem adequada das particulas virais do sarampo esta o fato de que o
cDNA que codifica 0 RNA antigenémico (+) esta de acordo com a regra dos
seis, quando a por¢cdo GGG é adicionada, uma ribozima também é adicionada
na extremidade 5' da sequéncia codificante do cDNA, 3' a partir da porcéo
GGG, a fim de permitir a clivagem do transcrito no primeiro nucleotideo
codificante da fita de RNA(+) antigenémico completa do MV.

[038] Em exemplo de realizac&o particular da invencéo, a fim de
preparar a construcdo de &cido nucleico da invencao, a preparacdo de uma
molécula de cDNA que codifica o RNA antigendémico (+) completo de um MV
divulgada na técnica anterior € alcancada por métodos conhecidos. O referido
cDNA fornece especialmente o vetor genoma quando ele € inserido em um
vetor, tal como um plasmideo.

[039] Uma molécula de cDNA particular adequada para a
preparacdo da constru¢cdo de acido nucleico da invencdo é aquela obtida
usando a cepa Schwarz do virus do sarampo. Portanto, o cDNA usado na
presente invencdo pode ser obtido, conforme divulgado no documento WO
2004/000876, ou ele pode ser obtido a partir do plasmideo pTM-MVSchw
depositado pelo Instituto Pasteur na Colecéo Nacional Francesa de Culturas de
Micro-organismos (Collection Nationale de Culture des Microorganismes —

CNCM) sob numero 1-2889, em 12 de junho de 2002, cuja sequéncia é
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divulgada no documento W02004/000876, incorporado na presente invencéo
por referéncia. O plasmideo pTM-MVSchw foi obtido a partir de um plasmideo
Bluescript e compreende o polinucleotideo que codifica a fita de RNA (+) do
virus do sarampo completo da cepa Schwarz colocada sob o controle do
promotor da RNA polimerase T7. Ele tem 18967 nucleotideos e uma sequéncia
representada como SEQ ID NO: 1. As moléculas de cDNA (também
designadas como cDNA do virus do sarampo ou cDNA do MV, por
conveniéncia) de outras cepas de MV, podem ser obtidas da mesma forma a
partir do acido nucleico purificado a partir de particulas virais do MV atenuado,
como aquelas descritas no presente documento.

[040] O cDNA usado na presente invencdo também pode ser
obtido a partir do plasmideo pTM2-MVSchw-gfp depositado pelo Instituto
Pasteur na Colegcdo Nacional Francesa de Culturas de Micro-organismos
(Collection Nationale de Culture des Microorganismes — CNCM), 28 rue du Dr
Roux, 75724 Paris Cedex 15, Franca, sob o numero 1-2890 em 12 de junho de
2002. Ele possui 19795 nucleotideos e uma sequéncia representada como
SEQ ID NO: 2. Este plasmideo contém a sequéncia que codifica o marcador
eGFP que pode ser deletado.

[041] A construcdo de acido nucleico da invencao é adequada e
destina-se a preparacgéo de virus do sarampo-virus Zika (MV-ZIKV) replicativo,
infeccioso e recombinante e, consequentemente, a referida construcdo de
acido nucleico é destinada a inser¢cdo em um vetor de genoma de transferéncia
que, como resultado, compreende a molécula de cDNA do virus do sarampo,
especialmente da cepa Schwarz, para a producdo do referido MV-ZIKV e
rendimento pelo menos (i) da proteina prM do ZIKV e proteina E do ZIKV ou a
versao truncada da mesma, ou (ii) a proteina E do ZIKV ou a verséo truncada
da mesma, em particular as VLPs de ZIKV. O plasmideo pTM-MVSchw ou o

plasmideo pTM2-MVSchw é adequado para preparar o vetor de transferéncia,
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pela insercédo do(s) polinucleotideo(s) ZIKV necessario(s) para a expressao de
pelo menos; (i) a proteina prM do ZIKV e a proteina E de o ZIKV ou a versao
truncada da mesma, ou (ii) a proteina E do ZIKV ou a versdo truncada da
mesma. As particulas de MV-ZIKV replicantes, infecciosas e recombinantes
podem ser recuperadas a partir de células auxiliares de recuperacdo ou em
células de producdo e podem opcionalmente ser recuperadas com VLP que
expressa os antigenos de ZIKV divulgados de acordo com a invencgéo.

[042] A invencdo também esta relacionada a um vetor de
transferéncia, que é usado para a preparacdo de particulas de MV-ZIKV
recombinantes quando resgatadas de células auxiliares. Vantajosamente, o
vetor de transferéncia da invengcdo € um vetor plasmidial de transferéncia
adequado para transfeccdo das referidas células auxiliares ou células de
producdo, compreendendo a constru¢do de acido nucleico da invencéo e, em
particular, € um plasmideo obtido a partir de um plasmideo Bluescript, como o
pPMV- ZIKV.

[043] Em um exemplo de realizacdo especifico da invencao, o
vetor plasmidial de transferéncia tem a sequéncia de SEQ ID NO: 165, SEQ ID
NO: 166 ou SEQ ID NO: 167, preferencialmente tem a sequéncia de SEQ ID
NO: 165.

[044] A invencdo também envolve o uso do vetor de
transferéncia para transformar células adequadas para a recuperacdo de
particulas virais de MV-ZIKV, particularmente para transfectar ou para
transduzir tais células, respectivamente, com plasmideos, ou com vetores virais
que carregam a construcao de acido nucleico da invencao, com as ditas células
sendo selecionadas pela sua capacidade de expressar as proteinas do virus do
sarampo necessarias para a replicacdo, transcricdo e encapsidacéo
apropriadas do genoma recombinante do virus que corresponde a construcéao

de &cido nucleico da invencdo em particulas de MV-ZIKV replicantes,
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infecciosas e recombinantes.

[045] Em um exemplo de realizagdo preferido, a invengao diz
respeito as células transformadas compreendendo inserido em seu genoma a
construcdo de 4cido nucleico de acordo com a invencdo ou compreendendo o
vetor plasmidial de transferéncia de acordo com a invencdo, em que as
referidas células sdo, em particular, células eucarioticas, como células aviérias,
em particular células CEF, células de mamiferos, como células HEK293 ou
células de levedura.

[046] Dessa forma, os polinucleotideos estdo presentes nas
referidas células, que codificam proteinas que incluem, particularmente, as
proteinas N, P e L de um virus do sarampo (ou seja, proteinas de MV nativas
ou variantes funcionais das mesmas capazes de formar complexos de
ribonucleoproteina (RNP)), preferencialmente como proteinas estavelmente
expressas pelo menos para as proteinas N e P funcionais na transcricdo e na
replicacdo das particulas virais de MV-ZIKV. As proteinas N e P podem ser
expressas nas células a partir de um plasmideo que compreende as suas
sequéncias codificantes, ou podem ser expressas de uma molécula de DNA
inserida no genoma da célula. A proteina L pode ser expressa a partir de um
plasmideo diferente. Ela pode ser expressa transitoriamente. A célula
auxiliadora também é capaz de expressar uma RNA polimerase adequada para
permitir a sintese do RNA recombinante derivado da construcdo de acido
nucleico da invengao, possivelmente como uma RNA polimerase estavelmente
expressa. A RNA polimerase pode ser a polimerase do fago T7, ou sua forma
nuclear (nIsT7).

[047] Em um exemplo de realizacdo, o clone do cDNA de um
virus do sarampo é da mesma cepa de MV que da proteina N e/ou a proteina P
e/ou a proteina L. Em outro exemplo de realizacdo, o clone do cDNA de um MV

€ de uma cepa diferente do que a da proteina N e/ou proteina P e/ou proteina
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[048] Assim, a invencao refere-se a um processo para a

preparacdo de particulas do virus do sarampo (MV) infecciosas e

recombinantes, compreendendo:

1)

2)

transferir, particularmente transfectar, a construgdo de
acido nucleico da invencdo ou o vetor de transferéncia
contendo tal construcdo de acido nucleico em uma
linhagem de célula auxiliar que também expressa as
proteinas necessarias para a transcricdo, replicacdo e
encapsidacdo da sequéncia de RNA(+) antigendbmico do
MV a partir de seu cDNA e sob condi¢cdes que permitem a
montagem das particulas virais, e

recuperar as particulas de MV-ZIKV infecciosas
recombinantes que expressam pelo menos (i) a proteina
prM de um ZIKV e a proteina E de um ZIKV ou uma verséo
truncada desta; ou (ii) a proteina E de um ZIKV ou uma

versao truncada desta proteina.

[049] De acordo com um exemplo de realizacao especifico, esse

processo compreende:

1)

2)
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transfectar células auxiliares com uma construcédo de acido
nucleico de acordo com a invengdo e com um vetor de
transferéncia, em que as referidas células auxiliares sao
capazes de expressar funcdes auxiliares para expressar
uma RNA polimerase, e para expressar as proteinas N, P e
L de um virus MV;

cocultivar as referidas células auxiliares transfectadas da
etapa 1) com células passadas apropriadas para a

passagem da cepa atenuada do MV, do qual o cDNA se



3)

[050]
método para a
compreende:

1)

2)

[051]
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origina,

recuperar as particulas de MV-ZIKV infecciosas
recombinantes que expressam pelo menos (i) a proteina
prM do ZIKV e a proteina E do ZIKV ou uma verséo
truncada da mesma,; ou (ii) a proteina E do ZIKV ou uma
versao truncada da mesma.

De acordo com outro exemplo de realizagédo especifico, o

producdo do virus MV-ZIKV infeccioso recombinante

recombinar uma célula ou uma cultura de células que
produz de maneira estavel uma RNA polimerase, a
proteina N de um MV e a proteina P de um MV, com uma
construcdo de acido nucleico da invencdo e com um vetor
que compreende um &cido nucleico que codifica uma
proteina L de um MV, e

recuperar o virus MV-ZIKV infeccioso a partir da referida
célula recombinante ou da cultura de células
recombinantes.

Em um exemplo de realizacdo especifico do referido

processo, sdo produzidos MV recombinantes, que expressam pelo menos (i) a

proteina prM do ZIKV e a proteina E do ZIKV ou a versao truncada da mesma,

ou (ii) a proteina E do ZIKV ou a versédo truncada da mesma, em particular as

VLPs de ZIKV que expressam a(s) mesma(s) proteina(s) do ZIKV.

[052]

De preferéncia, a invencéo se refere a um processo para

recuperar particulas do virus do sarampo-virus Zika (MV-ZIKV) infecciosas

recombinantes que expressam pelo menos (i) o precursor da proteina de

membrana (prM) de um ZIKV e a proteina do envelope (E) de um ZIKV ou uma

versao truncada da mesma, ou (ii) a proteina E de um ZIKV ou uma versao
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truncada da mesma e VLPs de ZIKV expressando a(s) mesma(s) proteina(s)
ZIKV, compreendendo:

1) cotransfectar as células auxiliares, particularmente as
células auxiliares HEK293, que expressam estavelmente a
RNA polimerase T7, e as proteinas N e P do sarampo com
() um vetor plasmidial de transferéncia de acordo com a
presente invencdo e com (ii) um vetor, especialmente um
plasmideo, que codifica a L polimerase do MV;

2) cultivar as referidas células auxiliares co-transfectadas sob
condicdes que permitam a producdo do virus MV-ZIKV
recombinante;

3) propagar o virus recombinante assim produzido pelo
cocultivo das referidas células auxiliares da etapa 2) com
células que permitam a referida propagacdo, tal como
células Vero;

4) recuperar as particulas de MV-ZIKV replicantes, infecciosas
e recombinantes que expressam pelo menos (i) a proteina
prM do ZIKV e a proteina E do ZIKV ou uma versédo
truncada da mesma; ou (ii) a proteina E do ZIKV ou uma
versao truncada da mesma, e VLPs de ZIKV expressando
a(s) mesma(s) proteina(s) de ZIKV.

