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Relatério Descritivo da Patente de Invenc&o para "CORO-
NAVIRUS, VACINAS COMPREENDENDO OS MESMOS, E METO-
DOS PARA A PREVENGAO DE DOENGA".

REFERENCIA CRUZADA COM PEDIDOS RELACIONADOS
[001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido de Patente
Proviséria U.S. No. 62/466.779, registrado em 3 de mar¢co de 2017,

cujo conteudo € incorporado aqui, a este pedido de patente, por meio

de referéncia.

DECLARACAO REFERENTE A ESTUDO PATROCINADO PELO
GOVERNO FEDERAL (N.T.: DOS ESTADOS UNIDOS)

[002] Esta invencao foi produzida com suporte do governo se-
gundo Grant ou Contract No. RO1 Al085089 concedido pelo National
Institutes of Health, e Agricultural Research Service Project 5030-

32000-118-11S concedido pelo Departamento de Agricultura dos Es-
tados Unidos. O governo tem determinados direitos na invencéo.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

[003] A presente invencgao refere-se de modo geral a coronavirus.

A invencéao refere-se particularmente a vacinas e métodos de produ-
¢cdo das mesmas para 0s coronavirus existentes e emergentes.

[004] Os coronavirus sao espécies de virus pertencentes a sub-
familia Coronavirinae na familia Coronaviridae, e s&o virus de RNA de
sentido positivo que infectam os seres humanos e 0s animais e provo-
cam doenca respiratéria, gastrointestinal ou neurologica. Os coronavi-
rus podem se originar de reservatorios animais para provocar epide-
mias importantes em seres humanos, exemplificados pelo coronavirus
da Sindrome Respiratéria Aguda Severa (SARS-CoV) em 2002 a 2003
e pelo coronavirus da Sindrome Respiratéria do Oriente Médio
(MERS-CoV), o qual foi reconhecido como um virus emergente em
2012. Notavelmente, estes virus podem se replicar no citoplasma dos

macrofagos, um tipo de célula considerada como sendo uma sentinela
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inata crucial para detectar e eliminar patégenos invasores. Os corona-
virus codificam multiplos antagonistas do interferon que provavelmente
funcionam impedindo e retardando a ativagao do interferon tipo | (IFN)
e genes estimulados pelo interferon (ISGs) e a expressao de uma
constelacdo de antagonistas contribui para a patogénese. Um estudo
recente usando infeccdo de camundongos pelo SARS-CoV documen-
tou que a producéo retardada e limitada de interferon contribui para
doenca.

[005] As abordagens de vacinas existentes para as doencas por
coronavirus sdo baseadas em atenuac¢ao natural espontéanea, inativa-
céo do virus, e proteinas estruturais virais recombinantes através de
vetores de expressao. As vacinas candidatas existentes ndo provocam
respostas imunes protetoras robustas. Esta falta de protecédo de longo
termo pode ser devida a indugdo de resposta imune inata ineficaz, tal
como interferons tipo 1, os quais s&o moléculas cruciais para promover
a imunidade adaptiva e a meméria imune.

[006] Em vista do acima exposto, pode ser reconhecido que exis-
te um desejo continuo de tratar os coronavirus e que seria desejavel
se estivesse disponivel uma vacina para a inoculacdo de sujeitos con-
tra varios coronavirus, incluindo uma vacina que possa estimular tanto

uma forte resposta imune inata quanto uma protecado imune adaptiva

eficaz.
BREVE DESCRICAQO DA INVENGCAQ
[007] A presente invengdo proporciona coronavirus mutantes,

vacinas compreendendo coronavirus mutantes, métodos de producéo
de vacinas, e métodos de prevencao de doenca em sujeitos.

[008] De acordo com um aspecto da invencéo, € proporcionado
um coronavirus vivo e atenuado que inclui um gene da replicase vari-
ante codificando poliproteinas compreendendo uma proteina ndo es-

trutural (nsp)-15. O gene da replicase codifica a nsp15 e provoca
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quaisquer modificagdes, incluindo mutacdes e/ou delec¢des, que afe-
tem a estabilidade ou a atividade da nsp15.

[009] Outros aspectos da invencdo incluem genes da replicase
variante compreendendo 0s coronavirus acima descritos, proteinas
codificadas pelos referidos genes da replicase variante, plasmideos
compreendendo os referidos genes da replicase variante, vacinas
compreendendo os coronavirus acima mencionados, e métodos para o
tratamento ou a prevencéo de uma doenc¢a em um sujeito por adminis-
tracao de uma tal vacina ao sujeito.

[0010] De acordo com outro aspecto da invencéo, é proporcionado
um meétodo de prevencao de uma doenca em um sujeito que inclui a
ativacao do interferon tipo | no sujeito, em que a ativacdo do interferon
tipo | reduz a patogenicidade de um coronavirus.

[0011] De acordo com outro aspecto da invencéo, é proporcionado
um método de produgcdo de uma vacina que inclui a modificacdo de
um coronavirus selvagem para produzir um coronavirus vivo e atenua-
do compreendendo um gene da replicase variante codificando polipro-
teinas e provocando uma modificacdo, incluindo mutacdes e/ou dele-
cbes, em uma proteina ndo estrutural (nsp)-15 que afeta a estabilidade
ou a atividade da nsp15. Pode ser produzida uma vacina que inclui o
coronavirus € um veiculo. A administracdo da vacina a um sujeito pro-
voca a ativacdo do interferon tipo | no sujeito, o qual reduz a patogeni-
cidade do coronavirus selvagem.

[0012] Os efeitos técnicos do coronavirus conforme descrito acima
de modo preferencial incluem a capacidade de inoculacao de um sujei-
to com um coronavirus que provoca a ativagao do interferon tipo I, o
qual limita a replicagcao, a disseminac&o, e doenca virais.

[0013] Outros aspectos e vantagens desta invengcao serdo adicio-
nalmente reconhecidos a partir da descricdo detalhada que se segue.
BREVE DESCRICAQ DOS DESENHOS
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[0014] As FIGS. 1A a 1D incluem um diagrama esquematico do
genoma do coronavirus murino salientando a proteina n&o estrutural
15 e o residuo conservado treonina 98. A FIG. 1A € um diagrama es-
quematico do genoma do virus da hepatite do camundongo (MHV)
A59 (MHV-A59). PLP1/2: protease papaina-like 1/2; ADRP, ADP-
ribose-1'-monofosfatase; 3CLP®, protease 3C-like; RDRP, polimerase
de RNA dependente de RNA; Hel, helicase; ExoN, exonuclease 3'—5',
NendoU, endoribonuclease especifica do uridilato do Nidovirus; 22OMT,
ribose-2'-O-metiltransferase. A FIG. 1B representa a estrutura cristali-
na de nsp15, em que o dominio N, o dominio M, e 0 dominio C séo
indicados em 90°C de rotagcdo. T98 é mostrada em relagdo a L57 (do-
minio N) e os residuos cataliticos (dominio C). Protein Data Base ID:
2GTH. A FIG. 1 C indica sitios de mutac&o(6es) para cada gendtipo de
coronavirus e indicagao de inducao de interferon tipo | em macréfagos
derivados de medula 6ssea infectada com virus (BMDMs). A FIG. 1 D
indica o alinhamento de sequéncias de regiao de T98 de nsp15 de ce-
pas tipicas de sub-grupos de coronavirus usando Clustal W.

[0015] As FIGS. 2A a 2D indicam que o virus mutante da nsp15 do
MHV ativa a expressédo de interferon tipo | e € prejudicado para repli-
cacao nos BMDMs. A FIG. 2A indica os niveis de IFN-a11 mRNA nos
BMDMs infectados com MHV selvagem (WT) ou N15m1 por RT-PCR
quantitativo. Os valores foram normalizados para p-actina e analisados
usando T teste ndo pareado. A FIG. 2B indica os niveis de proteina
IFNa secretada no sobrenadante de BMDMs infectados detectados por
ELISA quantitativo. Os valores foram analisados usando teste 2way-
Anova. AS FIGS. 2C e 2D indicam a cinética de crescimento de WT e
N15m1 nos BMDMs B6 e BMDMs ifnar”, respectivamente (MOI de
0,1). Os titulos virais de sobrenadantes foram coletados em hpi indica-
do e os titulos foram determinados por ensaio de placa usando células

17CI-1. Os valores foram analisados usando T teste n&o pareado. Os
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dados sao representativos de 2 a 3 experimentos independentes e séo
apresentados como Média £ Desvio Padréo.

[0016] As FIGS. 3A a 3D indicam que o virus mutante da nsp15 do
MHV induz uma rapida morte celular apoptética nos BMDMs. A FIG.
3A indica que os BMDMs foram infectados com MHV selvagem,
N15m1, ou N15m1 inativado com UV (UV-N15m1). A 24 hpi, a viabili-
dade celular dos BMDMs infectados com virus foi quantificada usando
ensaio CellTiter Glo. Os valores foram analisados usando T teste n&o
pareado. A FIG. 3B indica que os BMDMs foram infectados com MHV
selvagem, ou N15m1 e em seguida tratados com ou DMSO, zVAD (20
MM), Necrostatin-1 (Nec-1) (25 pyM), ou VX-765 (20 uM). A viabilidade
celular foi medida a 24 hpi por ensaio CellTiter Glo. Os valores foram
analisados usando T teste ndo pareado. A FIG. 3C indica que os
BMDMs foram inoculados com MHYV selvagem ou N15m1 e zVAD (20
MM) foi adicionado ao meio. A 24 hpi, a atividade da caspase 3/7 foi
determinada por um teste de atividade da caspase 3/7-Glo. Os valores
foram apresentados em unidades de luz relativa (RLU) e analisados
usando o teste 2-way Anova. A FIG. 3D indica que os BMDMs foram
infectados com MHV selvagem ou N15m1 e os lisados celulares foram
coletados em pontos do tempo indicados. Detec¢cdo por Western blot
de caspase 3 clivada e proteina N. Todas as infeccbées sdo em uma
MOI de 0,1. Os dados s&o representativos de 2 a 3 experimentos in-
dependentes e s&o apresentados como Média + Desvio Padrao.

[0017] As FIGS. 4A a 4D indicam que a infecc&o pelo virus mutan-
te da nsp15 do MHV ativa os sensores de dsRNA do hospedeiro. A
FIG. 4A indica que os BMDMs foram infectados com MHV selvagem
ou N15m1 (MOI de 0,1). A 16 hpi, as células foram lisadas e 40 ug de
lisado celular foi detectado para fosfo-elF2a, elF2a e proteina N viral
por western blot. Calnexina serve como um controle de carga. A FIG.

4B indica que o inibidor de PKR bloqueia apoptose induzida por
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N15m1 nos BMDMs B6. As células foram infectadas com WT ou
N15m1 (MOI de 0,1) e em seguida tratadas com o inibidor de PKR
C16 (1 pM). As células foram coletadas e avaliadas para a atividade
da caspase 3/7 em pontos do tempo indicados. Os valores foram
apresentados em unidades de luz relativa (RLU) e analisados usando
o teste 2-way Anova. A FIG. 4C indica um padréo de degradacdo do
RNA de 300 ng de RNA total extraido dos BMDMs infectados usando
um bioanalisador (MOI de 1). Os numeros de integridade do RNA (RIN)
e as posicOes dos rRNAs 285, 18S, e tRNA sdo mostrados na parte
inferior e a direita da imagem, respectivamente. A FIG. 4D indica um
padrédo de degradacdo do RNA de RNAs dos BMDMs infectados (MOI
de 0,1) tratados com inibidor de C16 (1 uM) ou zVAD (20 pM) a 18 hpi.
Os dados séao representativos de 2 a 3 experimentos independentes.

