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(57) Resumo: VACINA A BASE DE VETOR LENTIVIRALA
presente invencdo refere-se a métodos para provocar respostas
humorais, métodos de imunizagdo e métodos de vacinag¢do usando
vetor lentiviral. Além disso, apresentam-se composi¢des imunogénicas
e vacinas para virus do Nilo Ocidental.
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Relatorio ’De_scritivo da Patente de Invengdo para "VACINA A
BASE DE VETOR LENTIVIRAL". '

Descricdo da Invencao

Campo da Invencao

A presente invengdo refere-se a um vetor lentiviral, a métodos
de transferéncia de genes, imunizagéo e vacinagdo usando o vetor lentiviral,
a processos para a produgédo de polipeptidios recombinantés, a anticorpos
gerados contra esses polipeptidios e ao uso dessas moléculas em meétodos
diagnosticos, kits, composi¢des imunogénicas, vacinas e terapia antiviral.

Antecedentes da Invencao

Nos ultimos anos, vetores de transferéncia de genes lentivirais
ganharam um consideravel interes'se' na comunidade de terapia genetica.
Essa reputacdo sem igual é devida a sua ca'pacidade de transferir de manei-
ra eficiente e estavel genes terapéuticos ou repérteres a uma grande varie-
dade de células e tecidos de ifnporténcia chave para intervencao terapéuti-
ca, como células-tronco hematopoiéticas; cérebro, figado e retina (vide [1 -4],
entre outros). Os vetores lentivirais conseguem uma elevada eficiéncia de
transducdo, independentemente do status proliferativo das células alvo, su-
perando, dessa forma, uma das principais limitagbes dos vetores retrovirais
derivados de o'nco_virus, em que a transducgdo se restringe a células em divi-
sao. A _ ' | |

Essa vantagem se reflete em inumeros testes pré-clinicos bem-
sucedidos em varios modelos anima‘is de doengas humanas (vide [5-11],
entre outros), e se traduzira indubitavelmente em sua exploragdo em um
numero crescente de ensaios clinicos.

Mais recentemente, 0s vetores lentivirais também se mostraram
vetores de vacinagdo promissores. A mai‘oria dos estudos até agora focali-
zou a inducao de respostas imunes celulares no campo de imunoterapia an-
titumoral {12-18], alguns poucos também focalizaram a indugao de imunida-
de celular protetora contra virus [19-21]. | N

Sua Capacidade de transduzir células dendriticas .(DCs) nao em

divisao com alta eficiéncia, ex vivo [12, 14, 15, 19], assim como in vivo [13,



18, 22], responde por sua capacidade de gerar fortes resposfas CTL.

De fato, relatos usando vetores lentivirais para estimular imuni-
dade antitumoral mostram resultados muito promissores. DCs humanas
~ transduzidas por vetores lentivirais que expressem antigenos tumorais esti-
mulam respostas CTL especificas in vitro [12, 14, 15, 18]. Em camundongos,
a injegdo de particulares de vetores lentivirais ou DCs transduzidas com ve-
tor lentiviral induzem respostas imunes celulares antitumorais fortes e espe-
cificas [13, 15, 18] e conferem protegdo contra desafios tumorais [12, 17].
Essas respostas sdo mais potentes do que as obtidas pela imunizagéo clas-
sica com peptidio mais adjuvante [13] ou mesmo células apresentadoras de
antigeno (APCs)' pulsadas com peptidio, quer ensaiadas ex vivo [20], quer in
vivo [16, 21]. A vantagem observada poderia ser devida a apresentagao con-
tinua do antigeno em APCs trénsduzidas com vetor, em contraste com a
apresentagéo de antigeno transitéfia que se segue ao pulso com peptidio de
- APCs [16, 20].

Até agora, pouco se sabe da capacidade de vetores lentivirais
de estimular uma imunidade protetora & base de anticorpos. Todavia, sua
alta eficiéncia de transdugéo também poderia lhes conferir uma forte capaci-
dade de induzir imunidade humoral. Além disso, seu tropismo aparentemen-
te preferencial para DCs, quando injetado in vivo [13, 18, 22], poderia au-
mentar ainda mais sua capacidade de gerar uma imunidade protetora base-
ada em anticorpo, pois DCs s&o estimulantes poderosos de células T CD4,
que sdo necessarias para o desenvolvimento correto de uma resposta imune
a base de células B. Além dissb, em um cenario de vacinagéo; a expressao
estavel do antigeno de células transduzidas poderia evitar a necessidade de
varias injegoes. ,

De fato, é amplamente aceito que a résposta imune humoral é o
componente essencial da imunidade protetora contra o Virus do Nilo Ociden-
tal (WNV) [23 - 25]. A E-glicoproteina de invélucro de WNV, que possui epi-
topos neutralizadores [26], gera respostas imunes protetoras, quando injeta-
da como um antigeno recombinante [27] ou expressada por DNA nu [28] ou

um vetor de sarampo replic’ativd [29]. O fato de a transferéncia passiva de



anticorpos neutralizadores contra a forma sollvel da E glicoproteina de invo-
lucro (sE) de WNV cepa 1S-98-ST1 proteger camundongos contra encefalite
por WNV também demonstra que a resposta humoral é suficiente para a pro-
tecdo contra desafio com WNV [29].

O WNV é um flavivirus transportado por mosquiios,no sorocom-
plexo de encefalite japonesa da familia Flaviviridae. E transmitido em ciclos
naturais entre aves e mosquitos, mas pode infectar muitas éspécies de ma-
miferos [30]. WNV zoonético recentemente se tornou uma gfande preocupa-
Qéo de saude na América do Norte, no Oriente Médio e na Europa devido a
emergéncia de uma cepa mais virulenta em Israel em 1998 e, entdo, em No-
va lorque em 1999 (Isr98/NY99). Manifestagdes clinicas graves da infec¢cao
por WNV essencialmente envolvem o sistema nervoso central e podem cau-
sar mortalidade significativa em seres humanos e em uma grande gama de-
espécies de animais, particularmente cavalos e aves (para uma revisao, vide
[30]). Como consequiéncia, ha uma demanda urgente pelo desenvolvimento
de uma vacina eficiente que possa conferir uma imunidade rapida, forte e de
longa duragéo.

SUMARIO DA INVENGCAO

Esta invengéo ajuda a atender a essas necessidades na técnica.

Esta invengao se refere ao potencial de vetores lentivirais de gérar uma res-
posta imune humoral. Investigou-se se a imunizagdo com uma vacina de
base lentiviral poderia proteger contra a infec¢gdo pelo Virus do Nilo Ociden-
tal (WNV). Descobriu-se, surpreendentemente, que vetores lentivirais podem
gerar imunidade protetora com base em anticorpos.

Na presente invengéo, avaliou-se o potencial de uma vacina a
base de vetor lentiviral de gerar imunidade humoral contra o Virus do Nilo
Ocidental (WNV), um flavivirus transportado por mosquitos que causa ence-
falite em seres humanos, aves e cavalos. Notavelmente, uma unica imuniza-
¢ao com uma dose diminuta de TRIP/sEwnv, um vetor lentiviral que expressa
a forma soluvel secretada da E-glicoproteina de invélucro (sEwnv) da cepa
IS-98-ST1 altamente virulenta de WNV, induziu uma resposta humoral espe-

cifica e protegao contra infeccdo por WNV em um modelo de camundongo



da encefalite por WNV. Essa unica imunizagao gerou uma imunidade humo-
ral de longa duragéo, protetora e esterilizante apenas uma semana apds o
primeiro contato. Esses resultados demonstram a aplicabilidade de vetores
lentivirais como vacinas ndo replicantes eficientes contra patdgenos para 0s
quais uma resposta humoral neutralizadora seja ativamente requerida para
imunidade protetora. O vetor lentiviral TRIP/sEwnv parece ser uma ferramen-
ta prbmissora para vacinagéo veterinaria contra WNV zoonatico.

Assim, esta invengdo apresenta um método de produgéo de an-
ticorpos in vivo, compreehdendo a administragdo de um vetor lentiviral a um
animal, em que o lentivirus compreende um acido nucléico heterélogo que
codifica um antigeno, € em que o antigeno gera uma résposta humoral no
'an'imal. A invencdo engloba um vetor lentiviral que induz imunidade protetora
a um animal necessitado, incluindo, por exemplo, imunidade protetora de
longa duragéove imunidade esterilizante. Em uma modalidade, o animal ne-
cessitado é selecionado de seres humanos, cavalos, aves, galinhas, porcos,
gado, incluindo bovinos, ovinos e caprinos, roedores, incluindo hamsters,
ratos e camundongos, animais de estimagéo e repteis.

Esta invencdo também apresenta um método de producao de
anticorpos in vivo, compreendendo a administragdo de um vetor lentiviral a
um animal, em que o lentivirus compreende um acido nucléico heterdlogo
que codifica um antigeno, e em que o antigeno gera uma resposta humoral
no animal, em que o vetor lentiviral induz imunidade protetora contra um mi-
croorganismo infeccioso. Em uma modalidade, o microorganismo infeccioso
é o Virus do Nilo Ocidental. Em outra modalidade, e o vetor lentiviral com-
preende um acido nucléico que codifica um peptidio ou polipeptidib poriando
pelo menos um epitopo B. O polipeptidio portando pelo menos um epitopo B
pode ser, por exemplo, uma proteina de membrana de microorganismo ou
seu fragmento e, em particular, a E-glicoproteina de invoélucro do Virus do
Nilo Ocidental ou seu fragmento. O vetor lentiviral pode compreender uma E
glicoproteina truncada na terminagao carboxila do Virus do Nilo Ocidental,
'sem a regidao de ancoragem transmembrana, por exemplo, uma E-

glicoproteina truncada na terminagéo carboxila compreendendo os residuos



1 — 441 da E-glicoproteina de invélucro de virus do Nilo Ocidental cepa IS-
98-ST1. Em outra modalidade, o &cido nucléico heterologo codifica uma va-
riante da E-glicoproteina de invélucro do Virus do Nilo Ocidental. A invengé@o
engloba um &cido nucléico heterdlogo variante que se hibridiza sob condi-
¢bes de hibridizagao rigorosa, que serdo descritas adiante, a um acido nu-
cléico do Virus do Nilo Ocidental cepa 1S-98-ST1, que codifica a E-
glicoproteina de invdlucro. |

A invengdo também apresenta um método de vacinagdo de um_
animal contra infecgdo pelo Virus do Nilo Ocidental, compreendendo a ad-
ministragdo a um animal necessitado, uma ou mais vezes, de um vetor lenti-
viral compreendendo um &cido nucléico que codifica um peptidio portando
pelo menos um epitopo B. O peptidio portando pelo menos um epitopo B-
pode ser, por exemplo, uma proteina de membrana de microorganismo ou
seu fragamento e, em particular, E-glicbproteina de involucro do Virus do
Nilo Ocidental ou seu fragmento, com um veiculo e/ou adjuvante fisiolégico
aceitavel. Vias de administra(;éo adequadas in vivo incluem, por exemplo,
uma via intraperitoneal, via intravenosa, via intramuscular, via oral, via mu-
cosa, via sublingual, via intranasal, via subcuténea ou via intradérmica. Vias
adequadas ex vivo incluem a administragao de células autdlogas transduzi-
das com o vetor lentiviral [isto é, Células Apresentadoras de Ahtigeno (APC)
como células dendriticas (DC) ou células B]. Em uma modalidade, o acido
nucléico heterdlogo codifica um peptidio ou polipeptidio portando pelo me-
nos um epitopo B. Em uma modalidade preferida, o polipeptidio codifica uma
proteina de membrana ou seu fragmento. Em outra modalidade preferida, o
acido nucléico heterdlogo codifica E glicoproteina truncada na terminag&o
carboxila do Virus do Nilo Ocidental, sem a regido de ancoragem transmem-
brana. Em outra, a E glicoproteina truncada na terminagao carboxila com-
preendendo os residuos 1 — 441 da E-glicoproteina de invélucro de virus do
Nilo Ocidental cepa 1S-98-ST1. Uma modalidade preferida desta invengao
engloba a administragdo do vetor lentiviral em um nudmero limitado de doses
como, por exemplo, uma Unica dose ou duas ou trés doses. Em uma moda-

lidade, essa dose compreende, por exemplo, particulas de vetor equivalen-



tes a 0,5 ng a 5.000 ng de antigeno p24. Em camundongos, a dose preferida
pode variar de 0,5 ng a 50 ng, éo passo que, em cavalos, a dose preferida
pode variar de 50 ng a 500 ng. A invengéo engloba o tratamento de animais
como, por exemplo, seres humanos, cavalos, aves, galinhas, porcos, gado,
incluindo bovinos, ovinos e caprinos, roedores, incluindo hamsters, ratos e
camundongos, animais de estimagéo e répteis.

A invencédo também apresenta um método para a vacinagao de
um animal contra infecgdo por microorganismo, compreendendo a adminis-
tracdo a um animal necessitado, uma ou mais vezes, de um vetor lentiviral '
compreendendo um &cido nucléico heterdlogo cjue codifique uma proteina
de membrana imunogénica, ou seu fragmento, desse miCroorganismo. Con-
forme aqui usado, o termo microorganismo engloba virus, bactérias e parasi-
tas. _

Em uma modalidade preferida, a invengao apresenta um método
para a vacinagdo de um animal necessitado contra uma infecgéo por virus,
como uma infecgdo por falvivirus, e, em particular, um metodo para a vaci-
nacdo de um animal necessitado contra infec¢do pelo Virus do Nilo Ociden-
tal, por administragdo de um vetor lentiviral compreendendo uma variante da
E-glicoproteina de invélucro do Virus do Nilo Ocidental, ou seu fragmento,
com um veiculo e/ou adjuvante fisioldgico aceitavel. A invengéo engloba um
método de vacinacdo em que o &cido nucléico heterdlogo se hibridiza, sob
condicdes de hibridizagdo rigorosa, a um &cido nucléico de Virus do Nilo O-
cidental cepa 1S-98-ST1, que codifica E-glicoproteina de invdlucro. Em uma
modalidade, o vetor lentiviral € administrado uma vez, por exemplo, em uma
dose de particulas de vetor equivalentes a 0,5 ng a 5.000 ng de antigeno
p24. O animal necessitado pode incluir seres humanos, cavalos, aves, gali-
nhas, porcos, gado, incluindo bovinos, ovinos e caprinos, roedores, incluindo
hamsters, ratos e camundongos, animais de estimagéo, como caes e gatos,
e répteis.

- A invengdo também apresenta uma composi¢do imunogeénica
compreendendo um vetor lentiviral, em que o vetor lentiviral compreende um

acido nucléico heterdlogo que codifica um antigeno em uma quantidade sufi-



ciente para induzir uma resposta imunogénica ou protetora in vivo e um vei-
culo farmaceuticamente aceitavel para ele. A invengdo engloba uma compo-
sicao imunogénica, em que o acido nucléico heterdlogo codifica um peptidio
portando pelo menos um epitopo B. Um peptidio portando pelo menos um
epitopo B pode ser, por exemplo, uma proteina de membraha de microorga-
nismo, ou seu fragmento, e, em particular, E-glicoproteina de invélucro do
Virus do Nilo Ocidental, ou seu fragmento, ou uma E glicopfoteina truncada
na terminagéo carboxila do Virus do Nilo Ocidental, sem a régiéo de ancora-
gem transmembrana. Em uma modalidade, a E-glicbproteina truncada na
terminagdo carboxila compreende. os residuos 1 — 441 da E-glicoproteina de
invélucro de virus do Nilo Ocidental cepa 1S-98-ST1.

A invengdo também apresenta uma composi¢ao imunogénica
compreendendo um vetor lentiviral, em que o vetor lentiviral compreende um
acido nucléico heterélogo que codifica um antigeno em uma quantidade sufi-
ciente para induzir uma resposta imunogénica ou protetora in vivo, € um vei-
culo farmaceuticamente aceitavel para ele, e em que o acido nucléico hete-
rélogo codifica uma variante da E-glicoproteina de invélucro do Virus do Nilo
Ocidental. Em um exemplo, o acido nucléico heterologo se hibridiza, sob
condigdes de hibridizagao rigorosa, a um acido nucléico de Virus do Nilo O-
cudental cepa 1S-98-ST1, que codifica E-glicoproteina de invélucro.