[053] De acordo com um exemplo de realizacdo especifico do
referido processo, o vetor plasmidial de transferéncia tem a sequéncia de SEQ
ID NO: 165, SEQ ID NO: 166 ou SEQ ID NO: 167, preferencialmente tem a
sequéncia de SEQ ID NO: 165.

[054] Conforme utilizado na presente invencgéo, “recombinagao”
significa introduzir pelo menos um polinucleotideo em uma célula, por exemplo,

sob a forma de um vetor, com o referido polinucleotideo se integrando (total ou
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parcialmente) ou ndo se integrando no genoma da célula (tal como definido
acima).

[055] De acordo com um exemplo de realizacdo especifico, a
recombinacdo pode ser obtida com um primeiro polinucleotideo, o qual € a
construcéo de acido nucleico da invencdo. A recombinacdo pode, também ou
alternativamente, englobar a introdugcédo de um polinucleotideo, que é um vetor
que codifica uma proteina grande (proteina L) da RNA polimerase de um virus
do sarampo (MV), cuja definicdo, natureza e estabilidade de expressao foram
descritos no presente documento.

[056] De acordo com a invencdo, a célula ou as linhagens
celulares, ou uma cultura de células produzindo de maneira estavel uma RNA
polimerase, uma nucleoproteina (N) de um virus do sarampo e uma
fosfoproteina do cofator da polimerase (P) de um virus do sarampo é uma
célula ou linhagem celular, tal como definido no presente relatério descritivo, ou
uma cultura de células, conforme definido no presente relatério descritivo, ou
seja, também sdo células recombinantes, na medida em que elas foram
modificadas pela introdu¢do de um ou mais polinucleotideos, conforme definido
acima. Em um exemplo de realizacdo particular da invencdo, a célula ou a
linhagem celular ou a cultura de células, produzindo de maneira estavel a RNA
polimerase, as proteinas N e P, ndo produz a proteina L de um virus do
sarampo, ou ndo produz de maneira estavel a proteina L de um virus do
sarampo, por exemplo, permitindo a sua expressao ou producao transitoria.

[057] A producdo de particulas recombinantes de MV-ZIKV
replicantes e infecciosas da invencdo pode envolver uma transferéncia de
células transformadas, conforme descrito no presente documento. O termo
“transferéncia”, conforme utilizado na presente invencdo, refere-se ao
plagueamento das células recombinantes em um tipo diferente de células, e

particularmente em monocamadas de um tipo diferente de células. Essas
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Ultimas células sdo competentes para sustentar a replicacdo e a producéo do
virus MV-ZIKV infeccioso, ou seja, respectivamente a formacdo de virus
infecciosos dentro da célula e, possivelmente, a liberacdo desses virus
infecciosos para fora das células. Essa transferéncia resulta no cocultivo das
células recombinantes da invengdo com células competentes, conforme
definido na sentenca anterior. A transferéncia acima pode ser uma etapa
adicional, ou seja, opcional, quando as células recombinantes ndo sdo uma
cultura produtora de virus eficiente, ou seja, quando o virus MV-ZIKV infeccioso
ndo pode ser eficientemente recuperado a partir dessas células recombinantes.
Essa etapa € introduzida apdés a recombinacdo adicional das células
recombinantes da invencdo com a construcdo de 4cido nucleico da invencao e,
opcionalmente, um vetor que compreende um acido nucleico que codifica uma
proteina grande da RNA polimerase (L) de um virus do sarampo.

[058] Em um exemplo de realizac&o especifico da invencédo, uma
etapa de transferéncia € necessaria, uma vez que as células recombinantes,
geralmente escolhidas pela sua capacidade de recombinar facilmente, ndo séo
eficientes o suficiente na sustentagdo e producdo do virus MV-ZIKV
recombinante infeccioso. No referido exemplo de realizagdo, a célula, linhagem
de células ou cultura de células da etapa (1) dos métodos definidos acima é
uma célula, linhagem de células ou cultura de células recombinante, de acordo
com a invencao.

[059] As células adequadas para a preparacao das células
recombinantes da invencdo sdo células procaridticas ou eucaridticas,
particularmente células de animais ou vegetais, e mais particularmente células
de mamiferos, tal como células humanas ou células de mamiferos nao
humanos, ou células de aves ou células de levedura. Em um exemplo de
realizacdo especifico, as células, antes da recombinacdo de seus genomas,

sao isoladas a partir de uma cultura primaria ou de uma linhagem celular. As
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células da invencdo podem ser células em divisdo ou células que ndo se
encontram em divisao.

[060] De acordo com um exemplo de realizacdo preferido, as
células auxiliares sdo derivadas da linhagem celular do rim embrionario
humano 293, depositada na ATCC sob o N°. CRL-1573. De modo particular, a
linhagem de células 293 é a linhagem celular divulgada no documento WO
2008/078198, e € referida nos exemplos a seguir.

[061] De acordo com outro aspecto desse processo, as células
adequadas para passagem sao as células CEF. As células CEF podem ser
preparadas a partir de ovos de galinha fertilizados, tal como € obtido da EARL
Morizeau, 8 rue Moulin, 28190 Dangers, Franca, ou de qualquer outro produtor
de ovos de galinha fertilizados.

[062] O processo que é divulgado de acordo com a presente
invencdo é usado vantajosamente para a producdo de particulas de MV-ZIKV
replicantes e infecciosas e opcionalmente VLPs expressando antigenos ZIKV
apropriadas para uso como composi¢des de imunizagao.

[063] Assim, a invencdo refere-se a uma composi¢cao
imunogénica cujo principio ativo compreende particulas de MV-ZIKV
replicantes e infecciosas recuperadas a partir da construcdo de &acido nucleico
da invencéao e, particularmente, obtidas pelo processo divulgado.

[064] A construcdo de acido nucleico da invengdo e o MV-ZIKV
da invencao codificam ou expressam pelo menos (i) a proteina prM de um ZIKV
e a proteina E de um ZIKV ou uma versdo truncada da mesma, ou (i) a
proteina E de um ZIKV ou uma versao truncada da mesma.

[065] Por “proteina de um ZIKV” entende-se uma “proteina”
conforme definido na presente invencdo, cuja sequéncia € idéntica a uma
contraparte em uma cepa de ZIKV, incluindo um polipeptideo que & um

polipeptideo nativo maduro ou precursor de uma proteina de ZIKV ou é um
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fragmento do mesmo ou um mutante do mesmo, conforme definido na presente
invencdo. Na presente invencdo, uma “proteina de um ZIKV” é em particular
um antigeno (prM ou E ou seus derivados, conforme divulgada na presente
invencéo) projetada usando uma sequéncia de consenso para o ZIKV. Em
particular, o referido antigeno é projetado usando a sequéncia consensual de
aminoécidos do virus Zika, como a observada em circulacéo a partir de 2015
em diante, principalmente para incluir a alteragdo S139N que gerou um novo
potencial sitio de glicosilacdo de N na prM que estava ausente na linhagem
africana, e a alteragdo V763M em E. Assim, os inventores incluiram esta
mutacdo S139N que estava presente em todas as sequéncias de linhagens
asiaticas, mas ndo incluiam mutacfes Unicas em isolados particulares. Os
inventores observaram que a sequéncia de aminoacidos da cepa asiatica
BeH818995 (GenBank: KU365777) correspondia a sequéncia de aminoacidos
consensual dos virus Zika, como observada em circulagdo a partir de 2015 em
diante.

[066] Em particular, um fragmento ou um mutante possui pelo
menos 50%, pelo menos 80%, em particular com vantagem pelo menos 90%
ou preferencialmente pelo menos 95% de identidade de sequéncia de
aminoacidos com uma proteina do capsideo ou do envelope do ZIKV que
ocorre naturalmente. A identidade da sequéncia de aminoacidos pode ser
determinada por alinhamento por um técnico no assunto usando alinhamentos
manuais ou usando os diversos programas de alinhamento disponiveis. Os
fragmentos ou mutantes de proteinas ZIKV da invencao podem ser definidos
em relacdo as sequéncias de aminoacidos particulares ilustradas na presente
invencao.

[067] De acordo com um exemplo de realizacdo preferido, a
invencdo também diz respeito a modificagdes e otimizacdo do polinucleotideo

para permitir uma expresséo eficiente de pelo menos (i) prM de ZIKV e proteina
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E de ZIKV ou a verséo truncada da mesma; ou (ii) a proteina E de ZIKV ou a
versdo truncada da mesma, na superficie de particulas infecciosas quiméricas
de MV-ZIKV no hospedeiro, em particular no hospedeiro humano.

[068] De acordo com esse exemplo de realizagdo, a otimizagéo
da sequéncia polinucleotidica pode funcionar evitando os dominios cis-atuantes
das moléculas de acidos nucleicos: as TATA-boxes, os sitios chi e os sitios de
entrada ribossomais; trechos com sequéncias ricas em AT ou ricas em GC; os
elementos de sequéncia ARE, INS ou CRS; as sequéncias de repeticdo e as
estruturas secundarias de RNA,; sitios doadores e aceptores de splice criptico e
pontos de ramificagéo.

[069] Os polinucleotideos otimizados também podem ser cédon-
otimizados para a expressao em um tipo celular especifico. Essa otimizagcédo
permite aumentar a eficiéncia da producéo de particulas infecciosas quiméricas
nas células, sem afetar a(s) proteina(s) expressa(s).

[070] Em um exemplo de realizagdo especifico da invencéo, o
polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a proteina prM do ZIKV e a proteina
E do ZIKV ou a verséo truncada da mesma ou (ii) a proteina E do ZIKV ou a
versdo truncada da mesma foi otimizado para a utilizagdo preferencial de
codons (codon usage) de Macaca ou foi otimizado para a utilizagédo preferencial
de codons de humanos.

[071] A otimizacao do polinucleotideo que codifica pelo menos (i)
a proteina prM do ZIKV e a proteina E do ZIKV ou a versao truncada da
mesma ou (ii) a proteina E do ZIKV ou a versdo truncada da mesma pode ser
realizada por modificacdo da posicdo de oscilagcdo nos cédons sem afetar a
identidade do residuo de aminoéacido traduzido do referido codon em relacéo
ao original.

[072] A otimizagdo também é realizada para evitar sequéncias

semelhantes a edicdo do virus sarampo. A edicdo da transcricdo do virus do
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sarampo é um processo que ocorre em particular na transcricao codificada pelo
gene P do virus do sarampo. Esta edi¢cdo, pela inser¢cdo de residuos G
adicionais em um sitio especifico no transcrito P, d& origem a uma nova
proteina truncada em comparag¢do com a proteina P. A adicdo de apenas um
anico residuo G resulta na expressado da proteina V, que contém um terminal
carboxila unico (Cattaneo R et al., Cell. 1989, 10 de marco; 56 (5):759-64).
[073] Em um exemplo de realizacdo especifico da invencao, as
sequéncias do tipo edicdo de sarampo foram excluidas do referido
polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a proteina prM do ZIKV e a proteina
E do ZIKV ou a verséo truncada da mesma, ou (ii) a proteina E do ZIKV ou a
versdo truncada da mesma. As seguintes sequéncias do tipo edicdo do virus
do sarampo podem ser modificadas: AAAGGG, AAAAGG, GGGAAA,

GGGGAA, TTAAA, AAAA, bem como suas sequéncias complementares:

TTCCCC, TTTCCC, CCTTTT, CCCCTT, TTTAA, TTTT. Por exemplo, a
sequéncia AAAGGG pode ser modificada em AAAGGC, a sequéncia AAAAGG
pode ser modificada em AGAAGG ou em TAAAGG ou em GAAAGG, e a
sequéncia GGGAAA em GCGAAA.