[0018] As FIGS. 5A a 5D indicam que a mutacdo T98M provoca
instabilidade da proteina nsp15. A FIG. 5A indica que os BMDMs infec-
tados com virus WT ou N15m1 em uma MOI de 0,1 foram lisados a 16
hpi, e proteina N viral, nsp15, e p-actina foram detectadas por western
blotting. A FIG. 5B indica que WT e T98M mutante de nsp15 foram ex-
pressos e purificados a partir de E. coli. Coloracdo por azul de Coo-
massie mostrou as nsp15 e T98M marcadas com Sumo e purificadas,
as quais foram detectadas por anticorpo contra nsp15 usando western
blotting (parte inferior). A FIG. 5C indica a analise do deslocamento
térmico por Fluorimetria de Varredura Diferencial (DSF) da proteina
selvagem nsp15 (preto) e mutante nsp15-T98M (vermelho). A FIG. 5D
indica que uma molécula de RNA radiomarcada R16.4 foi tratada ao
longo do tempo com WT Nsp15 ou T98M na presenca de 5 mM de
Mn2+. No ponto do tempo indicado, uma aliquota da reacao foi anali-
sada sobre um gel de poliacrilamida desnaturante a 20%. A sequéncia
de RNA R16.4 € mostrada acima da imagem do gel. O unico uridilato,

na posicao 13, esta sublinhado. Os dados s&o representativos de 2 a 3
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experimentos independentes.

[0019] As FIGS. 6A a 6D indicam que o virus N15m3 (nsp15-
H262A) fenocopia o virus N15m1 na perda de antagonismo do interfe-
ron. A FIG. 6A indica que os BMDMs B6 foram infectados com virus
WT ou mutantes de nsp15 (N15m1 ou N15m3) em uma MOl de 0,1. A
12 hpi, 0 RNA total foi extraido e analisado para os niveis de mRNA de
IFN-a11. Os valores foram apresentados como Média + Desvio Padréao
e analisados usando T teste ndo pareado. A FIG. 6B indica que os
BMDMs B6 ou ifnar’” foram infectados com WT ou N15m3 em uma
MOI de 0,1. Em pontos do tempo indicados, os sobrenadantes celula-
res foram coletados para ensaio de placa em células 17CL-1. Os valo-
res foram apresentados como Média £+ Desvio Padrdao e analisados
usando T teste n&o pareado. A FIG. 6C indica que os BMDMs B6 fo-
ram infectados com WT ou N15m3 em uma MOI de 0,1 e colhidos pa-
ra analise da atividade da caspase 3/7 em pontos do tempo indicados.
Os valores foram apresentados como Média + Desvio Padréo e anali-
sados usando T teste ndo pareado. A FIG. 6D indica o padréo de de-
gradacao do RNA de 500 ng de RNA total extraido dos BMDMs infec-
tados usando um bioanalisador (MOI de 0,1). Os numeros de integri-
dade do RNA (RIN) e as posi¢cdes dos rRNAs 28S, e 18S sdo aponta-
dos para a parte inferior e para a direita da imagem, respectivamente.
Os dados séao representativos de 2 a 3 experimentos independentes.
[0020] As FIGS. 7A e 7B indicam que a mutacdo de Nsp15 afeta a
distribuicdo de dsRNAs nos BMDMs infectados com virus. Nas FIGS.
7A e 7B, os BMDMs foram infectados com WT ou N15m3 em MOI de
0,1. As células foram fixadas a 6 hpi e coradas com anti-dsRNA, anti-
nsp2/3, e Hoescht 33342 (FIG. 7A) ou anti-dsRNA, anti- nsp15, e
Hoescht 33342 (FIG. 7B). Foram criadas superficies para puncta com
base na fluorescéncia do dsRNA, e foi medida a fluorescéncia de nsp

dentro de cada superficie. O numero de focos de 25 imagens foi con-
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tado usando o programa de software IMARIS. A proporcdo de dsR-
NA/nsp2/3 foi calculada dividindo os focos de dsRNA total pelo numero
de focos de nsp2/3 (FIG. 7A). A percentagem de co-localizacdo de
nsp15 com dsRNA foi calculada dividindo os focos de dsRNA+ nsp15+
pelos focos de dsRNA total. Os valores foram analisados por T teste
nao pareado. Barra de escala: 5 uM.

[0021] As FIGS. 8A a 8G indicam que o virus mutante de Nsp15
de MHV ¢é altamente atenuado em camundongos e induz uma respos-
ta imune protetora. A FIG. 8A indica a carga viral em 6rgdos de ca-
mundongos infectados com virus selvagem (WT) ou N15m1. Camun-
dongos C57BL/6J de seis semanas de idade (n=4) foram inoculados
por via intraperitoneal com 6,0 x 104 PFU de virus. O figado e o bacgo
foram coletados em pontos do tempo indicados e testados para o titulo
viral por ensaio de placa. A linha tracejada vermelha € uma indicacéo
do limite de deteccdo. A FIG. 8B indica que os camundongos
C57BL/6J foram inoculados por via intraperitoneal com 6,0 x 10* PFU
de virus. Em 24 hpi, os linfonodos mesentéricos (MLN) foram coleta-
dos e os genomas virais foram medidos por RT-PCR quantitativo ten-
do por alvo o gene N. Os valores sdo normalizados para B-actina. ™,
p<0,001, T teste n&o pareado. A FIG. 8C indica patologia do figado por
coloracdo com Hematoxilina e Eosina (H&E) conforme indicado por
setas em camundongos selvagens (WT) e infectados com N15m1. Os
dados séo representativos de 5 camundongos. Nas FIGS. 8D e 8E, os
camundongos foram inoculados por injec&o intracraniana (IC) com 600
PFU de virus selvagem (WT) ou N15m1. A patogenicidade viral foi
medida pela percentagem de perda de peso corporal (FIG. 8D) e pela
percentagem de sobrevida (FIG. 8E). Nas FIGS. 8F e 8G, camundon-
gos naive de treze semanas de idade e camundongos infectados com
N15m1 da FIG. 8D foram estimulados com 6,0 x 103 PFU de virus WT

por inoculac&o intracraniana (IC). A patogenicidade viral foi medida
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pela percentagem de perda de peso corporal (FIG. 8F) e pela percen-
tagem de sobrevida (FIG. 8G). Os numeros de camundongos (n) séo
indicados. Os p valores da taxa de sobrevida foram calculados usando
teste de log-rank.

[0022] As FIGS. 9A e 9B indicam que o virus da diarreia epidémica
porcina (PEDV) mutante deficiente de EndoU aumenta a producéo de
interferon tipo | em macréfagos porcinos infectados. A FIG. 9A é um
diagrama esquematico de clones infecciosos de PEDV selvagem
(icPEDV) e um virus mutante de nsp15 de PEDV (icPEDV-deEndoU).
A FIG. 9B indica que Vero as células foram infectadas com 0,1 unida-
de de formacéo de placa/célula de ou icPEDV ou icPEDV-deEndoU.
Em pontos do tempo indicados, os sobrenadantes celulares foram co-
letados para titulacdo viral. Os dados demonstram que tanto icPEDV
quanto icPEDV-deEndoU se propagaram de modo eficaz em células
Vero e apresentaram uma cinética de crescimento similar. A FIG. 9C
indica que macrofagos alveolares porcinos primarios (PAMs) foram
infectados com ou virus icPEDV ou icPEDV-deEndoU e coletados em
pontos do tempo indicados. O RNA total foi extraido das células cole-
tadas e foi transcrito em cDNA. A producéo de interferons tipo | (IFN-«
e IFN-B) foi avaliada examinando seus niveis de mRNA usando PCR
quantitativo. Os dados demonstram que o virus mutante PEDV deEn-
doU estimula um nivel elevado significativo de producéo de IFN tipo |
em PAMs em comparacao com a infec¢do por PEDV selvagem (N.D. =
nao detectado).

[0023] As FIGS. 10A e 10B indicam que N15m1, mas n&o o virus
N3m, induz ativac&do do IFN. A FIG. 10A indica que os BMDMs foram
infectados com MHV selvagem ou N15m1 (MOI de 0,1). A 12 hpi, as
células infectadas foram fixadas com 4% de formaldeido e coradas
com Hoechst 33342 (nucleo; azul), antinucleocapsideo (N; vermelho),

e anti-ISG54 (verde). A imunofluorescéncia foi detectada por micros-
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copia confocal. A FIG. 10B indica que os BMDMs foram infectados
com MHV selvagem (WT), N3m, ou N15m1 (MOI de 0,1). Os niveis de
MRNA de IFN-a11 foram determinados a 12 hpi por RT-PCR quantita-
tivo. Valores normalizados para B-actina. n.s., n&o significativo, T teste
nao pareado.

[0024] As FIGS. 11A e 11B indicam que N15m1 induz uma rapida
morte celular apoptética. A FIG. 1 1A indica que os BMDMs B6 foram
infectados com MHV selvagem (WT), N15m1 |, ou N15m1 inativado
com UV (UV-N15m1). Em 24 hpi, o efeito citopatico foi observado sob
microscopia de campo brilhante. A FIG. 11 B indica que a condensa-
cao da cromatina nuclear (setas pretas) indicativa de apoptose foi de-
terminada por microscopia eletrénica nos BMDMs tratados com estau-
rosporina (1 pM) ou infectados com MHV selvagem ou N15m1 a 16 hpi.
[0025] As FIGS 12A e 12B indicam que apoptose induzida por
N15m1 pode ser inibica por inibidor de PKR C16 e requer receptores
de IFN tipo I. A FIG. 12A indica que os BMDMs B6 foram infectados
com WT ou N15m1 em uma MOI de 0,1. O efeito citopatico e a viabili-
dade celular foram avaliados a 18 hpi. ™~ p<0,0001 , T teste n&o pare-
ado. A FIG. 12B indica que os BMDMs B6 ou ifnar’- foram infectados
com WT ou N15m1 em uma MOI de. A atividade da Caspase 3/7 foi
medida a 18 hpi por um ensaio de Caspase 3/7-Glo. ""p<0,0001, teste
2-way Anova. Os dados sdo representativos de 2 a 3 experimentos
independentes. Os dados na FIG. 12B sdo mostrados em unidades de
luz relativa (RLU) e sdo apresentados como Média + Desvio Padréo.
[0026] A FIG. 13 indica que a mutacdo T98M altera a oligomeriza-
cao de nsp15. Foi usada Dispersao de Luz Dinamica para avaliar a
percentagem de mondmero e hexamero presentes em concentragdes
crescentes de nsp15 selvagem (WT) e T98M.

[0027] As FIGS. 14A e 14B indicam que N15m3 induz uma rapida

morte celular nos BMDMs B6. Os BMDMs B6 foram infectados com
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virus selvagem (WT), N15m1 , ou N15m3 em uma MOI de 0,1. A FIG.
14A indica que a 24 hpi, a viabilidade celular foi determinada usando
ensaio CellTiter Glo. Os valores foram analisados por T teste ndo pa-
reado. A FIG. 14B indica que a 12 hpi, as células foram coletadas e 20
ug de lisado total foi usado para a deteccdo de nsp15, proteina N, e
controle de carga (B-actina).

[0028] As FIGS. 15A e 15B indicam que a atividade da endonu-
clease de Nsp15 né&o altera a quantidade de dsRNA nos BMDMs infec-
tados. BMDMs B6 (FIG. 15A) ou ifnar” (FIG. 15B) foram infectados
com virus selvagem (WT) ou N15m3 em uma MOI de 0,1. A 6 hpi, as
células foram coradas para dsRNA e analisadas por citometria de fluxo.
[0029] As FIGS. 16A e 16B indicam que Nsp15 afeta a distribuicéo
de dsRNA nos BMDMs infectados. Os BMDMs foram infectados com
WT ou N15m3 em uma MOI de 0,1. As células foram fixadas a 6 hpi e
coradas com anti- dsRNA, anti-nsp2/3, e Hoescht 33342. O numero de
focos de 25 imagens foi contado usando o programa de software IMA-
RIS. A FIG. 16A indica que o numero de focos de dsRNA e nsp2/3 fo-
ram contados nos BMDMs ifnar”. A FIG. 16B indica a localizacéo de
dsRNA e nsp2/3 nos BMDMs B6. O numero de focos de dsRNA e
nsp2/3 foram contados e a proporcao de dsRNA/nsp2/3 foi calculada
dividindo os focos de dsRNA total pelo numero de focos de nsp2/3
(FIG. 16A). Os valores foram analisados por T teste ndo pareado. Bar-
ra de escala: 5 yM.