A invencdo engloba um vetor lentiviral que dirige a expressao de
um écidd nucléico heterélogo, em que o vetor compreende o promotor pre-
coce imediato do citomegalovirus, e em que o &cido nucléico heterdlogo co-
difica E-glicoproteina de invélucro do Virus do Nilo Ocidental, ou seu frag-
mento. O &cido nucléico heterdlogo pode codificar, por exemplo, E glicopro-
teina truncada na terminacdo carboxila do Virus do Nilo Ocidental, sem a
regido de ancoragem transmembrana. Em uma modalidade, a E-
glicoproteina truncada na terminag&o carboxila compreende os residuos 1 -
441 da E-glicoproteina de invélucro de virus do Nilo Ocidental cepa 1S-98-
ST1. A invengdo também apresenta uma célula hospedeira substancialmen-
te purificada transfectada ou transduzida com esse vetor lentiviral, e um mé-

todo para a produgéo do polipeptidio E-glicoproteina de invélucro do Virus



do Nilo Ocidental, ou seu fragmento, compreendendo o cultivo de uma célula
hospedelra transfectada ou transduzida com esse vetor lentiviral, sob condi-
¢Oes que promovam a expressao, e recuperacao do pollpeptldlo da célula
hospedeira ou do meio de cultura.
A invencdo também apresenta um vetor lentiviral que dirige a
~ expressdo de um é&cido nucléico heterélogo, em que o vetor compreende o
promotor precoce imediato do citomegalovirus, e em que 0 acido nucléico
heterdlogo codifica E-glicoproteina de invdlucro do Virus do Ni'lo Ocidental.
Em uma modalidade, o acido nucléico heterdlogo se hibridiza, sob condi¢cbes
de hibridizag&o rigorosa, a um &cido nucléico de»Virus do Nilo Ocidental ce-
pa 1S-98-ST1, que codifica E-glicoproteina de invélucro. A invengao engloba
uma célula hospedeira substancialmente purificada transfectada ou transdu-
zida com esse vetor lentiviral, e um método para a produgédo de uma variante
de E-glicoprotéina de invélucro do Virus do Nilo Ocidental, compreendendo
o cultivo de uma célula hospedeira transfectada ou transduzida com esse
vetor lentiviral, sob condi¢des que promovam a expressao, € recuperagao do
polipeptidio da célula hospedeira ou do meio de cultura.
A invencdo também apresenta um vetor lentiviral que dirige a
expressao de um acido nucléico heterélogo, em que o vetor compreende 0
promotor precoce imediato do citomegalovirus, e em que O acido nucléico
heterélogo compreende proteina fluorescente verde. A invencdo também
engloba uma célula hospedeira substancialmente purificada transfectada ou
transduzida com esse vetor lentiviral.
A invengdo engloba um método de vacinagdo contra um agente
patogénico, compreendendo a administragéo de um vetor lentiviral 2 um a-
nimal necessitado, em que o vetor lentiviral compreende um &cido nucléico
heterélogo que codifica um antigeno, e erh que o antigeo gera anticorpos
contra o agente patogénico. A invengao engloba, por exemplo, um método
de vacinagéo em que a administragdo do vetor lentiviral gera imunidade hu-
moral de Ionga duragdo. A invengdo também engloba, por exemplo, um mé-
“todo de vacinagdo em que a administragao do vetor lentiviral gera anticorpos
neutralizadores contra o agente patogénico. O animal necessitado pode in-



cluir, por exemplo, seres humanos, cavalos, aves, galinhas, porcos, gado,
incluindo bovinos, ovinos e caprinos, roedores, incluindo hamsters, ratos e
camundongos, animais de estimagdo, como caes e gatos, e répteis. Em uma
modalidade, o vetor lentiviral compreende um acido nucléico que codifica E-
glicopfotel’na de invélucro do Virus do Nilo Ocidental, ou seu fragmento, e o
agente patogénico € o Virus do Nilo Ocidental. Em outra modalidade, a E-
glicoproteina de invélucro do Virus do Nilo Ocidental ndo possui uma regido
de ancoragem transmembrana. Em outra, a administragcdo do vetor lentiviral )
compréende pelb menos uma dose de particulas de vetor equivalente a 0,5
ng a 5.000 ng de antigeno p24.

A invengdo também apresenta um método para distribuir DNA
para a produgdo de anticorpos in vivo, compreendendo a administragdo de
um vetor lentiviral a um animal, em que o vetor lentiviral compreende um -
acido nucléico heterélogo que codifica um antigeno, e em que o antigeno
gera uma resposta humoral no animal. A invengéo engloba um vetor lentivi-
ral que induz imunidade humoral protetora em um animal necessitado. Em
uma modalidade, o animal necessitado é selecionado de seres humanos,
cavalos, aves, galinhas, porcos, gado, incluindo bovinos, ovinos e caprinos,
roedores, incluindo hamsters, ratos e camundongos, animais de estimag:éd e
répteis. -

Esta invengéo também apresenta um método para distribuir DNA
para a produgdo de anticorpos in vivo, compreendendo a administragao de
um vetor lentiviral a um animal, em que o vetor lentiviral compreende um
acido nucléico heterdlogo que codifica um antigeno, e em que o antigeno
gera uma resposta humoral no animal, em que o vetor lentiviral induz imuni-
dade protetora contra o Virus do Nilo Ocidental. Em uma modalidade, o vetor
lentiviral pode compreender um &cido nucléico que codifica uma . E-
glicoproteina de invélucro do Virus do Nilo Ocidental, ou seu fragmento. 0]
vetor lentiviral pode compreender um acido nucléico que codifica E glicopro-
teina truncada na terminagdo carboxila do Virus do Nilo Ocidental, sem a
regido de ancoragem transmembrana, por exemplo, uma E glicoproteina

truncada na terminagdo carboxila compreendendo os residuos 1 — 441 da E-
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glicoproteina de invélucro de virus do Nilo Ocidental cepa IS-98-ST1. Em
outra modalidade, o acido nucléico heterélogo codifica uma variante da E-
glicoproteina- de invélucro do Virus do Nilo Ocidental. A invengao engloba
um acido nucléico heterdlogo variante que se hibridiza, sob condi¢coes de
hibridizag&o rigorosa, a um &cido nucléico do Virus do Nilo Ocidental cepa
* 18-98-ST1 que codifica a E-glicoproteina de invélucro.

| A invengao também engloba um méiodo compreendendo a ad-
ministracao de um vetor lentiviral a um animal, em que o vetor lentiviral com-
preende um 4cido nucléico heterdlogo que codifica um antigeno, e em que 0
antigeno gera uma resposta humoral no animal. A invengao engloba um ve-
tor lentiviral que.induz imunidade humoral protetora em um animal necessi-
tado. Em uma modalidade, o animal necessitado é selecionado de seres
humanos, cavalos, aves, galinhas, porcos, gado, incluindo bovinos, ovinos e
caprinos, roedores, incluindo hamsters, ratos e camundongos, animais de
estimacao e répteis.

A invengdo também apresenta um método compreendendo a
administracdo de um vetor lentiviral a um animal, em que o vetor lentiviral
compreende um &cido nucléico heterélogo que codifica um antigeno, em que
o} ‘antl’geno gera uma resposta humoral no animal, e em que o antigeno ex-
pressado no animal depois de sua transdugao com o vetor lentiviral induz
imunidade protetora contra um microorganismo infeccioso como, por exem-
plo, Virus do Nilo Ocidental. Em uma modalidade, o vetor lentiviral compre-
ende um &cido nucléico que codifica uma proteina de membrana de um mi-
croorganismo infeccioso (em particular, que codifica uma proteina de involu-
cro e, mais preferenciaimente, a E-glicoproteina de invdlucro do Virus do
Nilo Ocidental, ou seu fragmento). O vetor lentiviral pode compreender um
acido nucléico que codifica a E glicoproteina truncada na terminagao carbo-
xila do Virus do Nilo Ocidental, sem a regido de ancoragem transmembrana,
por exerhplo, uma E-glicoproteina truncada na terminagéo carboxila compre-
endendo os residuos 1 — 441 da E-glicoproteina de invélucro de virus do Nilo
‘Ocidental cepa 1S-98-ST1. Em outra modalidade, o acido nucléico heterélo-
go codifica uma variante da E-glicoproteina de invélucro do Virus do Nilo
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Ocidental. Em uma modalidade, a invengdo engloba um &cido nucléico hete-
rélogo que se hibridiza, sob condi¢des de hibridizagao rigbrosa, aqueles
descritos a seguir, por exemplo, a um &cido nucléico do Virus do Nilo Oci-
dental cepa 1S-98-ST1, que codifica a E-glicoproteina de involucro.

Objetos e vantagens adicionais da invengao séréo apresenta-
dos, em parte, na descrigdo a seguir e, em parte, serao dbvios com a descri-
¢do, ou podem ser aprendidos pela prética da invengéo. Os objetos e vanta-
gens da invengéo serdo obtidos e atingidos por meio dos elementos e com-
binagdes particularmente indicadas nas reivindicagéesvanexas. |
BREVE DESCRICAQ DOS DESENHOS

A figura 1 mostra a expressdo de SEwnv em células 293T transdu-

zidas com TRIP/sEwnv. (A) Representagdo esquematica do vetor TRIP/sEwny. O
cDNA de 1S-98-ST1 que codifica sEwny foi subclonado do plasmidio TOPO/
sEwnv [29] no vetor lentiviral TRIP entre os sitios de clonagem BsiW1 e Bs-
sHIl e sob o controle do promotor precoce imediato do citomegalovirus hu-
mano (CMVie). LTR = Repetigdo Terminal Longa. (B) Detecgé@o da proteina
sEwnv em células 293T transduzid_as com TRIP/sEWNV. As células 293T fo-
ram transduzidas com a quantidade de particulas de vetor TRIP/sEwny equi- .
valente a 100 ng/mL de antigeno p24 (esquerda), ou deixadas néo transdu-

zidas (direita). 48 horas apo6s a transdugdo, as células 293T foram imunotin-

gidas com HMAF anti-WNV (Fluido Ascitico de Camundongo Hiperimune).

A figura 2 mostra a detecgao de anticorpos anti-Ewnv €m soros
~ de camundongos vacinados com TRIP/sEwny. Células Vero foram infebtadas
com WNV cepa 1S-98-ST1 (WNV) ou falsamente infectadas (sem virus). Li-
sados celulares radiomarcados foram imunoprecipitados com soros imunes
reunidos (diluicdo a 1:100). As amostras foram analisadas por SDS-15%
PAGE sob condigdes néo redutoras. (A) Soros de camundongos imunizados
com TRIP/sEwnv coletados nos dias 6, 13, 20 e 27 apds a imunizagao (p.i.)
(B) Soros de camundongos BALB/c-MBT congénicos resistentes inoculados |
com WNV (soros para WNV). Anti-soros para virus da linfocoriomeningite
(LCMV) foram usados como um controle negativo. As glicoproteinas estrUtu-
rais de WNV C, prM e E e as proteinas ndo estruturais NS3 e NS2A sao
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mostradas. (C) Soros de camundongos imunizados com TRIP/sEwny coleta-
dos 21 dias ap6s o desafio com‘WNV, que foi realizado 7 ou 14 dias apés a
imunizagao. Coon controle positivo, antigenos virais foram imunoprecipita-
dos com HMAF anti-WNV. _

A figura 3 mostra que a :nanvag;ao termlca de particulas de vetor
- TRIP/sEwnv abole a transdugdo. Células 293T foram transduzidas com um
vetor TRIP/GFP (66 ng de antigeno p24 por mL) inativadas termlcamente
(70°C durante 10 min).ou ndo. 48 h apos a transdugao, a expressao de GFP
foi detectada por FACS. _ |

| A figura 4 mostra a sequiéncia de &cido nucléico (SEQ ID NO: 9)
da forma secretada de E-gllcoprotema de Virus do Nilo Ocidental cepa IS-
98?ST1 com cédons de partida e de parada adicionados nas extremidades
da sequéncia.

A figura 5 mostra a sequéncia de &cido nucléico (SEQ 1D NO
10) da forma secretada de E-glicoproteina de Virus do Nilo Ocidental cepa
IS-98-ST1.

A figura 6 mostra a sequéncia de acido nucléico (SEQ ID NO:
11) da forma secretada de E-glicoproteina de Virus do Nilo Ocidental cepa
1IS-98-ST1. A seqiiéncia de sinal na terminagdo N esta sublinhada.

A figura 7 mostra a sequéncia de aminoacidos do Dominio 1l
(SEQ ID NO: 12) da E-glicoproteina de Virus do Nilo Ocidental cepa 1S-98-
ST1.

A figura 8 mostra a sequéncia de &cido nucléico completa do
vetor lentiviral pTRIPSEwny (SEQ ID NO: 13) portanto a sequéncia heterolo-
ga da E-glicoproteina de Virus do Nilo Ocidental truncada do Virus do Nilo
Ocidental cepa 1S-98-ST1.

DESCRICAQ DETALHADA
Foram descobertos vetores lentivirais para induzir respostas

humorais protetoras. Em uma modalidade, os vetores lentivirais sao vetores
retrovirais deficientes em replicagdo, compreendendo seqléncias ativas cis
‘necessarias para a transcri¢éo reversa (regides PPT 3, PBS e R das LTRs),
importagéo nuclear (cPPT-CTS) e integragdo (psi), e um &cido nucléico hete-
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rélogo que codifica um antigeno. Nesta modalidade, proteinas estruturais e
enzimaticas sdo fornecidas em “trans". Os vetores lentivirais podem com-
preender seqijénCias de repeti¢do de integragéo (IR) e Tips da LTR, assim
como seqléncias transcricionais como ORF e promotores. A particula de
vetor lentiviral pode ser pseudotipada por qualquer invélucro viral ou n&o
viral para facilitar sua entrada na célula alvo. Um sitio preferido no vétor len-
tiviral para insergdo do &cido nucléico heterologo esta entre as dois LTRs,
conforme explicado abaixo. Alternativamente, o acido nucléico heterélogo -
pode ser, por exemplo, inserido nas regides U3 ou U5 das LTRs, ou forneci-
do como um substituto para as fegiées U3 ou U5 das LTRs.

Em uma modalidade, o vetor lentiviral compreende um acido nu-
cléico heterélogo que codifica um peptidio portando pelo menos um epftopo
B. Em modalidades preferidas, o acido nucléico heterdlogo codifica uma pro--
teina de membrana de um microorganismo infeccioso como, por exemplo,
uma proteina de invélucro. Em uma modalidade preferida, o acido nucléico
heterdlogo codifica E-glicoproteina de involucro do Virus do Nilo Ocidental,
ou seu fragmento. _

O termo "vetor lentiviral” significa que o vetor contém uma se-
quéncia polinucleotidica que: (1) ndo esta assdciada a todo ou a parte de um
polinucleotideo ao qual esteja associado na natureza, (2) esté ligada a um
polinucleotideo diferente daquele ao qual esta ligado na natureza, ou (3) nao
ocorre na natureza. Vetores lentivirais da invengdo englobam vetores deri-
vados de, por exemplo, HIV-1, HIV-2, SIV (virus da imunodeficiéncia simia),
EIAV (virus da anemia infecciosa equina), FIV (virus da imunodeficiéncia
felina), CAEV (virus da artrite encefalite caprina) e VMV (virus Visna/maedi).
Vetores lentivirais também englobam lentivirus quiméricos derivados de pelo
menos dois lentivirus diferentes.

Os termos "polipeptidio” e "proteina", usados aqui de maneira
intercambiavel, referem-se a uma forma polimérica de aminodcidos de qual-
quer comprimento e inclui aminoacidos quimica ou bioquimicamente modifi-
cados ou derivatizados, assim como polipeptidios com estruturas principais
peptidicas modificadas. O termo inclui proteinas de fusdo, como proteinas
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de fusdo GST e proteinas PEGiladas, proteinas de fusao com uma seqién-
cia de aminoéacidos heterdloga, fusdes com sequéncias lideres heterdlogas
ou homélogas, com ou sem residuos metionina N-terminais; proteinas imu-
nologicamente etiquetadas; e outras.

Um "fragmento” de uma seqiiéncia pollpept|d|ca se refere a uma
~ seqliéncia polipeptidica que seja mais curta que a sequiéncia de referéncia,
mas'que retenha uma fungdo ou atividade bioldgica que seja reconhecida
como a mesma do polipeptidio de referéncia. Essa atividade pode incluir, por
exemplo, a capacidade de estimular uma resposta imune. Um fragmento
retém pelo menos um epitopo do polipeptidio de referéncia.

O termo "purificado”, conforme aqui usado, significa que um po-
Iipéptidio essencialmente livre de associagdo com outras proteinas ou poli-
peptidios, por exemplo, como um produto de purificagcéo de cultura de célu-
las hospedeiras recombinantes ou como um produto purificado de uma fonte
ndo recombinante. O termo "substancialmente purificado”, conforme aqui
usado, refere-se a uma mistura que contenha um polipeptidio e seja essen-
cialmente livre de associagdo com outras proteinas ou polipeptidios, exceto
pela presenga de proteinas conhecidas que possam ser removidas usando-
se um anticorpo especifico, e esses polipeptidios substancialmente purifica-
dos podem ser usados COMO um antigeno.

