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(57) Resumo: VIRUS DO HERPES BOVINO-I VIVO, COMPOSIGAO, METODO PARA PRODUZIR UMA RESPOSTA
IMUNOLOGICA EM UM HOSPEDEIRO, E, USO DE VIRUS DO HERPES BOVINO-1 VIVO A descrigio geralmente se refere ao
tratamento ou prevencao de doenca em gado. Mais particularmente, a invencéo é dirigida a produgéo e uso de virus do herpes
bovino 1 (BFIV-1) modificado e seu uso em composi¢des e vacinas que protegem gado de infecgdo por BHV-1 embora néo
suprimindo a resposta imunolégica no hospedeiro. Em um exemplo, a invencgéo é dirigida ao uso de BHV-1 modificado,
administrado com imundégenos adicionais, ou através de co-administracdo e/ou através de administragdo em vacinas de
combinacao, e o uso destas vacinas para a protecdo de gado de doenga. Em um exemplo, uso do BHV-1 modificado nas
composicdes administradas facilita -uma resposta imune a ou contra os imunégenos adicionais.

UL49.5 de BHV-1 linhagem Cooper

DNA (SEQ ID NO:1
ATGCCGCGGTCGCCGCTCATCGTTGCGGTTGTGGCCGCCGCGCTGTTTGC
CATCGTGCGCGGCCGCGACCCCCTGCTAGACGCGATGCGGCGCGAGGG
GGCAATGGACTTTTGGAGCGCAGGCTGCTACGCGCGCGGGGTGCCGCTC
TCGGAGCCACCGCAGGCCCTGGTTGTTTTTTACGTGGCCCTGACCGCGG
TAATGGTCGCCGTGGCCCTGTACGCGTACGGGCTTTGCTTTAGGCTCATG
GGCGCCAGCGGGCCCAATAAAAAGGAGTCGCGGGGGCGGGGCTGA

Aminodcido (SEQ ID NO:2)
MPRSPLIVAVVAAALFAIVRGRDPLLDAMRREGAMDFWSAGCYARGVPLS
EPPQALVVFYVALTAVMVAVALYAYGLCFRLMGASGPNKKESRGRG
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«yfRUS DO HERPES BOVINO-1 VIVO, COMPOSICAO, METODO
PARA PRODUZIR UMA RESPOSTA IMUNOLOGICA EM UM
HOSPEDEIRO, E, USO DE VIRUS DO HERPES BOVINO-1 VIVO”

Referéncia Cruzada para Pedidos Relacionados

Este pedido reivindica prioridade para pedido provisorio de
Patente Norte-Americana ntimero 61/195.102, depositado em 3 de Outubro de
2008, que ¢é incorporado neste lugar por referéncia.

Fundamentos

Herpesvirus bovino 1 (BHV-1), é o agente causador de
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), e é um patégeno viral economicamente
significativo de gado que pode causar infec¢fio respiratoria severa,
conjuntivite, abortos, vulvovaginite, balanopostite, e infeccdo sistémica em
bezerros neonatos (Wyler et al. (1989) HERPESVIRUS DISEASES OF
CATTLE, HORSES, AND PIGS 1-72 (Boston) In G. Witman (ed.) Kluwer
Academic Publishers). A seqiiéncia de nucleotideos do genoma de BHV-1
(136 kb) é conhecida. Ela geralmente contém 67 genes tinicos € 2 genes,
ambos duplicados, nas repeticdes invertidas. Em geral, os genes de BHV-1
exibem homologia no nivel de seqiiéncias de aminoacidos com aqueles de
outros alfa-herpesvirus (HSV-1, VZV, EHV-1) e sdo arranjados em ordem
similar. BHV-1 é um membro do género Varicellovirus, parte da subfamilia
Alphaherpesvirinae (familia herpesviridae). A subfamilia inclui herpesvirus
humano 3, virus da pseudoraiva, e herpesvirus bovinos e eqiiinos.

Infecgdo por BHV-1 também é um componente da infec¢éo do
trato respiratério superior referida como "febre do transporte” ou complexo
respiratorio bovino (Tikoo et al. (1995) Adv. Virus Res. 45:191; publicagdo
de Patente Norte-Americana no. 2004-0185056). BHV-1 néo € o tnico agente
infeccioso associado com febre do transporte, mas ele inicia a desordem
imunossuprimindo gado infectado, o que geralmente resulta em infec¢Ges

bacterianas secunddrias e pneumonia. Susceptibilidade aumentada a infec¢éo
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secundaria se correlaciona com imunidade celular mediada deprimida depois
de infec¢do por BHV-1 (Carter et al. (1989) J. Virol. 63:1525; Griebel et al.
(1990) J. Gen. Virol. 71:369; Griebel et al. (1987) Viral Immunol.1:287;
Griebel et al. (1987) Viral Immunol. 1:267). BHV-1 geralmente estabelece
laténcia vitalicia em neurdnios ganglionares do sistema nervoso periférico
depois de replicagdo inicial em epitélio de mucosa e resulta em animais sendo
contagiosos além de infecgdo aguda. Reativagdo de laténcia geralmente
resulta em excre¢do viral e transmissdo a outros animais susceptiveis.
Reativagdo geralmente ocorre depois de estresse natural ou induzido por
corticosterdide (Rock et al. (1992) J. Virol. 66:2484; Sheffy e Davies (1972)
Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 140:974).

Em um esforgo para controlar infec¢Ses por BHV-1, vacinas
convencionais de virus morto e virus vivo atenuado foram desenvolvidas.
Vacinas comercialmente disponiveis, vacinas de virus vivo atenuado, por
exemplo, podem causar imunossupressdo ou depressdo imune, ou outras
alteragdes do sistema imune do hospedeiro. Estas alteragdes podem ser
atribuidas a proteinas codificadas por BHV-1 que suprimem ou de outra
maneira alteram o sistema imune do hospedeiro infectado. Esta
imunossupressdo pode resultar na incapacidade destas vacinas para prevenir
estabelecimento de uma infec¢do latente por uma linhagem virulenta de
campo de BHV-1 (veja, e.g., Gerber et al. (1978) Am. J. Vet. Res. 39:753;
Jericho et al. (1983) Can. J. Com. Med. 47:133; Pastoret et al. (1980) Infect.
Immun. 29:483).

Uma tendéncia em vacinas atuais é vacinas co-administradas
ou de combinagdo, que geralmente contém antigenos de multiplos agentes ou
organismos. Estas vacinas podem fornecer vacinacdo e protecdo para
multiplos agentes e/ou doengas e pode ser dada em um Unico momento ou
administra¢do, Em vacinas contendo BHV-1, BHV-1 pode afetar ou alterar a

resposta imune do hospedeiro contra co-administrada. Em um exemplo, a
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resposta imune a antigenos co-administrados com BHV-1 ou preséentes em
vacinas de combinagdo junto com BHV-1 pode ser suprimida, diminuida, ou
de outra maneira alterada, em relagfo a resposta imune do hospedeiro aqueles
antigenos quando administrados sem BHV-1. A resposta imune afetada ou
alterada pode reduzir a capacidade de antigenos vacinais co-administrados
com BHV-1 de estimular uma resposta imune protetora contra infecc¢éo e/ou
doenga causada pelos agentes infecciosos a partir dos quais os antigenos co-
administrados foram derivados. Virus BHV-1 atenuados anteriores e atuais
geralmente ndo se dirigem a imunossupressdo por BHV-1 e/ou respostas
imunes alteradas do hospedeiro contra antigenos co-administrados.

Resumo

Foi encontrado que virus BHV-1 com modifica¢des, e/ou
expressdo alterada, de certos genes de BHV-1 podem aliviar, prevenir ou
reverter alteragbes de respostas imunes do hospedeiro (e.g., imunossupressio)
atribuidas a BHV-1. Também foi encontrado que virus BHV-1 contendo as
modifica¢bes e/ou alteragdes podem aliviar ou prevenir as alteragdes em
resposta imune do hospedeiro a antigenos co-administrados ou antigenos
administrados em combinagdo (e.g., resposta imune suprimida a antigenos
adicionais) se comparados com virus BHV-1 que ndo tém as modificages.
Baseado nestes achados, as seguintes invengdes sdo descritas.

Em um exemplo, composi¢des e vacinas contendo um
imundgeno de BHV-1 onde pelo menos um gene do BHV-1 foi modificado.
Em um exemplo, a vacina com o BHV-1 modificado ¢ administrada com um
imundgeno ndo BHV-1 ou através de co-administragdo ou em uma vacina de
combinagdo. O BHV-1 pode ser uma linhagem modificada de BHV-1 vivo de
vacina. Em um exemplo, os genes modificados do BHV-1 geralmente podem
ser genes que codificam proteinas envolvidas na depressdo da resposta

imunoldgica do hospedeiro durante infecgdo por BHV-1. As composigdes e
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vacinas também podem incluir modificagdo de forma que a viruléncia do
BHV-1 tenha sido reduzida.

Exemplos de genes modificados de BHV-1 podem incluir
UL49.5 de BHV-1, UL41 de BHV-1, Us4 de BHV-1, e Cir de BHV-1
modificados. Os genes podem ser modificados por mutagdes pontuais Unicas,
em alguns casos com a Unica mutagfo sendo mutagdes por delegdo. Mutagdes
por delegio podem ser dele¢Ses completas ou delegdes parciais dos genes. As

modificagdes podem resultar em produgdo de nenhuma proteina a partir

daquele gene. As modificagGes podem resultar em producéo de proteinas ndo

nativas ou nfo tipo selvagem a partir daquele gene. Em um exemplo, UL49.5
de BHV-1 é modificado. Em um exemplo, UL41 de BHV-1 é modificado. Em
um exemplo, Us4 de BHV-1 é modificado. Em um exemplo, Circ de BHV-1 ¢
modificado. Modificagdo em genes diferentes ou adicionais € contemplada.

Virus BHV-1 contendo modificagdes de genes podem conter
uma modificacdo, duas modificagdes, trés modificagdes ou quatro ou mais
modificagdes. Estas modificacdes podem ser em adi¢cdo a modificagdes que
podem ja existir, como em linhagens atenuadas de vacina, por exemplo. Em
um exemplo, um virus BHV-1 pode conter dois genes modificados que sdo
UL49.5 e UL41. Em um exemplo, pelo menos um gene selecionado a partir
do grupo de UL49.5 de BHV-1, UL41 de BHV-1, Us4 de BHV-1 e Circ de
BHV-1 ¢ pelo menos um gene selecionado a partir do grupo de LR-ORF 1 de
BHV-1, LR-ORF 2 de BHV-1, e Us9 de BHV-1 sdo modificados.

Em qualquer dos exemplos descritos de composigéo e vacina,
um gene marcador pode estar incluido. Em certas formas de realizagédo, os
genes marcadores podem ser UL49.5 de BHV-1, UL41 de BHV-1, Us4 de
BHV-1, e/ou Circ de BHV-1. Certas composi¢des e vacinas também podem
incluir Us8 de BHV-1 como o gene marcador.