[0030] As FIGS. 17A e 17B indicam que os virus mutantes Nsp15
s&o atenuados em camundongos C57BL/6, mas n&o em camundongos
ifnar’”-. Camundongos C57BL/6 de seis semanas de idade (n=5) foram
inoculados por via intraperitoneal com 6,0 x 10* PFU de virus. Em 5
dpi, foi determinada a patologia do figado por coloragdo com H&E (FIG.
17A). Os figados foram coletados em 3 e 5 dpi e testados para o titulo

viral por ensaio de placa usando células 17CI-1 (FIG. 17B). A linha tra-
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cejada vermelha indica o limite de deteccéo.
DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAO

[0031] A presente invengdo proporciona coronavirus mutantes,

vacinas compreendendo coronavirus mutantes, métodos de producéo
de vacinas, e métodos de prevencao de doenca.

[0032] Os virus de RNA que se replicam através de intermediarios
de dsRNA podem ser detectados como "ndo auto" ("non-self') pelos
sensores de dsRNA do hospedeiro, incluindo receptores citoplasmati-
cos semelhantes a RIG (RLRs). A ativacdo de RLRs estimula a produ-
céo de interferon, o qual regula positivamente sensores de dsRNA adi-
cionais, tais como PKR e o sistema OAS/RNase L, e centenas de ge-
nes estimulados por interferon antiviral (ISGs). Além disso, o interferon
secretado a partir de células infectadas por virus que sentem com su-
cesso 0 dsRNA pode induzir um estado antiviral nas células vizinhas e
limitar a replicacao de virus de RNA potencialmente invasores. Portan-
to, muitos virus desenvolveram estratégias para sequestrar dsRNA de
modo a escapar da deteccao pelos sensores do hospedeiro. Esta in-
vencdo apresenta uma fungdo previamente n&ao reconhecida para o
coronavirus nsp15 no bloqueio da ativacédo de sensores de dsRNA nos
macrofagos, deste modo permitindo a replicacéo viral e a dissemina-
¢éo do virus da progénie.

[0033] De modo a investigar o antagonismo para o coronavirus da
resposta do interferon, investigacdes levando a presente invencao tes-
taram a cepa A59 do virus da hepatite de camundongo (MHV-A59),
um modelo de coronavirus que se replica em multiplos tipos de células
murinas, incluindo os macréfagos, e pode causar hepatite aguda ou
encefalite letal, dependendo do sitio de injecdo. O RNA gendmico viral
tem trinta e dois kilobases e dois tercos do genoma codifica uma gran-
de poliproteina replicase, enquanto o restante do genoma codifica para

proteinas estruturais e proteinas acessorias especificas da cepa (Fig.
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1A). A poliproteina replicase € processada por proteases virais em de-
zesseis proteinas n&o estruturais (nsp's). As nsp's virais agregam junto
com o reticulo endoplasmatico do hospedeiro para gerar membranas
convolutas e vesiculas de dupla membrana (DMVs), as quais sédo o0s
sitios de sintese de RNA viral. A replicacdo do RNA do coronavirus
prossegue através da geracdo de um conjunto aninhado de RNAs de
cadeia negativa que servem como 0s modelos para sintese de novos
genomas de cadeia positiva € mRNAs. Intermediarios de RNA de ca-
deia dupla (dsRNA), potentes estimuladores de sensores citoplasmati-
cos inatos, sao produzidos durante este processo e visualizados em
associacdo com os DMVs. Uma potencial funcdo para as DMVs dos
coronavirus pode ser sequestrar o dsRNA viral para longe dos senso-
res de dsRNA do hospedeiro. No entanto, ndo esta claro se as DMVs
isoladas s&o suficientes para prevenir a ativacdo da resposta imune
inata do hospedeiro. As investigacbées reportadas aqui, neste pedido
de patente, surpreendentemente mostraram que a proteina n&o estru-
tural 15 do coronavirus (nsp15), um componente de Nidovirus alta-
mente conservado (coronavirus e arterivirus) com atividade de endori-
bonuclease, age em conjunto com o complexo de replicac&o viral para
limitar a exposicao do dsRNA viral aos sensores de dsRNA do hospe-
deiro.

[0034] Nsp15 € uma proteina n&o estrutural gerada por processa-
mento, mediado por protease viral, da poliproteina replicase (Fig. 1A).
Analise bioinformatica revelou que a nsp15 contém um dominio com
homologia distante com endoribonucleases celulares, denominado
NendoU, o qual & altamente conservado nos Nidovirus dos vertebra-
dos. Estudos estruturais e bioquimicos revelaram que SARS-CoV e
MHV nsp15, e o arterivirus ortélogo nsp11 podem se agregar para
formar oligdmeros e clivar moléculas de ssRNA e de dsRNA com uma

preferéncia pelo uridinilato 3'. No entanto, a funcao da atividade da en-
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doribonuclease na replicacdo e na patogénese do do Nidovirus nao foi
bem entendida previamente. Os pesquisadores ndo foram capazes de
recuperar virus 229E CoV humano codificando um mutante do sitio
catalitico da endoribonuclease, e portanto concluiram que nsp15 foi
essencial para replicacdo do coronavirus; ao passo que MHV codifi-
cando mutacdes de sitios cataliticos de nsp15 replicaram até titulos
reduzidos (cerca de um log) em linhagens celulares de fibroblastos.
[0035] Investigacdes levando a presente invencao determinaram
que nsp15 n&o é requerido para sintese de RNA viral per se, porém
age mediando a evaséo de sensores de dsRNA do hospedeiro. Espe-
cificamente, coronavirus codificando muta¢cées em nsp15, as quais ou
tornam nsp15 instavel ou desativa a atividade da endoribonuclease,
ativam o interferon e sensores de dsRNA PKR e OAS para promover
morte celular apoptética nos macrofagos. Portanto, nsp15 é essencial
para infecgao por virus e disseminagcdo em camundongos, € que um
virus mutante nsp15 pode induzir uma resposta imune protetora.
[0036] Modalidades n&o limitantes da invencéo serédo agora descri-
tas em referéncia a investigagcdes experimentais lendo até a invencéao.
[0037] Foram usados métodos de triagem para identificar os me-
canismos usados pelos coronavirus para bloquear a resposta imune
inata, particularmente a ativacao do interferon tipo | (IFN-a/B). Estas
triagens identificaram um isolado viral, designado N15m1, op qual pro-
vocou a producéo de IFN-a depois de infeccdo de macrofagos deriva-
dos da medula 6ssea murina (BMDMs) (resumido na Fig. 1C). Se-
quenciamento profundo do RNA gendmico viral revelou que N15m1
contém uma mutagcao em nsp15 (treonina 98 para metionina ) e uma
mutacdo em nsp3 (arginina 971 para alanina [R971A]). A infecc&o de
macréfagos com N15m1 ativou a transcri¢cdo do IFN-o conforme detec-
tado por PCR quantitativo (QPCR) (Fig. 2A), e aumentou a quantidade

de proteina IFN-a secretada, conforme detectado por ELISA (Fig. 2B).

Peticdo 870190085983, de 02/09/2019, pag. 33/82



15/40

Uma consequéncia da ativagdo do de interferon tipo | foi a regulacéo
positiva do ISG54 estimulado pelo interferon, conforme detectado por
coloragdo imunofluorescente (Fig. 10A). O residuo treonina-98 em
nsp15 é altamente conservado nos coronavirus (Fig. 1 D) e pode ser
crucial para a funcionalidade. Além disso, foi produzido um virus mu-
tante nsp3 "limpo", designado N3m (Fig. 1 C), o qual abriga somente a
mutacdo R971A. N3m conservou a capacidade para antagonizar inter-
feron como o virus selvagem (WT) (Fig. 10B), sugerindo adiiconalmen-
te que a mutacao T98M em nsp15 € responsavel pela perda de anta-
gonismo do IFN-c.

[0038] De modo a determinar se a expresséo de IFN-a e ISGs al-
terou a cinética da replicacao viral ou o titulo viral, BMDMs selvagens
(B6) e deficiente de receptor de interferon tipo | (ifnar’) foram infecta-
dos com ou virus selvagem (WT) ou N15m1 em uma baixa multiplici-
dade de infeccdo (MOI de 0,1), e a produgéo de virus foi monitorada
ao longo do tempo. A replicacdo de N15m1 foi significativamente re-
tardada e reduzida nos BMDMs B6 e o nivel de virus da progénie pro-
duzido foi significativamente menor do que o do virus selvagem depois
de 8 hpi (Fig. 2C). Esta deficiéncia de replicacdo de N15m1 néo foi ob-
servada nos BMDMs ifnar’- uma vez que N15m1 teve cinética similar
ao virus selvagem (Fig. 2D), consistente com a ideia de que o interfe-
ron limita a replicacao do virus. Tomados em conjunto, concluiu-se que
a mutacdo T98M em nsp15 resulta em um virus que falha em bloquear
a ativacdo do interferon tipo | nos macréfagos. Estes resultados indi-
cam que a nsp15 selvagem funciona como um antagonista do IFN tipo
| no contexto de infecgao viral.

[0039] Ao realizar os experimentos da cinética de crescimento
descritos acima, observou-se que o0s macrofagos infectados com
N15m1 morreram mais rapidamente do que as células infectadas com

ou virus selvagem ou virus inativado por UV. Conforme mostrado na
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Figura 3A, os BMDMs infectados com N15m1 tiveram uma viabilidade
celular significativamente menor a 24 hpi (vide também a Fig. 11 A).
Além disso, o inibidor da pan-caspase zVAD, mas n&o o inibidor da
RIPK1 Nec-1 ou o inibidor da caspase-1 VX-765, apreventou morte
celular induzida por virus (Fig. 3B). Estes resultados indicarem que
infeccdo por N15m1 ativa a morte celular apoptética ao invés de ne-
croptose dependente de RIPK1/RIPKS3 ou piroptose mediada pela cas-
pase-1. Esta descoberta foi corroborfada avaliando outras marcas de
apoptose:. aumento da atividade da caspase-3/7 nos BMDMs infecta-
dos com N15m1 que € inibida por zZVAD (Fig. 3C); a ativacao da via de
apoptose dependente da caspase 3/7 também foi demonstrada atra-
vés da deteccdo de niveis aumentados de produtos da caspase-3 cli-
vados (Fig. 3D); e foram observadas cromatina condensada e margi-
nalizada, e fragmentacdo nuclear por microscopia eletrénica (EM) em
BMDMs infectados com N15m1 comparados com infectados com virus
selvagem (Fig. 11 B). Tomados em conjunto, estes dados demonstra-
ram que infeccdo com N15m1 induz apoptose nos macrofagos, suge-
rindo que nsp15 selvagem nao somente antagoniza a ativagéo do in-
terferon tipo |, mas também previne a morte celular apoptética.