O termo “antigeno”, conforme aqui usado, significa uma subs-
tancia capaz de estimular uma resposta imune. Antigenos preferidos englo-
bam pelo menos um epitopo B, em 'que um epitopo B é capaz de gerar uma
respdsta imune humoral. Esses antigenos preferidos incluem, por exemplo,
antigenos de superficie, como proteinas de invélucro ou outras de membra-
na, e seus fragmentos.

O termo "patégeno", conforme aqui usado, significa um agente
causador especifico de doenga e pode incluir, por exemplo, qualquer bacté-
ria, virus ou parasita.

O termo "doenca", conforme aqui usado, significa uma interrup-
¢80, cessagéo ou transtorno da funcdo, sistema ou 6rgédo do corpo. Doengas

preferidas incluem doengas infecciosas.
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O temro "imunidade‘_humora.l", conforme'aqui usado, significa
anticorpos gerados por um antigeno e todos 0s processos acessorios que a
acompanham. |

N O termo "imunidade humoral protetoré", conforme aqui usado,
significa uma resposta imune humoral que confere o componente essencial
de protecdo contra um paiégeno. _

O termo "imunidade humoral esterilizante", confo'rme aqui usado,
significa uma resposta imune humoral que impede o estabelecimento de
qualquer infecgéo detectavel por um patogeno.

O termo "imunidade humoral de longa duragdo", conforme aqui
usado, significa que algum aspecto da imunidade humoral & detectavel trés
meses apdés a administragdo do antigeno como, por exemplo, anticorpos
gerados pelo antigeno. Métodos adequados de detecgdo de anticorpos in--
cluem, mas ndo se limitam a, métodos como ELISA, imunoﬂuorescéncia (I-
FA), testes de neutralizagdo de redugéo de foco (FNRT), imunoprecipitagao
e Western Blotting. '

O termo "resposta humoral neutralizadora’, conforme aqui usa-
do, significa que os anticorpos gerados durante a imunidade humoral blo-
queiam diretamente a capacidade de um patégeno de infectar células.

} O termo "resposta rapida", conforme aqui usado, significa que a
imunidade humoral protetora é conferida até trés semanas apds a adminis-
tracao dd antigeno. O termo "resposta muito répida“, conforme aqui usado,
significa que a imunidade humoral protetora é conferida até uma semana
ap6s a administragdo do antigeno.

Reacdes de hibridizagdo podem ser realizadas sob condigOes de
diferente "rigor®. Condigdes que aumentam o rigor de uma reagao de hibridi-
zagdo sdo conhecidas na técnica. Por exemplo, condicdes rigorosas tanto
para hibridizacdo de DNA/DNA, quanto de DNA/RNA sao descritas em
Sambrook e Russell, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 32 Ed., CoIdA
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 2001. Além disso,
aqueles versados na técnica saberiam como modificar as condi¢gdes quando
necessario para o grau de rigor requerido para uma hibridizagao particular.
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, Exemplos de condig¢des ,relévantés incluem (em ordem de rigor
crescente); temperaturas de incubagdo de 25°C, 37°C, 50°C e 68°C; concen-
tragdes de tampdo de 10 x SSC, 6 x SSC, 1 x SSC, 0,1 x SSC (em que 1
SSC é 0,15 M de NaCl e 15 mM de tampa&o citrato) e seus equivalentes, u-
sando outros sistemas de tamp&o; concentragbes de formamida de 0%,
- 25%, 50% e 75%; tempos de incubagdo de 5 minutos a 24 horas; 1, 2 ou
mais etapaé de lavagem; tempos de incubagdo de lavagem de 1, 2 ou 15
minutos; e solugdes de lavagem de 6 x SSC, 1 x SSC, 0,1 x SSC ou agua
desionizada. | | o

Um exemplo de condi¢bes de hibridizagao rigorosas é a hibridi-
zacdo a 50°C e 0,1 x SSC (15 mM de cloreto de s6dio/1,5 mM de citrato de
sédio). Oufro exemplo de condigbes de hibridizag&o rigorosas é a incubacgéo
durante uma noite a 42°C em uma solugao contendo 50% de formamida, 1 x
SSC (150 mM de NaCl, 15 mM de citrato de sédio), 50 mM de fosfato de
sodio (pH 7,6), 5 x solucdo de Denhardt, 10% de sulfato de dextrano e 20
ng/mL de DNA de esperma de salm&o desnaturado e cisalhado, seguido por
lavagem dos filtros em 0,1 x SSC a cerca de 65°C. Um exemplo adicional de
condices de alto rigor inclui a hibridizagdo aquosa (por exemplo, livre de
formamida) em 6 x SSC (em que 20 x SSC contém 3,0 M de NaCi e 0,3 M
de citrato de s6dio), 1% de dodecil sulfato de sédio (SDS) a 65°C durante
cerca de 8 horas ( ou mais), seguido por uma ou mais lavagens em 0,2 X
SSC, 0,1% de SDS a 65‘—’C_.

Um polipeptidio "variante®, conforme aqui citado, significa um
polipeptidio substancialmente homélogo ao polipeptidio de reféréncia, mas
que tenham uma seqiiéncia de aminoacidos diferente da de polipéptidibs de
referéncia devido a uma ou mais delecdes, insergdes ou substituigbes. A
sequiéncia de aminodcidos variante é, de préferéncia, pelo menos 90% idén-
tica ao polipeptidio de referéncia e, o mais preferivelmente, pelo menos 95%
idéntica. A porcentagem de identidade pode ser determinada, por exemplo,
por comparagdo da informagdo de seqliéncia usando-se o programa de
‘computador GAP, versao 6.0, descrito por Devereux et al. (Nucl. Acids Res.
12:387, 1984) e dispohivel no Grupo de Computagcdo Genética da Universi-
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dade de Wisconsin (UWGCG). O programa GAP utiliza o método de alinha-
mento de Needleman e Wunsch (J. Mol. Biol. 48:443, 1970),' conforme revi-
sado por Smith e Waterman (Adv. Appl. Math 2:482, 1981). Os parametros |
de default preferidos para o programa GAP incluem: (1) uma matriz de com-
paragdo binaria (contendo um valor de 1 para identidades e 0 para nao iden-
tidades) para nucleotideos, e a matriz de comparagdo ponderada de Gribs-
kov e Burgess, Nucl. Acids Res. 14:6745, 1986, conforme descrita por Sch-
wartz e Dayhoff, eds., Atlas of Protein Sequence and Structure, Fundagéb_ :
Nacional de Pesquisa Biomédica, pp. 353-358, 1979; ’(2) uma penalidade de
3,0 para cada vao e uma penalidade de 0,10 adicional para cada simbolo em
cada v&o; e (3) nenhuma penalidade para vdos de extremidades.

Variantes podem compreender seqliéncias conservadoramente
substituidas, significando que um dado residuo de aminoacido é substituido
por um residuo com caracteristicas fisico-quimicas similares. Exemplos de
substituicdes conservadoras incluem a substituicdo de um residuo alifatico
por outro, como lle, Val, Leu ou Ala entre si, ou substitui¢oes de um residuo
polar por outro, como entre Lys e Arg; Glu e Asp; ou GiIne Asn. Outras subs-
tituicdes conservadoras, por exemplo, substituicdes de regic")és inteiras com
caracteristicas de hibrofobicidade similares, sdo bem-conhecidas. Variantes
de polipeptidios de ocorréncia natural também estao englobadés pela inven-
¢do. Exemplos dessas variantes sao proteinaé que resultam de eventos de
jungéo dé mRNA alternados ou de clivagem proteolitica dos polipeptidios.
Variagdes atribuiveis a protedlise incluem, por exemplo, diférengas nas ter-
minagdes por expressdo em diferentes tipos de cé.lvulas hospedeiras, devido
a remocdo. proteolitica de um ou mais aminoacidos terminais dos polipepti-
dios. Variagdes atribuiveis a deslocamento de quadro incluem, por exemplo, -
diferencas nas terminagbes por expressdo em diferentes tipos de células
hospedeiras, devido a diferentes aminoacidos.

O termo "se liga especificamente a", no contexto da ligagéo de
anticorpos, refere-se a ligagdo de alta avidez e/ou alta afinidade de um anti-
corpo a um polipeptidio especifico ou, mais precisamente, a um epitopo ‘es-

pecifico de um polipeptidio especifico. A ligagao do anticorpo a esse epitopo
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é tipicamente mais forte que a ligagdo do mesmo anticorpo a qualquer outro
epitopo ou qualquer outro polipéptidio que ndo compreenda o epitopo. Esse
anticorpo é tipicamenté produiido por inje¢cdo do pblipeptidio especifico em
um animal para gerar a produgdo de anticorpos. Esse anticorpo pode ser
capaz de se ligar a outros polipeptidios em um nivel fraco, embora detecta-
- vel (por exemplo, 10% ou menos da ligagdo mostrada ao polipeptidio de in-
teresse). Essa ligagdo fraca, ou ligagdo de fundo, é prontamente discernivel
da ligagdo de anticorpo especifico,. por exemplo, com 0 uso de controles a-,
propriados. Em geral, anticorpos da invengéo se ligam especificamente a um
polipeptidio especifico com uma afinidade de Iigégéo de 107 M ou mais, de
preferéncia 10® M ou mais (por exemplo, 10° M, 10"° M, 10" e etc.).

Um "veiculo farmaceuticamente aceitavel" se refere a uma carga
sélida, semi-sélida ou liquida, diluente, material de encapsulagéo ou auxiliar
de formulagdo ndo téxico de qualquer tipo convencional. Um "veiculo farma-
ceuticamente acei’iével" é ndo toxico para os receptores as dosagens e con-
centragbes empregadas e é compativel com outros ingredientes da formula-
¢ao. Por exemplo, o veiculo para uma formulagao contendo polipeptidios de
preferéncia ndo inclui agentes oxidantes e outros compostos que sejam sa-
bidamente prejudiciais para polipeptidios. Veiculos adequados incluem, mas
néd se limitam a, agua, dextrose, glicerol, salina, etanol e suas combina-
coes. O veiculo pode conter agentes adicionais, como agentes umectantes
ou emulsificadores, agentes de tamponamento de pH ou adjuvantes que in-
tensifiquefn a eficacia da formulagdo. Veiculos topicos incluem petréleo li-
quido, palmitato de isopropila, polietileno glicol, etanol (95%), monolauréto
de polioxietileno (5%) em agua, ou lauril sulfato de sédio (5%) em égua. Ou-
tros materiais, como antioxidantes, ume_ctantes, estabilizadores da viscosi-
dade e agentes similares podem ser adicionados quando necessario. Inten-
sificadores da penetragdo percutanea, como Azone, também podem ser in-
cluidos.

A sequéncia do genoma completo do -Virus do Nilo Ocidental
cepa 1S-98-ST1 (ou STD) esta disponivel no GenBank numero de acesso AF
481864 (Gl: 19387527, versdo de 21 de maio de 2002).
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A invengao apresenta polipeptidios de E-glicoproteina de invélu-
cro isolados ou purificados, ou homogéneos, do Virus do Nilo‘Ocidental, tan-
to recombinantes, quanto nao recombinantes. Variantes e derivados de poli-
peptidios de E-glicoproteina de involucro nativa que podem ser usados cOmo
antigenos podem ser obtidos por mutagbes de seqléncias nucleotidicas que
codifiquem polipeptidios de E-glicoproteina de invélucro nativa. Alteragdes
da sequéncia de aminoéacidos nativa podem ser feitas por qualquer um dos
inimeros métodos convenmonans As mutagdes podem ser introduzidas em
loci particulares por sintese de ohgonucleotldeos contendo uma sequéncia
mutante, flanqueados por sitios de restricdo que permltam a ligagéo a frag-
mentos da seqliéncia nativa. Apos a ligacdo, a sequiéncia reconstruida resul-
tante codifica um analogo com a inser¢éo, substituicdo ou delecdo de ami-
noacndo desejada.

Alternativamente, podem-se empregar procedimentos de muta-
génese especificos para sitio e direcionados a oligonucleotideo, para forne-
cer um gene alterado, em que cddons predeterminados possam ser altera-
dos por substituigdo, delegao ou inser¢cao. Métodos exemphflcatlvos da pre-
paragdo das alteragcoes acima expostas s@o apresentados por Walder et al.
(Gene 42:133, 1986); Bauer et al. (Gene 37:73, 1985); Craik (BioTechniques,
janeiro de 1985, 12- 19); Smith et al. {Genetic Engineering: Principles and
Methods, Plenum Press, 1981); Kunkel (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488,
1985); Kunkel et al. (Methods in Enzymol. 154: 367, 1987); e patentes norte-
americanas n? 4.518.584 e 4. 737.462, todos aqw mcorporados por referén-
cia.

Em um aspecto da invengao, o vetor lentiviral pode ser utilizado
para preparar anticorpos que sé liguem especificamente a polipeptidios. O
termo "anticorpos" pretende incluir anticorpos policlonais, anticorpos mono-
clonais, seus fragmentos, como OS fragmentos F(ab’)2 e Fab, assim como
quaisquer parceiros de ligagdo produzidos de maneira recombinante. Os
anticorpos séo definidos-como se ligando especificamente se eles se ligaram
a polipeptidios de E-glicoproteina de invélucro com uma Ka maior qué ou

igual a cerca de 10’ M. As afinidades de parceiros de ligagao ou anticorpos.
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podem ser prontamente determinadas 'usando-se técnicas convencionais,
por exemplo, aquelas descrita_svpor Scatchard et al., Ann. N. Y. Acad. Sci.
51:660 (1949). Anticorpos policlonais podem ser prontamente gerados a par-
tir de varias fontes, por exemplo, cavalos, vacas, cabras, ovelhas, caes, gali-
nhas, coelhos, camundongos ou ratos, usando procedimentos bem-
conhecidos na técnica.

Vetores de expressdo recombinantes podem ser preparados u-
sando-se métodos bem-conhecidos. Para uma revisdo das téchicas de bio-
logia molecular; vide Sambrook e Russell', Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, CSHL Press 2001, 32 Ed. Os vetores de expressdo podem incluir
uma seqiéncia de enxerto, como a seqiiéncia de E-glicdproteu’na de invélu-
cro do Virus do Nilo Ocidental, operacionalmente ligada a sequéncias nucle-
otidicas reguladoras de transcricao ou tradugdo adequadas, como aquelas
deﬁvadas de um gene de mamifero, micrébio, virus ou inseto. Exemplos de
seqiiéncias reguladoras incluem promotores, operadores ou intensificadores
de transcricdo, um sitio de ligagéo ribossomal de mRNA e sequéncias apro-
priadas que controlem o inicio e término de transcricdo e tradugao. As se-
quéncias nucleotidicas estdo "operacionalmente ligadas" quando a sequién-
cia reguladora se relaciona funcionalmente com a seqiéncia de enxerto. As-
sim, uma sequiéncia nucleotidica promotora esta operacionalmente ligada a
uma sequéncia de E-glicoproteina de invélucro se a seqliéncia nucleotidica
promotora controlar a transcricdo da sequéncia de DNA da E-glicoproteina
de invélucro. A capacidade de se replicar nas células hospedeiras deseja-
das, normalmente conferida por uma origem de replicagdo, e um gene de
selecdo pelo qual transformantes sejam identificados também podem ser
incorporados no vetor de expressao.

Além disso, sequiéncias que codificam peptidios de sinal apro-
priados que ndo estejam naturalmente associados & sequéncia de enxerto
podem ser incorporados em vetores de expressao.