Vacinas descritas também podem incluir veiculos

farmaceuticamente aceitaveis. As composi¢cdes e vacinas também podem
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incluir imundgenos adicionais (e.g., um imundégeno outro do que um
imunégeno de BHV-1). Os imunodgenos adicionais podem ser co-
administrados ou podem ser administrados em uma vacina em coquetel de
combina¢do. QOutras administragdes sZio contempladas. Os imunégenos
adicionais podem ser imundgenos bacterianos, tal como imunoégenos de
Vibrio, Mannheimia haemolytica, Histophilus somni, Fusobacterium
necrophorum, clostridiais, E. coli, Salmonella enterica, Mycoplasma bovis,
e/ou Leptospirose, e/ou imundgenos virais tal como imundgenos de BVD I e
IT, PI3 e BRSV. As composi¢des e vacinas podem incluir adicionalmente
imundgenos parasiticos tal como imundgenos de Neospora caninum e/ou
Trichomonas spp..

Meétodos descritos incluem prevengdo ou tratamento de uma
infeccdo por BHV-1 em um hospedeiro (geralmente um bovino)
administrando com uma dose terapéutica das composi¢des ou vacinas
descritas (e.g., BHV-1 contendo gene ou genes modificado(s) e pelo menos
um imunégeno adicional). Geralmente, os métodos também incluem
tratamento ou prevengdo de infecgdo e/ou doenga por patdgenos a partir dos
quais o imundgeno adicional ou imundgenos é/sdo obtido(s). Em um
exemplo, administragdo das composi¢cdes ou vacinas descritas facilita
respostas imunes em um hospedeiro a ou contra BHV-1 e os imundgenos
adicionais. Em um exemplo, administracdo das composi¢des ou vacinas
descritas facilita aliviar ou prevenir imunossupresséo das respostas imunes do
hospedeiro atribuidas a BHV-1 que ndo contém os genes modificados. Em um
exemplo, administragdo das composi¢Ges descritas facilita aliviar ou prevenir
imunossupressdo da resposta imune do hospedeiro a ou contra os imunogenos
adicionais atribuidos a BHV-1 nfo modificado.

Breve Descricao dos Desenhos

Nos desenhos anexos, que sdo incorporadas em e constituem

uma parte do relatorio, formas de realizagio de, ou relacionadas a,



10

15

20

" 25

6

composigdes, vacinas ¢ métodos sdo ilustradas, que, junto com a descrigdo
detalhada dada abaixo, servem para descrever os exemplos. Deve ser
percebido que as formas de realizagdo ilustradas nas ilustragdes séo mostradas
para o proposito de ilustragdo e ndo para limitagdo. Deve ser percebido que
alteragbes, modificagbes e desvios das formas de realizacdo ilustradas nas
ilustragdes podem existir sem se afastar do espirito e escopo da invengéo,

conforme descrito abaixo.
Figura 1 ilustra seqiiéncias de DNA (SEQ ID NO:1) e de

“aminodacidos (SEQ ID NO:2) de UL49.5 de BHV-1 da linhagem Cooper.

Figura 2 ilustra seqiiéncias de DNA (SEQ ID NO:3) e de
aminoacidos (SEQ ID NO:4) de UL41 de BHV-1 da linhagem Cooper.

Figura 3 ilustra seqiiéncias de DNA (SEQ ID NO:5) e de
aminodcidos (SEQ ID NO:6) de Circ de BHV-1 da linhagem Cooper.

Figura 4 ilustra seqiiéncias de DNA (SEQ ID NO:7) e de
aminoacidos (SEQ ID NO:8) de LR-ORF | de BHV-1 da linhagem Cooper.

Figura 5 ilustra seqiiéncias de DNA (SEQ ID NO:9) e de
aminoacidos (SEQ ID NO:10) de LR-ORF 2 de BHV-1 da linhagem Cooper.

Figura 6 ilustra seqiiéncias de DNA (SEQ ID NO:11) e de
aminoacidos (SEQ ID NO:12) de Us4 de BHV-1 da linhagem Cooper. Como
descrito no relatério, os nucleotideos sublinhados indicam a regido que foi
deletada no gene Us4 da linhagem GL756 de BHV-1 para produzir o Us4
mutante usado em alguns estudos. Dele¢do dos nucleotideos sublinhados
resulta em auséncia dos aminoacidos sublinhados quando o gene é expresso.

Figura 7 ilustra seqiiéncias de DNA (SEQ ID NO:13) e de
aminoacidos (SEQ ID NO:14) de Us9 de BHV-1 da linhagem Cooper.

Figura 8 ilustra seqiiéncias de DNA (SEQ ID NO:15) e de
aminoacidos (SEQ ID NO:16) de Us8 de BHV-1 da linhagem Cooper.

Figura 9 ilustra a seqii€éncia de DNA (SEQ ID NO:23) de um
gene UL49.5 mutante da linhagem GL756 de BHV-1. Os nucleotideos
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sublinhados indicam seqiiéncias adicionadas & seqiiéncia de UL49.5 de
GL756 tipo selvagem. Os nucleotideos sublinhados adicionam dois cdédons de
parada de tradugdo em quadro de leitura & seqiiéncia de codificacio.

Figura 10 ilustra dados exemplares de citometria de fluxo de
efeito de BHV-1 GL756 em express@o em superficie celular de moléculas de
MHC classe 1. Células MDBK, nfo infectadas (mock-infected) e infectadas
com BHV-1 GL756 foram coradas com anticorpo monoclonal PT85A,
especifico para moléculas de MHC classe 1. Células de controle negativo
foram coradas com MM605, um anticorpo de controle isotipico néo reativo.

Figura 11 ilustra dados exemplares de um estudo onde
antigeno LKT foi administrado a bezerros sozinho (LkT) ou com BHV-1
(GL756+LkT) em dia 0 e novamente em dia 21 (LkT administrado sozinho
em dia 21). Bezerros de controle foram administrados com apenas BHV-1
(GL756) em dia 0. Soros foram obtidos dos bezerros nos dias indicados e os
niveis de anticorpos especificos para LKT foram determinados usando ELISA.
Barras de erro indicam erro padrio da média (EPM) para as medidas. Os
tridngulos indicam momentos onde houve uma diferenca significativa entre os
niveis de anticorpos especificos para LkT em amostras de soro de animais
GL756+LKT se comparados com animais LkT.

Figura 12 ilustra dados exemplares de um estudo onde
antigeno LkT foi administrado a bezerros sozinho (LkT) ou com BHV-1
(GL756+LKkT) em dia 0 e novamente em dia 21 (LKT administrado sozinho
em dia 21). Soros foram obtidos dos bezerros nos dias indicados e os niveis
de anticorpos IgG1 e IgG2 especificos para LkT foram determinados usando
ELISA. Os dados sdo expressos como propor¢des de IgGl versus IgG2.
Barras de erro indicam EPM.

Figura 13 ilustra dados exemplares de um estudo onde
antigeno LkT foi administrado a bezerros sozinho (LkT) ou com BHV-1
(GL756+1LKkT) em dia 0 e novamente em dia 21 (LkT administrado sozinho
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em dia 21). Bezerros de controle foram administrados com apenas BHV-1
(GL756) em dia 0. Sangue periférico foi obtido dos bezerros em dia 23.
Células dentro das amostras de sangue foram colocadas em contato com
antigeno LkT e, subseqiientemente, niveis de IL-2 nas amostras foram
determinados usando ELISA.

Figura 14 ilustra Construgdes de Delegdo-Recombinagdo
(DRC) de BHV-1 GL756A UL49.5 (A) e Us4A (B) exemplares usadas para
gerar modificagbes de delego por recombinagio homologa. Também sdo
ilustradas seqiiéncias de DNA exemplares de construgdes de recombinagéo
UL49.5 (SEQ ID NO:17) e Us4 (SEQ ID NO:18).

Figura 15 ilustra seqiiéncias de DNA exemplares de
construgdes de recombinagdo BHV-1 UL41 (SEQ ID NO:19) e BHV-1 LR~
ORF 2 (SEQ ID NO:20).

Figura 16 ilustra produtos de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) exemplares de amplificagdo de nucleotideos de BHV-1
GL756AUL49.5 EGFP clones Al e B8, e GL756 BHV-1 de base, usando
iniciadores flanqueadores para o sitio de delegdo/recombinagéo.

Figura 17 ilustra produtos de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) exemplares de amplificagdo de nucleotideos de BHV-1
GL756AUs4_EGFP clones 1 e 2, e GL756 BHV-1 de base usando iniciadores
flanqueadores para o sitio de delegdo/recombinagéo.

Figura 18 ilustra um Western blot exemplar de BHV-1
GL756AUL49.5 clones Al, A5, B7 e B8 ou GL756 BHV-1 de base, usando
anticorpo contra UL49.5. O Western blot confirma delegdo do gene alvo no
BHV-1 modificado.

Figura 19 ilustra um Western blot exemplar de BHV-1
GL756AULA49.5 clones Al, B8; GL756AUs4 clones 1, 2, ou GL756 BHV-1
de base usando anticorpo contra Us4. O Western blot confirma delecdo do

gene alvo no BHV-1 modificado.
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Figura 20 ilustra as mutagdes dentro dos genes ULA49.5
(insergdo de dois c6dons de parada) e UL41 (delegdio completa) do genoma de
BHV-1 GL756. Na parte superior da ilustragdo sdo mostradas as regides
tinicas (Up e Ug) e repetidas (IR e TR) do genoma. Na parte inferior da

-ilustracio é mostrado o gene UL49.5 dentro do fragmento J, e o gene UL41

dentro do fragmento I, do genoma.

Figura 21 ilustra as mutagSes dentro do gene Us4 (delegho
parcial e inser¢do) do genoma de BHV-1 GL756. Na parte superior da
ilustragdo so mostradas as regides tinicas (Uy, e Us) e repetidas (IR e TR) do
genoma. Na parte inferior da ilustragdo é mostrado o gene Us4 dentro do
fragmento K do genoma.

Figura 22 ilustra as mutagSes dentro do gene Circ (delecdo
completa) do genoma de BHV-1 GL756. Na parte superior da ilustragdo sdo
mostradas as regides unicas (Up e Us) e repetidas (IR e TR) do genoma. Na
parte inferior da ilustragdo € mostrado o gene Circ dentro do fragmento N do
genoma.

Figura 23 ilustra curvas de crescimento de virus BHV-1 em
células MDBK. Os virus tiveram o GL756 de base. GL756 (BHV-1 WT),
UL49.5 mutante de GL756 (BHV-1AUL49.5), clones de dois UL41 mutantes
de GL756 (BHV-1AUL41:1606 ¢ BHV-1AUL41:1607), clones de dois
mutantes duplos UL41/UL49.5 (BHV-1AUL41/UL49.5:1614 e BHV-
1AUL41/UL49.5:1616), Circ mutante de GL.756 (BHV-1ACirc:1697) e Us4
mutantes (BHV-1AUs4gG:1698) foram testados.