[0040] A sintese do interferon tipo | € morte celular apoptética séo
acionadas por sensores do hospedeiro associados a membrana ou
citoplasmaticos que reconhecem o dsRNA viral. A ativagao, dependen-
te de dsRNA, dos genes estimulados pelo interferon 2'5'-oligoadenilato
sintetase (OAS) e proteina quinase R (PKR) pode acionar a morte ce-
lular apoptética. Estudos anteriores mostraram que nsp15 de SARS-
CoV e MHV é uma endoribonuclease viral e pode tanto se ligar a
quanto clivar moléculas de RNA (ssRNA e dsRNA). Portanto, foi suge-
rida a hipétese de que nsp15 selvagem pode bloquear a sintese de
interferon e prevenir apoptose sequestrando dsRNA dos sensores do

hosopedeiro. De modo a avaliar se nsp15 previne a ativacéo de senso-
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res de dsRNA, foram avaliados os niveis de elF2a fosforilado, um indi-
cador da ativacdo de PKR, e degradacao do RNA ribossémico (rRNA),
um indicador de sinalizacdo do sistema 2'5-OAS/RNaselL ativo. Foi
observcado aumento da fosforilacdo de elF2a nos BMDMs infectados
com N15m1 em comparacédo com infec¢cdo pelo virus selvagem (Fig.
4A). A adicdo do inibidor da quinase PKR especifico C16 reduziu signi-
ficativamente os niveis de ativacdo da caspase 3/7 que € associada
com apoptose em células infectadas com N15m1 (Fig. 4B e 12A).
[0041] A ativacao da via 2'5'-OAS/RNaseL também foi observada,
conforme revelado por degradacédo do rRNA a 12 e 24 hpi (Fig. 4C). A
degradacdo do rRNA do hospedeiro nao foi inibida por zZVAD ou C16
(Fig. 4D), indicando que a ativacdo de 2'5'-OAS/RNaseL n&o foi uma
conseqliéncia da apoptose, e foi independente da via PKR. Finalmente,
clivagem da caspase-3 ou a ativagao da caspase-3/7 nos macrofagos
infectados com N15m1 foram dependentes do receptor de IFN (Fig. 4C
e 12B), sugerindo adicionalmente que a apoptose observada depende
de genes estimulados pelo interferon. Tomados em conjunto, estes
dados sugeriram que durante a infecgcao por N15m1 dos macroéfagos,
a deteccdo do dsRNA viral aciona a fosforilacdo do elF2a, a degrada-
céo do RNA, a ativacao da caspase 3/7, e apoptose. Estes resultados
corroboraram a hipétese de que nsp15 selvagem funciona prevenindo
a ativacdo, mediada por dsRNA, de respostas imunes inatas.

[0042] A mutacdo T98M se situa na interface entre 0 dominio N-
terminal e o dominio médio de nsp15 (Fig. 1 B), o qual pode afetar a
estabilidade ou a montagem de oligbmeros. Na verdade, foi visto que o
nivel de nsp15 foi significativamente reduzido em células infectadas
com N15m1 quando comparadas com células infectadas com selva-
gem, ao passo que o nivel de proteinas N foi somente minimamente
reduzido (Fig. 5A). A diminuicdo do nivel de nsp15 nos BMDMs B6 in-

fectados com N15m1 foi nao somente devida a reducao da replicacao
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viral porque a reducdo também foi observada em BMDMs ifnar’ infec-
tados com N15m1 (Fig. 5A), onde ambos 0s virus tiveram niveis simi-
lares de proteina N e cinéticas de crescimento similares (Fig. 2D). A
reducdo da deteccdo também nao € devida a afinidade dos anticorpos
contra nsp15 para proteina mutada uma vez que tanto as proteinas
nsp15 selvagens quanto T98M nsp15 purificadas a partir de E. coli fo-
ram detectadsa de maneira equivalente por antissoro policlonal contra
nsp15 (Fig 5B, parte inferior). Estes resultados sugeriram que a muta-
cao T98M desestabiliza nsp15, resultando em uma diminui¢ao no nivel
da proteina em estado estacionario em células infectadas com N15m1.
[0043] De modo a avaliar adicionalmente o efeito da mutacao
T98M sobre a proteina nsp15, versdes de codons otimizados das pro-
teinas nsp15 selvagem e T98M foram clonadas e expressas como pro-
teinas de fusdo SUMO em E. coli (Fig. 3B, parte superior). Com base
na estrutura da nsp15, o marcador SUMO néo vai afetar a montagem
de oligbmeros, tais como hexameros previamente reportados para
nsp15. De modo a avaliar adicionalmente se a mutacao T98M deses-
tabiliza a proteina, foi utilizada fluorimetria de varredura diferencial
(DSF) para medir a estabilidade da nsp15 em resposta ao calor (Fig.
5C). nsp15 selvagem apresenta uma grande transicdo para o estado
desnaturado a 47°C. Em contraste, o mutante T98M desnaturou a
40°C, sete graus menos do que a nsp15 selvagem, indicando adicio-
nalmente que a mutagcao T98M torna a nsp15 menos estavel.

[0044] Usando espectrometria de dispersao dinamica da luz (DLS),
foi visto que a maioria da nsp15 selvagem se aglomera para formar
oligbmeros em uma concentracao de proteina de 0,05 mg/ml (Fig. 13).
Em contraste, a maior parte do mutante nsp15-T98M foi detectada sob
a forma monomérica sob estas condi¢des (Fig. 13). De modo a deter-
minar se oligomerizacdo prejudicada ou falta de oligomerizacdo de

nsp15-T98M afetou a atividade da endoribonuclease, foi conduzida
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uma avaliacao que descobriu que o mutante T98M apresentou uma
significativa reducao na atividade de clivagem de RNA em comparagao
com a proteina selvagem (Fig.5D). Em conjunto, as caracterizagdes in
vitro das proteinas nsp15 selvagem e T98M demonstraram que a mu-
tacdo T98M diminui a estabilidade das proteinas e prejudica a ativida-
de da endoribonuclease. Estes resultados foram interpretados para
demonstrar adicionalmente que um gene da replicase variante codifi-
cando poliproteinas compreendendo nsp15 e provocando quaisquer
modificagdes, incluindo mutacao(bes) e/ou delecdo(des), em nsp15
tem a capacidade para afetar a estabilidade (desestabilizar) ou a ativi-
dade (inativar) de nsp15.

[0045] Como a mutacédo T98M provoca a perda de proteina e pre-
judica a atividade da endoribonuclease de nsp15, foram realizados ex-
perimentos de modo a determinar se a atividade da endoribonuclease
€ crucial para a fuga dos sensores de dsRNA do hospedeiro. Foi gera-
do um virus mutante com uma forma inativa endonucleolitica de nsp15
(H262A), designado como N15m3. Foi visto que a infeccado de macroé-
fagos com N15m3 resultou em transcricdo elevada de IFN-a (Fig. 6A),
deficiéncia de replicacédo nos BMDMs B6, mas ndo nos BMDMs ifnar”
(Fig. 6B), rapida morte celular apoptoética (Fig. 6C e 14A), e degrada-
cao do rRNA (Fig. 6D), demonstrando que N15m3 fenocopia 0 virus
N15m1. A mutacdo H262A n&o afetou o nivel de nsp15 em estado es-
tacionario, uma vez que N15m3, diferentemente de N15m1, expressou
niveis de nsp15 similares ao virus selvagem nos BMDMs ifnar’ (Fig.
14B). Portanto, foi determinado que a perda de atividade de endoribo-
nuclease (H262A) recapitula os fenétipos associados com a perda de
proteina nsp15 pela mutacdo T98M. No total, estes resultados indica-
ram que a atividade da endoribonuclease de nsp15 € importante para
a fuga de sensores de dsRNA do hospedeiro.

[0046] nsp15 de MHV purificada a partir de E. coli apresenta ativi-
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dade de endonuclease na presenca de manganés e a substituicio da
Histidina catalitica 262 com Alanina (H262A) resultou em uma enzima
inativa. Portanto, o virus N15m3 foi escolhida uma vez que abriga a
forma inativa catalitica de nsp15 (H262A) de modo a determinar adici-
onalmente o papel da atividade da endoribonuclease na prevencgao da
ativacdo dos sensores de dsRNA do hospedeiro. Como infecg¢ao pelo
CoV produz intermediarios do dsRNA durante a replicacdo do virus, foi
sugerida a hipotese de que nsp15 pode degradar o dsRNA viral para
prevenir a acumulacao de dsRNA. De modo a testar esta hipétese, ou
BMDMs B6 ou BMDMs ifnar’- foram infectados com virus selvagem ou
N15m3 e foi medido o nivel de dsRNA. De maneira surpreendente,
nao foi observado um aumento no nivel de dsRNA em células infecta-
das com N15m3, conforme medido pela intensidade de fluorescéncia
de dsRNA ou pela percentagem de células positivas para dsRNA
usando citometria de fluxo (Fig. 15), implicando que a fun¢éo antago-
nista de nsp15 pode nao ser mediada através de degradacao do dsR-
NA viral.

[0047] Acreditava-se que dsRNA de CoV se associasse principal-
mente com o complexo de replicagcao e que fosse enterrado nos DMVs,
0s quais se imagina que protejam o RNA viral contra os sensores do
hospedeiro. Portanto, foi sugerida a hipotese de que a nsp15 pode
funcionar para manter a associa¢cado de dsRNA com o complexo de re-
plicacdo ou para facilitar o empacotamento do dsRNA dentro dos
DMVs. Deste modo, foi previsto que o virus mutante nsp15 pode gerar
mais dsRNAs "livres", e que estes dsRNAs livres ativam os sensores
do hospedeiro. De modo a testar esta hipotese, foi avaliada a a locali-
zacao subcelular de dsRNA e complexo de replicacdo (nsp2/3 como
um indicador) por imunofluorescéncia usando anticorpos especificos.
De maneira interessante, foi visto que infec¢do por N15m3 produziu

mais focos de dsRNA que nao co-localizaram com nsp2/3, particular-
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mente nos BMDMs ifnar’- (Fig. 7A).

[0048] De modo a quantificar o dsRNA "livre", o numero de focos
de dsRNA e nsp2/3 foi contado usando o programa do software IMA-
RIS. Foi visto que no caso de ter numeros similares de focos de
nsp2/3 nos BMDMs ifnar’, N15m3 produziu mais focos de dsRNA do
que o virus selvagem (Fig. 7A painel da esquerda e 16A). O numero
de fovos de dsRNA "livres" e a propor¢cao de dsRNA/nsp2/3 de N15m3
foram significativamente maiores do que os do virus selvagem (Fig. 7A
painel da direita). Nos BMDMs B6, o virus N15m3 produziu numeros
similares de focos de dsRNA porém significativamente menos focos de
nsp2/3 devido a replicacéo prejudicada (Fig. 6B). Observou-se que a
propor¢cao de dsRNA/nsp2/3 ainda foi maior em N15m3 do que no vi-
rus selvagem (Fig. 16B), consistente com os resultados obtidos de
BMDMs ifnar”- (Fig. 7A). Tomados em conjunto, estes dados sugerem
que nsp15 pode n&o afetar a quantidade de dsRNA na célula, mas
funciona mantendo a associacdo de dsRNA com nsp2/3, e posterior
empacotamento de dsRNA dentro dos DMVs.