[074] Em um exemplo de realizacdo especifico da invencao, as
sequéncias nucleotidicas nativas e cédon-otimizadas do polinucleotideo que
codifica peptideos/proteinas/antigeno particulares, bem como as sequéncias de
aminoacidos desses peptideos/proteinas/antigeno da invencdo sao as
sequéncias divulgadas como SEQ ID NOs: 3-164 e mencionadas na Tabela 1
abaixo. Essas sequéncias também estdo representadas nas Figuras 3A-3D.

[075] Em um exemplo de realizagdo especifico da invengao, o
vetor plasmidial de transferéncia pTM2-MVSchw_A1l_Zikasp_ZikaprME tem a
sequéncia otimizada da SEQ ID NO: 165, o vetor plasmidial de transferéncia
pTM2-MVSchw_insert 4 tem a sequéncia nativa de SEQ ID NO: 166 e o vetor

plasmidial de transferéncia pTM2-MVSchw_insert 5 tem a sequéncia nativa de
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SEQ ID NO: 167, conforme mencionado na Tabela 1 abaixo.

[076] Em um exemplo de realizacdo especifico da invencéo, as
sequéncias nucleotidicas nativas e cédon-otimizadas do polinucleotideo que
codifica peptideos/proteinas/antigeno particulares, bem como as sequéncias de
aminoacidos desses peptideos/proteinas/antigeno da invencdo s&o as
sequéncias divulgadas como SEQ ID NOs: 168-171 e mencionadas na Tabela
(SEQ
Zikasp_Zika_prMEd404 (SEQ ID NO: 54), mas com um sp mais curto em 5. A

1 abaixo. A insercdo 4 ID NO: 169) € semelhante a
insercédo 5 (SEQ ID NO: 171) é semelhante a Zikasp’_ZikaEd445 (SEQ ID NO:
75), mas com duas pequenas diferencas em 5'.

TABELA L

SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS NATIVAS E CODON-OTIMIZADAS DO POLINUCLEOTIDEO

OUE CODIFICA PEPTIDEOS/PROTEINAS PARTICULARES, BEM COMO SEQUENCIAS DE

AMINOACIDOS DESSES PEPTIDEOS/PROTEINAS UTILIZADAS NA PRESENTE INVENCAO.

SEQ ID NO da
SEQ IDANC.) da s(gquéncia
Nome do Composto, ou seja, sequencia nucleotidica cédon- SEQ IP '\.IO da
. . . nucleotidica nativa -~ sequéncia de
peptideo/proteina/antigeno . c otimizada do e
L do polinucleotideo . . aminoacidos do
(abreviacéo) o polinucleotideo
codificante do codificante do composto
composto composto
Peptideo sinal da capside de 3 4 5
ZIKV (sp)
Peptideo sinal da proteina de 6 7 8
membrana de ZIKV (sp’)
Peptideo sinal da capside de
JEV (JEVsp) 9 10 11
Peptideo sinal da proteina de
fusdo de MV (MVsp) 12 13 14
Peptideo sinal modificado da
proteina de fusao de MV (MVsp’) 15 16 17
Precursor da proteina de
membrana (prM) de ZIKV 18 19 20
Proteina E completa de ZIKV 21 22 23
Proteina E de ZIKV truncada na
posicao do aminoéacido 456 24 25 26
(Ed456)
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Nome do Composto, ou seja,
peptideo/proteina/antigeno
(abreviacéo)

SEQ ID NO da
sequéncia
nucleotidica nativa
do polinucleotideo

SEQ ID NO da
sequéncia
nucleotidica cédon-
otimizada do
polinucleotideo

SEQ ID NO da
sequéncia de
aminoacidos do

codificante do o composto
codificante do
composto
composto
Proteina E de ZIKV truncada na
posicao do aminoéacido 445 27 28 29
(Ed445)
Proteina E de ZIKV truncada na
posicao do aminoacido 404 30 31 32
(Ed404)
Regido de haste E de ZIKV 33 34 35
Dominio intermediario entre as
regides de haste E e ancora E de 36 37 38
ZIKV
Regido ancora E de ZIKV 39 40 41
Transmembrana (TM) e cauda
intracitoplasmatica da proteina F 42 43 44
de MV
Proteina Zikasp_ZikaprME (A1) 45 46 47
Proteina Zikasp_Zika_prMEd456 48 49 50
(A2)
Proteina Zikasp_Zika_prMEd445 51 52 53
(A3)
Proteina Zikasp_Zika_prMEd404 54 55 56
(A4)

Proteina Zikasp_ZikaE (A5) 57 58 59
Proteina Zikasp_ZikaEd456 (A6) 60 61 62
Proteina Zikasp_ZikaEd445 (A7) 63 64 65
Proteina Zikasp_ZikaEd404 (A8) 66 67 68

Proteina Zikasp’_ZikaE (A9) 69 70 71

Proteina Zikasp’_ZikaEd456

(A10) 72 73 74

Proteina Zikasp’_ZikaEd445

(A11) 75 76 77
Proteina Zikasp’_ZikaEd404
(A12) 78 79 80
Proteina JEVsp_ZikaprME (B1) 81 82 83
Proteina JEVsp_Zika_prMEd456 84 85 86
(B2)
Proteina JEVsp_Zika_prMEd445 87 88 89
(B3)
Proteina JEVsp_Zika_prMEd404 90 91 92
(B4)

Proteina JEVsp_ZikaE (B5) 93 94 95

Proteina JEVsp_ZikaEd456 (B6) 96 97 98
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SEQ ID NO da Sig;fé':gada
Nome do Composto, ou seja, sequencia | nucleotidica cédon- SEQ IP NO da
g . . nucleotidica nativa - sequéncia de
peptideo/proteina/antigeno . . otimizada do A
- do polinucleotideo . . aminoacidos do
(abreviacéo) o polinucleotideo
codificante do o composto
codificante do
composto
composto
Proteina JEVsp_ZikaEd445 (B7) 99 100 101
Proteina JEVsp_ZikaEd404 (B8) 102 103 104
MVsp_ZikaprME (C1) 105 106 107
MVsp_Zika_prMEd456 (C2) 108 109 110
MVsp_Zika_prMEd445 (C3) 111 112 113
MVsp_Zika_prMEd404 (C4) 114 115 116
MVsp_ZikaE (C5) 117 118 119
MVsp_ZikaEd456 (C6) 120 121 122
MVsp_ZikaEd445 (C7) 123 124 125
MVsp_ZikaEd404 (C8) 126 127 128
MVsp_ZikaprME_MVTMintracyto 129 130 131
(C9)
MVsp_Zika_MVTMintracytoE
(C10) 132 133 134
MVsp’_ZikaprME (D1) 135 136 137
MVsp’_Zika_prMEd456 (D2) 138 139 140
MVsp’_Zika_prMEd445 (D3) 141 142 143
MVsp’_Zika_prMEd404 (D4) 144 145 146
MVsp’'_ZikaE (D5) 147 148 149
MVsp’_ZikaEd456 (D6) 150 151 152
MVsp’_ZikaEd445 (D7) 153 154 155
MVsp’_ZikaEd404 (D8) 156 157 158
MVsp’_ZikaprME_MVTMintracyto 159 160 161
(D9)
MVsp’_Zika_MVTMintracytoE
(D10) 162 163 164
Nome do vetor plasmidial de transferéncia SEQ ID NO
pTM2-MVSchw_A1l Zikasp_ZikaprME (sequéncia 165
otimizada)
pTM2-MVSchw_insert 4 (sequéncia nativa) 166
pTM2-MVSchw_insert 5 (sequéncia nativa) 167
SEQ ID NO da sequéncia SEQ ID NO da

Nome do composto, ou seja,
peptideo/proteina/antigeno
(abreviacéo)

polinucleotideo

nucleotidica nativa do

que codifica o

sequéncia de
aminoacidos do

composto composto
Insert 4 168 169
Insert 5 170 171
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[077] Em um exemplo de realizacdo especifico da invencao, o
referido ZIKV é da linhagem africana, em particular da cepa africana ArB1362
(GenBank: KF383115) ou do isolado africano IbH_30656 (GenBank:
HQ234500), ou da linhagem asiatica, em particular da cepa asiatica
BeH818995 (GenBank: KU365777), de preferéncia ZIKV é das cepas que
circulam no Pacifico e nas Américas desde 2013.

[078] Em outro exemplo de realizacédo especifico da invencao, o
referido ZIKV corresponde a varias linhagens de virus ZIK, incluindo as cepas
que circulavam no Pacifico e nas Américas desde 2013.

[079] Em um exemplo de realizagao preferido da invencédo, a
proteina prM do ZIKV possui uma sequéncia de aminoacidos que € uma
sequéncia de aminoacidos de consenso representativa das sequéncias prM de
uma selecdo de varias cepas de ZIKV, inclusive da linhagem asiatica, em
particular da cepa BeH818995. A proteina E do ZIKV ou a verséo truncada da
mesma possui uma sequéncia de aminoacidos que é uma sequéncia de
aminoacidos de consenso representativa das sequéncias E de uma selecdo de
varias cepas de ZIKV, inclusive da linhagem asiatica, em particular da cepa
BeH818995 de ZIKV.

[080] Em um exemplo de realizacdo especifico da invencao, o
referido polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a proteina prM do ZIKV e a
proteina E do ZIKV ou a versdo truncada da mesma, codifica ainda (iii) o
peptideo sinal do capsideo do ZIKV (sp) ou o peptideo sinal do capsideo de um
JEV (JEVsp) ou o peptideo sinal da proteina de fusdo do MV (MVsp) ou o
peptideo sinal modificado da proteina de fusdo do MV (MVsp') e o peptideo
sinal do proteina de membrana do ZIKV (sp’), ou

o referido polinucleotideo que codifica pelo menos (ii) a proteina E
do ZIKV ou a versao truncada da mesma, codifica ainda (iii) o peptideo sinal do

capsideo do ZIKV (sp) ou o peptideo sinal da proteina de membrana do ZIKV
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(sp’) ou o peptideo sinal do capsideo de um JEV (JEVsp) ou o peptideo sinal
da proteina de fusdo de MV (MVsp) ou o peptideo sinal modificado da proteina
de fusdo de MV (MVsp').

[081] Em um exemplo de realizacdo preferido da invencgao, o
referido polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a proteina prM do ZIKV e a
proteina E do ZIKV ou a versdo truncada da mesma, codifica ainda (iii) o
peptideo sinal do capsideo do ZIKV e o peptideo sinal da proteina de
membrana do ZIKV, ou

o referido polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a proteina E
do ZIKV ou versao truncada da mesma, também codifica (iii) o peptideo sinal
do capsideo do ZIKV ou o peptideo sinal da proteina de membrana do ZIKV.

[082] Em um exemplo de realizacdo particular da invencao, o
polinucleotideo que codifica a proteina E codifica a proteina E completa (de
comprimento total) ou sua forma soltvel sem os dois dominios transmembrana
C-terminais da proteina E completa.