Figura 24 ilustra dados exemplares de citometria de fluxo de
efeito de BHV-1 GL756 ¢ BHV-1 modificado em expressdo em superficie
celular de moléculas de MHC classe 1. Células MDBK, néo infectadas (mock-
infected), infectadas com BHV-1 GL756 ou GL756AULA4.5 clones Al ou B3

foram coradas com anticorpo monoclonal PT85A, um anticorpo especifico
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para moléculas de MHC classe 1. Células de controle negativo foram coradas
com MM605, um anticorpo de controle isotipico ndo reativo.

Figura 25 ilustra dados exemplares de citometria de fluxo do
efeito de BHV-1 GL576 e GL756AUL49.5-AUL41 em expressdo em
superficie celular de moléculas de MHC classe 1. Células MDBK nfo
infectadas  (mock-infected), infectadas com BHV-1 GL756 ou
GL756AULA49.5-AUL41 foram coradas com anticorpo monoclonal PT85A,
um anticorpo especifico para moléculas de MHC classe I. Células de controle
negativo foram coradas com MM#605, um anticorpo de controle isotipico nio
reativo.

Figura 26 ilustra dados exemplares de citometria de fluxo do
efeito de vérios virus BHV-1 mutantes em expressdo em superficie celular de
moléculas de MHC classe [. Os dados s@o expressos como expressdo
percentual comparada com células ndo infectadas (mock-infected) (100%).
Células MDBK foram infectadas com BHV-1 GL576, GL756AUL49.5,
GL756AUL41 ou GL756AUL49.5-AUL41 e foram coradas com um anticorpo
reativo com moléculas de MHC classe 1.

Figura 27 ilustra dados exemplares de Western blotting do
efeito de varios virus BHV-1 mutantes em expresso de moléculas de MHC
classe I (topo). Os blots foram escaneados e quantificados, e os dados sdo
expressos como expressdo percentual comparada com células ndo infectadas
(mock-infected) (100%, fundo). Células MDBK foram infectadas com BHV-1
GL576, GL756AUL49.5, GL756AUL41, GL756AUL49.5-AULA41,
GL756ACirc ou GL756AUs4.

Figura 28 ilustra dados exemplares de citometria de fluxo do
efeito de BHV-1 e varios virus BHV-1 mutantes em expressdo em superficie
celular de moléculas de MHC classe II. Os dados s@o expressos como
expressdo percentual comparada com células ndo infectadas (mock-infected)

tratadas com IFN-y (100%). Células MDBK foram infectadas com BHV-1
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GL576 (WT clone 1584), GL756AUL49.5 (clone 1610), GL756AUL41
(clone 1606), GL756AUL41 (clone 1607), GL756AUL49.5-AUL41 (clone
1614), GL756AUL49.5-AUL41 (clone 1616), GL756ACirc (clone 1697) ou
GL756AUs4 (clone 1698), incubadas a 4°C por 30 mins, entdo a 37°C por 1
hora seguido por tratamento com IFN-y. Em 72 horas ap6s infecgdo, as
células foram coradas com anticorpo monoclonal CAT82A, especifico para
MHC classe II. Células de controle negativo ndo foram coradas.

Figura 29 ilustra dados exemplares de citometria de fluxo do
efeito de véarios virus BHV-1 mutantes em expresséo em superficie celular de
moléculas de MHC classe II. Os dados sfo expressos como restauragdo
percentual de expressdo de MHC classe II (i.e., niveis de MHC classe II em
células infectadas com GL576 recebeu valor de 0; restauragdo de MHC classe
II aos niveis presentes em células ndo infectadas (mock-infected) receberia
valor de 100). Células MDBK tratadas com IFN-y foram infectadas com
BHV-1 GL576 (WT clone 1584), GL756AUL49.5 (clone 1610),
GL756AULA41 (clone 1606), GL756AULA41 (clone 1607), GL756AUL49.5-
AULA41 (clone 1614), GL756AUL49.5-AUL41 (clone 1616), GL756ACirc
(clone 1697) ou GL756AUs4 (clone 1698) e foram coradas com um anticorpo
reativo com moléculas de MHC classe II.

Figura 30 ilustra dados exemplares de um estudo onde
antigeno LKT foi administrado a bezerros sozinho (LkT), com BHV-1 GL756
(GL756+LKkT), com GL756AUL49.5-AUL41 ou GL756AUs4 em dia 0 e
novamente em dia 21 (LkT administrado sozinho em dia 21). Soros foram
obtidos dos bezerros nos dias indicados e os niveis de anticorpos IgG1 e IgG2
especificos para LkT foram determinados usando ELISA. Os dados sdo
expressos como propor¢des de IgGl versus IgG2. Barras de erro indicam
EPM.

Figura 31 ilustra dados exemplares de um estudo onde
antigeno LKkT foi administrado a bezerros com BHV-1 GL756 (LkT+GL756),
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GL756AUL49.5-AUL41 ou GL756AUs4 em dia 0 e novamente em dia 21
(LkT administrado sozinho em dia 21). Sangue periférico foi obtido dos
bezerros em dia 23. Células dentro das amostras de sangue foram colocadas
em contato com antigeno LkT e, subseqlientemente, niveis de IL-2 nas
amostras foram determinados usando ELISA.

Descricio detalhada

Virus BHV-1 sdo conhecidos por causar imunossupressdo de
hospedeiros infectados. Quando BHV-1 € administrado a um hospedeiro
como uma vacina, ele também pode suprimir ou deprimir a resposta imune a
um imundgeno que pode ser administrado com o BHV-1. Este pedido
descreve virus BHV-1 que imunossuprimem hospedeiros infectados em um
menor grau do que virus BHV-1 tipo selvagem normais. Os virus BHV-1
descritos aqui também podem aliviar a supressdo ou depressio da resposta
imune a um imunégeno que ¢ administrado com BHV-1. Em alguns casos,
ndo ha nenhuma supressio da resposta imune a um imundégeno administrado
com os virus BHV-1 inventivos comparada com uma resposta imune
produzida quando aquele imundgeno é administrado sozinho (sem BHV-1).
Em alguns casos, hda uma acentuagfio da resposta imune a um imunoégeno
administrado com os virus BHV-1 inventivos comparada com uma resposta
imune produzida quando aquele imundgeno € administrado sozinho. Também
sdo descritas composigdes contendo os virus BHV-1 inventivos e imundgenos
adicionais. Também sfo descritos métodos de usando os virus BHV-1
inventivos, através de co-administragdo a um hospedeiro ou através de
administracdo em uma vacina de combinagdo, para produzir uma resposta
imune em um hospedeiro a BHV-1 e um imundgeno adicional.

A pratica da presente invencdo ird empregar, a menos que de
outra maneira indicado, virologia convencional, microbiologia, biologia
molecular e técnicas de DNA recombinante dentro do verso da arte. Estas

técnicas sdo completamente explicadas na literatura.
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Todas as patentes, pedidos de patentes e publicagdes citados
neste lugar, quer acima ou abaixo, sdo por aqui incorporadas por referéncia
em sua totalidade. A terminologia seguinte sera usada em conformidade com
as defini¢Ges apresentadas abaixo para descfever a presente invengao.

Definic¢des

“Composi¢io de vacina” e “vacina” se referem a um agente
usado para estimular uma resposta imunologica em um animal de forma que
dano atual € aliviado, ou prote¢do contra dano futuro € fornecida. Uma
“vacina co-administrada” € wuma -vacina dada ou administrada
aproximadamente ao mesmo tempo, mas em uma dose separéda. Como usado
neste lugar, aproximadamente ao mesmo tempo pode ser qualquer tempo
entre administragdo da primeira dose e cinco dias apds administragéo da
primeira dose. Uma “combinag¢do™ ou “vacina de coquetel” é uma vacina que
estimula uma resposta imunoldgica a mais do que um patégeno que €
fabricada com multiplos imundgenos e administrada em uma dose Unica.

Uma “molécula de DNA dupla fita” se refere a forma
polimérica de desoxirribonucleotideos (adenina, guanina, timina ou citosina)
em sua hélice dupla fita normal. Este termo se refere apenas a estrutura
primaria e secundédria da molécula, e ndo se limita a quaisquer formas
terciarias particulares. Assim, este termo inclui DNA dupla fita encontrado,
entre outros, em moléculas de DNA linear (e.g., fragmentos de restrigéo),
virus, plasmideos, e cromossomos. Ao discutir a estrutura de moléculas de
DNA dupla fita particulares, seqiiéncias podem ser descritas neste lugar de
acordo com a conveng@o normal de dar apenas a seqiiéncia na diregdo 5° a 3°
ao longo da fita ndo transcrita de DNA (i.e., a fita tendo a seqiiéncia
homologa ao mRNA).

Uma “seqiiéncia de codificagdo” de DNA € uma seqiiéncia de
DNA que é transcrita e traduzida em um polipeptideo quando colocada sob o

controle de seqiiéncias reguladoras apropriadas. Os limites da seqiiéncia de
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codificagdo sdo determinados por um codon de inicio no término 5’ (amino) €
um cédon de término de tradug@o no término 3’ (carboxi). Uma seqii€ncia de
codificagdo pode incluir, mas ndo € limitada a, sequiéncias procaridticas,
cDNA de mRNA eucaridtico, seqiiéncias de DNA gendmico de DNA
eucaridtico (e.g., de mamifero), e seqii€ncias de DNA sintético. Um sinal de
poliadenilagdo e seqiiéncia de término de transcricdo normalmente estardo
localizados 3' & seqiiéncia de codificagdo. Um polinucleotideo € dito
“codificar” um polipeptideo se, em seu estado nativo ou quando manipulado
por métodos bem conhecidos para aqueles versados na arte, ele pode ser
transcrito e/ou traduzido para produzir o mRNA para o polipeptideo e/ou um
fragmento deste. A fita antisenso é o complemento de um tal 4cido nucléico, e
a seqiiéncia de codificagdo pode ser deduzida a partir deste ponto.

“Seqiiéncias reguladoras” de DNA se refere coletivamente a
seqiiéncias de promotores, sitios de ligagio ao ribossomo, sinais de
poliadenilago, seqiiéncias de término de transcri¢do, dominios regulatdrios a
montante, acentuadores, e os semelhantes, que coletivamente sustentam a
transcri¢do e tradugdo de uma seqiiéncia de codificagdo em uma célula
hospedeira.

“Acido nucléico recombinante” é um 4cido nucléico que nio é
naturalmente ocorrente, ou que é feito pela combinacdo artificial de dois
segmentos de seqiiéncia de outra maneira separados. Esta combinagdo
artificial freqlientemente é realizada ou por meio de sintese quimica, ou pela
manipulagfdo artificial de segmentos isolados de acidos nucléicos, e.g., por
técnicas de engenharia genética. Isto pode ser feito para substituir um c6don
por um cédon redundante codificando o mesmo aminoacido ou um
conservativo, enquanto tipicamente introduzindo ou removendo um sitio de
reconhecimento de seqiiéncia. Alternativamente, isto € realizado para unir
segmentos de acidos nucléicos de fungées desejadas para gerar uma

combinago desejada de fungdes. Um polipeptideo produzido como um
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produto de expressdo de uma seqiiéncia genética isolada e manipulada ¢ um
“polipeptideo isolado”, como usado neste lugar, mesmo se expresso em um
tipo de célula homéloga. Formas ou moléculas feitas sinteticamente expressas
por células heterdlogas sdo inerentemente moléculas isoladas.