[0049] De modo a entender adicionalmente a relagdo entre nsp15
e dsRNA, as localizacbes de nsp15 e dsRNA foram examinadas.
Acreditava-se que nsp15 se associa com RNA viral recém sintetizado
em puncta caracteristicos que contém proteinas replicases virais, e
s&o considerados como sendo os sitios para sintese de RNA viral.
Nsp15 e dsRNA foram visualizados por imunofluorescéncia usando
anticorpos especificos. Foi visto que o numero de focos de dsRNA que
co-localizou com nsp15 foi significativamente reduzido em células in-
fectadas com N15m3 em comparagao com células infectadas com WT
(Fig 7B). Estes resultados adicionalmente corroboraram que nsp15
pode se associar com dsRNA e o complexo de replicagao viral. Portan-
to, concluiu-se que a perda da atividade de endoribonuclease pode

romper a associacao de dsRNA e o complexo de replicacao, resultan-
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do em mais dsRNA "livre" a ser sentido pelos sensores do hospedeiro.
[0050] Como os virus mutantes de nsp15 induzem uma robusta
resposta de interferon e ativam os sensores de dsRNA do hospedeiro,
foram realizadas investigacdes adicionais de modo a determinar se a
perda de antagonismo mediado por nsp15 das respostas imunes ina-
tas altera a patogénese do coronavirus murino. Para este fim, foi em-
pregado um modelo de infecgcdo nao letal no qual se esperou que os
titulos de WT MHV-A59 atingissem o pico no dia cinco depois da in-
feccdo. Os camundongos foram injetados por via intraperitoneal com
60.000 PFU e os figados e os bacos foram coletados nos dias trés e
cinco depois da infeccdo para medir a replicacéo viral. De modo inte-
ressante, um ensaio de placa de rotina para enumerar as particulas
infecciosas foi negativo para virus nos camundongos inoculados com
N15m1 (Fig. 8A). O ensaio de RT-gPCR mais sensivel para detectar
MRNA do gene N do MHV identificou minimos niveis de RNA de
N15m1 nos linfonodos mesentéricos (MLN) no dia um depois da infec-
¢do mas ndo em momentos posteriores (Fig. 8B e dados ndo mostra-
dos). Exame histolégico dos figados revelou lesdes tipicas associadas
com infeccdo por MHV selvagem, mas n&do em camundongos infecta-
dos com N15m1 (Fig. 8C). De modo similar, os camundongos infecta-
dos com N15m3 ndo apresentaram sinais de patologia do figado simi-
lar aos camundongos infectados com N15m1 (Fig. 17A).

[0051] Foi usado um modelo de estimulo letal de modo a determi-
nar se o virus N15m1 foi atenuado. Somente € necessario 600 PFU de
virus selvagem introduzido dentro do crénio de um camundongo para
induzir encefalite letal. Os camundongos infectados com virus selva-
gem perderam peso corporal € sucumbiram a infeccao por volta do dia
sete depois da infeccdo. Em contraste, todos os camundongos infec-
tados com N15m1 sobreviveram a infeccdo, apresentando somente

perda de peso transitéria no dia um depois da infecgcdo, e ganharam
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peso ao longo do tempo (Fig. 8D e 8E). Estes dados revelam que
N15m1 é profundamente atenuado e nao apresenta patogénese mes-
mo neste sensivel modelo in vivo. Além disso, os camundongos ifnar”
foram infectados por via intraperitoneal com 50 PFU de ou virus selva-
gens ou mutantes, e todos os camundongos rapidamente sucumbiram
a infecgao, corroborando o conceito de que a perda de fungcdo de an-
tagonismo do IFN de nsp15 nos virus mutantes é responsavel por ate-
nuacao durante a infeccdo de camundongos B6 (Fig.17B). De modo
importante, a inoculagdo com N15m1 protegeu totalmente os camun-
dongos contra um estimulo com 6000 PFU (10 vezes a dose letal) de
MHV selvagem (Fig. 8F e 8G).

[0052] No total, estas investigacdes experimentais demonstraram
a funcao de nsp15 durante infecgdo por virus selvagem para evitar que
dsRNA viral venha a ativar os sensores do hospedeiro. A perda de
nsp15 durante a replicacao viral resultou em rapida deteccéo de dsR-
NA, ativacao do interferon tipo I, 2'5'-OAS/RNasel e PKR, o qual limita
a replicacao, a disseminacao e a doenca virais. Foi demonstrado que
na auséncia de sinalizac&o de IFN, virus mutantes nsp15 replicam de
modo similar ao virus selvagem, indicando que a atividade da endori-
bonuclease de nsp15 nao é requerida para sintese de RNA viral. Ao
invés, nsp15 €& cruicial para descarrilar a resposta imune inata para
replicacao de coronavirus em macréfagos.

[0053] O efeito de nsp15 como um antagonista de sensores de
dsRNA é distinto dos estudos anteriores de antagonistas codificados
por replicase de coronavirus. CoVs codificam uma 2'0-metiltransferase
(nsp16) para proporcionar uma estrutura de cobertura nas extremida-
des 5' de seu mRNA para evitar o reconhecimento pelos PRRs do
hospedeiro. Virus mutantes SARS-CoV e MHV que carecem de ativi-
dade de 2'0O-metiltransferase dispararam a resposta de IFN tipo | e fo-

ram atenuados nos macrofagos e em camundongos. nsp1 de SARS-
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CoV e MHYV pode prevenir a indugcao de IFN por degradacdo do mRNA
do hospedeiro; no entanto, infeccao dos macréfagos com um mutante
de delecao nsp1 nédo alterou a inducao de IFN, mas ao contrario, foi
atenuada nos camundongos B6. CoVs codificam um dominio de pro-
tease semelhante a papaina essencial (PLP2 ou PLpro) dentro da
nsp3, o qual pode desregular a resposta imune inata por clivagem de
moléculas de ubiquitina de substratos celulares. Como a nsp15 é al-
tamente conservada em todos os coronavirus, incluindo coronavirus
relativamente benignos tais como HCoV-229E e OC43, os quais pro-
vocam resfriados comuns, € possivel que nsp15 seja fundamental para
a capacidade do virus para prevenir o reconhecimento de sensores de
dsRNA do hospedeiro nos macréfagos possibilitando a disseminacéo
do virus para os 6rgéos alvo.

[0054] Estudos anteriores mostraram que os coronavirus codificam
fatores virais para impedir a ativagcdo de sensores do hospedeiro, me-
diada pelo dsRNA, tais como o sistema OAS/RNase L e PKR. Por
exemplo, a cepa de coronavirus murino usada nas investigacdes aci-
ma mencionadas também codifica a proteina acesséria ns2, a qual é
outro importante antagonista do sistema OAS/RNase L. Ns2 codifica
uma enzima 2'5'-fosfodiesterase (PDE), a qual cliva o 2'5-
oligoadenilato, o produto de OAS, para prevenir a degradacdo do
rRNA, mediada pela RNase L, nos macréfagos. De maneira interes-
sante, o ns2 do coronavirus confere um efeito especifico para o figado
assim como infeccao intracraniana com o virus mutante ns2 permane-
ce letal. Foi visto que os virus mutantes nsp15 com um ns2 intacto fo-
ram capazes de induzir a degradacdo do rRNA nos macréfagos e fo-
ram altamente atenuados tanto em modelos de hepatite quanto de en-
cefalite em camundongo. Investigacbes das proteinas acessoérias de
MERS-CoV revelaram que NS4b tem uma atividade de PDE similar a
ns2 de MHV e inibe a atividade da RNase L. MERS-CoV NS4a codifica
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uma proteina de ligacdo ao dsRNA que limita a ativacdo de PKR. A
delecdo de NS4a no contexto do virus n&o foi suficiente para ativar
PKR e a geracdo de uma resposta de estresse, e poratnto, MERS-CoV
deve ter mecanismos redundantes para suprimir o reconhecimento e a
ativacdo de sensores de dsRNA. Os resultados apresentados aqui in-
dicam que nsp15 pode servir como um fator viral conservado para su-
primir a ativacdo de sensores de dsRNA durante infecgdo pelo CoV, e
que a supressao adicional de PKR e/ou OAS/RNase L por ns2, NS4a,
ou NS4b pode proporcionar mecanismos de controle especificos para
tecidos ou redundantes que provavelmente contribuem para a patogé-
nese viral.

[0055] O um ou mais mecanismos exatos que a nsp15 usa para
suprimir a ativacao de sensores de RNA viral ainda precisam ser de-
terminados, particularmente com respeito ao papel da atividade da en-
doribonuclease nsp15 no antagonismo de sensores de dsRNA. Com
relacdo a atividade da ribonuclease, foi demonstrado que dois virus
codificando a atividade da ribonuclease funcionam na supresséo de
respostas imunes inatas. A RNase Erns do pestivirus age como um
receptor de chamariz enzimaticamente ativo que degra o RNA viral em
compartimentos endolisossdmicos, o qual limita a exposicao do RNA
aos sensores de dsRNA do hospedeiro. A nucleoproteina do Lassa
virus também contém um dominio de exonuclease 3' a 5' que digere o
dsRNA livre e € essencial para suprimir a translocagao do fator trés
regulador do interferon e ativacao do sistema de resposta imune inata
do hospedeiro. Portanto, foi fazoavel supor que a nsp15 pode degra-
dar o dsRNA viral para prevenir a detec¢do pelos sensores de dsRNA
do hospedeiro. Ndo obstante, n&o foram observados niveis de dsRNA
aumentado em macréfagos infectados com virus mutante da nsp15
(Fig. 14), sugerindo que a nsp15 pode ter alvos especificos ao inves

de RNA amplamente degradante. Estes estudos mostraram que a
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nsp15 pode manter a associacdo do dsRNA com o complexo de repli-
cacao ou mediar o empacotamento de dsRNA do DMV.

[0056] Em vista do acima exposto, as investigagcdes acima menci-
onadas proporcionaram um entendimento dos mecanismos usados
pelos coronavirus para modularem de modo eficaz a resposta imune
inata em macréfagos e proporcionam varias novas direcdes para o de-
senvolvimento de terapias tendo por alvo a nsp15 e 0 desenvolvimento
de vacinas vivas e atenuadas. Por exemplo, acredita-se que sujeitos
podem ser inoculados contra varios coronavirus por aplicacao de uma
vacina compreendendo um coronavirus vivo € atenuado compreen-
dendo um gene da replicase variante codificando poliproteinas e pro-
vocando uma modificacao, incluindo mutagao(s) ou delecdo(des), em
nsp15 que afeta a estabilidade ou a atividade da nsp15, como um
exemplo particular porém n&o limitante, uma proteina compreendendo
uma mutacédo de aminoacido de treonina para metionina na posicao 98
ou de histidina catalitica para alanina na posicao 262. A vacina pode
incluir um veiculo farmaceuticamente aceitavel tal como, mas ndo limi-
tado a agua, salina, salina tamponada, tampé&o de fosfato, solu¢des
alcodlicas/aquosas, emulsdes ou suspensdes.

[0057] Como a nsp15 é altamente conservada em todos os coro-
navirus, acredita-se que a abordagem acima descrita possa ser esten-
dida para gerar vacinas para todos os coronavirus existentes e emer-
gentes (Coronavirinae). Portanto, acredita-se que possam ser produzi-
das vacinas com sucesso formando muta¢des em nsp-15 de varios
coronavirus incluindo, mas nao limitados a, o coronavirus da Sindrome
Respiratéria Aguda Severa (SARS-CoV), o coronavirus da sindrome
respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV), os coronavirus humanos
229E (HCoV-229E), OC43 (HCoV-0C43), HKU1 (HCoV-HKU1 ), e
NL63 (HCoV-NL63), o virus da peritonite infecciosa dos felinos (FIPV),

o coronavirus canino (CCoV), o virus da bronquite infecciosa (IBV) das
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galinhas, o coronavirus bovino (BOCOV), e os coronavirus porcinos in-
cluindo o virus da gastroenterite transmissivel (TGEV), o coronavirus
porcino delta (PDCoV), o virus da diarreia epidémica porcina (PEDV),
0 coronavirus respiratorio porcino (PRCV), e o coronavirus da encefa-
lomielite hemaglutinante porcina (PHE-CoV).

[0058] A inativacdo de nsp15/EndoU do virus da diarreia epidémi-
ca porcina (PEDV) por mutagcao de um clone infeccioso resulta em um
virus que replica de maneira eficaz em cultura de tecido porém ativa a
resposta imune inata para gerar interferons em macrofagos infectados
(Fig. 9). A inativacdo da atividade da nsp15/EndoU em qualquer coro-
navirus que infecte seres humanos ou animais vai gerar uma cepa de
vacina do virus. Esta inativagdo possibilita a rapida ativacdo do interfe-
ron em macréfagos infectados com virus, os quais podem entao esti-
mular a resposta imune adaptiva. Isto pode ser demonstrado em multi-
plas espécies de coronavirus e resulta em um virus que estimula a ati-
vacao da resposta imune inata, por exemplo, a resposta do interferon
Tipo I.