Células hospedeiras adequadas para expresséo incluem proca-
riotos, levedura ou células eucaridticas superiores. Vetores de clonagem e
expressdo apropriados para uso com hospedeiros celulares bacterianos,
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fungicos, de levedura e de mamifero sdo descritos, por exemplo, em Pou-
wels et al. Cloning Vectors: A Laboratory Manual, Elsevief, Nova lorque
(1985). '

Uma vez que o vetor lentiviral da invengéo tenha sido obtido,
pode ser usado para produzir anticorpos policlonais e mbnbclonais. Assim,
uma proteina ou polipeptidio expressaod in vivo ou ex vivo por meio do vetor
lentiviral da invengcdo pode ser usado para imunizar um hoépedeiro animal
por técnicas conhecidas na técnica. Essas técnica normalmente envolvem a
inoculacdo, mas podem envolver outros modos de administragdo. Uma
quantidade suficiente do vetor lentiviral € administrada para criar uma res-
posta imunogénica no hospedeiro animal. Pode-se usar qualquer hospedeiro
que possa ser infectado por lentivirus. Uma vez que o animal tenha sido i-
munizado, e tempo suficiente tenha passado para comegar a produzir anti-
corpos contra o antigeno, podem-se recuperar anticorpos policlonais. O mé-
todo geral compreende a remogdo de sangue do animal e a separag@o do
soro do sangue. O soro, que contém anticorpos contra o antigeno, pode ser
usado como um anti-soro para o antigeno. Alternativamenté, os anticorpos
podem ser recuperados do soro. A purificagdo por afinidade € uma técnica
preferida para a recuperagéo de anticorpos policlonais contra o antigeno do
soro. |

| Anticorpos monoclonais contra os antigenos da invengéo tam-
bém pode'm ser preparados. Um método para a produgao de anticorpos mo-
" noclonais reativos com os antigenos compreende as etapas de infecgao do
hospedeiro com o vetor lentiviral; recuperagao de células produtoras de anti-
corpos do bago do hospedeiro; fusdo das células produtoras de anticorpos
com células de mieloma deficientes na enzima hipoxantina-guanina fosfori-
bosil transferase para formar hibridomas; selegdo de pelo menos um dos
hibridomas por crescimento em um meio compreendendo hipoxantina, ami-
nopterina e timidina; identificagdo de pelo menos um dos hibridomas que
produz um anticorpo contra o antigeno, cultivo do hibridoma identificado para
“produzir anticorpos em uma quantidade recuperével; e recuperagao dos an-

ticorpos produzidos pelo hibridoma em cultura.
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Esses anticorpos policlonais ou monoclonais podem ser usados
em vérias aplicagoes. Entre essas estd a neutralizacdo de proteinas corres-
pondentes. Também podem ser usados para detectar antigenos virais em
preparacdes bioldgicas ou na purificagdo das proteinas, glicoproteinas ou
suas misturas correspondentes, por exemplo, quando usados em colunas
cromatograflcas de afinidade.

Os polipeptidios de E-glicoproteina de mvolucro podem ser usa-
dos como antigenos para identificar anticorpos contra o Virus ‘do’ Nilo Oci-
dental em materiais e para determinar a concentragdo dos anticorpos nesses
materiais. Assim, os antigenos podem ser usados para determinagao quali-
tativa ou quantitativa do virus em um material. Esses materiais incluem teci-
do‘ animal e células animais, assim como fluidos biolégicos, como fluidos
corporais de animais, incluindo soros de animais. Quando usados como um
reagente em um imunoensaio para determinar a presenga ou concentragao
dos naticorpos contra o Virus do Nilo Ocidental, os antigehos proporcionam
um ensaio que é conveniente, rapido, sensivel e especifico.

Mais particularmente, os antigenos podem ser empregados para
a detecgdo de infecgdo por microorganismos patogénicos (em particular,
Virus do Nilo Ocidental) por meio de imunoensaios que sejam bem-
conhecidos para uso na detecgéo_du quantificagdo de componentes humo-
rais em fluidos. Assim, interagdes antigeno-anticorpo podem ser diretamente
observadas ou determinadas por reagoes secundarias, como precipitagao ou
aglutinagdo. Além disso, também se podem empregar técnicas de imunoele-
troforése. Por exemplo, pode-se utilizar a combinagéo classica de eletrofore-
se em agar seguida por reagdo com anti-soro, assim como eIetroforeSe bi-
dimensional, eletroforese foguete e imunoetiquetagem de padroes de gel de
poliacrilamida (Western Blot ou imunotransferéncia). Outros imunoensaios
em que antigenos da presente invengdo podem ser empregados incluem,
mas néd se limitam a, radioimunoensaio, ensaio de imunoprecipitagdo com-
petitiva; imunoensaio de enzima e ensaio de imunofluorescéncia. Deve-se
entender que se podem erhpregar técnicas turbidimétricas, colorimétricas. e

nefelométricas. Prefere-se um imunoensaio baseado na técnica de Western
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Blot.

Os imunoensaios podem ser realizados por imobilizagéo de um
dos‘imunorreagehtes sobre a superficie de um veiculo, enquantb se retém a
imunorreatividade do reagente. O imunorreagente reciproco pode ser ndo
etiquetado ou etiquetado, de modo que a imunorreatividade também seja
retida. Essas técnicas sdo particularmente adequadas para uso em imuno-
ensaios de enzima, como ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA) e
imunoensaio de enzima por inibicdo competitiva (CIEIA). | ; |

Quando quaiquer um dos imunorreagentes esta fixado em um
suporte solido, o suporte normalmente € um m'atenal de vidro ou pléastico.
Preferem-se materiais de plastico moldados na forma de placas, tubos, gl6-
bulos ou discos. Exemplos de materiais de plastico adequados sé&o poliesti-
reno e cloreto de polivinila. Se o imunorreagenté ndo se ligar prontamente ao
suporte solido, pode-se posicionar um material de veiculo entre o reagente e
o suporte. Exemplos de materiais de veiculo adequados sao proteinas, como
albumina sérica bovina, ou reagentes quimicos, como glutaraldeido ou uréia.
O revestimento da fase sélida pode ser realizado usando-se técnicas con-
vencionais. |

A invencdo apresenta um vetor lentiviral imunogénico e, mais
particularmente, um vetor lentiviral protetor para gerar uma resposta proteto-
ra contra o Virus do Nilo Ocidental. Esses vetores lentivirais podem ser, por-
tanto, empregados como vacinas virais por administragao do vetor lentiviral a
um animal suscetivel a um microorganismo patogénico (uma bactéria, um
virus, um parasita) e sdo utilizdveis na prevengédo de infeccdes. Em uma
modalidade, os vetores lentivirais da invengdo compreendem um acido nu-
cléico heterdlogo que codifica uma proteina de membrana de flavivirus, por -
exemplo, do Virus do Nilo Ocidental, e sdo utilizaveis para prevenir infec-
¢oes, por exemplo, infecgédo pelo Virus do Nilo Ocidental. Podem-se empre-
gar modos de administragdo convencionais. Por exemplo, a administracao
pode ser realizada pelas vias oral, respiratéria, parenteral, via sublingual, via
intranasal, via subcutanea ou via intradérmica. |

As composi¢cdes de vacina da invengdo sao admlmstradas de
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maneira compativel com a formulagdo da dosagem e em uma quantidade
que seja terapeuticamente eficaz e imunogénica. A quantidade a ser admi-
nistrada depende do sujeito a ser tratado, incluindo‘, por exemplo, a capaci-
dade do sistema imune do individuo de induzir uma resposta imune.

O cronograma de imunizagao dependera de varios fatores, como
" a suscetibilidade do hospedeiro & infecgdo, o peso do hospedeiro e a idade
do hospdeiro. Uma Unica dose da vacina da invengao pode ser administrada
ao hospedeiro, ou se pode seguir um curso primario de imunizagao, em que
varios doses sejam administradas a intervalos de tempo. Doses subsequen-
tes usadas como reforgos podem ser administradas quando necessario apos
0 curso primario. |

Uma resposta imunogénica pode ser obtida por administragdo
do vetor lentiviral da invengdo ao hospedeiro em uma quantidade de cerca
de 10 a cerca de 500 microgramas de antigeno por quilograma de peso cor-
poral, de preferéncia de cerca de 50 a cerca de 100 microgramas de antige-
no por quilograma de peso corporal. As proteinas e vacinas da invengao po-
dem ser administradas juntamente com um veiculo fisiologicamente aceita-
vel. Por exemplo, pode-se empregar um diluente como dgua ou uma solugéo
salina.

Para melhor atingir os objetivos de acordo com as finalidades da
presente invengdo, descreve-se um kit capaz de diagnosticar uma infecgao
por Virus‘do Nilo Ocidental. Esse kit, em uma modalidade, contém os anti-
corpos desta invengdo, que sdo capazes de se ligarem a E-glicoproteina de
invélucro do Virus do Nilo Ocidental. Esse kit, em outra modalidade, contem
os polipeptidios desta inveng&o, que sdo capazes de detectar a presen¢a ou
auséncia de anticorpos que se ligam ao polipeptidio de E-glicoproteina de
involucro.

Esta invencgdo sera descrita em maiores detalhes nos Exemplos
a seguir.

Exemplo 1: Materiais e Métodos

Cultura celular e preparagdes de virus. Células 293T humanas e

células Vero de rim de macaco verde africano foram cultivadas em meio Ea-
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gle modificado de Dulbecco (DMEM) Glutamax (GIBCO) suplementado com
10% ou 5% de Soro de Novilho Fetal (FCS) inativado por calor, respectiva-
mente. A cepa 1S-98-ST1 de WNV (GenBank nimero de acesso AF 481864)
[31], uma variante intimamente relacionada a cepé NY99 [32 — 34], foi pro-
pagada em monocamadas de células AP61 de mosquito Aedes pseudoscu-
tellaris. A purificagdo em gradientes de sacarose e a titulagdo do virus em
células AP61 por ensaio de imunodetecgdo de foco (FIA) uéando Fluido AS-
citico de CamUndongo Hiperimune anti-WNV (HMAF) foram efetuadas con-
forme anteriormente descrito [29, 31, 35]. Os titulos de infectividade foram
expressos como Unidades Formadoras de Focos (FFU).

Construgao e prddugéo do vetor lentiviral. O cDNA de 1,4 kb que
codifica a E glicoproteina truncada na terminagéo carboxila, sem a regiao de
ancoragem transmembrana (residuos E-1 a E-441; chamado de sEwnv) de
WNV cepa 1S-98-ST1 é descrito em outro lugar [29]. O cDNA que codifica
sEwnv ja foi modificado por PCR para ser flanqueado nas extremidades de
quadro de leitura aberta por sitios de endonucleases de restrigdo BsiWI e
BssHIl. O cDNA foi digerido com BsiWi e BssHII e, entao, clonado nos sitios
BsiWI e BssHII tnicos do plasmidio pTRIP AU3 CMV. O plasmidio de vetor
resultante pTRIP.AU3.CMV.sEwny. (daqui por diante chamado de p-
TRIP/sEwny) contém a sequéncia de sE glicoproteina de 1S-98-ST1 sob 0
controle do promotor precoce imediato de citomegalovirus (CMVie).

| Particulas de vetor foram produzidas por co-transfecgcao com
fosfato de calcio transitéria de células 293T com o plasmidio de vetor p-
TRIP/sEwny, um plasmidio de encapsidagéo (p8.7; [36]), € um plasmidio de
expressao de invélucro VSV-G (pHCMV-G; [37]) conforme anteriormente.
descrito [38]. A quantificagdo do teor de antigeno p24 de particulas de vetor.
concentradas foi feita com um kit de ELISA HIV-1 p24 comercial (Perkin El-
mer LifeSciences).

PCR quantitativa. Para a detecgéo das seqliéncias de U5-R no vetor
lentiviral, os iniciadores e sondas usados foram os seguintes: sondas LTR-FL 5'-
CACAACAGACGGGCACACACTACTTGA-fluoresceina-3 (SEQ 1D NO:1),
LTR-LC 5'-RED640-CACTCAAGGCAAGCTTTATTGAGGC-fosforilada-3"
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(SEQ ID NO:2), iniciadores AAS5M
5-GCTAGAGATTTTCCACACTGACTAA- -3 (SEQ ID NO:3), M667 &-
GGCTAACTAGGGAACCCACTG-S' (SEQID NO:4) [39). Para a detecgao de
CD3, as sequéncias dos iniciadores e sondas foram as seguintes: sondas
CD3-P1
5- GGCTGAAGGTTAGGGATACCAATATI'CCTGTCTC -fluoresceina-3’ (SEQ
ID NO:5), CD3-P2
5'-RED705- CTAGTGATGGGCTCTTCCCTTGAGCCCTTC -fosforilada-S’
(SEQ ID NO:6) e iniciadores CD3-in-F &-GGCTATCATTCTTCTTCAAGGTA-S’ ’
(SEQ ID NO:7) e CD3-in-R 5-CCTCTCTTCAGCCATTTAAGTA-S’ (SEQ ID
NO:8). Os iniciadores e sondas foram sintetizados por Proligo (Franga). O
DNA gendmico de aproximadamente 3,10° células 293T transduzidas com
vetor lentiviral foi isolado 48 h apés a transdugao usando o Minikit de DNA -
no Sangue OIAamp® (QIAGEN, GmbH, Hilden). Para a analise de PCR em
tempo real, 5uL de DNA foram misturados com 15uL de uma mistura-mestra
de PCR consistindo em 1X Jumpstart® Taq ReadyMix® (Sigma), 1,9 mM de
MgClz, 1,5 uM de iniciadores direto e reverso (AA55M/M667 ou CD3-in-
F/CD3-in-R), 200 nM das sondas (LTR-FL/LTR-LC ou CD3-P1/CD3-P2) e
1,5 unidade de Taq DNA Polimerase (Invitrogen). As amplificagdes foram
realizadas em um LightCycler 2.0 (Roche Applied Science), usando um ciclo
de 95°C durante 3 min e 40 ciclos de 95°C durante 5 s, 55°C durante 15 s e
722C durante 10 s. Para levar em consideragdo qualquer possivel contami-
nacdo com plasmidio dos estoques de vetor, DNA de células 293T transdu-
zidas cbm vetor inativado com calor (10 min a 70°C) foi sempre testado em
- paralelo. Para controles negativos, usaram-se 5 pyL de DNA gehémico de
células ndo transduzidas. Cada amostra de DNA foi testada em duplicata, e
se relataram os valores médios. Diluigdes sériadas de dez vezes de concen-
tragdo conhecida do plasmidio pTripCD3, contendo as seqléncias relevan-
"tes U5-R e CD3, foram amplificadas em paralelo com amostras de DNA para
gerar uma curva padrao. |
O numero total de copias de vetor por célula foi calculado por
normalizagdo do numero de copias de U5-R com relagao ao numero de célu-
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las 293T, conforme QUantificado pelo ndmero de copias de moléculas de
CD3 na mesma amostra de DNA gendmico, e, entao, subtragéo do numero
de copias obtidas das células transduzidas com vetor e inativadas com calor.

Anti-soros de camundongo contra WNV Fluido Ascitico de Ca-

undongo Hlperlmune anti-WNV (HMAF) foi obtido por imunizagéo repetida

de camundongos adultos com WNV cepa 1S-98-ST1, seguido por inoculagao
de sarcoma 180. Os soros contra WNV foram obtidos pof imunizagdo de
camundongos congénicos BALB/c-MBT resistentes a WNV com 10° FFU de.
IS-98-ST1, conforme anteriorménte descrito [31]. Anticorpos anti-WNV poli-
clonais de camundongo foram coletados 1 més apds a inoculagao.

Imunizagédo de camundongos e desafio com WNV. Todos os ex-
perimentos com animais foram conduzidos de acordo com as diretrizes do
Escritério do Laboratério de Cuidados com Animais do Instituo Pasteur. Ca-
mundongos 129 de seis a oito semanas de idade foram inoculados por intra-
peritoneal (i.p.) com doses varidveis de particulas de vetor TRIP/sEwny €M
0,1 mL de PBS de Dulbecco (DPBS; pH 7,5) suplementado com albumina
sérica bovina a 0,2% tamponada (DPBS/0,2% de BSA, Sigma). O desafio
com WNV foi realizado por inoculagéo i.p. da cepa neurovirulenta de WNV
IS-98-ST1 (DLso i.p. = 10 FFU), conforme anteriormente descrito [29, 31]. Os
camundongos desafiados foram monitorizados diariamente quanto a sinais
de morbidade ou mortalidade, durante até 21 dias.

| Medicédo das respostas de anticorpos séricos. Os camundongos

~ foram sangrados pela via periorbital, e os soros foram inativados com calor
durante 30 min a 56°C. Os anticorpos anti-WNV forém detectados por ELISA
usando WNV 1S-98-ST1 purificado com sacarose como}antigeho viral [29,
31]. Imunoglobulina anticamundongo conjugada a peroxidase (H+L) (Jack-
son Immuno Research) a uma diluicio de 1:4.000 e IgM (especifica para
cadeia ) ou IgG (especifica para cadeia y) anticamundongo conjugada a
peroxidase (Sigma) a uma diluigdo de 1:20.000 foram usadas como anticor-
pos secundarios. O titulo final foi calculado como a reciproca da ultima dilui-
¢do que gerava duas vezes a densidade optica (DO) de soros de camUn-

dongos inoculados com TRIP/GFP que serviram de controles negativos.
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Anticorpos neutralizadores anti-WNV foram detectados por um
teste de'neutralizagéo por redugdo de foco (FRNT) em células Vero, confor-
me anteriormente descrito [29]. O titulo final foi calculado como a reciproca
ou a diluigdo de soro mais elevada testadé que reduzia o numero de FFU em
90% (FRNTgo). | | |

Ensaio de radioimunoprecipitagao. Células Vero cultivadas em
um baldo de 25 cm? foram infectadas com WNV cepa 1S-98-ST1 a uma alta
multiplicidade de infecgdo. 20 h apds a infecgéo, as células foram submeti-
das a fome durante 1 h em DMEM depletado de metionina (ICN Biomedi-
cals) e radiomarcadas com 100 uCi/mL de Trans®S-Label™/mL (ICN Bio-
medicals) durante 3 h. Depois de trés lavagens com PBS.frio, as células fo-
ram lisadas com tampéo de lise RIPA (50 mM de Tris-Cl, 150 mM de NaCl,
10 mM de EDTA, 1% de Triton X-100, 0,5% de desoxicolato, 0,1% de SDS,
pH 8,0) suplementado com 25 ug/mL de aprotinina (Sigma) durante 10 min a
4°C. Os lisados de células foram, entdo, clarificados por centrifugagcao a
10.000 rpm durante 5 min a 4°C. O ensaio de radioimunoprecipitagao (RIP)
foi efetuado conforme anteriormente descrito [29, 40]. Os antigenos virais
foram imunoprecipitados com anticorpos anti-WNV de camundongo. As a-
mostras foram analisadas por SDS-15% de PAGE sob condigdes néo redu-
toras.