[083] Em um exemplo de realizacdo preferido da invencéo, o
polinucleotideo que codifica a versdo truncada da proteina E é selecionado a
partir do grupo que consiste em; (i) o polinucleotideo que codifica a proteina E
truncada na posi¢cdo de aminoacido 456 da proteina E completa do ZIKV, ou
seja, a proteina E sem a regido ancora e o dominio intermediario entre as
regides haste e ancora, (ii) o polinucleotideo que codifica a proteina E truncada
na posicao 445 da proteina E completa do ZIKV, ou seja, a proteina E sem a
regido ancora, o dominio intermediario entre as regides haste e ancora e um
fragmento da segunda hélice que compble a regido haste; e (ii) o
polinucleotideo que codifica a proteina E truncada na posicéo 404 da proteina
E completa do ZIKV, ou seja, a proteina E sem a regido haste, o dominio
intermediario entre as regides haste e ancora e a regiao ancora.

[084] Em um exemplo de realizacdo preferido da invencéo, o

Peti¢&o 870200032240, de 10/03/2020, péag. 40/70



33/53

polinucleotideo codifica a proteina prM do ZIKV cuja sequéncia € a SEQ ID NO:
20, e o polinucleotideo codifica a proteina E do ZIKV ou a versao truncada da
mesma cuja sequéncia € selecionada a partir do grupo que consiste nas
sequéncias de SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 29 e SEQ ID NO:
32.

[085] Em um exemplo de realizacdo preferido da invencéo, o
polinucleotideo que codifica a proteina prM do ZIKV possui a sequéncia de
SEQ ID NO: 19, e o polinucleotideo que codifica a proteina E do ZIKV ou uma
versao truncada da mesma possui uma sequéncia selecionada a partir do
grupo que consiste nas sequéncias de SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 25, SEQ
ID NO: 28 e SEQ ID NO: 31.

[086] Em um exemplo de realizacdo particular da invencao, a
referida construcao de &cido nucleico compreende uma sequéncia selecionada
a partir do grupo que consiste nas SEQ ID NOs: 45-164 e 168-171.

[087] Em um exemplo de realizacdo preferido da invencéo, a
referida construcao de &cido nucleico compreende uma sequéncia selecionada
a partir do grupo que consiste nas sequéncias de SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO:
52, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 79, SEQ ID
NO: 168 e SEQ ID NO: 170, e preferencialmente tem a sequéncia de SEQ ID
NO: 46, SEQ ID NO: 55 ou SEQ ID NO: 76, mais preferencialmente tem a
sequéncia de SEQ ID NO: 46.

[088] Em um exemplo de realizacdo preferido da invencao, a
construcdo de acido nucleico compreende a sequéncia a partir do nucleotideo
da posicdo 83 até o nucleotideo da posicdo 18404 na sequéncia de SEQ ID
NO: 165, ou a sequéncia a partir do nucleotideo na posicdo 83 até o
nucleotideo na posicao 18074 da sequéncia de SEQ ID NO: 166, ou a
sequéncia a partir do nucleotideo na posicdo 83 até o nucleotideo na posicéo

17702 da sequéncia de SEQ ID NO: 167.
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[089] A invencdo também diz respeito a particulas de virus do
sarampo-virus Zika (MV-ZIKV) replicantes, infecciosas e recombinantes, que
compreendem em seu genoma uma constru¢cdo de acido nucleico de acordo
com a invencao.

[090] Em um exemplo de realizacdo especifico da invencéo, as
referidas particulas de MV-ZIKV replicantes, infecciosas e recombinantes sdo
resgatadas de uma linhagem de células auxiliares que expressam uma RNA
polimerase reconhecida pela referida linhagem de células, por exemplo, uma
RNA polimerase T7, uma nucleoproteina (N) de MV, uma fosfoproteina (P) de
MV e, opcionalmente, uma proteina grande da RNA polimerase (proteina L) de
MV, e que ¢é adicionalmente transfectada com o vetor plasmidial de
transferéncia de acordo com a invencao.

[091] As referidas particulas de MV-ZIKV replicantes, infecciosas
e recombinantes séo produzidas por um método que compreende a expressao
da construgdo de &cido nucleico de acordo com a invengdo em uma célula
hospedeira compreendendo uma RNA polimerase reconhecida pela referida
célula hospedeira, por exemplo, uma RNA polimerase T7, uma nucleoproteina
(N) de MV, uma fosfoproteina (P) de MV e, opcionalmente, uma proteina
grande da RNA polimerase (L) de MV.

[092] De acordo com um exemplo de realizacdo particular da
invencdo, as referidas particulas compreendem em seu genoma uma
sequéncia polinucleotidica compreendendo uma sequéncia selecionada a partir
do grupo que consiste nas sequéncias de SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 52,
SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO:
168 e SEQ ID NO: 170, de preferéncia tem a sequéncia SEQ ID NO: 46, SEQ
ID NO: 55 ou SEQ ID NO: 76, mais preferencialmente tem a sequéncia SEQ ID
NO: 46.

[093] As pelo menos (i) proteina prM obtida do ZIKV e a proteina
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E do ZIKV ou verséo truncada da mesma ou (ii) a proteina E do ZIKV ou versao
truncada da mesma também sdo capazes de se automontar em particulas
semelhantes a virus (VLPs) ZIK, com as particulas MV-ZIKV.

[094] Conforme utilizado na presente inveng¢ao, o termo “particula
virus-simile” ou “particula semelhante a virus” (VLP, do inglés virus-like
particle) refere-se a uma estrutura que em pelo menos um atributo se
assemelha a um virus, mas que nado demonstra ser infeccioso como tal. As
VLPs de acordo com a invencdo ndo carregam informacdes genéticas que
codificam as proteinas das VLPs, em geral, as VLPs ndo possuem um genoma
viral e, portanto, ndo sao infecciosas e nédo séo replicativas. De acordo com a
presente invencgao, as VLPs podem ser produzidas em grandes quantidades e
sdo expressas em conjunto com particulas de MV-ZIKV infecciosas
recombinantes. Tais VLPs sé&o VLPs de ZIKV.

[095] De acordo com outro aspecto, a invencao refere-se a
particulas de MV-ZIKV infecciosas recombinantes que expressam pelo menos
() a proteina prM do ZIKV e a proteina E do ZIKV ou uma versao truncada da
mesma,; ou (ii) a proteina E do ZIKV ou uma versado truncada da mesma, em
particular por referéncia as suas sequéncias de acido nucleico e polipeptidicas.
O MV-ZIKV infeccioso recombinante expressa vantajosamente pelo menos (i) a
proteina prM do ZIKV e a proteina E do ZIKV ou a verséo truncada da mesma
ou (ii) a proteina E do ZIKV ou a versao truncada da mesma, como VLPs.

[096] A invencdo também se refere a uma composicdo ou um
conjunto de ingredientes ativos compreendendo as particulas de MV-ZIKV
replicantes, infecciosas e recombinantes de acordo com a invengdo e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[097] A invencdo também diz respeito a associacdo, em uma
composicgéo, de VLPs compreendendo pelo menos (i) a proteina prM do ZIKV e

a proteina E do ZIKV ou a versao truncada da mesma, ou (ii) a proteina E do
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ZIKV ou a versdo truncada da mesma, com particulas de MV-ZIKV-MV
replicantes, infecciosas e recombinantes.

[098] De acordo com um exemplo de realizacdo preferido da
invencao, o vetor MV recombinante é projetado de tal maneira e o processo de
producdo envolve células de modo que as particulas virais produzidas nas
células auxiliares transfectadas ou transformadas com o referido vetor,
originadas de uma cepa MV adaptada para vacinacgéo, possibilitam a producgéo
de MV replicante, infeccioso e recombinante e a producdo de ZIKV-VLPs para
uso em composi¢des imunogénicas, preferencialmente composicoes protetoras
OuU mesmo vacinais.

[099] De modo vantajoso, o genoma das particulas de MV-ZIKV
infecciosas e recombinantes da invencdo é competente para replicacdo. Pelo
termo “competente para replicacao” entende-se um &cido nucleico que, quando
transduzido em uma linhagem de células auxiliar que expressa as proteinas N,
P e L de um MV, pode ser transcrito e expresso a fim de produzir novas
particulas virais.

[100] A replicagdo do virus recombinante da invengdo obtido
usando cDNA de MV para a preparagdo do genoma recombinante de MV-ZIKV
também pode ser alcancada in vivo no hospedeiro, particularmente no
hospedeiro humano ao qual o MV-ZIKV recombinante é administrado.

[101] A invengdo também diz respeito a uma composi¢cdo ou um
conjunto de ingredientes ativos compreendendo as particulas de MV-ZIKV
replicantes, infecciosas e recombinantes de acordo com a invengdo, em
associagcdo com ZIKV-VLPs que expressam a(s) mesma(s) proteina(s) ZIKV
que as referidas particulas de MV-ZIKV.

[102] De acordo com um exemplo de realizacdo preferido da
invencao, a referida composi¢céo ou conjunto de ingredientes ativos € usada na

obtencdo de uma resposta imune, em particular uma resposta imune protetora,
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contra o ZIKV pela obtencdo de anticorpos direcionados contra a(s) proteina(s)
de ZIKV, elou de uma resposta imune celular, em um hospedeiro,
particularmente em um hospedeiro humano com tal necessidade.

[103] A referida composi¢éo ou conjunto de ingredientes ativos,
portanto, pode compreender um veiculo adequado para administracdo, por
exemplo, um veiculo farmaceuticamente aceitavel para um hospedeiro,
especialmente um hospedeiro humano e pode compreender adicionalmente,
mas nao necessariamente, adjuvantes para melhorar a resposta imune em um
hospedeiro. Os inventores mostraram realmente que a administragcdo dos
ingredientes ativos da invencédo pode provocar uma resposta imune sem a
necessidade de adjuvante.

[104] De acordo com um exemplo de realizacdo particular da
invencédo, a referida composicdo ou conjunto de ingredientes ativos
compreende um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[105] A invencdo refere-se, de modo particular, a uma
composicao, particularmente uma composi¢cao imunogénica, preferencialmente
uma composicado de vacina para administragdo em criancas, adolescentes ou
viajantes.

[106] Em um exemplo de realizagdo particular, a referida
composicdo ou vacina € usada para protecdo preventiva contra cepas africanas
e asiaticas de ZIKV.

[107] A referida composicdo ou vacina € utilizada para protecao
contra a infec¢@o pelo ZIKV ou contra os desfechos clinicos da infeccdo pelo
ZIKV (protegéo contra a doenga pelo ZIKV) em um tratamento profilatico. Tal
composi¢cdo de vacina possui principios vantajosamente ativos (ingredientes
ativos) que compreendem particulas de MV-ZIKV replicantes, infecciosas e
recombinantes resgatadas do vetor conforme definido na presente invencao

opcionalmente associadas as VLPs que compreendem as mesmas proteinas

Peticaio 870200032240, de 10/03/2020, pég. 45/70



38/53

do ZIKV.

[108] No contexto da invengdo, os termos “associado” ou “em
associacao” referem-se a presenca, em uma composicdo Unica, de particulas
de MV-ZIKV replicantes, infecciosas e recombinantes e as proteinas do ZIKV
mencionadas acima, particularmente as VLPs, geralmente como entidades
fisicamente separadas.

[109] A invencdo também diz respeito as particulas de MV-ZIKV
replicantes, infecciosas e recombinantes em associacdo com as proteinas de
ZIKV mencionadas acima, particularmente em associacdo com ZIKV-VLPs
expressando as proteinas do ZIKV, ou a composi¢do ou conjunto de acordo
com a invencdo, para uso no tratamento ou prevencdo de uma infecgéo
causada pelo ZIKV em um sujeito, particularmente em um ser humano.