“Polipeptideos recombinantes” se referem a polipeptideos
produzidos por técnicas de DNA recombinante ou &cido nucléico
recombinante; i.e., produzidos a partir de células transformadas por uma
constru¢do de DNA exodgeno codificando o polipeptideo desejado.

Uma “seqiiéncia de promotor” ou “promotor” € uma regido
reguladora de DNA capaz de ligar RNA polimerase em uma célula e iniciar
transcri¢do de uma seqiiéncia de codificagdo a jusante (dire¢do 3'). Para
propositos de definir a presente invengéo, a seqiiéncia de promotor € ligada no
término 3' pelo cédon de inicio de tradugdo (ATG) de uma seqiiéncia de
codificagdo e se prolonga & montante (diregfo 5") para incluir o nimero
minimo de bases ou elementos necessérios para iniciar e regular transcri¢do
apropriadamente em niveis detectiveis acima de histérico. Dentro da
seqiiéncia de promotor sera encontrado um sitio de inicio de transcri¢do assim
como dominios de ligagdo de proteinas responsdveis pela ligagdo de RNA
polimerase. Promotores eucari6ticos freqiientemente, mas ndo sempre, irdo
conter caixas "TATA" boxes e caixas "CAT". Promotores procaridticos
podem conter seqiiéncias Shine-Dalgarno em adigéo as seqiiéncias consenso -
10 e -35.

“Operacionalmente ligado” se refere a uma justaposi¢do de
componentes caracterizado pelo fato de que os componentes assim descritos
estio em uma relagio permitindo que eles funcionem em sua maneira
almejada. Por exemplo, um promotor ¢ operacionalmente ligado com uma
seqiiéncia de codificagdo se o promotor afeta a transcrigdo ou expressdo da

seqiiéncia de codificacdo.
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Duas seqiiéncias de DNA ou polipeptideos sdo
“substancialmente homologas” quando pelo menos cerca de 85%, a menos
que especificamente determinado de outra maneira, (preferivelmente pelo
menos cerca de 90%, e mais preferivelmente pelo menos cerca de 95%) dos
nucleotideos ou aminodcidos coincidem ao longo de um comprimento
definido da molécula. Seqiiéncias de DNA que sdo substancialmente
homoélogas podem ser identificadas em um experimento de hibridizacdo

Southern, por exemplo, em condi¢es estringentes, conforme definido para

* aquele sistema particular. Definir condigdes apropriadas de hibridiza¢do esta

dentro do verso da arte.

O termo “funcionalmente equivalente” pretende que a
seqiiéncia de aminodcidos da proteina codificada seja uma que ira produzir
uma resposta bioldgica equivalente & resposta bioldgica do imunégeno ou
proteina especificado, geralmente uma proteina nativa. Em alguns casos, esta
resposta biologica serd uma resposta imunoldgica. Em alguns casos, esta
resposta biolégica se refere a capacidade de uma proteina codificada de
suprimir uma resposta imunologica em um hospedeiro. “Néo funcionalmente
equivalente” se refere a uma resposta biologica que ndo € equivalente a
resposta bioldégica mediada pela proteina nativa. Adicionalmente, uma
seqiiéncia de genes é funcionalmente equivalente a outra seqiiéncia de genes
se ela codifica um polipeptideo idéntico ou um polipeptideo que por si s6 &
funcionalmente equivalente.

O termo “polipeptideo” é usado em seu sentido mais amplo,
i.e., qualquer polimero de aminoédcidos (dipeptideo ou maior) ligados através
de ligagbes peptidicas. Assim, o termo “polipeptideo” inclui proteinas,
oligopeptideos, fragmentos de proteinas, andlogos, muteinas, proteinas de
fusfo e os semelhantes. Uma “glicoproteina” é um polipeptideo glicosilado.

Proteinas ou polipeptideos “nativos” se referem a proteinas ou

polipeptideos com seqiiéncias idénticas aquelas de proteinas BHV-1 tipo
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selvagem e fragmentos destas. Um gene “nativo” é um gene tendo uma
seqiiéncia de nucleotideos idéntica a um gene ou fragmento deste encontrado
em BHV-1 tipo selvagem.

"Modificagdo" de um gene como usado neste lugar significa
mutacdo, substituicdo ou delecio de uma seqliéncia de nucleotideos
codificando um gene ou um fragmento deste para uma proteina BHV-1, que
resulta em uma proteina de BHV-1 ndo funcionalmente equivalente se )
comparada com proteina de BHV-1 ancestral. Um gene que foi
completamente deletado ou foi parcialmente deletado também passou por
modificagio. Um gene que foi completamente deletado geralmente ndo
codifica uma proteina. Um gene que foi parcialmente deletado pode codificar
uma proteina modificada. Modificagdo de um gene também pode incluir uma
inser¢do de uma ou mais seqii€éncias em um gene. Modificagdo de um gene
pode incluir combinag¢des de tipos individuais de modificagdes ou mutagdes.
Em um exemplo, parte de um gene pode ser deletada e uma seqiiéncia
adicional pode ser inserida na localizagéio da delegdo original ou em outra
localizagdo dentro do gene.

Seqiiéncias de proteinas também podem ser modificadas.
Proteinas modificadas podem ser codificadas por genes modificados. Uma
proteina modificada geralmente tem uma seqii€éncia de aminoécidos diferente
do que a proteina ndo modificada ou nativa. Em alguns casos, uma proteina
modificada ndo terd a mesma fungdo que a proteina nativa. Neste caso a
proteina modificada também pode ser uma proteina ndo funcionalmente
equivalente, se comparada com BHV-1 ancestral. A proteina modificada pode
ter mutagdes, substitui¢des ou delecdes de aminoacidos se comparada com
BHV-1 ancestral. Em certas formas de realizag@o, um gene ou proteina sera
modificado se ele resulta em uma proteina que ndo ¢ funcionalmente
equivalente a um gene ou proteina tipo selvagem. Técnicas para modificar

genes e proteina, tal como construgdes de delecdo génica e cromossomos
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artificiais bacterianos (BACs) s@o bem conhecidas dentro da arte e nao
pretendidas para serem limitantes. Qualquer método para modificar os genes
ou seqiiéncias de proteinas da presente invencéo pode ser usado. Por exemplo,
qualquer técnica de modificagio que resulta em uma proteina ndo
funcionalmente equivalente pode ser usada. Uma modificacdo génica também
pode incluir alteragdes, nfo a seqiiéncia de codificagdo de um gene, mas a

uma seqliéncia regulatéria que afeta o nivel de expressdo do gene. Em um

exemplo, uma modificagdo deste tipo pode resultar em regulagdo descendente

de expressdo de um gene.

Dentro do contexto desta invengfo, os tipos de modificagdes
que podem ser feitas em um gene especifico podem depender, em parte, da
fungdo da proteina codificada. Em um exemplo, a proteina codificada por um
gene de BHV-1 particular pode ser conhecida por suprimir resposta
imunolégica de um hospedeiro a um antigeno administrado com BHV-1.
Portanto, pode ser desejado deletar o gene de forma que nenhuma proteina
seja expressa a partir do gene (e.g., delecdo génica completa). Entretanto,
pode ser que ausente a proteina codificada pelo gene de BHV-1 particular, o
BHV-1 seja muito virulento para ser usado como uma linhagem de vacina.
Uma maneira, mas ndo a Unica maneira, que isto pode ocorrer € se a proteina
codificada pelo gene de BHV-1 particular ¢ um imunogeno forte que, em
parte, estimula uma forte resposta imunologica no hospedeiro. Auséncia desta
proteina do virus pode resultar em uma incapacidade do hospedeiro de montar
uma resposta imunoldgica suficiente para manter o virus infectante sob
controle. Doenga ou outros efeitos colaterais deletérios podem ocorrer no
hospedeiro. Uma solug@o potencial para este problema pode ser modificar o
gene de BHV-1 particular de forma que a proteina codificada ainda €
imunogénica, mas ¢ incapaz de suprimir resposta imunoldgica de um
hospedeiro. Desta maneira, o hospedeiro ainda pode ser capaz de montar uma

resposta imunoldgica suficiente para manter o virus BHV-1 infectante sob
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controle, mas a fun¢do da proteina para suprimir uma resposta imunolégica do
hospedeiro € desativada. Podem existir outros cenarios onde nem todo tipo de
modificacdo em um gene de BHV-1 particular conhecida por suprimir o
sistema imune do hospedeiro pode ser usada. Alguém de verso na arte tera
conhecimento de métodos para identificar e solucionar este e problemas
similares.

Como usado neste lugar, uma “proteina relacionada a MHC” €
qualquer proteina diretamente envolvida na via de processamento de
antigenos e apresentacdo através de uma molécula de MHC classe I ou MHC
classe II. Estas proteinas sdo bem conhecidas para aqueles versados na arte.
Assim, uma proteina relacionada a MHC pode ser ndo apenas uma molécula
de MHC mas também, embora néo limitado a, proteinas ativas no transporte
de antigenos para apresentacdo de MHC classe I tal como proteinas
transportadoras associadas ao processamento de antigenos (TAP) de um
animal hospedeiro.

Um “gene marcador” se refere a um gene que pode ser usado
para diferenciar animais infectados de animais vacinados. Como usado neste
lugar, genes marcadores diferem de genes tipo selvagem de uma maneira que
pode ser medida usando um teste diagnostico. Uma vacina marcadora € uma
vacina contendo pelo menos um gene marcador, Em uma forma de realizagio
da presente invengdo, os genes marcadores serdo ou BHV-1 UL49.5, BHV-1
UL41, BHV-1 Us4, ou BHV-1 Circ. Em outras formas de realizagdo, o gene
marcador pode ser BHV-1 Us8. Genes marcadores em vacinas podem ser
usados para uma vacina “DIVA" (Differentiating Infected from Vaccinated
Animals) como € conhecido na arte. Em um exemplo, um teste diagnostico
pode ser projetado e usado para diferenciar entre uma vacina de BHV-1
administrada (vacina DIVA) e um BHV-1 que naturalmente infectou o

hospedeiro.
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"Analogo mutante" de uma proteina ou gene de BHV-1 como
usado neste lugar significa uma proteina tendo uma seqiiéncia de aminoacidos
ou um gene tendo uma seqiiéncia de nucleotideos qualquer que difere da
seqiiéncia de proteina ou gene de BHV-1 tipo selvagem em uma ou mais
modificacgdes.