[0059] A corroboracdo de aspectos do estudo e conclusdes discu-
tidas acima foram publicadas em Deng et al., "Coronavirus non structu-
ral protein 15 mediates evasion of dsRNA sensors and limits apoptosis
in macrophages," Proceedings of the National Academy of Sciences
May 2017, 1 14 (21 ) E4251 -E4260; DOI: 10.1073/pnas.16183101 14,
e em Kindler et al.,, "Early endonuclease-mediated evasion of RNA
sensing ensures efficient coronavirus replication," PLoS Pathog 13(2):
€1006195. doi: 10.1371/journal. ppat.1006195 (2017). Os conteudos
integrais destes dois trabalhos s&o incorporados aqui, a este pedido de
patente, por meio de referéncia.

[0060] Detalhes adicionais relativos as investigacbes descritas
aqui, neste pedido de patente, s&o proporcionados abaixo como dis-

cussbes de procedimentos experimentais usados durante as investi-
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gacoes. As discussles referidas ndo se destinam a estabelecer limita-
cbes para 0 ambito da invengao, mas ao invés sao proporcionadas pa-
ra revelar o ambito e detalhes particulares das investigacoes.

[0061] A discussao que se segue descreve alguns procedimentos
experimentais relativos as FIGS. 1A a 8G.

[0062] Células, anticorpos, e produtos quimicos. Células de tumor
cerebral tardio (DBT) foram cultivadas em meio MEM suplementado
com caldo de fosfato de triptose a 10%, 5% de soro de feto de vitelo
inativado pelo calor (FCS), 2% de penicilina/estreptomicina, e 2% de
glutamina. Células BHK-21 expressando o receptor do MHV (BHK-R)
foram cultivadas em meio DMEM) suplementado com 10% de FCS e
G418 (0,8 mg/ml) (SV30069, HyClone). A linhagem celular 17CI-1 foi
mantida em 5% de FCS DMEM. Soro de coelho anti-nsp2/3 (anti-D3) e
soro anti-nsp15 (anti-D23). O antinucleocapsideo de camundongo
(J3.3) foi da University of Wisconsin, Madison. Anticorpos adquiridos
comercialmente: dsRNA (K1, Scicons), ISG54 (PA3845, ThermoFis-
her), elF2a (sc-133132) e p-elF2a (sc-12412) foram da Santa Cruz. Os
inibidores quimicos foram das seguintes fontes: inibidor da pan-
caspase zVAD (627610, Millipore), Necrostatin-1 (Nec-1) (480065, Mil-
lipore), inibidor de PKR C16 (527450, Millipore), estaurosporina (ALX-
380-014, Enzo Life Sciences) e VX-765 (F7120, UBPbio).

[0063] Virus e sequenciamento profundo. A cepa de MHV selva-
gem A59 (GenBank acesso no. AY910861) foi gerada por genética re-
versa. Para gerar virus de MHV mutantes, modificagcdes de nucleoti-
deos foram incorporadas dentro dos fragmentos de cDNA do genoma
de MHV-A59 através de mutagénese de PCR (iniciadores disponiveis
segundo solicitacdo). Foi realizada a producdo subsequente de virus
por genética reversa. Os virus resgatados foram purificados por placa,
propagados sobre células BHK-R, e titulados sobre células 17CI-1. Os

virus mutantes foram mantidos exclusivamente em células BHK-R.
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Todas as preparagdes de estoques de virus e os isolados purificados
por placa usados neste estudo foram submetidos a sequenciamento
profundo do genoma completo (laboratério de diagnéstico da Kansas
State University).

[0064] Infeccdo e experimentos com camundongos. Os BMDMs
em placas de 12 ou 24 cavidades foram infectados com as cepas vi-
rais indicadas em uma MOI de 0,1 ou 1 em meio livre de soro. Para a
analise da cinética de crescimento, os sobrenadantes das culturas ce-
lulares foram coletados em pontos do tempo indicados e titulatods por
ensaio de placa sobre células 17CI-1. Para infecgcdo dos camundongos,
todos os experimentos foram realizados usando protocolos revisados e
aprovados pelo IACUC da Loyola University Chicago. Para infec¢des
intracranianas (i.e.), camundongos fémeas C57BL/6J de seis semanas
de idade (Jackson Laboratory) foram inoculados com 600 PFU de vi-
rus € monitorados para o peso corporal diariamente e submetidos a
eutanasia quando a perda de peso foi acima de 25% de acordo com o
protocolo do IACUC. Para infecg¢ao intraperitoneal (i.p.), camundongos
de seis semanas de idade foram injetados com 60.000 PFU e os 6r-
gaos foram coletados em pontos do tempo indicados. A evidéncia de
patologia do figado foi determinada por coloragdo com H&E.

[0065] Ensaios de morte celular. A viabilidade celular e a atividade
da Caspase 3/7 foram medidas usando CellTiter Glo (G7571 , Prome-
ga) ou CaspaseGlo 3/7 (G8091 , Promega) respectivamente, de acor-
do com o protocolo do fabricante, com modificagcao.

[0066] Ensaio de fluorimetria de varredura diferencial (DSF). DSF
foi realizada na maquina de PCR em tempo real Stratagene MX3005P.
As amostras contém 1x SYPRO Orange, e 10 uM da proteina recom-
binante. Todas as amostras foram aquecidas em uma taxa de
0,5°C/min, e foram determinadas a intensidade de fluorescéncia e a

Tm (temperatura de fus&o).
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[0067] Ensaio de clivagem de RNA. O ensaio de clivagem de RNA
padrédo usou 1 x104 CPM de substrato de RNA radiomarcado na ex-
tremidade 5' (concentracdo de final RNA de 1 yM) e 0,026 uM de
Nsp15 em 50 mM de Tris-HCI (pH 7,5), 50 mM de KCI, 1 mM de ditio-
treitol, 5 mM de MnClz a 30°C. As reag¢des da endoribonuclease foram
terminadas pela adicdo de um tampé&o de carregamento de gel que
continha 7,5 M de ureia. Os produtos foram separados por eletroforese
em géis de poliacrilamida a 20% contendo 7,5 M de ureia. Os géis fo-
ram embalados em plastico e expostos a uma tela do Phosphorimager
para quantificacdo usando o software Molecular Dynamics.

[0068] A discussao que se segue descreve alguns procedimentos
experimentais relativos as FIGS. 10A a 17B.

[0069] Células, anticorpos, e outros reagentes. Células de tumor
cerebral tardio (DBT) foram cultivadas em meio minimo essencial
(MEM) (61 100-061, Gibco) suplementado com caldo de fosfato de
triptose a 10%, 5% de soro de feto de vitelo inativado pelo calor (FCS),
2% de penicilina/estreptomicina, e 2% de glutamina. Células 21 de rim
de bebé de hamster expressando o receptor do MHV (BHK-R) foram
cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (12100-
046, Gibco) suplementado com 10% de FCS inativado pelo calor e
G418 (0,8 mg/ml) (SV30069, HyClone) para manter selegcdo para ex-
pressao de receptores do MHV. A linhagem celular 17CI-1 foi mantida
em 5% de FCS DMEM. Foi gerada a cepa A59 de MHV selvagem
(GenBank acesso no. AY910861) por genética reversa e foi sequenci-
ado o genoma total. Macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDMs)
diferenciados (vide abaixo) foram mantidos em meio de macréfagos da
medula éssea (BMM) contendo DMEM (10-017-CV, Corning) suple-
mentado com 30% de sobrenadante de células L929, 20% de FCS,
1% de L-glutamina, 1% de piruvato de sodio, e 1% de penicilina/es-

treptomicina. Soro de coelho anti-nsp2/3 (anti-D3) e soro anti-nsp15
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(anti- D23). O antinucleocapsideo de camundongo (J3.3) foi da Uni-
versity of Wisconsin, Madison. Anticorpos adquiridos comercialmente:
anticorpo de camundongo anti-Bactina (A00702, Genscript), anticorpo
de camundongo anti-calnexina (610523, BD), anticorpo de asno anti-
coelho-HRP (711 -035-152, Jackson ImmunoResearch), anticorpo de
cabra anticamundongo-HRP (1010-05, SouthernBiotech), dsRNA (K1,
Scicons), 1SG54 (PA3845, ThermoFisher), elF2a (sc-133132) e p-
elF2a (sc-12412) foram da Santa Cruz. Os inibidores quimicos foram
das seguintes fontes: inibidor da pan-caspase zVAD (627610, Millipo-
re), Necrostatin-1 (Nec-1 ) (480065, Millipore), inibidor de PKR C16
(527450, Millipore), e VX-765 (F7120, UBPbio).

[0070] Producao de macréfagos derivados da medula 6ssea. Me-
dula ossea foi coletada dos fémures de camundongos C57BL/6J
(000664, Jackson Labs) ou ifnar”- obtidos da Washington University
em St. Louis. 5 x 10° células da medula 6ssea foram laminadas em
placas de petri de 100 x 26 mm (25387-030, VWR) com 15 mL de
meio BMM com 50 uM de B-mercaptoetanol. Depois de 3 dias de incu-
bacédo a 37°C/5% de CO, 10 mL de meio BMM foi adicionado. Depois
de outros 3 dias de diferenciacdo, os BMDMs foram lavados em 1x
PBS a frio, incubados por 30 min a 4°C em 10 mL 1x PBS e em segui-
da delicadamente enxaguados das placas por pipetagem manual. 1 x
107 células/mL foram suspensas em meio BMM com 10% de DMSO e
armazenadas em fase liquida de nitrogénio liquido até a utilizac&o. Pa-
ra a preparacdo de sobrenadante de células L929, 3,75 x 10° células
L929 foram laminadas em 75 mL de meio (DMEM [10-017-CV, Cor-
ning], 10% de FCS, 1% de L- glutamina, 1% de piruvato de sédio, 1%
de aminoacidos nao essenciais, € 1% de penicilina/estreptomicina) em
um frasco T150 (10-126-34, Thermofisher). Depois de 6 dias de incu-
bacdo a 37°C/5% CO2, o sobrenadante foi coletado, filtrado, e arma-

zenado a -20°C até a utilizagdo. Para infec¢des virais, os BMDMs fo-
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ram degelados e laminados em placas de petri de 100 x 26 mm em
meio BMM sem B-mercaptoetanol. Depois de 3 dias de incubacéo a
37°C/5% de COg, as células foram laminadas sobre placas de cultura
de tecido para experimentos de infeccao subsequentes depois de 24
horas de incubacéo.