[110] A invencdo também se refere as particulas de MV-ZIKV
replicantes, infecciosas e recombinantes de acordo com a invengdo em
associacdo com as proteinas ZIKV mencionadas acima, em particular em
associacdo com as ZIKV-VLPs que expressam as mesmas proteinas ZIKV,
para uso em um esquema de administracdo e de acordo com um regime de
dosagem que suscita uma resposta imune, vantajosamente uma resposta
imune protetora, contra a infeccdo pelo ZIKV ou doenca induzida,
particularmente em um hospedeiro humano.

[111] O esquema de administracdo e o regime de dosagem
podem exigir uma Unica administracdo de uma dose selecionada de particulas
de MV-ZIKV replicantes, infecciosas e recombinantes de acordo com a
invengdo em associagdo com as proteinas de ZIKV mencionadas acima,
particularmente em associacdo com as ZIKV-VLPs que expressam as mesmas
proteinas do ZIKV.

[112] Alternativamente, pode-se exigir varias doses de

administracdo em um regime de vacinagao por “dose inicial-refor¢o” (prime-
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boost). A dose inicial e de reforco podem ser alcangadas com ingredientes
ativos idénticos consistindo nas referidas particulas de MV-ZIKV replicantes,
infecciosas e recombinantes em associagdo com as proteinas de ZIKV
mencionadas acima, em particular em associacdo com as ZIKV-VLPs que
expressam as mesmas proteinas do ZIKV.

[113] Alternativamente, as administracdes de inicio e de reforgo
podem ser alcancadas com diferentes ingredientes ativos, envolvendo as
referidas particulas de MV-ZIKV replicantes, infecciosas e recombinantes em
associacdo com as proteinas ZIKV mencionadas acima, em particular em
associagao com as ZIKV-VLPs que expressam as mesmas proteinas do ZIKV,
em pelo menos um das etapas de administracdo e outros imundgenos ativos
do ZIKV, como as proteinas ZIKV mencionadas acima ou as ZIKV-VLPs que
expressam as mesmas proteinas ZIKV, em outras etapas de administracao.

[114] A administracdo de particulas de MV-ZIKV replicantes,
infecciosas e recombinantes de acordo com a invengcdo em associagcdo com
ZIKV-VLPs que expressam as mesmas proteinas do ZIKV provoca uma
resposta imune, e de modo especial, provoca anticorpos que reagem
cruzadamente com varias cepas de ZIKV. Consequentemente, foi demonstrado
gue a administracdo dos ingredientes ativos de acordo com a invencao, quando
preparada com as sequéncias codificantes de uma cepa especifica de ZIKV,
pode provocar uma resposta imune contra um grupo de cepas do ZIKV.

[115] Considerando o conhecimento disponivel das doses de
vacinas adequadas para outros patégenos (tais como o HBV ou HPV) que
envolvem a administracdo de particulas semelhantes a virus (VLP) e também
das vacinas de MV humanas conhecidas, os inventores determinaram que a
recuperacéo de ZIKV-VLPs com o virus MV-ZIKV recombinante permite propor
a administracdo de doses baixas eficazes dos ingredientes ativos. De fato,

considerando que o virus MV-ZIKV recombinante possibilita a producéo de

Peticaio 870200032240, de 10/03/2020, pég. 47/70



40/53

cerca de 10* ZIKV-VLPs por particula de MV-ZIKV replicante, infecciosa e
recombinante, e considerando que as doses atualmente conhecidas para as
vacinas MV humanas estdo na faixa de 10° a 10° TCIDso, uma dose adequada
do virus MV-ZIKV recombinante a ser administrada pode estar na faixa de 0,1 a
10ng, particularmente de 0,2 a 6 ng e, possivelmente, tdo baixa quanto 0,2 a 2
ng. Para fins de comparacao, as doses das VLPs administradas no caso das
vacinas VHB ou HPV estao na faixa de 10 ug, o que significa que uma dose de
vacina MV-ZIKV recombinante poderia compreender cerca de 2.000, ou até de
5.000 a 10.000 vezes menos VLPs.

[116] De acordo com um exemplo de realizacdo especifico da
invengdo, a composigdo imunogénica ou vacina definida no presente
documento também pode ser utilizada para protecdo contra uma infeccdo pelo
virus do sarampo.

[117] Outras caracteristicas e vantagens da invengdo seréo
evidentes a partir dos exemplos a seguir e também serdo ilustradas nas
figuras.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[118] Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do virus
Zika.

[119] Figura 2. Arvores filogenéticas dos principais flavivirus
patogénicos humanos com base nas sequéncias de aminoacidos da proteina E
(esquerda) e da proteina polimerase NS5 (direita). JEV, virus da encefalite
japonesa; MVEV, virus da encefalite do vale Murray; POWYV, virus Powassan;
SLEV, virus da encefalite de Saint Louis; TBEV, virus da encefalite transmitida
por carrapatos; YFV, virus da febre amarela; WNV, virus do Nilo Ocidental.

[120] Figura 3. Representacdo esquematica de antigenos do
virus Zika. Os dominios de proteinas estdo desenhados em escala. Zika, virus

Zika; JEV, virus da encefalite japonesa; MV, virus do sarampo. A. 12 variantes
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do antigeno do Zika, onde o peptideo sinal nativo do capsideo (sp) ou da
proteina de membrana (sp’) do virus do Zika é usado. B. 8 variantes do
antigeno JEV-Zika quimérico, em que é usado um peptideo sinal do capsideo
do JEV. C. 10 variantes do antigeno MV-Zika, onde € utilizado o peptideo sinal
da proteina de fusdo do MV (MVsp). D. 10 variantes do antigeno MV Zika, onde
€ usado um peptideo sinal modificado da proteina de fusdo da MV (MVsp).

[121] Figura 4. Representacdo esquematica do vetor MV. Os
genes do MV estdo indicados: N (nucleoproteina), PVC (fosfoproteina e
proteinas V/C), M (matriz), F (fusdo), H (hemaglutinina), L (polimerase), T7
(promotor da RNA polimerase T7), hh (ribozima com motivo tipo cabeca de
martelo (hammerhead)), T7t (terminador da RNA polimerase T7), @ (ribozima
do virus da hepatite delta), setas vermelhas (unidades adicionais de transcri¢do
(ATU)).

[122] Figura 5. Imunizacdo Unica em camundongos. A) Resposta
do anticorpo Zika medida no soro de camundongos por ELISA um més apds
uma Uunica imunizacdo. MV-prMEd404 (sequéncia nativa, insert 4); MV-
ssEd445 (sequéncia nativa, insert 5). B) Sobrevida dos camundongos
imunizados apos desafio com virus Zika. C) Viremia do virus Zika em soros de
camundongos imunizados (determinados por RT-gPCR) em diferentes dias
apos o desafio. D) Elispot IFN-gama detectado em esplendcitos de
camundongos uma semana apds a imunizacdo com MV-Zika ou virus de
controle MVSchw. Os elispots séo detectados contra MV (Schwarz), virus Zika
(Zika) e Concanavalina A como controle.

[123] Figura 6. Imunizacdo por estratégia “dose inical-reforgo”
(prime-boost) em camundongos. A) Resposta do anticorpo Zika medida no soro
de camundongos por ELISA nos dias 30, 45 e 55 ap0s duas imunizacoes. B)
Deteccdo de anticorpos neutralizantes do virus Zika nos soros de

camundongos imunizados com duas inje¢cdes de MV-prM Ed404 (sequéncia
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nativa, insert 4), MV-ssed445 (sequéncia nativa, insert 5). C) Sobrevida de
camundongos imunizados apds desafio com baixa dose de virus Zika. D)
Viremia do virus Zika em soros de camundongos imunizados (determinados
por RT-gPCR) em diferentes dias apds o desafio.

[124] Figura 7. MV recombinante expressando o antigeno prME
completo de Zika (construcao Al) produz VLPs de Zika. As células Vero foram
infectadas com trés clones diferentes de rMV-Zika_Al (1, 2, 3) por 48 horas.
Os lisados celulares e o meio foram coletados. O meio sobrenadante foi
clarificado por centrifugacdo a baixa velocidade (1.500 rpm) e depois
concentrado por ultracentrifugacdo em uma camada de sacarose a 20% por 3
horas (36.000 rpm). Todo o material foi analisado por western blot para
detectar a proteina E de Zika (50 kD) com anticorpo monoclonal 4G2 panflavi.
(A) Lisados celulares, (B) Meio concentrado, (C) Meio n&o concentrado e
controles positivo e negativo. O controle positivo € um lisado de células Vero
transfectadas por 48 horas com o plasmideo pcDNA5 que expressa o antigeno
Al de Zika. A proteina E positiva recuperada no painel B apés a
ultracentrifugacéo demonstra que VLPs de alta densidade foram produzidas no
sobrenadante das células Vero infectadas.

[125] Figura 8. Ensaio de expressdo do antigeno do virus Zika.
Células HEK293T foram transfectadas com cada constru¢do codon-otimizada e
os lisados e meio celular foram coletados apds 48 h. O meio sobrenadante foi
clarificado por centrifugacdo a baixa velocidade (1.500 rpm) e, em seguida, a
fracdo foi concentrada por ultracentrifugacdo em uma camada de sacarose a
20% por 3 horas (36.000 rpm). Todo o material foi analisado por western blot
para detectar a proteina E de virus Zika (~50 kD) com anticorpo 4G2 pan-
flavivirus. (L) lisados celulares, (S) meio nao concentrado e (U) meio
ultracentrifugado.

[126] Figura 9. Expressao do antigeno Al do virus Zika a partir
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do vetor do sarampo e curva de crescimento do MV-Zika-Al recombinante. (A)
A analise de imunofluorescéncia mostrou grandes sincicios em células Vero
infectadas por 24 horas com MV-Zika-Al (a proteina E do virus Zika foi
detectada com o anticorpo 4G2 pan-flavivirus). (B) Replicacdo do virus MV-
Zika-Al recombinante em células Vero a 32°C ap0ls infeccdo com uma
multiplicidade de infec¢cdo de 0,01 (os titulos foram determinados por diluicéo
limitante e pelo método de Karber).

[127] Figura 10. Resposta do anticorpo ao ZIKV em
camundongos CD46-IFNAR”- imunizados. Os titulos de anticorpos contra EDIII
ZIKV foram determinados usando ELISA indireto em soros de camundongos
coletados ap0s a estratégia de vacinacdo prime - boost com MV-ZIKV-Al, MV-
prMEd404 (sequéncia nativa, insert 4), MV-ssed445 (sequéncia nativa, insert
5), MV-ZIKV-A12 ou controle MV-Schwarz vazio. As leituras dos pogos
revestidos com antigenos simulados foram subtraidas dos pocos com ZIKV-
EDIIl e os titulos de IgG especificos para ZIKV foram calculados como o
reciproco da maior diluicdo de um soro individual, dando uma absorbancia de
0,5. Uma forte resposta de anticorpo contra o ZIKV foi induzida em
camundongos imunizados com valores ligeiramente mais altos para Al
(altamente reprodutivel) e A12 (com maior variabilidade).

[128] Figura 11. Titulos de anticorpos neutralizantes para ZIKV
em camundongos CD46-IFNAR” imunizados. Os titulos de anticorpos
neutralizantes contra ZIKV foram determinados usando testes de neutralizacao
por reducdo de placa (PRNTso) em soros de camundongos coletados apés a
altima imunizacdo de reforco (boost) com MV-ZIKV-Al, MV-prMEd404
(sequéncia nativa, insert 4), MV-ssEd445 (sequéncia nativa, insert 5), MV-
ZIKV-A12 ou controle com MV-Schwarz vazio e antes do desafio. Os titulos
neutralizantes mais fortes foram observados com a construgdo MV-ZIKV-AL.