Um “hospedeiro” se refere a um animal capaz de naturalmente
adquirir infecgdo por BHV-1. Assim, um hospedeiro ¢ um para o qual pode
ser desejavel imunizar contra infecgdo por BHV-1, quer ou ndo o hospedeiro
ja esteja infectado ou latentemente infectado por BHV-1. Geralmente o
hospedeiro € um ungulado. Um hospedeiro ungulado pode ser bovino, o que
inclui gado de qualquer raga e qualquer idade. Um hospedeiro bovino abrange
bezerros assim como gado adulto, e € pretendido para incluir bois, touros,
novilhos, vacas e bezerros. Bovino ou gado também podem incluir animais
bovinos prenhes e lactantes. Aplicagbes veterinarias séo claramente
contempladas pela presente invengdo. Em algumas formas de realizagdo, as
composi¢des e vacinas da presente invengdo ndo serdo dadas a um hospedeiro
que esteja prenhe, lactante, ou com cerca de trés meses de idade. Em certas
formas de realizagdo, as composi¢des e vacinas da presente invengdo serdo
dadas a hospedeiros que estdo com ou cerca de um més de idade. Em formas
de realizagfo ainda adicionais, as composi¢des e vacinas da presente invengdo
serdo dadas a animais prenhes. Nestas formas de realizagdo, as composicdes e
vacinas podem ser dadas para prevenir infecc@o fetal. Em outras formas de
realizacdo, a composigdo e vacinas ndo serdo dadas a um hospedeiro dentro
de aproximadamente 30 dias de procriag@o.

Um “antigeno” se refere a uma molécula contendo um ou mais
epitopos que irdo estimular o sistema imune de um hospedeiro a fazer uma
resposta secretoria, humoral e/ou celular antigeno-especifica. O termo € usado
permutavelmente com “imunégeno”. O antigeno especifico pode ser uma

proteina, um polissacarideo, um lipopolissacarideo, um lipopeptideo ou outras
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moléculas; ou ele pode ser uma combinagdo de qualquer destes. Outras
combinagdes sdo possiveis. Particularmente, o antigeno especifico pode
incluir uma proteina ou fragmento de proteina natural, ou uma proteina ou
fragmento de proteina ou peptideo sintético; ele pode incluir glicoproteina,
glicopeptideo, lipoproteina, lipopeptideo, nucleoproteina, nucleopeptideo; ele
pode incluir um conjugado peptideo-peptideo; ou ele pode incluir um produto
de expressdo de 4cido nucléico recombinante. Exemplos nfo limitantes de
antigenos incluem, sem limitagc&o, aqueles que sfo capazes de produzir uma
resposta imune contra herpesvirus bovino viral, virus respiratério bovino,
virus da diarréia viral bovina, coronavirus bovino, e linhagens bacterianas
comumente associada com "febre do transporte".

O termo “quantidade efetiva de um imunoégeno” define uma
quantidade de imundgeno capaz de produzir uma resposta imune humoral,
secretoria, e/ou celular mediada demonstravel. A quantidade apropriada de
imunégeno a ser usada é dependente do imundgeno especifico e é bem
conhecida na arte.

O termo “epitopo” se refere ao sitio em um imundégeno ou
hapteno ao qual uma molécula especifica de anticorpo se liga ou &
reconhecida por células T. O termo também € usado permutavelmente com
“determinante antigénico” ou “sitio de determinante antigénico.”

Uma “resposta imunolégica” € o desenvolvimento no
individuo de uma resposta imune celular e/ou mediada por anticorpo.
Normalmente, uma tal resposta inclui, mas ndo é limitada a, um ou mais dos
seguintes efeitos; a produgdo de anticorpos, células B, células T auxiliares,
células T supressoras, e/ou células T citotéxicas e/ou células yoT, dirigidas
especificamente a um antigeno ou antigenos incluidos na composi¢do ou
vacina de interesse. HA muitos componentes que podem resultar nas respostas
imunes conforme definido por anticorpos, células B, células T e os

semelhantes, como descrito na frase anterior. Mensurac¢do destes componentes
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pode ser usada para interferir se ou ndo uma resposta humoral, celular,
combinagdo de humoral e celular, ou outra existe ou ¢ alterada. Por exemplo,
uma resposta imune humoral ou celular, que pode assumir a forma de
anticorpos especificos ou células T citotdxicas antigeno-especificas,
respectivamente, pode ser afetada uma variedade de componentes. Um
componente pode ser a capacidade de um epitopo especifico de ser
“apresentado” a células T no contexto de moléculas de MHC classe I e/ou
MHC classe II na superficie de células apresentadoras de antigenos (APCs)
ou outras células. Portanto, a presenga ou niveis de moléculas de MHC classe
I e/ou MHC classe II podem indicar a capacidade de um organismo de montar
um tipo especifico de resposta imune. Também, alteragdes nos niveis de
moléculas de MHC classe I e/ou MHC classe II ao longo do tempo ou em
diferentes situagdes podem permitir inferéncia em se um tipo especifico de
resposta imune existe ou pode existir.

Qutro componente de uma resposta imunologica € a
capacidade de um antigeno, que ja foi apresentado ao sistema imune de um
organismo e estimulou uma resposta imune priméria, para estimular uma
resposta imune secundaria ou para “relembrar” a resposta imune primaéria.
Quando um antigeno € usado para relembrar uma resposta imune, varias
citocinas podem ser secretadas por células imunes envolvidas no processo.
Em uma instdncia, mensuracdo de alteragdes em interleucina-2 (IL-2) pode
ser usada para inferir se e em qual grau um imundgeno relembrou uma
resposta imune primaria. Memoria de uma resposta imune pode ser
proporcional & quantidade de IL-2.

Em relag@o a uma resposta imune humoral, uma caracteristica
de se esta resposta imune existe e pode ser protetora contra um patdégeno, por
exemplo, pode ser os niveis de anticorpos no soro que sao especificos para um
antigeno do patégeno. Em adi¢do a niveis de anticorpos, os isotipos

especificos de anticorpos ou combinagdo de isotipos ou, para um dado isotipo
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de anticorpo, o subtipo ou subclasse especifico, ou combinag¢do ou proporgdo
de subtipos ou subclasses especificos podem ser informativos. Em um
exemplo, soro pode conter diferentes subtipos do isotipo IgG. O subtipo IgGl
pode ser um anticorpo que é neutralizante para um antigeno especifico (e,
portanto, concebido como protetor). O subtipo IgG2 pode ser um anticorpo
que ndo é neutralizante para um antigeno especifico (e, portanto, ndo protetor
ou menos protetor do que o subtipo IgG1). Neste exemplo, portanto, uma
maior propor¢do de IgG1/1gG2 (para IgG especifico para um dado antigeno)
pode indicar o potencial para uma melhor resposta imunoldgica a um dado
antigeno do que uma propor¢do menor de IgG1/IgG2.

Uma resposta imunolégica, ou componentes de uma resposta
imunologica, normalmente sdo medidos com imunoensaios. Um aumento em
resposta imunoldgica pode ser medido contra a resposta imunoldgica
seguindo infec¢do com BHV-1 tipo selvagem ou infecgdo com vacinas de
BHV-1 comercialmente disponiveis. Depressdo de uma resposta imunologica
pode ser medida se comparada com infeccdo com vacinas de BHV-1
comercialmente disponiveis ou células nédo infectadas. Em algumas formas de
realizagdo, depressdo de resposta imunoldgica serd determinada avaliando
expressdo em superficie de célula de MHC classe I. Em outras formas de
realizacdo, depressdio de resposta imunoldgica sera determinada avaliando
expressdo citoplasmatica de célula de MHC classe I, com ou sem expressédo
em superficie de célula. Em outras formas de realizagdo, depressdo de
resposta imunologica serd determinada avaliando expressdo de MHC classe
II. Em formas de realiza¢do adicionais, depress@o de resposta imunologica
serd determinada avaliando citocinas e outros indicadores de resposta imune,
tal como medindo imunossupressdo de resposta de um hospedeiro a
imunogenos co-administrados como um indicador. Métodos usados para
medir resposta imunolégica, e componentes de respostas imunolégicas, sdo

bem conhecidos na arte e ndo pretendidos para serem limitantes.
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Os termos "polipeptideo imunogénico”" e "seqiiéncia de
aminoacidos imunogénica" se referem a um polipeptideo ou seqiiéncia de
aminodcidos, respectivamente, que produzem anticorpos que neutralizam
infectividade viral, e/ou mediam citotoxicidade celular dependente de
complemento de anticorpo ou anticorpo ou imunidade celular mediada para
fornecer prote¢io de um hospedeiro imunizado. Um “polipeptideo
imunogénico” como usado neste lugar inclui a seqiiéncia de comprimento
completo (ou comprimento quase completo) da proteina inserida ou um
fragmento imunogénico desta. Por “fragmento imunogénico” é pretendido um
fragmento de um polipeptideo o que inclui um ou mais epitopos e assim
produz anticorpos que neutralizam infectividade viral, e/ou mediam
citotoxicidade celular dependente de complemento de anticorpo ou anticorpo
ou imunidade celular mediada para fornecer prote¢do de um hospedeiro
imunizado. Estes fragmentos normalmente serfio de pelo menos cerca de 5
aminoécidos de comprimento, e em certas formas de realiza¢do pelo menos
cerca de 10 a 15 aminoacidos de comprimento. Nio existe nenhum limite
superior critico para o comprimento do fragmento, que pode compreender
quase o comprimento completo da seqiiéncia de proteina, ou mesmo uma
proteina de fusdo compreendendo fragmentos de dois ou mais antigenos de
subunidades.

Os termos “tratamento” e “tratado” como usado neste lugar se
referem a administrag@o a um individuo de uma composigdo que ou previne
infeccdo ou reinfecgdo (profilaxia), ou reduz ou elimina os sintomas de BHV-
1 (terapia) ou outras doengas associadas com imunogenos adicionais. Como
usado neste lugar, tratamento também ocorre se o ciclo laténcia-reativagdo de
BHV-1 é reduzido ou prevenido como medido por excregdo viral seguindo
reativagdo se comparado com reativagdo seguindo infeccdo de BHV-1 tipo
selvagem. Por exemplo, um animal hospedeiro foi tratado se a quantidade de

BHV-1 excretado em fezes ou durante infecgdo primaria ou durante laténcia é
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reduzida ou eliminada. Um animal hospedeiro também foi tratado se o tempo
de infecgdo latente é reduzido. Sucesso deste tratamento pode ser medido por
uma redugdo de excre¢do ocular ou excregdo reduzida de virus infeccioso na
amigdala ou TG.