[0071] Virus mutantes e sequenciamento profundo. De modo a
gerar virus mutantes MHV, modificacbes de nucleotideos foram incor-
poradas no genoma do MHV-A59 através de mutagénese por PCR
(iniciadores disponiveis segundo solicitacao) de fragmentos de cDNA.
Foi realizada producao de virus subsequente por genética reversa.
RNA gendmico viral de transcri¢cdo in vitro (IMMESSAGE mMACHINE
T7 Transcription Kit; AM1344, Invitrogen Ambion) de fragmentos de
cDNA ligados foi eletroporado em células BHK-R. O sobrenadante ce-
lular foi coletada como estoque viral depois de observacao de efeitos
citopaticos. Clones infecciosos foram purificados por placa, propaga-
dos sobre células BHK-R, e titulados sobre células 17CI-1. Os virus
mutantes foram mantidos exclusivamente em células BHK-R, as quais
nao produzem ou respondem ao interferon. Todas as prepara¢des de
estoques de virus e os isolados purificados por placa usados neste
estudo foram submetidos a sequenciamento profundo do genoma
completo (laboratério de diagndstico da Kansas State University). Em
resumo, 0 RNA viral foi extraido de estoques de virus usando o kit
QlAamp MinElute Virus Spin Kit (57704, QIAGEN), usado para gerar
uma biblioteca de cDNA e sequenciado por tecnologia Miseq ou lon
Torrent. Sequéncias de MHV mutantes foram alinhadas ao constructo
sintético de MHV selvagem-A59 (GenBank acesso no. AY910861).
[0072] Avaliacdo da replicagao viral por ensaio de placa. De modo
a determinar a cinética de crescimento viral, os BMDMs em placas de
24 cavidades foram infectados com cepas virais indicadas em uma

MOI de 0,1 em meio livre de soro. Depois de 1 h de incubacéao, o ino-
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culo foi substituido com meio completo fresco. Sobrenadantes da cul-
tura celular foram coletados em pontos do tempo indicados e titulados
por ensaio de placa sobre células 17Cl-1. De modo a determinar o titu-
lo viral nos 6rgéos, uma porgao de tecido foi homogeneizada com 1,0
mm de contas de dia. zirconia/silicio (11079110z, BioSpec Products)
usando um homogenizador automatizado (6,0 m/seg, duracao de 40
seg) (MP Biomedicals) em meio DMEM livre de soro. Os 6rgaos ho-
mogeneizados foram centrifugados a 10.000 x g por 5 min e os sobre-
nadantes clarificados foram titulados para placas virais sobre células
17CI-1. Foram obtidos titulos de trés ensaios independentes para cda
amostra. Foram gerados graficos da cinética viral usando o software
Prism 7 (GraphPad Software, Inc.).

[0073] Ensaios da morte celular. A viabilidade celular e a atividade
da Caspase 3/7 foram medidas usando CellTiter Glo (G7571 , Prome-
ga) ou CaspaseGlo 3/7 (G8091 , Promega) respectivamente, de acor-
do com o protocolo do fabricante, com modificacdo. Em resumo, 3,0 x
10° BMDMs/ cavidade foram laminados em placas de 24 cavidades e
infectados em uma MOI de 0,1 por 1 h em meio livre de soro. O meio
foi substituido com meio completo, ou para a adi¢c&o de inibidores qui-
micos, o inoculo viral foi substituido com meio BMM completado con-
tendo a concentracéo indicada de inibidores. Os BMDMs infectados
foram incubados por 24 horas a 37°C/5% de CO2. Os BMDMs foram
lavados duas vezes com 1x PBS e lisados com 100 yL de mistura de
reagente Glo/meio (a 1:1). 50 yL de lisado celular foi usado para medir
o sinal de luminescéncia. Foram realizados desvio padrao e T teste
ndo pareado were sobre triplicatas técnicas e os dados sao represen-
tativos de trés experimentos independentes. Foram gerados graficos
da viabilidade celular usando o software Prism 7 (GraphPad Software,
Inc.).

[0074] Imunofluorescéncia. Os BMDMs (1,5 x 10° células/ cavida-
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de) foram laminados sobre uma sobrelamina de vidro em uma placa
de 24 cavidades por 24 h e em seguida infectados com virus selvagem
ou mutante em uma MOI de 0,1 em meio livre de soro. A 6 ou 12 hpi,
as células infectadas foram fixadas com 4% de formaldeido em 0,095
M de tampéo PIPES (P1851, Sigma), permeabilizadas com 0,1 % de
Triton X-100 (T8787, Sigma) em 1x PBS, e bloqueadas com 2% de
BSA. Anticorpos primarios e secundarios foram usados como se segue:
anti-NSP2/3 (1 : 1500), anti-dsRNA (1 : 500), anti-ISG54 (1 : 500), an-
tinucleocapsideo (1 : 500), anticorpo de asno anticoelho IgG alexafluor
488 (1 : 1000) (A- 21441, Invitrogen), e anticorpo de cabra anticamun-
dongo IgG Alexa Fluor 568 (1 : 1000) (A1 1004, Thermofisher). Os nu-
cleos foram visualizados com Hoescht 33342 (1 :2500) (H1339, Life
Technologies). As células foram fotografadas coletando imagens em
pilha Z (Z-stack) com um microscépio fluorescente de campo amplo
Deltavision (Applied Precision, GE) equipado com uma camera digital
(CoolSNAP HQ, Photometries). Foram feitas imagens com uma lente
de 20x ou 100x. As amostras foram excitadas com luz gerada por um
moddulo de iluminagdo em estado sélido Insight SSI (Applied Precision,
GE) e deconvoluidas com o software de deconvolugcdo SoftWoRx (Ap-
plied Precision, GE). Todas as imagens foram coletadas sob condi-
cbes de aquisicao idénticas e processadas usando Imaris 7.6.4
(Bitplane).

[0075] Andlise FACS. Os BMDMs (6,0 x 10°) foram laminados em
uma placa de 12 cavidades (Corning) por 24 h e em seguida infecta-
dos com virus selvagem ou mutante em uma MOI de 0,1. A 6 hpi, as
células foram coletadas e fixadas com 4% de formaldeido em 1x PBS,
permeabilizadas com 0,1 % de Triton X- 100 em 1x PBS, e bloqueadas
com 1x PBS contendo 2% de FCS e 0,5% de azida de sbdio. As célu-
las foram marcadas com corante de viabilidade fixavel (65-0865-14,

eBioscience) e anticorpos contra os anticorpos primarios e secunda-
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rios indicados, anticorpo de asno anticoelho alexafluor 488 e anticorpo
primario de cabra anticamundongo marcado com Alexa Fluor 568. As
células foram analisadas usando um analisador celular LSR Fortessa
(BD Bioscience). Dados da citometria de fluxo foram analisados usan-
do o software FlowJo (Treestar).

[0076] Quantificacdo da producédo de IFN-a por PCR quantitativo
de transcricéo reversa (RT- qPCR) e ELISA. Os BMDMs em uma pla-
ca de 12 ou 24 cavidades foram pesudo-infectados ou infectados com
virus em uma MOI de 0,1 ou 1. Em pontos do tempo indicados, células
de monocamada foram usadas para extragdo de RNA usando um
RNeasy Mini Kit (74104, QIAGEN), enquanto os sobrenadantes da cul-
tura celular foram coletados para ELISA. De modo a determinar a pro-
ducdo de mRNA de IFN-a11, de beta-actina ou de gene N de MHV-
A59, os RNAs totais foram extraidos e uma quantidade igual de RNA
(~1 ug) foi usada para sintese de cDNA usando o kit Rt? HT First
Strand Kit (330401 , QIAGEN). PCR quantitativo foi realizado com ini-
ciadores especificos para IFN-a11 de camundongo (PPM03050B-200,
QIAGEN), B-actina de camundongo (PPM02945B-200, QIAGEN) ou
gene N de MHV-A59 usando RT?2SYBR Green gqPCR Mastermix
(330502, QIAGEN) no sistema Bio-Rad CFX96. O termociclador foi
ajustado como se segue: uma etapa a 95°C (10 min), 40 ciclos de
95°C (15 s), 60°C (1 min) e leitura da placa, uma etapa a 95°C (10 s) e
uma curva de fusido de 65°C a 95°C em incrementos de 0,5 °C/ 0,05 s.
As amostras foram avaliadas em ftriplicata e os dados s&o representa-
tivos de 3 experimentos independentes. De modo a medir o IFN-a se-
cretado, 50 uL de sobrenadante da cultura celular foi usado para en-
saio usando um kit ELISA de IFN-a de camundongo (BMS6027,
eBioscience) de acordo com as instrucdes do fabricante. Foram gera-
dos graficos usando o software Prism 7 (GraphPad Software, Inc.).

[0077] Microscopia eletronica. 6,0 x 10° BMDMs B6 foram lamina-
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dos por cavidade em uma placa de 12 cavidades (Corning) em 1 mL
de meio BMM. Depois de 24 h, as células foram infectadas com virus a
0,1 MOI em meio DMEM livre de soro. Células de controle foram trata-
das com meio BMM. Depois de um periodo de 1 h de incubacgao a
37°C/5% de CO2, o meio foi substituido com meio BMM. Controles ndo
infectados foram tratados com 1 uM de estaurosporina (ALX-380-014,
Enzo Life Sciences) preparada em meio BMM para induzir apoptose.
As células foram adicionalmente incubadas a 37°C/5% de CO; por 16
h e em seguida preparadas para EM. As células foram lavadas em 1x
PBS e em seguida incubadas por 30 min a 4°C em 1x PBS. As células
foram delicadamente coletadas das placas usando uma pipeta, peleti-
zadas a 1200 rpm por 5 min a 4°C e fixadas (4% de glutaraldeido em
0,1 M de tampé&o de cacodilato). Sec¢des celulares foram preparadas e
fotografadas pela Electron Microscopy Core Facility na Loyola Univer-
sity Chicago, Maywood, IL.

[0078] Western blotting. Placas de 12 cavidades (Corning) conten-
do 6,0 x10° BMDMs B6/cavidade em meio BMM foram tratadas com
meio ou infectadas com virus a 0,1 MOl em meio DMEM livre de soro
por 1 hora a 37°C/5% de CO2. O meio foi substituido com meio BMM
fresco e as células foram retornadas para a incubadora. Depois de 6,
12 ou 24 horas, as células foram lisadas em 100 ul de tampéo de lise a
frio (20 mM de tris pH 7,5, 150 mM de NaCl, 1 mM de EGTA, 1 mM de
EDTA, 1 % de Triton X-100, 2,5 mM de pirofosfato de sodio, 1 mM de
B-glicerofosfato, 1 mM de orto-vanadato de sodio, 1 pg/mL de leupep-
tina, 1 mM de PSMF) e raspadas dentro de tubos. Células em tampéao
de lise foram incubadas sobre gelo por 10 min e em seguida peletiza-
das a 14.000 rpm por 10 min a 4 °C. O sobrenadante livre de células
foi diluido em 2x tampé&o de amostra (10% de glicerol, 5% de B-ME,
3% de SDS, 7,5 mg/mL de Trizma-base, azul de bromofenol). As

amostras foram separadas por eletroforese através de 12% de acrila-

Peticdo 870190085983, de 02/09/2019, pag. 55/82



37/40

mida PAGE-gel e transferidas para membranas PVDF Immuno-Blot
(162-0177, Bio-Rad) usando o sistema de transferéncia semi-seco
(Bio-Rad). As membranas foram suspensas em tampao de bloqueio,
contendo 5% em peso/volume de leite em p6 desnatado em 1x TBST
(salina Tris-tamponada + 1% de Tween-20), por 1,5 h em temperatura
ambiente. De modo a detectar caspase-3 ativada, anticorpo monoclo-
nal de coelho para caspase-3 clivada (Asp175; Cell Signaling Techno-
logy) foi aplicado (1 : 1000) de um dia para o outro a 4°C com delicada
agitacdo. Um segundo conjunto de membranas, usado para determi-
nar a expressao de proteina celular através de anti-pactina de camun-
dongo (1 : 5000) ou replicacao de virus relativa através de proteina de
camundongo-anti-J3.3 N (1 : 200), foram incubadas por 1,5 h em tem-
peratura ambiente. Todas as membranas foram lavadas trés vezes em
1x TBST e foi aplicado anticorpo secundario, de asno anticoelho-HRP
(1 :2500) para caspase-3 monoclonal ou de cabra anticamundongo-
HRP (1 :5000) para proteina N e B-actina, por 1,5 h em temperatura
ambiente com delicada agitacdo. As membranas foram lavadas trés
vezes com 1x TBST e a quimiluminescéncia foi visualizada usando o
reagente Western Lightning Plus-ECL (50-904- 9326, PerkinElmer,
Inc.).