Ensaios de imunofluorescéncia indireta e citometria de fluxo. Pa-
ra a andlise de imunofluorescéncia indireta (IF), células 293T humanas culti-
vadas em um Glass-Labteks de 8 cadmaras (Nunc) foram transduzidas com
particulas de vetor TRIP/sEwny. Apés 48 h, as células foram fixadas com
paraformaldeido a 3% (PFA) em PBS durante 20 min e permeabilizadas com
0,1% de Triton X-100 em PBS durante 4 min. As células foram incubadas
com um HMAF anti-WNV a uma diluigdo de 1:100 em PBS durante 1 h. Apos
bloqueioc com DPBS/0,2% de BSA, as células foram adicionalmente incuba-
das com um anticorpo 1gG anticamundongo conjugado a Cy3 (Amersham
Pharmacia) a uma diluicdo de 1:500 em DPBS/0,2% de BSA. Os nucleos

‘das células foram visualizados com DAPI. As laminas foram examinadas

usando-se um microscopio Zeiss Axioplan com o sistema ApoTOme.
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Para a analise de citometria de fluxo, células 293T cultivadas em
baldes de 25 cm?® foram transduzidas com TRIP/GFP, inativado com calor
(70°C durante 10 min) ou ndo. Em 48 h, as células foram soltas, lavadas e
fixadas com 2% de PFA. A intensidade de fluorescéncia de GFP foi medida
por FACS e analisada com o software CellQuest. |
Exemplo 2: Expressdo da forma secretada da E glicoproteina de WNV pelo
vetor lentiviral TRIP recombinante |

Para avaliar se a imunizagdo com uma vacina a base de vetor
lentiviral pode proteger contra encefalite por WNV, gerou-se um vetor lentivi-
ral, TRIP/sEwny, que expressa uma forma solivel da E glicoproteina do
WNV cepa 1S-98-ST1 (sEwnv) sob o controle do promotor precoce imediato
‘de CMV (CMV,,) (figura 1A). Demonstramos anteriormente a secregéo efici-
ente de sEwnv N0 meio de cultura de células infectadas por um vetor de sa--
rampo recombinante [29]. A expressao de sEwny em células 293T transduzi-
das com vetor lentiviral foi examinada por imunofluorescéncia (figura 1B). 48
h apés a transdugdo, uma alta fragéo de células foram imunotingidas com
um padrdo que sugere que o sEwny Migrou através da via secretdria.

A quantidade de particulas fisicas no estoque de vetor usado
neste estudo foi determinada por um ensio ELISA comercialmente disponivel
contra a proteina de capsideo de HIV-1 p24 (Perkin Elmer Lifescience). O
titulo real do estoque de vetor foi calculado com base na transferéncia do
DNA do vetor para células alvo, usando um ensaio de PCR quantitativa. A
quantificagdo tanto de uma sequéncia especifica do vetor (U5), quanto de
um locus celular (CD3) fornece o numero de cépias de DNA de vetor médio
por célula. Isso permite uma titulagéo precisa da preparagao de vetor. O es-.
toque de vetor TRIP/sEwny usado neste estudo foi titulado em células 293T
humanas a 5,2 x 10’ unidades de transducéo (TU) por mL (correspondendo
a aproximadamente 900 TU/ng de p24 em células 293T humanas). Por ra-
z6es de simplicidade, serd expressada, nas seg¢bes a seguir, a quantidade
de particulas de vetor usada como ng de antigeno p24.

Exemplo 3: Uma Unica imunizagdo com TRIP/sEwny induz fortes resposias

de anticorpos
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Para avaliar a resposta imune humoral induzida pelo vetor lenti-
viral que expressa SEwnv, grupvo.s de camundongos 129 adultos foram inocu-
lados i.p. com urha Unica dose de particulas de vetor equivalente a 500 ng
de antigeno p24. Os vetores codificavam sEwnv Ou proteina GFP como con-
trole. Os camundongos foram sangrados periorbitaimente 6, 13, 20 ou 27
dias apos a imunizacdo, e os soros individuais ou reunidos foram testados
quanto a anticorpos totais anti-WNV, 1gG e IgM uéando-se um ELISA especi-
fico para iéotipo ja descrito [29]. A atividade neutralizadora in vitro dos soros
foi ensaiada por um teste de neutralizagao de redugéo de foco (FRNT) [29].

Nenhum anticorpo anti-WNV foi detectado nos soros de camun-
dongos de controle-}imunizados com TRIP/GFP. Soros de camundongos i-
munizados com TRIP/sEwny foram primeiro testados individuaimente, e dife-
rengas muito pequenas entre os animais foram observadas (média + DP no
dia 6 = 0,5 +0,3; dia 13 = 1,3 £ 0,5; dia 21 = 1,3 + 0,15; dia 27 = 1,4 + 0,15),
assim, nos experimentos seguintes, foram usados soros reunidos. Em ca-
mundongos imunizados com TRIP/sEwny, 0s anticorpos totais contra WNV
era detectaveis tdo cedo quanto 6 dias apds a imunizagédo, embora presen-
tes em uma baixa concentragdo. Como esperado nesse momento, apenas
anticorpos IgM anti-WNV foram detectados nos soros imunes. As respostas
de anticorpos totais aumentaram 10 vezes até atingir um platd no dia 13, e
foram, entdo, mantidas com o tempo. Nesses momentos posteriores (dia 13,
20, 27), os anticorpos IgM desapareceram, para serem substituidos por IgG
(Tabela 1). Esses soros eram reativos com E-glicoproteina de WNV de lisa-
dos de células Vero infectadas com 1S-98-ST1, conforme demonstrado pelo
ensaio RIP (figura 2A). |

Um teste de neutralizagéo de redugao de foco (FRNT) mostrou
que os soros de camundongos imunizados com TRIP/sEwny continham ni-
veis detectaveis de anticorpos anti-WNV neutralizadores tdo cedo quanto 6
dias apés a imunizagdo (Tabela 1). Juntos, esses dados mostram que se
monta uma resposta imune de anticorpos anti-WNV precoce e especifica em
camundongos inoculados com uma unica dose de particulas de vetor
TRIP/sEwnvy. ’
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Tabela 1. Resposta de anticorpos de camundongos inoculados com
' TRIP/SEwny | |

Vetor de imu-| Titulo de an-|Titulo de an-|Titulo de anti-| FRNTg anti-

nizagao® ticorpos con- |ticorpos  IgM | corpos IgG con- WNV°
| tra WNV® contra WNV® | tra WNV®

Dia de san-

gramento

TRIP/GFP

Dia 27 ND ND ND - |<10

TRIP/SEwny | | |

Dia 6 3.000 300 ND 10

Dia 13 30.000 ND 1.000 10

Dia 20 30.000 ND _ ~11.000 10

Dia 27 30.000 ND 1.000 20

a. Grupos de 6 camundongos 129 adultos foram inoculados i.p. com uma
quantidade de particulas de vetor lentiviral correspondendo a 500 ng de an-
tigeno p24. |

Exemplo 4: Imunizagdo com T'RIP/sEWNV confere protegao pre--
coce de camundongos contra encefalite por WNV |

Para se estabelecer se a imunidade humorallgerada em camun-
dongos apos a vacinaé;éo com TRIP/sEwnv era protetora, tirou-se vantagem
de um modelo de camundongo para desafio com WNV. De fato, aigumas
cepas de camundongos sdo extremamente sensiveis ao desafio com WNV
[31, 41], desenvolvem uma doenca neuroinvasiva letal similar & encontrada
em seres humanos [32, 42] e morrem poucos dias apés a inoculagdo. Gru-
pos de camundongos 129 que receberam uma Unica dose de 500 ng de p24
de particulas de vetor TRIP/sEwny ou TRIP/GFP foram desafiados por via
i.p. com 1.000 DLso i.p. de WNV cepa 1S-98-ST1 uma ou duas semanas de-
pois do primeiro contato.

Notavelmente, todos o0s camundongos imunizados com
TRI’P/sEWNV foram protegidos contra o desafio viral (1.000 DLso i.p.) tdo cedo
quanto 7 dias apés o primeiro contato. Todos os camundongos imunizados
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com o vetor de controle TRIP/GFP ou com DPBS morreram até 11 dias apos
o desafio (Tabela 2). De maneira interessante, os anticorpos totais contra
WNV aumentaram dez vezes apés o desafio, sugerindo que uma resposta
secundaria eficaz era montada em camundongos imunizados com
TRIP/sEwny (Tabela 2). Resultados equivalentes foram obtidos em camun-
~ dongos BALB/c (dados ndo mostrados). Esses resultados indicam que a va-
cinagﬁo corﬁTRlP/sEWNV confere uma resposta imune protetora muito rapida
e completamente protétora contra um desafio de alto WNV. | |

Tabela 2. Protegdo répida por TRIP/sEwny contra infecgéo por WNV

Vetor de imunizagao®, dia Pvrotec;e”aob (n9 de sobrevi-| Titulo de anticorpos contra
do desafio ventes/n? de infectados) | WNV apés o desafio®
DPBS _

Dia 7 02 NA

Dia 14 0/2 NA

TRIP/GFP

Dia 7 0/2 | NA

Dia 14 0/2 NA

TRIP/sEwny

‘Dia 7 6/6 200.000

Dia 14 6/6 300.000

a. Grupos de camundongos 129 adultos foram inoculados i.p. com uma uni-
ca dose de particulas de vetor lentiviral correspondendo a 500 ng de antige-
no p24 ou com DPBS.
Exemplo 5: Imunizagdo com TRIP/sEwnv gera imunidade antiviral esterilizante

| Para determinar se uma primo-infecgdo com WNV pode ocorrer
ou ndo em animais vacinados com o desafio, realizaram-se ensaios RIP em
soros reunidos de camundongos imunizados, coletados antes e, 21 dias de-
pois do desafio com WNV.

A proteina E era primeiro detectavel por ensaio RIP no dia 13

ap6s a imunizagdo usando-se soros reunidos de camundongos imunizados
com TRIP/sEwnv (figura 2A). A falta de detecgdo de anticorpos contra E em

soros imunes de uma semana pode ser atribuida a baixa avidez da proteina
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A por IgM em nosso ensaio RIP. Soros de camundongos de controle imuni-
zados com TRIP/GFP néo reagiram com proteina E de WNV. |

De maneira importante, soros pds-desafio de camundongos va-
cinados com TRIP/sEwnv N@o precipitaram nenhuma proteina viral além da E
(figura 2C). Essa falta de reatividade contra quaisquer proteinas de WNV
diferentes da E (como preM e proteinas nao estruturais N82a, NS2b e NS3)
indica claramente a auséncia de uma replicagdo de WNV in vivo com o de-
safio em animais vacinados. Nos camundongos da cepa BALB/c-MBT, que é
resistente a encefalite por WNV, os soros sdo prontamente reativos com to-
das as proteinas virais (figura 2B). Assim, a vacinagé@o comTRIP/sEwny con-
fere imunidade esterilizante bompleta a camundongos.
Exemplo 6: A protecdo conferida por uma unica injegao de TRIP/sEwny € de
longa duragéo. ,

A seguir, determinamos se uma Unica imunizagdo com a vacina
3 base de vetor lentiviral tem o potencial de gerar imunidade protetora de
Iongo’prazo contra infeccdo por WNV. Grupos de camundongos 129 foram
imunizados por via i.p. com particulas de vetor TRIP/sEwny equivalentes a
500 ng de antigeno p24 ou com a mesma quantidade de vetor TRIP/GFP como
controle. Trés meses depois, os camundongos foram sangrados periorbitaimen-
te, e os soros reunidos de cada grupo foram testados por ELISA e FRNT. Os
niveis de anticorpos em camundongos imunizados com TRIP/sEwny ainda
eram notavelmente altos 3 meses apds uma unica inje¢do de vetor
(1:30.000), e os anticorpos neutralizadores persistiam (Tabela 3). Os ca-
mundongos foram, entdo, desafiados por via i.p. com uma DLso de 1.000 de
WNV 1S-98-ST1. Nem morbidade nem mortalidade foram observadas em
camundohgos imunizados com TRIP/sEwny, a0 passo que todos os camun--
dongos de controle morreram em até 10 dias (Tabela 3). Os titulos de anti-
corpos totais, assim como os anticorpos anti-WNV neutralizadores aumenta-
ram apos o desafio, sugerindo que uma resposta secundaria eficaz era mon-
tada em camundongos imunizados com TRIP/sEwnv trés meses antes (Ta-
bela 3). | |

Assim, uma Unica dose do vetor lentiviral que codifica sEwny €
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eficiente para conferir imunidade protetora de longo prazo em camundongos.

Tabela 3. Prote¢éo de longo prazo por TRIP/sEwnv contra infecgdo por WNV

Vetor  de|Titulo de|FRNTg |Protecdo® n¢ de|Titulo de|FRNTe
imunizagdo?® | anticorpos | anti- sobreviventes/n? - | anticorpos | anti-
contra WNV®  |de infectados contra WNV°
| WNV® (pré-| (pré- WNV® (pbs-
desafio) desafio) | (pbs- desafio)
| desafio) |
TRIP/GFP__|ND <10 |0/ NA NA
TRIP/sEwny | 30.000 20 13/13 500.000 400

a. Grupos de camundongos 129 adultos foram imunizados por via i.p. com

particulas de vetor lentiviral correspondendo a 500 ng de antigeno p24.

b. Determinado por ELISA em soros reunidos inativados com calor.

c. FRNT: Teste de Neutralizagdo de Redugdo de Foco: a diluigdo de soro

mais alta que reduzia o nimero de FFU de WNV em pelo menos 90%.

d. Os camundongos foram inoculados i.p. com DLso de 1.000 de WNV cepa

IS-98-ST1, trés meses apds a imunizagdo. A sobrevivéncia foi registrada

durante 21 dias. |

ND: ndo detectado (< 100)

NA: ndo aplicavel

Exemplo 7: Uma unica dose diminuta de TRIP/sEwnv confere protegado total

e rapida '
Para determinar a dose de vacina protetora minima, grupos de

camundongos 129 foram inoculados uma vez com uma ampla faixa de do-

ses de vacina TRIP/sEwny, variando de 1,5 ng a 500 ng de antigeno p24.

Uma semana apds o primeiro contato, os camundongos imunizados foram

desafiados por via i.p. com DLsy de 1.000 de WNV 1S-98-ST1. Como espe-

rado, todos os camundongos que receberam 500 ng de p24 do vetor

TRIP/GFP de cdntrole morreram até 11 — 13 dias apds o desafio. Uma pro-

tegdo de 100% foi conseguida apés a injegdo de uma unica dose de vetor

TRIP/sEwny ti0 baixa quanto 50 ng de p24. Doses menores conferiram ape-

nas protegdo parcial, permitindo, assim, calcular uma dose protetora de 50%
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em camundongos. adultos de 6,2 ng de antigeno p24 (Tabela 4). Deve-se
notar que esses experimentos de dose-prote¢do foram realizédos nas condi-
¢Oes de desafio mais rigorosas, com um desafio precoce no dia 7 ap6s a
vacinacdo e com um indculo de desafio viral altamente letal (DLso de 1.000).
Como as concentragdes de anticorpos totais aumentaram dez vezes entre
os dias 7 e 14 (Tabela 1), é provavel que a dose protetora d_e 50% teria sido
ainda menor que 6,2 ng se determinada apenas uma semana depois.