“Ciclo laténcia-reativacdo” se refere ao processo de
estabelecimento de laténcia, manutencéo de laténcia, e reativagdo de BHV-1.
Estabelecimento de laténcia inclui infecgo aguda. Manutengéo de laténcia é
uma fase que dura pela vida do hoépedeiro e pode ser operacionalmente
definida como um periodo quando virus infeccioso nio é detectado por
procedimentos padrdo de isolamento de virus. “Reativag@o” e “reativacdo de
laténcia” se referem ao processo de reativagdo viral seguindo administragéo
exogena de corticosterdides ou niveis elevados de corticosteréides naturais
como uma conseqiiéncia de estresse. Imunossupressdo também pode
estimular expressdo génica viral a causar reativagdo. Mediante reativagio,
expressdo génica viral abundante pode ser detectada em neurdnios sensoriais,
e virus BHV-1 infeccioso pode ser isolado de ganglios trigeminais, esfregagos
oftalmicos, e/ou esfregacos nasais. Durante reativagfo, virus € translocado de
volta ao sitio inicial de infecgdo, a partir do qual ele pode se espalhar a outros
hospedeiros susceptiveis. A capacidade de reativar a partir de laténcia resulta
em doenga recorrente e transmissao de virus.

Um virus foi “atenuado” quando a linhagem do virus tem
patogenicidade e/ou viruléncia reduzida de forma que ele ira iniciar uma
resposta imunoldgica sem produzir a doenga especifica. Como usado neste
lugar, uma vacina viva modificada (MLV) é uma vacina contendo virus vivo
que foi atenuado. Em algumas formas de realizagdo, as vacinas da invengéo
serfo adicionalmente atenuadas. Um virus adicionalmente atenuado exemplar
¢ um que tem uma redugfo ou eliminagdo da febre, linfopenia, queda na
produgdo de leite, queda no consumo alimentar, aborto em bezerras gravidas e

viremia fatal em bezerros de menos do que 3 dias de idade se comparado com
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vacinag¢do com uma vacina convencional de virus vivo atenuado. Em certas
formas de realizagdo, virus BHV-1 sera adicionalmente atenuado.

Um “veiculo farmaceuticamente aceitavel” é formulado para
ser compativel com sua via de administragdo pretendida e é permutdvel neste
lugar com o termo “carreador veterinariamente aceitavel” ou “veiculo
veterinariamente aceitavel”. Exemplos de vias de administragdo incluem
parenteral, e.g., intravenosa, intradérmica, subcutinea, oral (e.g., inalacdo),
transdérmica (topica), transmucosal, retal, e outras administragdes. Solugdes
ou suspensdes usadas para aplicagdo parenteral, intradérmica, ou subcutinea
podem ‘incluir os seguintes componentes: um diluente estéril tal como agua
para inje¢do, solugdo salina, oleos fixos, polietilenoglicois, glicerina,
propilenoglicol ou outros solventes sintéticos; agentes antibacterianos tal
como alcool benzilico ou metilparabenos; antioxidantes tal como acido
ascorbico ou bissulfito de so6dio; agentes quelantes tal como 4cido
etilenodiaminotetracético; tampdes tal como acetatos, citratos ou fosfatos; e
agentes para o ajuste de tonicidade tal como cloreto de sédio ou dextrose. pH
pode ser ajustado com 4cidos ou bases, tal como acido cloridrico ou hidréxido
de sédio. Uma preparagéo parenteral pode ser embutida em ampoélas, seringas
descartaveis ou frascos de multiplas doses feitos de vidro ou plastico.

Uma “modificagdo por delecdo” ou “mutante de delegdo”
inclui seqiiéncias de genes com delecdo de pelo menos um nucleotideo,
geralmente no quadro de leitura aberta de uma proteina. Como alguém de
verso na arte ira entender, em certos casos, uma mutagdo por delecdo pode
incluir uma mutagdo pontual. Em certas formas de realiza¢do, um mutante de
delecdo tem expressdo protéica nocauteada ou eliminada da proteina
codificada pela seqiiéncia de nucleotideos modificada. Em outras formas de
realizagdo, um mutante de dele¢do resulta em uma proteina, que embora
expressa, ndo é funcionalmente equivalente & proteina tipo selvagem. Em

algumas formas de realizagdo, mutantes de delecdo estardo perdendo a
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seqiiéncia de genes inteira. Estes mutantes de delegdo podem ser chamados de
delegdes completas. Em outras formas de realizagfio, os mutantes de dele¢do
estardio perdendo menos do que 1%, 1%-5%, 5%-10%, ou mais da seqiiéncia
génica. Estes mutantes de dele¢cdo podem ser chamados de dele¢des parciais.
Em certas formas de realizagio, a delecio sera uma delegio pontual conforme
definido por delecéo de um tnico nucleotideo. Uma modificagéo por delegdo
ou mutante de deleg¢fo também podem incluir mais do que uma delecdo de um
unico nucleotideo.

Um “gene reporter” pode ser qualquer seqiiéncia a expressado
da qual pode ser detectada ou medida, outra do que a seqiiéncia de
codificagdo a qual o promotor naturalmente € operacionalmente ligado.
Tipicamente, o gene reporter é heterélogo a célula na qual atividade de
promotor é medida. Exemplos de genes repérteres incluem, sem limitag&o,
genes que codificam proteina verde fluorescente (ou qualquer outro marcador
fluorescente), cloranfenicol acetil transferase (cat), B-glucuronidase (gus), B-
Galactosidase (lacZ), luciferase, e os semelhantes. Expressdo de gene reporter
pode ser medida por qualquer dos diversos métodos convencionais, e 0
método Otimo ira depender de fatores tais como a natureza e fungdo do gene
reporter. Em geral, ensaios adequados de expressio de gene reporter incluem
métodos tal como (i) ensaiar a fungdo de um produto do gene reporter (e.g.,
medir uma reagfo enzimatica catalisada por um produto do gene reporter); (ii)
medir o nivel de proteina expressa a partir do gene reporter (e.g., por SDS-
PAGE ou em um imunoensaio usando anticorpos (e.g., anticorpos policlonais
ou monoclonais) que se ligam especificamente ao produto do gene reporter); e
(iil)) medir o nivel de mRNA transcrito a partir do gene reporter. Estdo
incluidos dentro da invengfo ensaios que permitem triagem em larga escala
de compostos de teste. Em um exemplo, expressdo de GFP ou EGFP pode ser
detectada por visualizagdo de fluorescéncia verde em luz branca.

Virus BHV-1 modificados
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Em termos gerais, em muitas formas de realizagfo, a presente
invengdo envolve a modificagdo de genes de BHV-1 de virus BHV-1 vivos
modificados de vacina de forma a prevenir ou diminuir a imunossupresséo do
hospedeiro vista em infecgdo com virus BHV-1 tipo selvagem ou de vacina.
Em um exemplo, as modificacdes de BHV-1 resultam em um virus que é
menos capaz ou incapaz de diminuir ou suprimir uma resposta imunologica
especifica para ou contra um imunégeno que é administrado com BHV-1. Em
um exemplo, as modificagdes de BHV-1 resultam em virus que, quando
administrado com um imunégeno nio BHV-1 adicional, resulta em uma
resposta imunoldgica contra o imundgeno adicional que € mais robusta do que
a resposta imunolégica que resulta quando o imundgeno adicional €
administrado sozinho (sem BHV-1).

Geralmente, o BHV-1 usado na invengdo é um virus vivo. Este
virus pode ser ou ndo atenuado. Em certas formas de realizagéo, virus BHV-1
modificado morto pode ser usado. Esta invengéo também fornece um método
de aliviar imunossupressio de resposta do hospedeiro a imunoégenos
adicionais ou co-administrados e/ou em uma vacina de combinagdo. A
invengdo também fornece um método de tratar um animal hospedeiro com as
vacinas inventivas.

A invencdo inclui composi¢Bes e vacinas compreendendo
genes de BHV-1 modificados caracterizados pelo fato de que os genes sdo
modificados a fim de tratar depressdo de resposta imunolégica do hospedeiro
durante infec¢do por herpesvirus bovino e/ou para aliviar imunossupressdo de
resposta do hospedeiro a um imunégeno adicional ou co-administrado e/ou
em uma vacina de combinagfio. Na maioria das formas de realizacfo, vacinas
para tratar tanto subtipos BHV-1.1 como BHV-1.2 estio abrangidas pela
invengdo. Métodos de usar as vacinas da presente invengdo também s@o
previstos. Muitos, mas certamente nfo todos, genes BHV-1 ativos em

suprimir o sistema imune tém homologos celulares, permitindo que eles sejam
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facilmente reconhecidos. Em certas formas de realizagfio, a modificagdo serd
em genes que desempenham um papel em processamento e apresentagdo de

imundgeno MHC. MHC classe I sdo moléculas apresentadoras de antigenos

. encontradas em todas as células nucleadas de vertebrados, ao passo que MHC

classe II s8o moléculas apresentadoras de antigenos encontradas
essencialmente em macrofagos e linfocitos B. Modificagdes podem ocorrer
em genes envolvidos tanto com fungdes de MHC classe I como MHC
classe II.

Em muitas formas de realizagdo, genes de BHV-1 modificados
serdo genes que codificam proteinas que causam regulagdo descendente das
proteinas relacionadas a MHC do hospedeiro e/ou evadem resposta imune do
hospedeiro ao virus por evasdo do sistema imune do hospedeiro. Exemplos
destes tipos de genes incluem BHV-1 UL49.5 [SEQ ID NO.:1], BHV-1 UL41
[SEQ ID NO.:3], e BHV-1 Circ [SEQ ID NO.:5].

Em ainda outras formas de realizag@o, os genes modificados
codificam proteinas que suprimem funcfo imune através de regulacdo de
complemento, agdo em crescimento celular e/ou interferéncia em expressdo
de interferon. Acredita-se que Us4 de BHV-1 [SEQ ID NO.:11] seja
imunomodulador através de sua funcdo como uma proteina de ligagdo a
quimiocina.

O gene UL49.5 de BHV-1 codifica uma proteina homologa a
glicoproteina altamente conservada N (gN), encontrada em todos os
herpesvirus conhecidos. gN desempenha um papel em regulagio descendente
de MHC classe I na superficie celular, permitindo assim que BHV-1 evada
apresentagdo de antigenos e ativagdo do sistema imune do hospedeiro.
Lipinska et al. (2006) J. Virol. 80:5822, por aqui incorporado por referéncia,
descreve o gene UL49.5 de BHV-1 em detalhe.

O gene UL41 de BHV-1 codifica uma proteina homologa a

proteina do tegumento que desliga hospedeiro ou “virion host shutoff” (vhs).
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A proteina do tegumento que desliga hospedeiro parece desempenhar um
papel em imunossupressdo regulando de forma descendente a expressdo de
mRNA de MHC Classe 1. Gopinath et al. (2002) Viral Immun. 15: 595,
descreve modificacio de UL41 de BHV-1.

O gene Circ de BHV-1 codifica uma proteina homdloga a
proteina miristilada do tegumento. Proteina miristilada do tegumento de
BHV-1 parece regular de forma descendente expressdo de MHC Classe II.
Schwyzer et al. (2002) Vet. Microbiol. 86:165, descreve Circ.

O gene Us4 de BHV-1 codifica uma proteina homologa a
glicoproteina(g)G, uma proteina de ligagdo a quimiocina. Bryant et al. (2003)
EMBO J. 22:833, descreve Us4.