[0079] Purificacao da proteina Nsp15 de MHV recombinante a par-
tir de E. coli. As sequéncias de cDNA de Nsp15 de MHV selvagem e
T98M foram amplificadas usando os iniciadores apropriados e subclo-
nadas no vetor pET-His-SUMO usando o PCR de fusdo. Os construc-
tos abrigandfo o gene mutante T98M ou Nsp15 selvagem foram trans-
formados em células pLys Rosetta (DE3). Uma unica colbnia foi inocu-
lada em 100 mL de caldo TB (Terrific Broth) na presenca de 50 pg/mL
de ampicilina e 17 pg/mL de cloranfenicol e incubada a 37°C de um dia
para o outro. Em seguida a cultura foi transferida para 3 L de meio TB

e cultivada até a ODsoo ter atingido 0,8. A temperatura foi diminuida
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para 16 °C e IPTG foi adicionado até uma concentracéo final de 0,2
mM por 20 h. As células foram coletadas por centrifugacéo a 8000 x g
por 10 min e os péletes celulares foram suspensos em tampao de lise
contendo 10% de glicerol, 50 mM de HEPES (pH 7,0), 400 mM de
NaCl, 5 mM de B-ME e 10 mM de imidazol. O lisado foi centrifugado a
15.000 x g oor 30 min e o sobrenadante foi carregado sobre uma colu-
na de Ni-NTA. A coluna de Ni-NTA foi em seguida lavada trés vezes
com tampao de lise contendo 20 mM de imidazol. A proteina foi elutri-
ada com tampéao de elutriacdo contendo 500 mM de imidazol e em se-
guida o tampao foi alterado para 10% de glicerol, 20 mM de Tris-ClI
(pH 7.5) e 5 mM de B-ME. A amostra foi adicionalmente purificada por
Mono Q-Sepharose com um gradiente de tampé&o Tris contendo 0 a 1
M de NaCl. Nsp15 foi quantificada por SDS-PAGE comparada com
uma concentracao conhecida de BSA, e armazenada a -80 °C em um
tampao contendo 10% de glicerol, 20 mM de Tris-Cl, pH 7,5, 300 mM
de NaCl e 10 mM de B-ME.

[0080] Dispersdo dindmica da luz (DLS). Proteinas de MHV re-
combinante Nsp15 ou T98M foram diluidas em tampao de armazena-
mento (10% de glicerol, 20 mM de Tris-Cl, pH 7,5, 300 mM de NaCl e
5 mM de B-ME) em diferentes concentracdes. Foi realizada medicao
do tamanho por dispersdo dindmica da luz Zetasizer Nano-S (Malvern
Instruments) em temperatura ambiente. Cada amostra foi medida no
minimo trés vezes. S&o mostradas a intensidade média e as distribui-
cbes de tamanho.

[0081] Ensaio de fluorimetria de varredura diferencial (DSF). Foi
realizada DSF na maquina de PCR em tempo real Stratagene
MX3005P. As amostras contém 1x SYPRO Orange, 10 uM da proteina
recombinante. Todas as amostras foram aquecidas em uma taxa de
0,5°C/min, e foram determinadas a intensidade da fluorescéncia e a

Tm (temperatura de fus&o).
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[0082] Analise de RNA por Bioanalyzer. Quantidades iguais de
RNA total purificado a partir dos BMDMs foram analisadas em um Bio-
analyzer Agilent 2100 usando RNA Nano LabChips.

[0083] Experimentos com camundongos. Todos os experimentos
foram realizados usando protocolos revisados e aprovados pelo |A-
CUC da Loyola University Chicago. Camundongos C57BL/6J foram
adquiridos do Jackson Laboratory. Para infec¢des intracranianas (i.e.),
camundongos de seis semanas de idade foram inoculados com 600
PFU em 20 pyl de MHV selvagem ou mutante. Os camundongos infec-
tados foram monitorados para o peso corporal diariamente e submeti-
dos a eutanasia quando a perda de peso foi acima de 25% de acordo
com o protocolo do IACUC. Foram gewrados graficos da taxa de so-
brevida usando o software Prism 7 (GraphPad Software, Inc.). Foi
conduzida analise estatistica da taxa de sobrevida com o teste de log
rank. Para infeccao intraperitoneal (i.p.), camundongos de seis sema-
nas de idade foram injetados com 60.000 PFU em 100 pl de 1x PBS.
Os 6rgéos foram coletados em pontos do tempo indicados e avaliados
para a replicacéo viral. A evidéncia de patogénese viral foi determina-
da por coloragcdo com Hematoxilina e Eosina.

[0084] Alinhamento de sequéncias. Regido T98 de Nsp15 de ce-
pas tipicas de sub-grupos de coronavirus usando Clustal W. Coro-
navirus alfa: NL63 (cepa Amsterdam |, AY567487), PEDV (cepa
CV777, NC_003436); coronavirus beta: MHV, (cepa A59, AY910861 );
SARS-CoV (cepa MA15, FJ882957); MERS-CoV (cepa EMC,
JX869059); coronavirus gama: IBV (cepa Beaudette, NC_001451 );
coronavirus delta: PDCoV (KJ567050).

[0085] Apesar da invencgao ter sido descrita em termos de modali-
dades e estudos especificos ou particulares, deve ser evidente que
podem ser adotadas alternativas por um perito na arte. Por exemplo,

os coronavirus mutados especificos podem diferir dos descritos ou po-
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dem ter mutacdes adicionais. Por conseguinte, deve ser entendido que
a invencao nao é necessariamente limitada a qualquer modalidade
descrita aqui, neste pedido de patente, ou ilustrada nos desenhos.
Além disso, deve ser entendido que a fraseologia e a terminologia em-
pregadas acima sao para os fins de descrever as modalidades e os
estudos revelados, e ndo servem necessariamente como limitagcbes
para o ambito da invenc&o. Portanto, o ambito da invencao deve ser

limitado somente pelas reivindicagcdes que se seguem.
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REIVINDICAGOES

1. Coronavirus vivo e atenuado, caracterizado pelo fato de
que compreende um gene da replicase variante codificando poliprotei-
nas compreendendo uma proteina nao estrutural (nsp)-15, o gene da
replicase codificando a nsp15 e provocando quaisquer modificagdes,
incluindo mutagdes e/ou dele¢cdes, que afetem a estabilidade ou a ati-
vidade da nsp15.

2. Coronavirus de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-
zado pelo fato de que a modificacdo compreende uma mutagcao de
aminoacido de treonina para metionina na posicao 98 ou de histidina
catalitica para alanina na posi¢céo 262.

3. Coronavirus de acordo com a reivindicacao 1, caracteri-
zado pelo fato de que o coronavirus € uma mutacdo de um coronavi-
rus selvagem.

4. Coronavirus de acordo com a reivindicagao 3, caracteri-
zado pelo fato de que o coronavirus selvagem € um virus Coronaviri-
nae.

5. Coronavirus de acordo com a reivindicacao 4, caracteri-
zado pelo fato de que o virus Coronavirinae € escolhido entre o grupo
consistindo em coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Severa
(SARS-CoV), coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio
(MERS-CoV), coronavirus humanos 229E (HCoV-229E), 0OC43
(HCoV-0C43), HKU1 (HCoV-HKU1 ), e NL63 (HCoV-NL63), virus da
peritonite infecciosa dos felinos (FIPV), coronavirus canino (CCoV),
virus da bronquite infecciosa (IBV) das galinhas, coronavirus bovino
(BOCOV), e coronavirus porcinos incluindo o virus da gastroenterite
transmissivel (TGEV), o coronavirus porcino delta (PDCoV), o virus da
diarreia epidémica porcina (PEDV), o coronavirus respiratorio porcino
(PRCV), e o coronavirus da encefalomielite hemaglutinante coronavi-
rus porcina (PHE-CoV).
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6. Gene da replicase variante caracterizado pelo fato de ser
de um gene da replicase como definido na reivindicagao 1.

7. Proteina, caracterizada pelo fato de ser codificada pelo
gene da replicase variante como definido na reivindicacao 6.

8. Plasmideo, caracterizado pelo fato de que compreende o
gene da replicase variante como definido na reivindicacao 6.

9. Vacina, caracterizada pelo fato de que compreende o co-
ronavirus como definido na reivindicacao 1 € um veiculo.

10. Método para prevencao de uma doenca em um sujeito,
caracterizado pelo fato de que o método compreende a administracao
da vacina como definida na reivindicac&o 9 ao sujeito.

11. Método de acordo com a reivindicacdo 10, caracteriza-
do pelo fato de que a administracdo da vacina provoca a ativacao do
interferon tipo | no sujeito o qual reduz a patogenicidade do coronavi-
rus em relagdo a um coronavirus expressando um gene da replicase
selvagem correspondente.

12. Método de prevencdo de uma doenca em um sujeito,
caracterizado pelo fato de que o método compreende a ativagdo do
interferon tipo | no sujeito, em que a ativagao do interferon tipo | reduz
a patogenicidade de um coronavirus.

13. Método de produgado de uma vacina, caracterizado pelo
fato de que o método compreende:

modificacdo de um coronavirus selvagem para produzir um
coronavirus vivo e atenuado compreendendo um gene da replicase
variante codificando poliproteinas e provocando uma modificagao, in-
cluindo mutacbes e/ou delecbes, em uma proteina nao estrutural
(nsp)-15 que afeta a estabilidade ou a atividade da nsp15; e

producdo de uma vacina compreendendo o coronavirus e
um veiculo;

em que a administracdo da vacina a um sujeito provoca a
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ativacao do interferon tipo | no sujeito o qual reduz a patogenicidade
do coronavirus selvagem.

14. Método de acordo com a reivindicacdo 13, caracteriza-
do pelo fato de que a modificagdo compreende uma mutacao de ami-
noacido de treonina para metionina na posicao 98 ou de histidina cata-
litica para alanina na posigcao 262.

15. Método de acordo com a reivindicacdo 13, caracteriza-
do pelo fato de que o coronavirus selvagem é um virus Coronavirinae.

16. Método de acordo com a reivindicacdo 13, caracteriza-
do pelo fato de que o virus Coronavirinae consiste em coronavirus da
Sindrome Respiratéria Aguda Severa (SARS-CoV), coronavirus da
sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV), coronavirus hu-
manos 229E (HCoV-229E), 0C43 (HCoV-0C43), HKU1 (HCoV-
HKU1 ), e NL63 (HCoV-NL63), virus da peritonite infecciosa dos feli-
nos (FIPV), coronavirus canino (CCoV), virus da bronquite infecciosa
(IBV) das galinhas, coronavirus bovino (BOCOV), e coronavirus porci-
nos incluindo o virus da gastroenterite transmissivel (TGEV), o coro-
navirus porcino delta (PDCoV), o virus da diarreia epidémica porcina
(PEDV), o coronavirus respiratério porcino (PRCV), e o coronavirus da
encefalomielite hemaglutinante porcina (PHE-CoV).

17. Método de acordo com a reivindicacdo 16, caracteriza-
do pelo fato de que adicionalmente compreende a administracdo da
vacina ao sujeito.

18. Método de acordo com a reivindicacdo 13, caracteriza-
do pelo fato de que adicionalmente compreende a administracdo da

vacina ao sujeito.
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RESUMO
Patente de Invencdo: "CORONAVIRUS, VACINAS COMPREEN-
DENDO OS MESMOS, E METODOS PARA A PREVENGAO DE
DOENGCA".
FiG. 1B

Dominio N Dominio C

Residuos
cataliticos

Residuos
cataliticos

Dominio C

Dominio M Dominio N FRE R

A presente invencdo refere-se aos coronavirus, a vacinas
compreendendo os mesmos, € a meétodos para a prevengdo de doen-
ca. Uma modalidade da presente invencgéo inclui um coronavirus vivo
e atenuado compreendendo um gene da replicase variante codificando
poliproteinas compreendendo uma proteina nao estrutural (nsp)-15, o
gene da replicase o qual codifica a nsp15 e provoca quaisquer modifi-
cacdes, incluindo mutagdes e/ou delegbdes, que afetem a estabilidade

ou a atividade da nsp15.
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