Esses resultados demonstram que uma dose diminuta de parti-
culas de vetor conseguem uma imunidade rapida e cdmpletamente protétora
em camundongos. Essa protegao de 100% é conseqﬂéncié de uma transdu-
géo de células in vivo real pelas particulas de vetor. Um tratamento térmico
(10 min a 70°C) das particulas de vetor que abroga a capacidade de trans-
dugdo de vetores lentivirais (figura 3) também abroga a protecdo (Tabela 4),
descartando a possibilidade de uma protegéo conferida por DNA de plasmi-
dio ou proteinas sEwnv residuais contaminando o estoque de vetor.

Tabela 4. Prote¢do dependente da dose por TRIP/sEwny contra infeccao pdr
WNV

Vetor de imunizagdo®, dose Proteg&o® n? de sobrevi- | Titulo de anticorpos con-
(ng de p24) : ventes/n? de infectados | tra WNV* pés-desafio
TRIP GFP

500 | 0/6 |NA

TRIP/sEwny inativado com calor?

50 0/6 : NA

TRIP/SEwny

500 6/6 200.000

150 ” 6/6 - 1300.000

50 12112 300.000

15 5/6 300.000

5 2/5 200.000

1,5 112 NA

a. Grupos de camundongos 129 adultos foram inoculados i.p. com uma ani-
ca dose de particulas de vetor lentiviral.
b. Os camundongos foram inoculados i.p. com DLso de 1.000 de WNV cepa

IS-98-ST1 uma semana ap6és o primeiro contato. A sobrevivéncia foi regis-
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trada durante 21 dias.

c. Determinado por ELISA em soros reunidos inativados com calor.

d. As particulas de vetor lentiviral foram inativadas com calor durante 10 min
a 70°C. '

NA: ndo aplicavel

Esta invengdo apresenta a primeira evidéncia de que vetores -
lentivirais sdo ferramentas eficientes para gerar uma resposta imune humo-
ral protetora contra um patégeno. Além da capacidade agora bem-descrita
desses vetores de induzirv fortes respostas imunes celulares [12 — 15, 17, 18,
21), este trabalho alarga a aplicabilidade de vetores lentivirais como ferra-
mentas de vacinagdo contra patégenos para os quais uma resposta humoral.
neutralizadora seja um brago ativo do sistema imune.

O vetor TRIP/sEwny foi capaz de induzir uma resposta imune
muito precoce, de longa duragdo e completamente protetora contra WNV,
independentemente da dose letal usada em camundongos. De maneira im-
portante, essa imunidade foi conseguida por uma Unica imunizagdo com
uma dose diminuta de particulas de vetor. |

Essas caracteristicas fazem do TRIP/sEwny um candidato a va-
cina promissor contra WNV. Em particular, a necessidade urgente de uma
vacina veterinaria eficiente que possa ser usada em populagoes animais
suscetiveis no caso de um surto de WNV justifica ensaios envolvendo o ve-
tor TRIP/sEwnv lentiviral em animais, particularmente cavalos e aves. Além
disso, a imunizagéo profilatica de grandes grupos de animais com vacinas a
base de vetor lentiviral também serviria como provas de conceitos de toxici-
dade e seguranga sélidas, proporcionando a percepgao necessaria e, por
fim, pavim‘entando o caminho para o possivel uso de vetores lentivirais como
ferramentas de vacinagéo profilatica em seres humanos.

Varias linhas de argumentos tornam o vetor lentiviral TRIP/sEwny
um poderoso candidato a vacina para uso veterinario. Em primeiro lugar, a
protegéb conferida ocorre logo apds a imunizagao. 1sso poderia ser de gran-
de importéncia no contexto de um surto de WNV, em que uma rapida prote-

cdo de animais sensiveis é crucial. A natureza exata dessa resposta imune
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protetora prococe néo foi totalmente determinada. Uma semana apoés a imu-
nizacdo, anticorpos IgG ainda ndo s&o detectaveis, e anticorpos IgM prova-
velmente representam a prote¢do observada. Demonstrou-se que a transfe-
réncia passiva de IgM anti-WNV policlonal prot‘ege camundongos contra 0
desafio com WNV, demonstrando o papel critico desse iso'tipo no controle
das fases iniciais da infecgdo por WNV [43]. Todavia, ndo pode-se excluir a
contribuicdo de respostas celulares inatas ou adaptativas c'ontra antigenos
de WNV para a protegéo precoce observada [44]. Em segundo lugar, o vetor -
lentiviral TRIP/sEwnv € completamente eficaz com uma Unica dose diminuta.
Isso torna esse candidato a vacina interessante em termos de custo e pode-
ria permitir o desenvolvimento de protocolos para vacinagdo em massa, de
interesse particular para a protegao de galinhas. E importante notar que a
dose requerida para uma imunidade protetora completa poderia ter sido ain-
da superestimada em nosso protocolo experimental com carhundongo. De
fato, demonstrou-se que células murideas tém uma permissividade menor a
transdugdo de vetor lentiviral do que outras células de mamiferos, incluindo
células de seres humanos (dados nao mostrados e [4, 45]). Células de aves
mostram uma melhor permissividade a transdugé@o do que células murideas .
(dados ndo mostrados), permitindo predizer que doses diminutas de vacina
de vetor lentiviral seriam eficazes em aves. Além disso, a dose protetora de
50% de 6,2 ng de antigeno p24 das particulas de vetor TRIP/sEwny foi calcu-
lada sob és condicdes de desafio mais rigorosas (desafio precoce no dia 7
ap6s a vacinagdo e uma dose letal de DLso de 1.000). Dado que as concen-
tragdes de anticorpos totais aumentam dez vezes evntre os dias 7 e 14, a do-
se protetora de 50% provavelmente teria sido ainda menor do que 6,2 ng se
calculada apenas uma semana depois. Em terceiro lugar, em virtude do tro-
pismo ubiquo do involucro VSV-G usado para pseudotipagem das particulas
de vetor [37], a vacina de vetor lentiviral pode ser teoricamente usada, sem
nenhuma modificagdo, em qualquer espécie de vertebrado: cavalos, avez e
mamiferos de zooldgico em risco. Uma consideragéo final € que a imunidade
protetora conferida pelo vetor é esterilizante, nenhuma replicagao viral ocbr-
re apds o desafio com WNV. Isso poderia representar uma importante van-
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tagem se a vacina tivesse de ser usada para imunizacao de aves. De fato,
embora se acredite que cavalos, seres humanos e outros mamiferos sejam
.hospedeiros finais da infeccdo com WNV, sabe-se que as aves sdo hospe-
deiros amplificadores e que participam na manutengao de uma epidemia
[30]. Além disso, a literatura recente mostra que hamsters experimentalmen-
te infectados com WNV que sobrevivem a doenga aguda podem continuar a
espalhar WNV infeccioso na urina durante até 52 dias [46]. Se isso puder ser
generalizado a outros mamiferos suscetiveis ao WNV, uma vécin’a esterili-
zante 'poderia se tornar crucial para o controle da epidemia de WNV. |

Varias vacinas de WNV para uso veterinario foram propostas.
Uma licenciada nos EUA em 2003 para cavalos é um virus inativado e com
adjuvante (website do Fort Dodge: www.equinewestnile.com). Essa prepara-
¢do inativada gera respostas humorais de baixa magnitude em cavalos e,
portanto, requér varias inje¢des, seguidas por reforgos anuais. Essa vacina
de virus morto ndo gera anticorpos neutralizadores em flamingos chilenos e
gavides de cauda vermelha [47]. Uma variola de canario recombinante que
codifica as proteinas preM/E do WNV também foi licenciada em 2004 [48].
Entretanto, esse candidato também requer duas inje¢des a intervalos de 5
semanas. Nenhuma dessas vacinas confere protegdo absoluta aos cavalos
vacinados. Outras estratégias, como DNA nu que codifica proteinas pre M e
E de WNV [28] também sado consideradas.

Candidatos a vacinas contra WNV estdo sendo desenvolvidos,
na maioria dos casos, para uso humano. Demonstrou-se que uma vacina de
sarampo viva que expressa a forma secretada da E-glicoproteina de WNV
protege eficientemente camundongos contra encefalite por WNV [29]. Duas
vacinas vias atenuadas recombinantes, WNV/febre amarela quimérica e
WNV/Dengue 4, contendo os genes pre M é E do WNV clonado na estrutura
principal da cepa de vacina 17D do virus da febre amarela ou do virus da
dengue 4, foram testadas. Estudos pré-clinicos em camundongos e macacos
mostram que ambas as vacinas s&o protetoras contra desafio com WNYV [49
— 51]. Entretanto, o uso de virus vivo atenuado quimérico poderia apresentar

.preocupagbes de seguranga: a recombinagao entre diferentes espécies de
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flavivirus é possivel, conforme demonstrado por flavivirus recombinantes de
ocorréncia natural [52, 53]. |

O potencial de uso de vacinas & base de vetor lentiviral, para
uso humano ou veterinario, requer um projeto cuidadoso do vetor e estudos
de seguranga pré-clinica rigorosos. Preocupagbes de seguranga quanto ao
uso de vetores integrativos séo justificadas em vista dos recentes relatos de
casos de leucemia no ensaio SCID. X1. Esses efeitos adversos graves estao
diretamente relacionados a integragéo do vetor retroviral derivado de Molo-
ney em intima proximidade do proto-oncogene LMO2 em células tronco he-
matopoiéticas [54].

Entretanto, as aplicagbes de vacinagdo com vetores lentivirais apre-
senta menores riscos. Em oposi¢éo a terapia genética a base de células tronco,
que envolve a ampla proliferagéo de células transduzidas e a persisténcia da
modificagdo genética durante toda a vida do paciente, células transduzidas em
um cendrio de vacinagdo expressam o antigeno relevante e, portanto, séo alvos:
da resposta imune gérada. Acredita-se que células que expressam 6 antl’geno,
APCs ou nao, 'sejam eliminadas do organismo vacinado em semanas ou meses.
Além disso, no caso particular da vacinagé@o por injegoes subcuténeas ou intra- -
venosas, demonstrou-se que particulas de vetor lentiviral pseudotipadas VSV-G
tém como alvo essencialmente DCs [13, 18], uma APC profissionél que nao se
divide com curta meia-vida in vivo apds a ativagdo. Todavia, tanto o tropismo
celular do vetor, quanto a falta de persisténcia das seqiéncias do vetor de
" vacinagdo, dependendo da via de inje¢do e dose do vetor, terdo de ser cui-
dadosamente determinados para cada protocolo de Vacinag:éo.

Vetores lentivirais parecem ser ferramentas promiSsoras para -
vacinagdo contra o Virus do Nilo Ocidental e provavelmente outras zoonoses -
ou patégenos emergentes.

Outras modalidades da invengéo ficardo claras para aqueles
versados na técnica depois de se considerar o relatério e a pratica da inven-
¢do aqui exposta. Pretende-se que o relatério e os exemplos sejam conside-
rados como apenas exemplificativos, com o verdadeiro ambito e espirito da

invencdo sendo indicados pelas reivindicagdes a seguir.
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<130>

<140>
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<170>
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>
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1

27

DNA ,
Sequiéncia Artificial

Descricdo da seqiéncia artificial:

1

cacaacagac gggcacacac tacttga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

25

DNA

Seqiiéncia Artificial

Descricdo da segiiéncia artificial:

2

cactcaaggc aagctttatt gaggc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3

25

DNA

Seqiiéncia Artificial

Descricdo da seqiéncia artificial:

3 :

gctagagatt ttccacactg actaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

4

21

DNA

Seqiiéncia Artificial

Descricfo da segiiéncia artificial:

4

Sonda sintética

27
Sonda sintética

25
Iniciador Sintético

25

Iniciador Sintética



46

‘ggctaactag ggaacccact g 21
<210> 5

<211> 34

<212> DNA

<213> Seqiiéneia Artificial

<220> -

<223> Descricdo da segiiénecia artificial: Sonda sintética

<400> 5

ggctgaaggt tagggatacc aatattcctg tctc 34
<210> 6 i

<211> 30

<212> DNA

<213> Seqgiiéncia Artificial

<220> .

<223> Descricdo da seqiiéncia artificial: Sonda sintética

<400> 6

ctagtgatgg gctcttcecct tgagcccttce 30
<210> 7

<211> 23

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220>

<223> Descricdo da seqiléncia artificial: Iniciador sintética

<400> 7

ggctatcatt cttcttcaag gta 23
<210> 8

<211> 22

<212> DNA

<213> Seqiiéncia Artificial

<220> :

<223> Descricdo da seqiiénecia artificial: Iniciador sintética

<400> 8

cctctcttca gccatttaag ta 22
<210> 9

<211> 1380

<212> DNA

<213> Virus West Nile

<400> 9

atgagagttg tgtttgtcgt getattgcett ttggtggccce cagcttacag cttcaactgce 60
cttggaatga gcaacagaga cttcttggaa ggagtgtctg gagcaacatg ggtggatttg 120
gttctcgaag gcgacagctg cgtgactatc atgtctaagg acaagcctac catcgatgtg 180
aagatgatga atatggaggc ggtcaacctg gcagaggtcc gcagttattg ctatttgget 240
accgtcagcg atctctccac caaagctgcg tgcccgacca tgggagaage tcacaatgac 300
aaacgtgctg acccagcttt tgtgtgcaga caaggagtgg tggacagggg ctggggcaac 360



ggctgcggat
aaggcaatag
catggaccaa
gcagggagat
ggagaggtga
atgactgttg
ccttggagceca
gaaccacacg
caagctttgg
ggtcatttga
gtctgttcaa
gtgttggaat
gcttcattga
gtggccacgg
atagtggtgg
attggcaaag
acagcttggg

<210>
<211>
<212>
<213>

10
1374
DNA

<400> 10

agagttgtgt
ggaatgagca
ctcgaaggcg
atgatgaata
gtcagcgatc
cgtgctgacc
tgcggattat
gcaataggaa
ggaccaacta
gggagattca
gaggtgacag
actgttggaa
tggagcagtg
ccacacgcca
getttggetyg
catttgaagt
tgttcaaagg
ttggaattgc
tcattgaacg
gccacggeca
gtggtgggca
ggcaaagcct
gcttgggact

<210> 11
<211> 458
<212> PRT

tatttggcaa
gaagaaccat
ctactgtgga
tcagcatcac
cagtggactg
gaacaaagac
gtgctggaag
ccacgaagca
ctggagccat
agtgtagagt
aggctttcaa
tgcagtacac
acgacctaac
ccaacgctaa
gcagaggaga
cctttacaac
actttggatc

virus West Nile

ttgtcgtgcet
acagagactt
acagctgegt
tggaggcggt
tctccaccaa
cagcttttgt
ttggcaaagg
gaaccatctt
ctgtggagtc
gcatcactcc
tggactgtga
caaagacgtt
ctggaagtac
cgaagcagtc
gagccattcce
gtagagtgaa
ctttcaagtt
agtacactgg
acctaacgcc
acgctaaggt
gaggagaaca
ttacaaccac
ttggatcagt

<213> Virus West Nile

<400> 11

Arg Val Val Phe Val Val Leu Leu Leu

1

Phe Asn Cys L

.Gly Ala Thr Trp Val Asp Leu Val Leu
35

Ile Met Ser Lys Asp Lys Pro Thr Ile

50

5

20

aggaagcatt
cttgaaagag
gtcgcacgga
tcctgeggcg
tgaaccacgg
gttcttggtc
tactgtgtgg
gtctgtgata
tcetgtggaa
gaagatggaa
gtttcttggg
tggcacggat
gccagtgggce
ggtcctgatt
acaacagatc
caccctcaaa
agttggaggg

attgcttttg
cttggaagga
gactatcatg
caacctggca
agctgegtgce

.gtgcagacaa

aagcattgac
gaaagagaat
gcacggaaac
tgcggegect
accacggtca
cttggtccat
tgtgtggagg
tgtgatagca
tgtggaattt
gatggaaaaa
tcttgggact
cacggatgga
agtgggcaga
cctgattgaa
acagatcaat
cctcaaagga
tggaggggtg

eu Gly Met Ser Asn Arg

40

55

47

gacacatgcg
aatatcaagt
aactactcca
ccttcataca
tcagggattg
catcgtgagt
aggaacagag
gcattgggcet
ttttcaagca

aaattgcagt

actcccgeag
ggaccttgca
agattggtca
gaattggaac
aatcaccatt
ggagcgcaga
gtgttcacct

gtggccccag
gtgtctggag
tctaaggaca
gaggtccgca
ccgaccatgg
ggagtggtgg
acatgcgcca
atcaagtacg
tactccacac
tcatacacac
gggattgaca
cgtgagtggt
aacagagaga
ttgggctcac
tcaagcaaca
ttgcagttga
ccecgcecagaca
ccttgcaaag
ttggtcactg
ttggaaccac
caccattggce
gcgcagagac
ttcacctcag

Leu vVal
10

Asp Phe
25

Glu Gly

Asp Val

ccaaatttgc
acgaagtggc
cacaggttgg
cactaaagct
acaccaatgc
ggttcatgga
agacgttaat
cacaagaggg
acactgtcaa
tgaagggaac
acacaggtca
aagttcctat
ctgtcaaccc
caccctttgg
ggcacaagtc
gactagccgce
cagttgggaa

cttacagcectt
caacatgggt
agcctaccat
gttattgcta
gagaagctca
acaggggctyg
aatttgectg
aagtggccat
aggttggagc
taaagcttgg
ccaatgcata
tcatggacct
cgttaatgga
aagagggagc
ctgtcaagtt
agggaacaac
caggtcacgg
ttcctatcte
tcaacccttt
cctttggaga
acaagtctgg
tagccgetcet
ttgggaaggc

ctgctctacc
catttttgtc
agccactcag
tggagaatat
atactacgtg
cctcaacctc
ggagtttgag
agctctgcat
gttgacgtcg
aacctatggc
cggcactgtg
ctcgtcagtg
ttttgtttca
agactcatac
tggaagcagce
tctaggagac
ggctgtctaa

caactgcctt
ggatttggtt
cgatgtgaag
tttggctacc
caatgacaaa
gggcaacggc
ctctaccaag
ttttgtccat
cactcaggca
agaatatgga
ctacgtgatg
caacctccct
gtttgaggaa
tctgcatcaa
gacgtcgggt
ctatggcgtc
cactgtggtg
gtcagtggcet
tgtttcagtg
ctcatacata
aagcagcatt
aggagacaca
tgtc

Ala Pro Ala Tyr Ser.