O gene Us9 de BHV-1 codifica uma proteina provavelmente
envolvida em transporte anterdgrado de génglios trigeminais a sitios nasais
durante reativagdo de laténcia.

Os genes LR-ORF 1 e 2 de BHV-1 ou ORF’s relacionados a
laténcia estdo implicados em desenvolvimento de infecgdo latente e
persisténcia viral em ganglios trigeminais.

O gene Us8 de BHV-1 codifica uma proteina homologa a
glicoproteina(g)E, uma proteina que segundo se acredita inibe resposta imune
mediada por IgG.

Modificagdes de todos os genes nomeados acima sdo
contempladas pela invengdo descrita.

Em uma forma de realizagdo, um virus BHV-1 modificado
pode ter uma modificag@io em um tinico gene. Em outras formas de realizagdo,
um virus BHV-1 modificado pode ter modificagdes em dois, trés, quatro, ou
mesmo mais genes separados. Em muitas formas de realizagdo, modificagéo
de genes ativos em apoptose estard em conjungdo com modificagio de genes
ativos em processamento de MHC e nestas outras formas de realizagdo,

embora ndo limitante, a modificagdo pode estar em genes que suprimem



10

15

20

25

31

resposta imunolégica através de ou indugdo ou supressdo de apoptose ou
morte celular programada. Como um exemplo ndo limitante, modificagéo
pode ocorrer em UL49.5 e em LR-ORF 1 [SEQ ID NO.: 7]. Em ainda outras
formas de realizagdo, modificagdo pode ocorrer em UL49.5, Us4, e em LR-
ORF 1 ou simplesmente em UL49.5 e Us4. Em ainda outra forma de
realizagfio, modificagio pode ocorrer em UL49.5 ¢ UL41. E entendido que
estas formas de realizagdo sdo exemplares apenas e diferentes combinagGes de
genes imunossupressores sfdo contempladas pela invengdo. Em certas formas
de realizagdo, composi¢des serdo escolhidas baseado na capacidade de genes
modificados de atuar sinergisticamente para estimular resposta imune.

Em certas formas de realizagdo, composi¢des e vacinas irdo
incluir pelo menos um UL49.5 de BHV-1, Us4 de BHV-1, UL41 de BHV-1,
e/ou Circ de BHV-1 modificado. Estes genes modificados geralmente sdo
reconhecidos por aliviar imunossupressdo. Em algumas formas de realizagio,
todos os quatro genes serdo modificados. Em outras formas de realizag¢éo, um,
dois ou trés genes serdo modificados. Os genes podem ser modificados em
qualquer combinagdo. Como um exemplo ndo limitante, em composi¢des ou
vacinas onde dois dos genes foram modificados, estes genes podem ser
UL49.5 de BHV-1 e UL41 de BHV-1, UL49.5 e Us4, UL41 e Us4, assim
como Circ de BHV-1 e UL49.5 de BHV-1. Em formas de realizagdo que
incluem modificagbes em genes ativos em aliviar imunossupressdo,
modificagdes em LR-ORF 1 e 2 de BHV-1 [SEQ ID NO.: 9] ¢ Us9 de BHV-1
[SEQ ID NO.: 13] também podem ocorrer. Inversamente, podem existir
composi¢cdes e vacinas onde modificagdes ocorreram apenas em LR-ORF 1 ¢
2 BHV-1 e/ou Us9 de BHV-1. E entendido que modificagio pode ocorrer
tanto em LR-ORF 1 e 2 de BHV-1 como Us9 de BHV-1. Acredita-se que LR-
ORF 1 e 2 de BHV-1 e Us 9 de BHV-1 sejam ativos na prevengdo/redugéo de
laténcia e a excre¢do de BHV-1, Em ainda outras formas de realiza¢do, genes

marcadores podem ser modificados ou em conjungdo com as modificagdes
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dos genes ativos em imunossupressdo e/ou dos genes ativos na
prevengdo/redugdo de laténcia e a excrecdo de BHV-1 ou em conjung¢do com
modificag@o tanto em genes de imunossupressdo como de laténcia. O gene
marcador pode ser Us8 de BHV-1 [SEQ ID NO.: 15]. Em uma unica forma de
realizagdo, a vacina pode consistir de trés modificagdes em genes envolvidos
em imunossupressdo, duas modificagdes em genes envolvidos em laténcia, e
um gene marcador. As tUnicas limitagdes nas combinagdes de genes
modificados sdo que os imundgenos resultantes devem ser compativeis tanto
no animal como na preparagdo de vacina. |

Meétodos para a preparagdo e avalia§5o de genes e proteinas
modificados dentro da presente invengdo sdo bem conhecidos na arte.
Exemplos ndo limitantes de técnicas de modificagdo incluem modificagdo de
seqiiéncias de DNA de forma que haja (1) substituigdo de um ou mais
aminoacidos por outro, por exemplo, substitui¢do por um residuo isostérico
tendo uma funcgdo diferente, e.g., substituir Asn por Asp; um residuo tendo
uma func¢do idéntica, mas uma estrutura primaria, secundaria ou tercidria
diferente, e.g., Asp por Glu; quebradores de hélices tal como Pro; substituigdo
de aminoacidos glicosilados por aminoacidos ndo glicosilados e os
semelhantes ou vice versa; substituindo Cys por outro residuo para deletar
formag8o de pontes dissulfeto; e (2) adigdo ou dele¢do de um ou mais
aminoacidos para produzir diferengas isostéricas, funcionais ou estruturais nas
proteinas. Alteragdes na estrutura priméria incluem alteragbes de
hidrofobicidade ou hidrofilicidade, alteragdes na estrutura secundaria incluem
alteracdes de enovelamento local e alteragbes na estrutura tercidria incluem
alteragOes na estrutura 3-D de uma proteina. Em muitas formas de realizagéo,
estas alteracOes na estrutura irdo resultar em proteinas nocauteadas ou
proteinas incapazes de funcionar equivalentemente a proteina tipo selvagem.

Em algumas formas de realizagdo, os genes irdo resultar em

imunossupress@o de vias ndo relacionadas a MHC e.g. Us4, UL41. Nestas
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outras formas de realizacdo, embora ndo limitante, a modificacdo pode estar
em genes que suprimem a resposta imunoldgica através de ou indugdo ou
supressdo de apoptose ou morte celular programada. Por exemplo, quando
apoptose ocorre em subconjuntos de leucécitos, incluindo células CD4+, o
sistema imune do hospedeiro ¢ suprimido. Genes ativos nesta ativagio de
apoptose incluem bICPO (Geiser et al. (2008) Microb. Pathog. 44: 459). Em
algumas formas de realizagdo, modificagdes estarfio em genes que codificam
bICPO (Jones et al. (2006) Vet. Microb. 113: 199). Em ainda outras formas de
realizagdo, modificagdes podem estar nos genes relacionados a laténcia tal
como LR-ORF 1 e 2 de BHV-1 e Us49 de BHV-1. Outras vias ndo
relacionadas a MHC podem incluir modifica¢do de genes tal como LR-ORF 1
de BHV-1 e Us9 de BHV-1.

Todas as formas de realizagdo da presente invengdo séo
previstos como possiveis em diferentes BHV-1 ancestrais. Por exemplo, o
BHV-1 ancestral pode ser a linhagem Cooper (tipo selvagem) ou
inversamente pode ser uma linhagem tal como BHV-1 GL756, encontrada em
vacinas comercialmente disponiveis. GL756 € um exemplo de um virus BHV-
1 vivo modificado convencionalmente derivado. Outros virus BHV-1 vivos
modificados convencionalmente derivados sdo contemplados. Estas linhagens
exemplares ndo sdo pretendidas para serem limitantes e as formas de
realizagdo podem usar como base qualquer linhagem de BHV-1 capaz de
infectar um hospedeiro. Nas vacinas da invengdo, o BHV-1 de base
comumente sera um virus vivo atenuado ou modificado. Em certas formas de
realiza¢do, 0 BHV-1 de base sera virus morto.

Em certas formas de realizagdo, a depressdo de resposta
imunolégica do hospedeiro serd medida contra resposta imunoldgica vista
seguindo infec¢io com BHV-1 tipo selvagem ou infecgéio com um imundgeno
adicional. Em formas de realizagdo alternativas, a depressdo de resposta

imunoldgica do hospedeiro sera medida contra infec¢do com BHV-1 GL756
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ou infecgdo com BHV-1 linhagem Cooper. Uma variedade de métodos de
mensuracdo de resposta imunoldgica do hospedeiro, tal como ensaios
imunoenziméticos indiretos (ELISAs) ou mensuracdo de expressdo de MHC,
sdo previstos e bem conhecidos por aqueles na arte.

Em certas formas de realizagio, as composi¢des da invengado
sdo colocadas em um vetor adequado para produzir o BHV-1 contendo genes
modificados in vivo. Este vetor pode ser construido em uma composicdo de
vacina pela adicdo de um veiculo farmaceuticamente aceitavel e,
opcionalmente, um adjuvante.- Tais formulagdes estdo bem dentro do verso da
arte. Vetores adequados podem incluir construgdes de cromossomos artificiais
contendo os genes modificados. Um exemplo de um cromossomo artificial €
um cromossomo artificial bacteriano (BAC), e.g., pBeloBACI1 ou
pBACI108L; veja, e.g., Shizuya et al. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89:8794; Wang et al. (1997) Biotechniques 23:992. Os componentes das
construgdes de cromossomos artificiais podem ser reunidos usando métodos
padro. Por exemplo, os genes de BHV-1 modificados podem ser inseridos
em um cromossomo artificial por co-transfecgdo de células com (i) uma
constru¢do contendo o cromossomo artificial, flanqueada por seqiiéncias
homologas a regides do genoma de BHV-1, e (ii) os genes de BHV-1, de
forma que recombinagdo ocorre nas células, resultando em produgdo de um
virus recombinante incluindo o cromossomo artificial. BHV-1 recombinante
pode ser isolado de células nas quais uma construgdo de cromossomo
artificial e BHV-1 foram co-transfectadas, levando a producfio de um virus
recombinante por recombinacio homoéloga, e o BHV-1 isolado pode ser
manipulado para produzir os genes modificados de BHV-1, conforme
desejado. Métodos de clonagem direta, empregando sitios Ginicos no genoma
de BHV-1 ¢ o cromossomo artificial, também podem ser usados para reunir
os componentes do cromossomo artificial. Para exemplos de cromossomos

artificiais com genes exodgenos inseridos, veja Publicagdo de Patente Norte-
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Americana 2004-0171569, neste lugar incorporada por referéncia. Nas formas
de realizacdo de vacinas da invengdo, o virus BHV-1 recombinante,
produzido mediante introdugdo da construgdo de cromossomo artificial em
uma célula, ndo mata a célula. Instancias especificas de incorporagdo de genes
de BHV-1 modificados especificos em um virus viavel sdo descritas no
exemplos 5 e 6 desta invengéo.