[129] Figura 12. Protecdo de camundongos CD46-IFNAR™
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imunizados a partir do desafio n&o letal com ZIKV. Os camundongos
imunizados por duas vezes com MV-ZIKV-Al, MV-ZIKV-A12 ou controle vazio
com MV-Schwarz foram desafiados com 102 ffu (unidade formadora de foco) de
ZIKV (linhagem asiatica - sul-americana, isolada em dezembro de 2015) um
més apods a Ultima imunizacdo. As cargas virais foram determinadas por RT-
gPCR. LOD indica o limite de deteccdo da RT-gPCR. Os camundongos
imunizados com a construgdo MV-ZIKV-Al foram todos protegidos da viremia
enguanto que os camundongos imunizados com MV-ZIKV-A12 ou com controlo
MV-Schwarz vazio foram infectados.

[130] Figura 13. Protecdo de camundongos CD46-IFNAR”
imunizados a partir do desafio letal com ZIKV. Os camundongos imunizados
por duas vezes com MV-ZIKV-Al, MV-ZIKV-Al12 ou controle vazio com MV-
Schwarz foram desafiados com 10° ffu de ZIKV (cepa adaptada para
camundongo a partir da linhagem africana) um més apdés a ultima imunizacao.
Os animais foram monitorados quanto a morbidade e mortalidade por 15 dias.
Todos os animais imunizados com MV-ZIKV-Al sobreviveram sem apresentar
sinais de doenca, enquanto todos os ratos de controle morreram no dia 8.

EXEMPLOS

GERACAO DE VACINAS CANDIDATAS

[131] Experimentos anteriores com diferentes flavivirus (dengue,
Nilo Ocidental, encefalite japonesa, encefalite transmitida por carrapatos)
demonstraram amplamente que as proteinas do envelope da superficie
flaviviral (E) sdo capazes de suscitar anticorpos neutralizantes protetores que
permitem reduzir a infectividade do virus. O genoma do ZIKV consiste em uma
molécula de RNA de sentido positivo de fita simples de ~ 10800 kb de
comprimento, com 2 regides nao codificantes (5' e 3' NCR) e um unico quadro
de leitura aberto que codifica uma poliproteina que é clivada em trés partes

estruturais (capsideo (C), precursora da membrana (prM), envelope (E)) e sete
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proteinas ndo estruturais (NS) (Figura 1). A proteina E (53 kDa) € a principal
proteina de superficie do virion envolvida em varios aspectos do ciclo viral,
mediando a ligacéo as células-alvo e a fusdo a membrana.

[132] Os inventores escolheram, portanto, expressar a proteina E
do virus Zika. Diversas formas de proteina E foram selecionadas a fim de
expressar proteinas secretadas sollveis ou proteinas ancoradas na superficie
de VLPs. Os seguintes antigenos do virus Zika foram clonados e expressos a
partir de um plasmideo de expressao de mamifero em células humanas: prM-E
e diferentes formas de E com ou sem a regido haste ou ancora. Estas
proteinas contém a sequéncia peptidica sinal original do virus Zika E ou uma
sequéncia peptidica sinal heterdloga da proteina de fusdo de JEV ou MV.
Essas proteinas contém o sitio de clivagem da sinalase localizado entre as
sequéncias prM e E (Figuras 3A, 3B, 3C, 3D).

SELECAO E CONCEPCAO DE ANTIGENOS

[133] Os antigenos do virus Zika foram selecionados com base
em trabalhos anteriores que sugerem que o0s antigenos do envelope dos
flavivirus podem ser capazes de induzir anticorpos neutralizantes e respostas
de células T. Entretanto, a sele¢cdo de um antigeno adequado deve levar em
consideracao a evolugdo do virus ao longo do tempo e a variedade de cepas
existentes do virus. Para este fim, os inventores reconstruiram a filogenia de
membros representativos da familia dos flavivirus, incluindo o virus Zika,
utiizando apenas a regido de aminoacidos da poliproteina de flavivirus
correspondente ao gene do envelope (E). Diferentemente das analises
filogenéticas baseadas no genoma completo, ou na polimerase (NS5) dos
flavivirus, onde o parente mais proximo do virus Zika séo virus neurotropicos
como o virus da encefalite de Saint-Louis, os inventores notaram que o Zika E
parecia mais proximo do DENV E (Figura 2) (Barba-Spaeth, et al. Nature 2016,

536, 48-53). Os inventores procederam entdo a identificacdo dos diferentes
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dominios de membrana (M) do Zika, seu precursor (prM) e proteinas E através
de modelagem de homologia estrutural com base nos dados disponiveis em
DENV (Ekins et al. lllustrating and homology modeling the proteins of the Zika
virus, F1000Research, 2016, 5: 275). Os inventores também identificaram os
peptideos de sinal na extremidade do gene do Capsideo (C), logo a montante
de prM, usando novamente a modelagem de homologia com o virus da dengue
como referéncia, bem como algoritmos publicamente disponiveis para a
predicéo de sequéncias de peptideos sinal

(http://sigpep.services.came.sbg.ac.at/signalblast.html;http://www.cbs.dtu.dk/ser

vices/SignalP/; http://www.predisi.de/). Os inventores optaram por incluir a
sequéncia de peptideo sinal para induzir a exportacdo e secrecao do antigeno
candidato, tanto prM-E completa, quanto apenas E fora das células. Para o
antigeno E, os inventores também previram o peptideo sinal no final de M, logo
a montante de E, e projetaram versdes do antigeno usando esse sinal nativo
(Figura 3A). Além disso, os inventores também projetaram antigenos
quiméricos nos quais o peptideo sinal nativo do virus Zika foi substituido pelo
peptideo sinal presente no final do JEV C (Figura 3B) ou pelo peptideo sinal
presente no N-terminal da proteina de fusdo (F) de MV (Figura 3C), com a
hip6tese de que essas sequéncias forneceriam exportacdo aprimorada dos
antigenos candidatos. Os inventores projetaram uma versdo adicional do
antigeno quimérico, incluindo o peptideo sinal de F a partir do MV, onde foram
removidos dois aminoacidos correspondentes a juncdo entre o final do
peptideo sinal de F e o inicio do proprio F (Figura 3D).

[134] Em segundo lugar, os inventores também projetaram
variagcbes mais curtas dos antigenos, removendo fragmentos C-terminais da
proteina E correspondentes aos dominios previstos da haste e/ou ancora,
incluindo a regido intermediaria entre a haste e a ancora (como previsto

quando comparado ao DENV). O objetivo dessas modificagcdes que reduzem o
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tamanho dos antigenos era de gerar antigenos capazes de formar VLPs. Para
uma terceira variante, os inventores removeram a por¢gdo ancora, o dominio
intermediario entre a ancora e a haste, bem como um fragmento da segunda
hélice que compde a haste, desta vez em modelagem de homologia com WNV
(variante Ed445).

[135] Finalmente, os inventores projetaram antigenos prM-E e E
quiméricos usando o peptideo sinal da proteina F de MV e substituindo a
ancora E do Zika pela transmembrana (TM) e cauda intracitoplasmética da
proteina F do MV (Figuras 3C e 3D).

[136] Para a sequéncia de selecdo do préoprio antigeno, o0s
inventores analisaram todas as sequéncias publicamente disponiveis do virus
Zika (linhagens asiéticas e africanas), bem como as sequéncias ndo publicadas
geradas pelos inventores, a partir da epidemia na América do Sul e no Pacifico.
Com base nos dados epidemiolégicos que relatam uma associacao de
sindromes congénitas e afec¢Bes neurolégicas em adultos apenas com a
linhagem asiatica, os inventores projetaram um antigeno usando a sequéncia
de aminoacidos consensual do virus Zika, como observado em circulacdo a
partir de 2015 e em diante, principalmente para incluir a alteragdo S139N que
gerou um novo potencial sitio de glicosilacdo de N na prM que estava ausente
na linhagem africana e a alteracdo V763M na proteina E.

[137] As sequéncias foram cddon-otimizadas para expressao em
Homo sapiens e adaptadas para a clonagem do vetor de sarampo e para a
“regra dos seis” (numero total de nucleotideos divisiveis por 6). As regides
muito ricas (> 80%) ou muito pobres (<30%) de GC foram evitadas para
aumentar a estabilidade do RNA, um alto valor CAIl (0,97) foi obtido para
aumentar a eficacia da traducdo, as seguintes sequéncias cis-atuantes foram
evitadas: as TATA-boxes, os sitios chi e os sitios de entrada ribossomal;

trechos com sequéncias ricas em AT ou ricas em GC; os elementos ARE, INS,
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CRS; as sequéncias de repeticdo e as estruturas secundarias de RNA, sitios
doadores e aceptores de splice criptico e pontos de ramificacdo. As seguintes
sequéncias de edicdo do virus do sarampo foram evitadas sempre que
possivel: AAAGGG, AAAAGG, GGGAAA, GGGGAA, TTAAA, AAAA, e também
suas sequéncias complementares na mesma fitaz TTCCCC, TTTCCC,
CCTTTT, CCCTT, TTTAA, TTTT. Os sitios de restricdo enzimética BssHII,
BsiWI foram evitados internamente e inseridos em ambas as extremidades
para fins de clonagem.

ExXPRESSAO DE ANTIGENOS EM CELULAS DE MAMIFEROS

[138] As sequéncias de antigeno otimizadas foram clonadas no
plasmideo de expressdo em mamifero pcDNA5 e transfectadas em células
HEK293. O tamanho e o nivel de expressdo de cada antigeno foram
caracterizados apdés o Western blotting usando anticorpos apropriados para
deteccéo.

EXPRESSAO DE ANTIGENOS EM VETOR DO SARAMPO

[139] As sequéncias de antigeno otimizadas de Zika foram
inseridas no vetor MV em diferentes unidades de transcricdo adicionais, de
acordo com o nivel de expressao desejado. Apdés o sequenciamento dos
plasmideos vetor do sarampo que expressam os diferentes antigenos do Zika,
0s vetores recombinantes replicantes foram gerados por genética reversa
usando um sistema baseado em células previamente desenvolvido
(Combredet, C. et al., 2003, J Virol, 77 (21): 11546 -11554), e 0s virus
resgatados foram amplificados e titulados em células Vero. Os virus
recombinantes foram cultivados em células Vero para documentar a expressao
de proteinas do Zika detectadas em sobrenadantes e em células usando
Western Blot e coloracdo de imunofluorescéncia indireta com anticorpos
apropriados. A presenca de VLPs do virus Zika (em vetores que expressam

prM/E) foi identificada apds a ultracentrifugacdo do meio de cultura e western
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blot (Figura 7). O processamento correto de antigenos nas células infectadas
foi verificado por Western Blot. Os vetores com a melhor capacidade de
expressdo dos antigenos do Zika foram isolados por diluicdo seriada e
clonagem em placa Unica antes da amplificacdo em células Vero.

CAPACIDADE DE CRESCIMENTO DO VIiRUS VACINA RECOMBINANTE

[140] A capacidade de crescimento dos virus de vacina
selecionados foi comparada com o padrdo MV Schwarz. A analise da curva de
crescimento foi realizada em cultura de células Vero usando diferentes
multiplicidades de infeccao e titulagéo.

ESTABILIDADE DO VIRUS DE VACINA RECOMBINANTE

[141] Os melhores vetores de vacina selecionados foram
testados quanto a sua estabilidade genética por passagens em série com mais
de 10 passagens em cultura de células Vero, seguida de Western blot para
expressdo do antigeno e analise completa do sequenciamento.