15

Leu Glu Gly Vval Ser
30

Asp Ser Cys Val Thr

45

Lys Met Met Asn Met

60

420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1374



Glu

65

val

His

val

Ile

Thr

145

Gly

Ala

Thr

Arg

Lys

225

Trp

Glu

Ser

Glu

Arg

305

Cys

Gly

Lys

Gly

Ala

385

val

Ala
Ser
Asn
Asp
AsSp
130
Ile
Pro
Thr
Leu
Ser
210
Thr
Ser
Phe
Gln
Phe
290
val
Ser
Thr
val
Arg
370

Lys

val

val
Asp
Asp
Arg
115
Thr
Leu
Thr
Gln
Lys
195
Gly
Phe
Ser
Glu
Glu
275
Ser
Lyé
Lys
Val
Pro
355
Leu

val

Gly

Asn
Leu
Lys
100
Gly
Cys
Lys
Thr
Ala
180
Leu
Ile
Leu
Ala
Glu
260
Gly
Ser
Met
Ala
val
340
Ile
val

Leu

Arg

Leu
Ser

85
Arg
Trp
Ala
Glu
Val
165
Gly
Gly
Asp
val
Gly
245
Pro
Ala
Asn
Glu
Phe
325
Leu
Ser
Thr

Ile

Gly
405

Ala

70

Thr

Ala

Gly

Lys

Asn

150

Glu

Arg

Glu

Thr

His

230

Ser

His

Leu

Thr

Lys

310

Lys

Glu

Ser

val

Glu

390

Glu

Glu

Lys

Asp

Asn

Phe

135

Ile

Ser

Phe

Tyr

Asn

215

Arg

Thr

Ala

His

val

295

Leu

Phe

Leu

val

Asn

375

Leu

Gln

Val

Ala

Pro

Gly

120

Ala

Lys

His

Ser

Gly

200

Ala

Glu

val

Thr

Gln

280

Lys

Gln

Leu

Gln

aAla

360

Pro

Glu

Gln

Arg
Ala
Ala
105
Cys
Cys
Tyr
Gly
Ile
185
Glu
Tyr

Trp

Trp

48

Ser
Cys

90
Phe
Gly
Ser
Glu
Asn
170
Thr
val
Tyr

Phe

Arg

- 250

Lys

265 .

Ala

Leu

Leu

Gly

Tyr

345

Ser

Phe

Pro

Ile

Gln

Leu

Thr

Lys

Thr

330

Thr
Léu
val
Pro

Asn
410

Tyr

75
Pro
val
Leu

Thr

val
155

Tyr
Pro
Thr
Val
Met
235

Asn

Ser

Ala

Ser

Gly

315

Pro

Gly

Asn

Ser

pPhe

395

His

Cys
Thr
Cys
Phe
Lys
140
Ala
Ser
Ala
val
Met
220
Asp
Arg
val
Gly
Gly
300
Thr
Ala
Thr
Asp
val
380

Gly

His

TYYX
Met
Arg
Gly
125
Ala
Ile
Thr
Ala
Asp
205
Thr
Leu
Glu
Ile
Ala

285

His

Thr

Asp

Asp

Leu

365

Ala

Asp

Trp

Leu

Gly

Gln
110
Lys
Ile
Phe
Gln
Pro
190

Cys

val

Asn

Thr

Ala

270

Ile

Leu

Tyr

'_I‘hr
Gly
350
Thr
Thr

Ser

His

Ala

Glu
95

Gly

Gly .

Gly
val
val
175
Ser
Glu
Gly
Leu
Leu
255
Leu
Pro
Lys
Gly
Gly
335
Pro

Pro

Ala

Lys
415

Thr
- 80
Ala
Val
Ser
Arg

His

‘160

Gly
Tyr
Pro
Thr

Pro

.240

Met
Gly
Val.
Cys
val
320
His
Cys
val
Asn
Ile

400

Ser



49

Phe

Gly Ser Ser Ile Gly Lys Ala

420

Thr Thr
425

Thr Leu Lys Gly Ala Gln
430 '

Thr
440

Ala Asp Phe Gly Ser Val Gly

445

Arg Leu Ala

Ala Leu Gly Asp
435 '

Trp

Thr Ser Val Gly Ala Val

455

Gly Val phe
450

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

12

94

PRT :

virus West Nile

<400> 12

Thr Thr Tyr
1

Thr Pro

15

Gly Val Cys Ser Lys Ala Phe Lys Phe Leu Gly

5 10
val Thr
25

Ala Thr Gly His val Leu Leu Gly

20

Gly Tyr

30

Asp Thr Glu Gln

val Ile val Ala

45

Pro Ser Leu Asn

40

Gly
35

Thr Asp Pro Cys Lys Ser Ser

Thr val val val Asn Pro Phe Val Ser

60

Asp Leu Pro Gly Arg Leu Thr
50 :

55-

val Ile Glu Glu Pro Pro Phe

75

Ala
70

val Ala Thr Ala Leu Leu

65

Asn Lys

Ile Gln Gln Ile

85

Gly Ser val val Gly Gly Glu

90

Asp Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

13

4555

DNA
Seqiiéncia Artificial
<220>
<223>
viral

Descricdo da seqiéncia artificial: Segiiéncia Sintética de Vetor lenti-
pTRIP/Ewnv

<400> 13

tggaagggct
cacaaggcta
tgacctttgg
acaaaggaga
agagagaagt
gagctgcatc
gctgggggac
atcctgcata
gagcctggga
cttgagtgct
tcagaccctt
agcgaaagggd
ttccgegecea
agcggaggct
agatcgcgat
catatagtat
acatcagaag
- gaagaactta
gagataaaag
accaccgcac
ttggagaagt
caccaaggca

aattcactcc
cttccctgat
atggtgctac
gaacaccagc
gttagagtgg
cggagtactt
tttccaggga
taagcagctg
gctctctggce
tcaagtagtg
ttagtcagtg
aaaccagagg
cggcaagagg
agaaggagag
gggaaaaaat
gggcaagcag
gctgtagaca
gatcattata
acaccaagga
agcaagcggce
gaattatata
aagagaagag

caacgaagac
tagcagaact
aagctagtac
ttgttacaac
aggtttgaca
caagaactgc
ggcgtggect
ctttttgect
taactaggga
tgtgeceegte
tggaaaatct
agctctcteg
cgaggggcgyg
agatgggtgce
tcggttaagg
ggagctagaa
aatactggga
taatacagta
agctttagac
cgctgatctt
aatataaagt
tggtgcagag

aagatatcct

acacaccagg’

cagttgagcc
ctgtgagcct
gccgectage
tgatatcgag
gggcgggact
gtactgggtc
acccactgct
tgttgtgtga
ctagcagtgg
acgcaggact
cgactggtga
gagagcgtca
ccagggggaa
cgattcgcag
cagctacaac
gcaaccctct
aagatagagg
cagacctgga
agtaaaaatt
agaaaaaaga

tgatctgtgg
gccagggatc
agagaagtta
gcatgggatg
atttcatcac
cttgctacaa
ggggagtggc
tctctggtta
taagcctcaa
ctctggtaac
cgcccgaaca
cggcttgetg
gtacgccaaa
gtattaagcg
agaaaaaata
ttaatcctgg
catcccttea
attgtgtgca
aagagcaaaa
ggaggagata
gaaccattag
gcagtgggaa

atctaccaca
agatatccac
gaagaagcca
gatgacccgg
ggtggcccga
gggactttcc
gagccctcag
gaccagatct
taaagcttgce
tagagatccc
gggacttgaa
aagcgcggaa
aattttgact
ggggagaatt
taaattaaaa
cctgttagaa
gacaggatca
tcaaaggata
caaaagtaag
tgagggacaa
gagtagcacc
taggagcttt

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320



gttccttggg
ggtacaggcc
tattgaggcg
aagaatcctg
ctctggaaaa
tctggaacag
cacaagctta
agaattattg
gctgtggtat
ttttgctgta
gacccacctc
agagagagac
tcacaaatgg
gcaggggaaa
caaattacaa
ggcgataagc
cgecccaacga
tagggacttt
tacatcaagt
ccgectggea
acgtattagt
gatagcggtt
tgttttggca
cgcaaatggg
accgtcagat
tctagaggac
tacagcttca
acatgggtgg
cctaccatcg
tattgctatt
gaagctcaca
aggggctggg
tttgcctgcect
gtggccattt
gttggagcca
aagcttggag
aatgcatact
atggacctca
ttaatggagt
gagggagctc
gtcaagttga
ggaacaacct
ggtcacggca
cctatctcegt
aacccttttg
tttggagact
aagtctggaa
gccgctctag
gggaaggctg
atcttagcca
gacaagatcg

ctggttagac

gcctcaataa
tggtaactag

ttcttgggag
agacaattat
caacagcatc
gctgtggaaa
ctcatttgca
atttggaatc
atacactcct
gaattagata
ataaaattat
ctttctatag
ccaaccccega
agagacagat
cagtattcat
gaatagtaga
aaattcaaaa
ttgggagttc
ccececgeccea
ccattgacgt
gtatcatatg
ttatgcccag
catcgctatt
tgactcacgg
ccaaaatcaa
cggtaggcgt
cgcctggaga
gtacgatgag
actgeccttgg
atttggttct
atgtgaagat
tggctacecgt
atgacaaacg
gcaacggctg
ctaccaaggc
ttgtccatgg
ctcaggcagg
aatatggaga
acgtgatgac
acctcecettg
ttgaggaacc
tgcatcaagc
cgtegggtca
atggcgtetg
ctgtggtgtt
cagtggcttc
tttcagtggc
catacatagt
gcagcattgg
gagacacagc
tctaatgcgce
ctttttaaaa
tcgagagatg
cagatctgag
agcttgccett
agatccctca

cagcaggaag
tgtctggtat
tgttgcaact
gatacctaaa
ccactgctgt
acacgacctg
taattgaaga
aatgggcaag
tcataatgat
tgaatagagt
ggggacccga
ccattcgatt
ccacaatttt
cataatagca
ttttcgggtt
cgcgttacat
ttgacgtcaa
caatgggtgg
ccaagtacgc
tacatgacct
accatggtga
ggatttccaa
cgggactttc
gtacggtggg
cgccatccac
agttgtgttt
aatgagcaac
cgaaggcgac
gatgaatatg
cagcgatctc
tgctgaccca
cggattattt
aataggaaga
accaactact
gagattcagc
ggtgacagtg
tgttggaaca
gagcagtgct
acacgccacg
tttggctgga
tttgaagtgt
ttcaaaggct
ggaattgcag
attgaacgac
cacggccaac
ggtgggcaga
caaagccttt
ttgggacttt
gcggtacctt
gaaaagggdyg
ctgcatataa
cctgggagcet
gagtgcttca
gaccctttta

50

‘cactatgggc

agtgcagcag
cacagtctgg
ggatcaacag
gcecttggaat
gatggagtgg
atcgcaaaac
tttgtggaat
agtaggaggc
taggcaggga
caggcccgaa
agtgaacgga
aaaagaaaag
acagacatac
tattacaggg
aacttacggt
taatgacgta
agtatttacg
cccctattga
tatgggactt
tgcggttttg
gtctccacce
caaaatgtcg
aggtctatat
gctgttttga
gtcgtgctat
agagacttct
agctgcgtga
gaggcggtca
tccaccaaag
gcttttgtgt
ggcaaaggaa
accatcttga
gtggagtcgce
atcactcctg
gactgtgaac
aagacgttct
ggaagtactg
aagcagtctg
gccattcctg
agagtgaaga
ttcaagtttc
tacactggca
ctaacgccag
gctaaggtcc
ggagaacaac
acaaccaccc
ggatcagttg
taagaccaat
gactggaagg
gcagctgcett
ctctggctaa
agtagtgtgt
gtcagtgtgg

gcagcgtcaa
cagaacaatt
ggcatcaagce
ctcctgggga
gctagttgga
gacagagaaa
cagcaagaaa
tggtttaaca
ttggtaggtt
tattcaccat
ggaatagaag
tctcgacggt
gggggattgg

.aaactaaaga
acagcagaga

aaatggcccg
tgttcccata
gtaaactgcc
cgtcaatgac
tcctacttgg
gcagtacatc
cattgacgtc
taacaactcc
aagcagagct
cctccataga
tgcttttggt
tggaaggagt
ctatcatgtc
acctggcaga
ctgcgtgccce
gcagacaagg
gcattgacac
aagagaatat
acggaaacta
cggcgcecttc
cacggtcagg
tggtccatcg
tgtggaggaa
tgatagcatt
tggaattttc
tggaaaaatt
ttgggactcc
cggatggacc
tgggcagatt
tgattgaatt
agatcaatca
tcaaaggagc
gaggggtgtt
gacttacaag
gctaattcac
tttgcttgta
ctagggaacc
gcececgtcetgt
aaaatctcta

tgacgctgac
tgctgagggc
agctccaggce
tttggggttyg
gtaataaatc
ttaacaatta
agaatgaaca
taacaaattg
taagaatagt
tatcgtttca
aagaaggtgg
atcgccgaat
ggggtacagt
attacaaaaa
tccactttggy
cctggectgac
gtaacyccaa
cacttggcag
ggtaaatggc
cagtacatct
aatgggcgtg
aatgggagtt
gcceccattga
cgtttagtga
agacaccgac
ggcccecaget
gtctggagca
taaggacaag
ggtccgecagt
gaccatggga

.agtggtggac

atgcgccaaa
caagtacgaa
ctccacacag
atacacacta
gattgacacc
tgagtggttc
cagagagacg
gggctcacaa
aagcaacact
gcagttgaag
cgcagacaca
ttgcaaagtt
ggtcactgtc
ggaaccaccc
ccattggcac
gcagagacta
cacctcagtt
gcagctgtag
tcccaacgaa
ctgggtctct
cactgcttaa
tgtgtgactc
gcagt

1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4555



10

15

20

25

30

REIVINDICAGOES:

1. Uso de um vetor 'Ientiviral, compreendendo um &cido nucléico
heterélogo que codifica um antigeno, € em que a expressao do antigeno em
uma célula de um animal provoca uma resposta imune no dito animal, para a
preparagdo de um medicamento capaz de produzir anticorpos quando admi-
nistrado ao dito animal.

2. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o antigeno é
selecionado do grupd que consiste em um antigeno de superfidie e um anti-
geno de membrana. _ ,

3. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, em que a resposta
hurmoral induz uma imunidade protetora em um animal necessitado, a dita
imunidade protetora sendo uma imunidade protetora de longa duragao ou
uma imunidade esterilizadora.