AVALIACAO PRE-CLINICA DO PRIMEIRO MV-ZIKA RECOMBINANTE EM

CAMUNDONGOS

IMUNIZACAO UNICA

[142] Os dois vetores recombinantes MV-prMEd404 (sequéncia
nativa, insert 4) e MV-ssEd445 (sequéncia nativa, insert 5) foram avaliados em
camundongos CD46/IFNAR suscetiveis a infeccdo por sarampo. Os
camundongos foram imunizados com uma ou duas inje¢des intraperitoneais
com unidades infecciosas definidas do virus de vacina e 0s anticorpos
funcionais e as respostas imunes mediadas por células foram analisadas
usando ensaios padréo e especificamente desenvolvidos. Os anticorpos de
ligagdo ao virus Zika foram determinados por ELISA e os anticorpos
neutralizantes com o teste de neutralizacdo por reducéo de placas (PRNT, sigla
do inglés Plaque Reduction Neutralization Test) especifico. As respostas de

células T foram analisadas pelo ensaio Elispot usando peptideos especificos
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do virus Zika para estimulagdo ex vivo de células esplénicas. Os vetores de
vacina foram entdo testados quanto a eficdcia protetora: camundongos
imunizados foram desafiados com uma dose letal do virus Zika. Um desafio
dose-resposta foi previamente estabelecido em camundongos CD46/IFNAR,
mostrando que doses entre 102 e 10° unidades formadoras de foco (ffu) da
cepa africana HD78788 do virus Zika (adaptada para camundongo) matam
eficientemente esses camundongos.

[143] Em um primeiro experimento, foram imunizados 6
camundongos por grupo com uma Unica injecdo intraperitoneal de 108 TCIDso
(dose infecciosa para 50% da cultura de tecidos) de MV-prMEd404 (sequéncia
nativa, insert 4), MV-ssEd445 (sequéncia nativa, insert 5) ou MVSchw vazio
como controle. O sangue foi coletado antes da imunizacdo e no dia 30 apés a
imunizacao, e os titulos ELISA do virus Zika foram determinados (Figura 5A).

[144] Os camundongos imunizados foram entdo desafiados no
dia 30 por injecédo intraperitoneal de 10° ffu da cepa africana HD78788 do virus
Zika (adaptado para camundongo). A morbidade e mortalidade foi controlada
durante 12 dias (Figura 5B) e a viremia do virus Zika foi determinada no soro
por gRT-PCR (Figura 5C).

[145] Para determinar a resposta de células T a vacina, outro
grupo de camundongos CD46/IFNAR foi imunizado com MV-prMEd404 (insert
4) ou MVSchw vazio e os bacos foram coletados 8 dias ap6s a imunizacao. O
ensaio Elispot foi realizado em esplendcitos recém-extraidos usando o virus
MVSchw ou Zika para reestimular células T ou concanavalina A como controle
(Figura 5D).

IMUNIZACAO COM A ESTRATEGIA “DOSE INICIAL-REFORCO” (PRIME-B0OOST)

[146] Em um segundo conjunto de experimentos, grupos de
camundongos CD46/IFNAR foram imunizados com duas injecdes

intraperitoneais sucessivas de 10° TCIDso de MV-prMEd404 (sequéncia nativa,
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insert 4), MV-ssEd445 (sequéncia nativa, insert 5) ou MVSchw vazio como
controle. O sangue foi coletado antes da imunizacdo e no dia 30 apds a
imunizacgdo, e os titulos de ELISA do virus Zika foram determinados (Figura
6A). Os anticorpos neutralizantes foram determinados em soros coletados no
dia 50 usando um teste de neutralizacdo especifico do virus Zika (Figura 6B).
Os camundongos imunizados foram entdo desafiados no dia 60 por injecéo
intraperitoneal de 108 ffu da cepa africana HD78788 do virus Zika (adaptado
para camundongo). A morbidade e mortalidade foi controlada durante 12 dias
(Figura 6C) e a viremia do virus Zika foi determinada no soro por gRT-PCR nos
dias 2, 4 e 6 pés-infeccao (Figura 5C).

AVALIACAO PRE-CLINICA EM PRIMATAS NAO HUMANOS (PNHS)

Validacdo da cepa ZIKV usada no estudo de desafio em PNH

[147] Como pouco se sabe sobre a fisiopatologia do ZIKV em
macacos cinomolgos (Macaca fascicularis), dois animais foram inoculados em
um ensaio preliminar com trés doses do virus Zika tipo selvagem (104, 10° e
10° pfu) para avaliar o estoque viral e a clinica associada em macacos. Esses
dois animais foram submetidos ao mesmo seguimento que 0S animais
vacinados e estimulados, mas por um periodo de 6 meses. Os seguintes
pontos foram abordados: Virologia (qRT-PCR; avaliacdo clinica (Prurido,
Febre); Contagem de células sanguineas (Linfocitos, Mondcitos, Granuldcitos,
Plaquetas); Bioquimica (ASAT (AST), ALAT (ALT), PCR); resposta imune ndo
especifica (inata e inflamatéria) e resposta imune especifica:
citocinas/quimiocinas por luminex, perfil de células NK, B e T (citometria de
fluxo de 14 cores), anticorpos (neutralizacdo, ligacdo) em amostras de soros
seriais, resposta funcional de células T e células de memoria (ELISpot, ICS). A
liberacdo do virus no fluido biologico (saliva, lagrimas, fluidos genitais) foi
avaliada por gRT-PCR e/ou por métodos de isolamento em varios pontos de

tempo.
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Estudo de imunogenicidade da vacina em PNH

[148] Os macacos foram imunizados com uma ou duas injegdes
subcutaneas no intervalo de 3 meses com unidades infecciosas definidas do
virus de vacina. As respostas imunes, humoral e mediada por células, foram
determinadas em diferentes momentos apo6s a imunizacdo. Os macacos foram
entdo desafiados com doses infecciosas de ZIKV. Viremia infecciosa e o0s
sinais clinicos foram determinados. Para esta tarefa, vinte e um macacos
cinomolgos adultos foram selecionados como negativos para anticorpos
antiflavivirus e antissarampo; Dois grupos de 7 animais foram vacinados com
uma dose Unica ou um regime de dose inicial-reforco com o melhor virus MV-
ZIKV recombinante selecionado (MV-prMEd404 nativo). A imunidade (humoral
e associada a células) foi explorada e a virologia foi seguida por até 1 més
apos a vacinacdo. Os parametros clinicos e bioldgicos sdo avaliados em
paralelo com um terceiro grupo de 7 animais vacinados com a cepa MVSchw
vazio de controle, seguindo o esquema de vacinacao inicial-reforco. O titulo de
neutralizacéo do anticorpo foi determinado.

EsTubo DA EFICAcCIA DA VACINA EM PNH

[149] Os PNHs imunizados foram desafiados com ZIKV dois
meses apos a imunizacao. O nivel de viremia do ZIKV (QRT-PCR) foi analisado
no sangue, saliva e lagrimas. A inflamac&o e a resposta imune foram avaliadas
no plasma (anticorpo neutralizante, citocinas).

ENSAIOS DE EXPRESSAO

[150] Os ensaios de expressdo foram realizados para todas as
construgdes geradas (Figura 8) e mostraram uma forte expressao para varias
delas. Foi detectado sinal na fracdo ultracentrifugada, que era compativel com
a geracao de particulas semelhantes a virus, em quantidades variaveis para
alguns antigenos candidatos, notadamente Al e Al2. Esses dois antigenos

foram clonados no vetor sarampo e demonstraram uma expressdo de alto
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nivel, conforme mostrado por imunofluorescéncia (Figura 9A). O vetor
recombinante MV-ZIKV-Al replicou de maneira semelhante ao virus MV
Schwarz padrdo, embora com um titulo final mais baixo (Figura 9B).

[151] Testados quanto a sua imunogenicidade em camundongos
CD46/IFNAR, os vetores MV-ZIKV-A1l e MV-ZIKV-A12 provocaram fortes
respostas imunes apés um regime de vacinacao de dose inicial/refor¢o (prime-
boost) com intervalo de 1 més, comparavel aos vetores MV-prMEd404 e MV-
ssEd445, conforme detectado por ELISA (Figura 10). Entretanto, diferentes
quantidades de anticorpos neutralizantes foram induzidas (Figura 11). Apenas
o candidato MV-ZIKV-Al induziu uma forte resposta neutralizante (2 logs mais
forte). Isso se correlacionou com a protecdo completa conferida aos
camundongos por imunizagdo com MV-ZIKV-Al (Figura 12) contra viremia,
bem como a protecdo contra um desafio letal (Figura 13).

[152] Em concluséo, este estudo demonstrou que o antigeno Al
completo do virus Zika expresso em vetor MV foi capaz de fornecer protecéo
estéril contra um desafio infeccioso e letal nos animais imunizados,

correlacionando-se com forte indug&o de anticorpos neutralizantes.
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REIVINDICACOES

1. CONSTRUCAO DE ACIDO NUCLEICO, caracterizada por
compreender:

(1) um polinucleotideo que codifica pelo menos (i) o precursor
da proteina de membrana (prM) de um virus Zika (ZIKV), e a proteina do
envelope (proteina E) de um ZIKV ou uma verséo truncada da mesma; ou (ii) a
proteina E de um ZIKV ou uma verséo truncada da mesma,; e

(2) uma molécula de cDNA que codifica uma fita de RNA(+)
antigenémico infecciosa, completa de um virus do sarampo (MV);

em que o polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a proteina
prM do ZIKV, e a proteina E do ZIKV ou a verséo truncada da mesma; ou (ii) a
proteina E do ZIKV ou a verséo truncada da mesma, esta operacionalmente
ligado, em particular clonado na molécula de cDNA.

2. CONSTRUCAO, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizada pelo polinucleotideo de (1) e a molécula de cDNA de (2) juntos
consistirem em um namero de nucleotideos que é multiplo de seis.

3. CONSTRUCAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 2, caracterizada por compreender 0s seguintes
polinucleotideos de 5' para 3"

(@ um polinucleotideo que codifica a proteina N do MV;

(b)  um polinucleotideo que codifica a proteina P do MV;

(c) o polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a proteina
prM do ZIKV e a proteina E do ZIKV ou a verséo truncada da mesma; ou (ii) a
proteina E do ZIKV ou a versao truncada da mesma;

(d)  um polinucleotideo que codifica a proteina M do MV,

(e) um polinucleotideo que codifica a proteina F do MV;

() um polinucleotideo que codifica a proteina H do MV; e

() um polinucleotideo que codifica a proteina L do MV,
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em que os referidos polinucleotideos estdo operacionalmente
ligados na construgdo de acido nucleico e estdo sob o controle das sequéncias
reguladoras de transcricdo e de replicacao viral, tal como o lider MV e as
sequéncias trailer.

4. CONSTRUCAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacfes 1 a 3, caracterizada pelo referido virus do sarampo ser um virus
de cepa atenuada selecionado a partir do grupo que consiste nas cepas
Schwarz, Zagreb, AIK-C e Moraten.

5. CONSTRUCAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 4, caracterizada pelo referido polinucleotideo que codifica
pelo menos (i) a proteina prM do ZIKV e a proteina E do ZIKV ou a versao
truncada da mesma, ou (ii) a proteina E do ZIKV ou a versdo truncada da
mesma ter sido otimizado para a utilizacdo preferencial de codons de Macaca
ou ter sido otimizado para a utilizacao preferencial de codons de humanos.

6. CONSTRUCAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 5, caracterizada pelas sequéncias de edicdo do sarampo
terem sido excluidas do referido polinucleotideo que codifica pelo menos (i) a
proteina prM do ZIKV, e a proteina E do ZIKV ou a verséo truncada da mesma,
ou (ii) a proteina E do ZIKV ou a verséo truncada da mesma.

7. CONSTRUCAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 6, caracterizada pelo referido ZIKV ser da linhagem africana,
em particular da cepa africana ArB1362 (GenBank: KF383115) ou isolado a
partir da cepa africana IbH_30656 (GenBank: HQ234500), ou a partir da cepa
asiatica, em particular a partir da cepa asiatica BeH818995 (GenBank:
KU365777).

8. CONSTRUCAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 7, caracterizada pelo referido polinucleotideo que codifica

pelo menos (i) a proteina prM do ZIKV, e a proteina E do ZIKV ou a verséao
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truncada da mesma, codificar ainda (iii) o peptideo sinal do capsideo do ZIKV e
o peptideo sinal da proteina de membrana do ZIKV, ou

o referido polinucleotideo que codifica pelo menos (ii) a proteina E
do ZIKV ou versdo truncada da mesma, codificar ainda (iii) o peptideo sinal do
capsideo do ZIKV ou o peptideo sinal da proteina de membrana do ZIKV.

9. CONSTRUCAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacfes 1 a 8, caracterizada pelo polinucleotideo que codifica a proteina
E codificar a proteina E completa (de comprimento total) ou a sua forma soltvel
sem os dois dominios transmembrana C-terminais da proteina E completa.

10. CONSTRUCAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 8, caracterizada pelo polinucleotideo que codifica a verséo
truncada da proteina E ser selecionado a partir do grupo que consiste em; (i) o
polinucleotideo que codifica a proteina E truncada na posicao de aminoacido
456 da proteina E completa do ZIKV; (i) o polinucleotideo que codifica a
proteina E truncada na posicdo de aminoacido 445 da proteina E completa do
ZIKV; e (iii) o polinucleotideo que codifica a proteina E truncada na posi¢ao de
aminoécido 404 da proteina E completa do ZIKV.

11. CONSTRUCAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 10, caracterizada pelo polinucleotideo codificar a proteina
prM do ZIKV cuja sequéncia é de SEQ ID NO: 20, e codificar a proteina E do
ZIKV ou a versao truncada da mesma cuja sequéncia € selecionada a partir do
grupo que consiste nas sequéncias de SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 26, SEQ
ID NO: 29 e SEQ ID NO: 32.

12. CONSTRUCAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagcbes 1 a 11, caracterizada pelo polinucleotideo que codifica a
proteina prM do ZIKV possuir a sequéncia de SEQ ID NO: 19, e o
polinucleotideo que codifica a proteina E do ZIKV ou uma versédo truncada da

mesma possuir uma sequéncia selecionada a partir do grupo que consiste nas
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sequéncias de SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 28 e SEQ ID NO:
31.

13. CONSTRUCAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicacbes 1 a 12, caracterizada pelo acido nucleico compreender uma
sequéncia selecionada a partir do grupo consiste nas sequéncias de SEQ ID
NO: 46, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 76, SEQ
ID NO: 79, SEQ ID NO: 168 e SEQ ID NO: 170, e preferencialmente tem a
sequéncia de SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 55 ou SEQ ID NO: 76, mais
preferencialmente tem a sequéncia de SEQ ID NO: 46.

14. CONSTRUCAO, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 13, caracterizada por compreender a sequéncia a partir do
nucleotideo da posicao 83 até o nucleotideo da posi¢cdo 18404 da sequéncia de
SEQ ID NO: 165, ou a sequéncia a partir do nucleotideo na posicao 83 até o
nucleotideo na posicdo 18074 da sequéncia de SEQ ID NO: 166, ou a
sequéncia a partir do nucleotideo na posicao 83 até o nucleotideo na posicao
17702 da sequéncia de SEQ ID NO: 167.

15. VETOR PLASMIDIAL DE TRANSFERENCIA, caracterizado
por compreender a construgcdo de acido nucleico, conforme definida em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 14.

16. VETOR, de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado
pela sequéncia ser de SEQ ID NO: 165, SEQ ID NO: 166 ou SEQ ID NO: 167,
preferencialmente SEQ ID NO: 165.

17. CELULAS TRANSFORMADAS, caracterizadas por
compreenderem a construgcdo de acido nucleico, conforme definida em
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 14, inserida em seus genomas; Ou
compreendendo o vetor plasmidial de transferéncia, conforme definido em
qualquer uma das reivindicagbes 15 a 16, sendo que as referidas células sao

particularmente células eucarioticas, tal como células aviarias, em particular
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células CEF, células de mamiferos ou células de levedura.

18. PARTICULAS DE VIRUS SARAMPO-VIRUS ZIKA (MV-
ZIKV), replicantes, infecciosas e recombinantes, caracterizadas por
compreenderem uma construcdo de &cido nucleico, conforme definida em
qualquer uma das reivindica¢des 1 a 14, como genomas.

19. PARTICULAS, de acordo com a reivindicagdo 18,
caracterizadas por serem resgatadas de uma linhagem de células auxiliares
que expressam uma RNA polimerase reconhecida pela referida linhagem de
células, por exemplo, uma RNA polimerase T7, uma nucleoproteina (N) de MV,
uma fosfoproteina (P) de MV e, opcionalmente, uma proteina grande da RNA
polimerase (proteina L) de MV, e que é adicionalmente transfectada com o
vetor plasmidial de transferéncia, conforme definido em qualquer uma das
reivindicagbes 15 a 16.

20. PARTICULAS, de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 18 a 19, caracterizadas por compreenderem em seu genoma
uma sequéncia polinucleotidica compreendendo uma sequéncia selecionada
do grupo que consiste nas sequéncias de SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 52,
SEQ ID NO: 55, SEQ ID NO: 70, SEQ ID NO: 76, SEQ ID NO: 79, SEQ ID NO:
168 e SEQ ID NO: 170, e de preferéncia ter a sequéncia de SEQ ID NO: 46,
SEQ ID NO: 55 ou SEQ ID NO: 76, e mais preferencialmente ter a sequéncia
de SEQ ID NO: 46.

21. COMPOSIQAO OU CONJUNTO DE INGREDIENTES
ATIVOS, caracterizado por compreender as particulas de MV-ZIKV replicantes,
infecciosas e recombinantes conforme definidas em qualquer uma das
reivindicagbes 18 a 20, em associacdo com as particulas semelhantes a virus
(VLPs) ZIKV que expressam a(s) mesma(s) proteina(s) de ZIKV que as
referidas Particulas MV-ZIKV e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

22. COMPOSICAO OU CONJUNTO DE INGREDIENTES
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ATIVOS, de acordo com a reivindicagao 21, caracterizado por ser para uso na
inducdo de uma resposta imune protetora contra o ZIKV pela inducao de
anticorpos direcionados contra a(s) proteina(s) de ZIKV e/ou pela inducéo de
uma resposta imune celular, em um hospedeiro, em particular um hospedeiro
humano com tal necessidade.

23. PARTICULAS, de acordo com qualquer uma das
reivindicagBes 18 a 20, caracterizadas por estarem associadas as ZIKV-VLPs
que expressam a(s) mesma(s) proteina(s) de ZIKV, ou a composicdo ou
conjunto de ingredientes ativos, conforme definidos na reivindicagdo 21, para
uso na prevencéo de uma infecgcéao por ZIKV em um sujeito ou na prevencao de
desfechos clinicos de infecgdo por ZIKV em um sujeito, particularmente em
humanos.

24. PROCESSO PARA RECUPERAR PARTICULAS DE
VIRUS SARAMPO-VIRUS ZIKA (MV-ZIKV), infecciosas e recombinantes, que
expressam pelo menos (i) o precursor da proteina de membrana (prM) de um
ZIKV e a proteina do envelope (E) de um ZIKV ou uma verséo truncada da
mesma, ou (ii) a proteina E de um ZIKV ou uma verséo truncada da mesma e
VLPs de ZIKV expressando a(s) mesma(s) proteina(s) de ZIKV, caracterizado
por compreender:

(1) cotransfectar as células auxiliares, particularmente as
células auxiliares HEK293, que expressam estavelmente a RNA polimerase T7,
e as proteinas N e P do sarampo com (i) um vetor plasmidial de transferéncia,
conforme definido em qualquer uma das reivindicagdes 15 a 16, e com (ii) um
vetor, especialmente um plasmideo, que codifica a L polimerase do MV,

(2)  cultivar as referidas células auxiliares co-transfectadas sob
condi¢des que permitam a producgédo de particulas MV-ZIKV recombinantes;

(3) propagar as particulas recombinantes assim produzidas

pelo cocultivo das referidas células auxiliares da etapa (2) com células que
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permitam a referida propagacéo, tal como células Vero;

(4)  recuperar as particulas MV-ZIKV replicantes, infecciosas e
recombinantes que expressam pelo menos (i) a proteina prM do ZIKV e a
proteina E do ZIKV ou uma versao truncada da mesma; ou (ii) a proteina E do
ZIKV ou uma verséao truncada da mesma, e VLPs de ZIKV expressando a(s)
mesmay(s) proteina(s) de ZIKV.

25. PROCESSO, de acordo com a reivindicagdo 24,
caracterizado pelo vetor plasmidial de transferéncia, conforme definido em
qualquer uma das reivindicacdes 15 a 16, ter a sequéncia de SEQ ID NO: 165,
SEQ ID NO: 166 ou SEQ ID NO: 167, preferencialmente a sequéncia de SEQ
ID NO: 165.
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RESuUMO
“CONSTRU(}AO DE ACIDO NUCLEICO, VETOR PLASMIDIAL DE
TRANSFERENCIA, CELULAS TRANSFORMADAS, PARTICULAS DE VIRUS
SARAMPO-VIRUS ZIKA (MV-ZIKV), COMPOSICAO OU CONJUNTO DE
INGREDIENTES ATIVOS, E PROCESSO PARA RECUPERAR PARTICULAS
DE VIRUS SARAMPO-VIRUS ZIKA (MV-ZIKV)”

A presente invencdo refere-se aos virus do sarampo
recombinantes que expressam proteinas do virus Zika e suas aplicacdes,
particularmente na inducdo da protecdo preventiva contra o virus Zika. A
presente invencado € direcionada ao virus do sarampo recombinante (MV) que
expressa pelo menos (i) o precursor da proteina de membrana (prM) de um
virus Zika (ZIKV) e a proteina do envelope (E) de um ZIKV ou uma versado
truncada da mesma, ou (ii) a proteina E de um ZIKV ou uma verséo truncada
da mesma, e diz respeito as particulas infecciosas recombinantes do referido
MV-ZIKV capazes de se replicarem em um hospedeiro apds a administracdo, e
diz respeito também as particulas semelhantes a virus (VLPs) que contém
essas proteinas ZIKV em suas superficies. A presente invencao fornece meios,
particularmente acidos nucleicos, vetores, células e sistemas de recuperagao
para produzir essas particulas infecciosas recombinantes e VLPs. A presente
invencdo também diz respeito ao uso dessas particulas infecciosas
recombinantes e/ou VLPs, em particular sob a forma de uma composi¢cao, mais
particularmente em uma formulacdo de vacina, para a prevencdo de uma
infeccdo por ZIKV ou para a protecdo preventiva contra os desfechos clinicos

da infeccao pelo ZIKV.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

06 F 8 1B988D208AE63

Campo 2

49 1708¢C835148B13F29

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 1199-0191 Exame_ RT _Listagem de sequéncia_ MCW-LYY.
- Data de Geracao do Cédigo: 10/03/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 09:52:35
- Cédigo de Controle:
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