4, .Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de 1 a
3, em que a expressdo do antigeno induz imunidade protetora contra um
microorganismo patogénico.

5. Uso, de acordo com a reivindicagdo 4, em que 0 microorga-
nismo patogénio é um flavivirus. |

6. Uso, de acordo com a reivindicagdo 5, em que 0 microorga-
nismo patogénio é o virus do Nilo Ocidental.

7. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de 1 a
6, em que o acido nucléico heterélogo codifica uma E-glicoprotel’na de invo-
lucro, seu fragmento ou uma variante da dita E-glicoproteina de invélucro de
virus do Nilo Ocidental. |

8. Uso, de acordo com a reivindicagdo 7, em que o dito fragmen-
to é selecionado no grupo que consiste em E-glicoproteina truncada na ter-
minagdo carboxila do virus do Nilo Ocidental, sem a regido de ancoragem
transmembrana, e E-glicoproteina truncada na terminagdo carboxila com-
preendendo os residuos 1 — 441 da E-glicoproteina de invélucro de virus do
Nilo Ocidental cepa IS-98-ST1.

9. Uso de um vetor lentiviral, compreendendo um &cido nucléico

heterdlogo selecionado do grupo que consiste em um acido nucléico heteré-
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logo que codifica uma proteina de superficie de um m'icroorganismo, ou seu
fragmento, e uma variante de uma proteina de-membrana su‘perficia| ou seu
fragmento, com um veiculo e/ou adjuvante fisiolégico aceitavel, para a pre-
paragdo de uma vacina contra uma infecgdo por microorgahismos,‘ capaz de -
ser administrada a um animal necessitado, uma ou mais vezes.

10. Uso, de acordo com a reivindicagéo 9, em que O microorga-
nismo é o virus do Nilo Ocidental, € em que o &cido nucléico heterélogo co-
difica E-glicoproteina de invélucro do virus do Nilo Ocidental, sua variante ou
seu fragmento, com um veiculo e/ou adjuvante fisolégico aceitavel.

11. Uso, de acordo com a reivindicagdo 9 ou 10, em que o vetor
lentiviral é administrado por uma via intraperitoneal, via intravenosa, via in-
tramuscular, via oral, via mucosa, via sublingual, via subcutéanea, via intrana-
sal ou via intradérmica. A

12. Uso, de acordo com a reivindicagao 11, em que o vetor lenti-
viral & administrado por uma via intramuscular, € em que 0 animal necessi-
tado é um cavalo.

13. Uso, de acordo com a reivindicagéo 11, em que o vetor lenti-
viral é administrado por uma via intranasal ou uma via intrédérmica, e em
que o animal necessitado € um ser humano.

~14. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de 9 a 13,
em que 0O acido nucléico heterdlogo codifica um fragmento de uma E-glico-
proteina de invélucro do virus do Nilo Ocidental selecionado no grupo que
consiste em E-glicoproteina truncada na terminagao carboxila do virus do
Nilo Ocidental, sem a regido de ancoragem transmembrana, e E-glicopro-
teina truncada na terminagéo carboxila compreendendo os residuos 1 — 441
da E-glicoproteina de invélucro de virus do Nilo Ocidental cepa 1S-98-ST1.

15. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 9 a
14, em que o vetor lentiviral é administrado uma vez e compreende uma do-
se de particulas de vetor equivalente a 0,5 ng a 5.000 ng de antigeno p24,
de preferéncia uma dose de particulas de vetor equivalente a 0,5 ng a 50 ng
de antigeno p24 e, mais preferivelmente, uma dose de particulas de vetor
equivalente a 50 a 500 ng de antigeno p24.
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16. Composi¢@o imunogénica compreendendo um vetor lentivi-

ral em que o vetor lentiviral compreende um aC|do nucléico heterdlogo que

codn‘lca um antigeno em uma quantidade suficiente para induzir uma respos-
ta imunogénica ou protetora in vivo, e um veiculo farmaceuticamente aceita-
vel para ele. '
‘1.7. Composicdo imunogénica, de acordo com a reivindicagao
16, em que o 4cido nucléico heterélogo codifica uma proteina de superficie
de um mncroorganlsmo ou seu fragmento. '
18. Composngao imunogénica, de acordo com a relvnnducagao '
16, em que o acido nucléico heterologo codifica E-ghcoprqtelna de invdlucro
de um flavivirus, ou seu fragmento. |
| 19. Composigdo imunogénica, de acordo com a reivindicagao.
18, em que o acido nucléico heterélogo codifica E-glicoproteina de invdlucro
de um virus do Nilo Ocidental ou seu fragmento. |
20. Composigdo imunogénica, de acordo com a reivindicagao
19, em que o acido nucléico heterélogo € seleci'onadvo do grupo que consiste
em um acido nucléico heteréldgo que codifica E-glicoproteina truncada na
terminacdo carboxila do virus do Nilo Ocidental, sem a regido de ancoragem
transmembrana, acido nucléico }heterélogo que codifica E-glicoproteina trun-
cada na terminacdo carboxila compreendendo os residuos 1 — 441 da E-
glicoproteina de invélucro de virus do Nilo Ocidental cepa 1S-98-ST1, e &cido
nucléico heterélogo que codifica uma variante da E-glicoproteina de invélu-
cro do virus do Nilo Ocidental. |
| 21. Vetor lentiviral que dirigi a expresséo de um &cido nucléico
heterélogo, em que o acido nucléico heterdlogo codifica E-glicoproteina do
virus do Nilo Ocidental, sua variante ou seus fragmentos, e em que o vetor
compreende um promotor selecionado de promotor precoce imediato de ci-
tomegalovirus, promotor CAG, promotor EF1alfa, promotor PGK, promotor

" SVero e promotor MND.

22. Vetor lentiviral, de acordo com a reivindicagdo 21, em que 0
acido nucléico heterélogo € selecionado do grupo que consiste emum &cido

nucléico heterdlogo que codifica E-glicoproteina truncada na terminagéo
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carboxila do virus do. Nilo Ocidental, sem a regiao de ancoragem transmem-
brana, e acido nucléico heterélogo que codifica E-g|icoprotei'na truncada na
terminagéo carboxila compreendendo os residuos 1 — 441 da E-glicoproteina
de invélucro de virus do Nilo Ocidental cepa 1S-98-ST1.

23. Vetor lentiviral, de acordo com a reivindicagao 22, em que 0
vetor compreende pTRIP/sEWNV

24. Célula hospedelra substancialmente purlflcada transfectada
ou transduzida com o vetor lentiviral como deflnldo em qualquer uma das
renvmdlcagoes de 21 a 23.

25, Método para a produgdo de polipeptidio da E-glicoproteina
de invélucro do virus do Nilo Ocidental, sua variante ou seu fragmento, com-
preendendo o cultivo de uma célula hospdeira como definido na reivindica-
¢d0 24 sob condigbes que promovam a expressao, e recuperagao do poli-
peptidio da célula hospedeira ou do meio de cultura.

26. Vetor lentiviral que dirige a expressao de um aC|do nucléico
heterélog, em que o vetor compreende o promotor precoce imediato de ci-
tomegalovirus, e em que o &cido nucléico heterdlogo compreende proteina
fluorescente verde.

27. Célula hospedeira substancialmente punflcada transfectada
ou transduzida com o vetor lentiviral como definido na reivindicagao 26.

28. Uso de um vetor lentiviral compreendendo um &acido nucléico
heter6logo que codifica um antigeno, e em que o antigeno gera anticorpos
contra 0 agente patogénio, para a preparagdo de uma vacina contra um a-
gente patogénio, capaz de ser administrada a um animal necessitado.

29. Uso, de acordo com a reivindicagdo 28, em que a adminis-
tragdo do vetor lentiviral gera anticorpos de imunidade humoral ou neutrali-
zadores de longa duragdo contra o agente patogénico.

30. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagOes 28 e
29, em que o vetor lentiviral compreende um &cido nucléico que codifica E-
glicoproteina de invélucro do virus do Nilo Ocidental, ou seu fragmento, e em
que o agente patogénio é o virus do Nilo Ocidental. |

31. Uso, de acordo com a reivindicagdo 30, em que a E-glico-
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proteina de invélucro do virus do Nilo Ocidental ndo possui uma regiao de
ancoragem transmembrana. '

32. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 28
a 31, em que a administragdo de vetor lentiviral compreende pelo menos
uma dose de particulas de vetor equivalente a-0,5 a 5.000 ng de antigeno
p24. _

33. Uso, de acordo com a reivindicagdo 3, 9 ou 28, em que O
animal necessitado é selecionado- de seres humanos, cavalds, passaros,
galinhas, porcos, gado, roedores, animais de estimacao e répteis. |

34. Uso, de acordo com a reivindicagéo 7, 9, 20 ou 21, ou méto-
do, como definido na reivindicagdo 25, em que o acido nucléico heterdlogo
codifica uma variante da E-glicoproteina de involucro do virus do Nilo Oci-
dental e se hibridiza sob condi¢des de hibridizagao rigorosa a qualger fita de
um acido nucléico_do virus do Nilo Ocidental cepa 1S-98-ST1 que codifique a

E-glicoproteina de involucro.



U3

R

us

¥ RRE

117

DNA Flap A u3
7
CPPCTS CMVie SEWNV a %IR us
Bsiwl (2824)  BssHIl (4211)

FIG.

1




2[7

Anti-soros para

QO
s &£
e’ ? K
o66 ~ﬁ°’:g\o © ) © 4\
"Oé Q&Q‘ Q\0 o@ <*>\® o-\'b
— <« E

Sem-virus WNV
& P

Q < Q Q
SR AN AN AN
X \/QQ X @$ 60‘\/0@ ) Q\\\A

s’ | - NS3
o
e A B
s |-pM
Com | NS2a
-c

FIG. 2

Anti-soreos para

Anti-wNVv  TRIP/s Ewnv
HMAF pos-desafio
N4
& e
& FF




3/7

€ 9Old

HiHd

W I

%900

d49/diH 1L

opivanby

00z 091

ob

08

02l

suabejuon

12 |

|
%2865

T
08
suabejuon

0ei

di49/di 1l

00z 091

op

. K1
pOb g9t 20
Lo}
B
209
L =3
%200 2
™)
=1
opeg|nuis



417

atgagagttgtgtttgtcgtgctattgettttggtggeccccagettacagette
aactgccttggaatgagcaacagagacttcttggaaggagtgtctggagcaaca
" tgggtggatttggttctcgaaggcgacagctgcgtgactatcatgtctaaggac
aagcctaccatcgatgtgaagatgatgaatatggaggcggtcaacctggcagag
gtccgcagttattgctatttggctaccgtcagecgatctectceccaccaaagcetgceg
tgcccgaccatgggagaagctcacaatgacaaacgtgctgacccagettttgtg
tgcagacaaggagtggtggacaggggctggggcaacggctgcggattatttgge
aaaggaagcattgacacatgcgccaaatttgcctgctctaccaaggcaatagga
agaaccatcttgaaagagaatatcaagtacgaagtggccatttttgtccatgga
ccaactactgtggagtcgcacggaaactactccacacaggttggagccactcag
gcagggagattcagcatcactcctgcggcgecttcatacacactaaagcecttgga
gaatatggagaggtgacagtggactgtgaaccacggtcagggattgacaccaat
gcatactacgtgatgactgttggaacaaagacgttcttggtccatcgtgagtgg
ttcatggacctcaacctcccttggagcagtgctggaagtactgtgtggaggaac
agagagacgttaatggagtttgaggaaccacacgccacgaagcagtctgtgata
gcattgggctcacaagagggagctctgcatcaagctttggctggageccattect
gtggaattttcaagcaacactgtcaagttgacgtcgggtcatttgaagtgtaga
gtgaagatggaaaaattgcagttgaagggaacaacctatggcgtctgttcaaag
gctttcaagtttcttgggactccecgcagacacaggtcacggcactgtggtgttyg
gaattgcagtacactggcacggatggaccttgcaaagttcctatctcgtcagtg
gcttcattgaacgacctaacgccagtgggcagattggtcactgtcaaccctttt
gtttcagtggccacggccaacgctaaggtcctgattgaattggaaccaccecttt
ggagactcatacatagtggtgggcagaggagaacaacagatcaatcaccattgg
cacaagtctggaagcagcattggcaaagcctttacaaccaccctcaaaggagcg
cagagactagccgctctaggagacacagcttgggactttggatcagttggaggyg
gtgttcacctcagttgggaaggctgtctaa (SEQ ID NO: 9)

FIG. 4
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agagttgtgtttgtcgtgctattgcttttggtggccccagettacagettcaac
tgccttggaatgagcaacagagacttcttggaaggagtgtctggagcaacatgg
gtggatttggttctcgaaggcgacagctgecgtgactatcatgtctaaggacaag
cctaccatcgatgtgaagatgatgaatatggaggcggtcaacctggcagaggtc
cgcagttattgctatttggctaccgtcagecgatctctceccaccaaagectgegtge
ccgaccatgggagaagctcacaatgacaaacgtgctgacccagcttttgtgtge
agacaaggagtggtggacaggggctggggcaacggctgcggattatttggcaaa
ggaagcattgacacatgcgccaaatttgcctgctctaccaaggcaataggaaga
accatcttgaaagagaatatcaagtacgaagtggccatttttgtccatggacca
actactgtggagtcgcacggaaactactccacacaggttggagccactcaggca
gggagattcagcatcactcctgcggecgecttcatacacactaaagcttggagaa
tatggagaggtgacagtggactgtgaaccacggtcagggattgacaccaatgca
tactacgtgatgactgttggaacaaagacgttcttggtccatcgtgagtggttc
atggacctcaacctceccttggagcagtgctggaagtactgtgtggaggaacaga
gagacgttaatggagtttgaggaaccacacgccacgaagcagtctgtgatagceca
ttgggctcacaagagggagctctgcatcaagetttggectggagecattectgtyg
gaattttcaagcaacactgtcaagttgacgtcgggtcatttgaagtgtagagtyg
aagatggaaaaattgcagttgaagggaacaacctatggcgtctgttcaaaggct
ttcaagtttcttgggactcceccgcagacacaggtcacggcactgtggtgttggaa
ttgcagtacactggcacggatggaccttgcaaagttcctatctcgtcagtgget
tcattgaacgacctaacgccagtgggcagattggtcactgtcaacccttttgtt
tcagtggccacggccaacgctaaggtcctgattgaattggaaccaccctttgga
gactcatacatagtggtgggcagaggagaacaacagatcaatcaccattggcac
aagtctggaagcagcattggcaaagcctttacaaccaccctcaaaggagcgecag
agactagccgctctaggagacacagcttgggactttggatcagttggaggggtyg
ttcacctcagttgggaaggctgtc

(SEQ ID NO: 10)

FIG. 5
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RVVFVVLLLLVAPAYSFNCLGMSNRDFLEGVSGATWVDLVLEGDSCVTIMSKDK
PTIDVKMMNMEAVNLAEVRSYCYLATVSDLSTKAACPTMGEAHNDKRADPAFVC
ROGVVDRGWGNGCGLFGKGSIDTCAKFACSTKAIGRTILKENIKYEVAIFVHGP
TTVESHGNYSTQVGATQAGRFSITPAAPSYTLKLGEYGEVTVDCEPRSGIDTNA
YYVMTVGTKTFLVHREWFMDLNLPWSSAGSTVWRNRETLMEFEEPHATKQSVIA
LGSQEGALHQALAGAIPVEFSSNTVKLTSGHLKCRVKMEKLQLKGTTYGVCSKA
FKFLGTPADTGHGTVVLELQYTGTDGPCKVPISSVASLNDLTPVGRLVTVNPEV
SVATANAKVLIELEPPFGDSYIVVGRGEQQINHHWHKSGSSIGKAFTTTLKGAQ
RLAALGDTAWDFGSVGGVFTSVGKAV (SEQ ID NO: 11)

FIG. 6

TTYGVCSKAFKFLGTPADTGHGTVVLELQYTGTDGPCKVPISSVASLNDLTPVG
RLVTVNPFVSVATANAKVLIELEPPFGDSYIVVGRGEQQI (SEQ ID NO:
12)

FIG. 7
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‘ - - RESUMO |
Patente de Invencdo: "VACINA A BASE DE VETOR LENTIVIRAL".
A preéente invengao refere-se a métodos para provocar respos-
tas humorais, métodos de imunizagdo e métodos de vacinagéo usando Vetor' -
jentiviral.  Além disso, apresentam-se composi¢des imunogénicas e vacinas

para virus do Nilo Ocidental.
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