Formulacdes

As composi¢des imunogénicas e vacinas empregadas neste

~lugar como contempladas pela presente invengdo podem incluir um ou mais

carreadores veterindrios aceitaveis. Tais carreadores veterinariamente
aceitaveis incluem qualquer solvente, meio de dispersdo, agente de
revestimento, adjuvante, estabilizante, diluente, agente antibacteriano, agente
antifingico, agente isot6nico, agente de adsor¢do, agente de retardo e os
semelhantes. Como usado neste lugar, carreadores veterinariamente aceitaveis
e veiculos farmaceuticamente aceitdveis sdo usados permutavelmente.

Diluentes podem incluir agua, soro fisioldgico, dextrose,
etanol, glicerol, e os semelhantes. Agentes isotonicos podem incluir cloreto de
s6dio, dextrose, manitol, sorbitol, e lactose, entre outros. Estabilizantes
incluem albumina, entre outros.

Um veiculo farmaceuticamente aceitdvel, adequado para
injecdo parenteral, normalmente € ndo toxico e nfo terapéutico. Exemplos de
tais veiculos sdo agua, soro fisiolégico, solugdo de Ringer, solucdo de
dextrose, e solugdo de Hank. Veiculos nfo aquosos, tal como 6leos fixos, 6leo
de gergelim, oleato de etila, ou triglicerideos também podem ser usados.
Veiculos parenterais também podem assumir a forma de suspensdes contendo
agentes melhoradores de viscosidade, tal como carboximetilcelulose sodica,
sorbitol, ou dextrana. O veiculo também pode conter quantidades minimas de
aditivos, tal como substincias que aumentam isotonicidade e estabilidade

quimica, tal como tampdes e conservantes. Exemplos de tampdes incluem
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tampdo fosfato, tampado bicarbonato e tampéo tris, enquanto que exemplos de
conservantes incluem timerosal, m~ ou o-cresol, formalina e dlcool benzilico.
Formulag@es padrdo serfo ou liquidos injetdveis ou sdlidos que podem ser
absorvidos em um liquido adequado como uma suspensdo ou solugdo para
inje¢do. Assim, em uma formulagéo ndo liquida, o veiculo pode compreender
dextrose, albumina de soro humano, conservantes, etc., ao qual 4gua estéril ou
soro fisioldgico podem ser adicionados antes de administragéo.

Qualquer material ou mistura de materiais solivel em 4gua
farmaceuticamente aceitdvel pode ser utilizado na invengdo. O material
soltivel em 4gua farmaceuticamente aceitavel pode compreender um ou mais
monossacarideos, dissacarideos, polissacarideos ou carboidratos. Exemplos
incluem dextrose, manitol, frutose, polifrutosano, polidextrose, dextrina,
glicose, agucar invertido, lactitol, lactose, isomalte, maltitol, maltose,
maltodextrina, sorbitol, xilitol, sacarose, sucralose, manose, galactose, xilose,
arabinose, frutose, glucosamina, galactosamina, ramnose, 6-O-metil-D-
galactose, 2-0-acetol-beta-D-xilose, 2-acetamido-2-dioxi-beta-D-galactose-4-
sulfato, N-acetilglicosamina, iduronato, manuronato, galacturonato de metila,
galactose, arabinose, alfa-D-manopiranose e biopolimeros formados por
ligagdo covalente entre uma ou mais unidades de monossacarideo ou
dissacarideo. Exemplos de carboidratos incluem alginato, amilose, celulose,
carragena, pectina. Para conveni€ncia, monossacarideos, dissacarideos,
polissacarideos e carboidratos podem ser coletivamente referidos como
"agucares". Outros materiais farmaceuticamente aceitaveis que sdo bem
conhecidos na arte também podem ser utilizados.

Vérios adjuvantes, um campo bem conhecido na arte, também
podem ser empregados nas formulagdes de vacinas da presente invengdo.
Adjuvantes podem incluir, mas nfo sfo limitados a: géis minerais, e.g.,
hidréoxido de aluminio; substincias tensoativas tal como lisolecitina;

glicosideos, e.g., derivados de saponina tal como Quil A ou GPI-0100; polidis
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pluronic; polidnions; polimeros em bloco néo idnicos, €.g., Pluronic® F-127
(B.A.S.F., Estados Unidos da América); peptideos; oleos minerais, e.g.
Montanide ISA-50, carbopol, Amphigen®, Amphigen® Mark 11 (Hydronics,
Estados Unidos da América), Alhydrogel® (BSA2; Accurate Scientific,
Westbury, NY), emulsdes oleosas, e.g. uma emulsio de 6leo mineral tal como
BayolF/Arlacel A e 4gua, ou uma emulsdo de oleo vegetal, agua ¢ um
emulsificante tal como lecitina; alume; citocinas bovinas; colesterol; e
combinagdes de adjuvantes. Emulsdes oleosas adicionais incluem uma
emulsio de 4gua em Oleo, e uma emulsdo de dgua em 6leo em 4gua. Outros
adjuvantes ou agentes com propriedades de imunoestimulagdo ou
imunomodulagdo ou apresentacdo de antigenos, e produtos comerciais
Impran™ (Boehringer Ingelheim Vetmedica, St. Joseph, MO), Emunade®
(Schering-Plough Animal Health, Summit, NJ), MetaStim® (Fort Dodge
Animal Health, Overland Park, KS) e/ou Emulsigen® (MVP Laboratories,
Inc., Omaha, NE) também podem ser usados. Emulsigen D também pode ser
usado. Na maioria das formas de realizag¢fio, o tipo de adjuvante ndo €
limitante contanto que ele ndo interfira em Beef Quality Assurance™.
Quantidades e concentragdo de adjuvantes e aditivos Gteis no contexto da
presente invengdo podem ser prontamente determinadas pelo artesdo versado.

Adjuvantes podem ser usados de diferentes maneiras
dependendo de como a vacina inventiva € administrada. Por exemplo, quando
o BHV-1 inventivo e um imundégeno ndo BHV-1 adicional sfo co-
administrados (e.g., BHV-1 administrado em uma localizagdo e o antigeno
adicional administrado a outra localizagdo do hospedeiro), o adjuvante pode
ser administrado com o imunégeno adicional, mas ndo com o BHV-1. Em
outros exemplos, adjuvante pode ser administrado com o BHV-1, mas ndo
com o imundgeno adicional. Tanto o BHV-1 como imundgeno adicional
podem ser administrados com adjuvante ou sem adjuvante (e.g., no caso onde

BHV-1 e imunégenos ndo BHV-1 sdo administrados em um coquetel de
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combinacdo). Em alguns exemplos, BHV-1 pode ser administrado com um
adjuvante e imunégenos adicionais podem ser administrados com um
adjuvante diferente.

Em algumas formas de realizagdo, as vacinas da presente
invencdo serdo fornecidas em forma liquida. Em outras formas de realizagio,
as vacinas serdo fornecidas como um p6 seco. Em formas de realizagdo onde
a vacina é fornecida como um pé seco, o usudrio final da vacina pode
reconstituir a vacina usando um diluente apropriado. Diluentes sio bem
conhecidos na arte e podem incluir, mas ndo sfo limitados a, substancias tal
como agua estéril. Em alguns casos, a vacina é preferivelmente usada dentro
de um certo periodo de tempo, tal como 24 horas, uma vez que ela tenha sido
reconstituida.

Administracfio e imunogenos adicionais

Geralmente, as vacinas de BHV-1 modificado serdo
administradas com pelo menos um imundgeno adicional, ou através de co-
administra¢do e/ou através de administragdo de uma vacina de combinagéo.
Como usado neste lugar, um “imunodgeno adicional” é um imundgeno outro
do que um imunégeno BHV-1. Além disso, em certas formas de realizagdo,
um imunoégeno adicional pode ndo compreender um gene exdgeno inserido
em um vetor de BHV-1. Um imundgeno adicional pode estar em uma vacina
co-administrada ou em uma vacina de combinagdo/coquetel, i.e. uma vacina
com pelo menos dois tipos de imundgenos. Estes imundgenos adicionais
podem ser um unico imunoégeno de um ou mais patégenos particulares
(bactérias, micoplasma, virus, parasitas, etc.) ou podem incluir uma
combinagio de mais do que um imundégeno de um ou mais patdégenos
particulares. As vacinas co-administradas e/ou de combina¢do podem ser
preparagdes de células inteiras ou parciais e/ou preparagdes vivas modificadas
e tais comumente s3o conhecidas por alguém de verso na arte. Elas também

podem incluir outras moléculas imunomoduladoras. Exemplos ndo limitantes
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de patogenos e moléculas imunomoduladoras a partir dos quais imunogenos
adicionais podem ser selecionados incluem, mas nfo séo limitados a: virus da
Diarréia Viral Bovina (BVDV); 1, II e III; Virus Respiratério Sincicial Bovino
(BRSV); Virus da Parainfluenza 3 (PI3); Mannheimia haemolytica;
Histophilus somni (previamente Haemophilus somnus) (H. somni), Rotavirus
(BRV); Coronavirus (BCV); Mycoplasma bovis; Leptospirosis; Neospora
caninum; Trichomonas spp., Vibrio, antigenos clostridiais; Pasteurella
multocida; Fusobacterium necrophorum; E.coli O157:H7; Salmonella
enterica e citocinas imunomoduladoras tal como, por exemplo, interleucina-
lo (IL-1 @), interleucina-1B (IL-1 B), interleucina-2 (IL-2), interleucina-4 (IL-
4), fator estimulante de colénias de macréfagos e granuldcitos (GM-CSF), e
interferons.

Conforme determinado acima, em certas formas de realizagéo,
imundgenos contra BVD estarfo incluidos em vacinas co-administradas e/ou
de combinagdo. BVDV Tipos 1, 2 e 3 foram implicados em uma variedade de
sindromes clinicas. Estudos estabeleceram que o virus causa doencga
respiratéria primaria severa; que infectou persistentemente gado sdo uma
grande fonte de infecgfo para bezerros susceptiveis; e que BVD infecta
reservatorios de células brancas, causando déficits profundos e abrangentes no
sistema imune. Além disso, aborto ou mumificagdo podem ocorrer quando
gado prenhe se torna infectado especialmente durante o primeiro trimestre.
Doenga das mucosas, outra manifestagdo fatal freqiiente de diarréia viral
bovina (BVD), resulta de infecgdo fetal precoce com um biotipo de BVD néo
citopatico, desenvolvimento de imunotolerdncia ao virus, nascimento de um
bezerro infectado persistentemente, e subseqiiente superinfeccdo com um
biotipo de BVD citopatico. BVD Tipo 2, foi previamente reconhecido
principalmente como um isolado de BVD hemorragico principalmente em

rebanhos leiteiros.
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Em certas formas de realiza¢do, imundgenos adicionais contra
Mycoplasma bovis estardo incluidos em uma vacina co-administrada e/ou de
combinag¢do para prevenir a doenga clinica e perdas associadas com infecgdes
causadas por Mycoplasma bovis em gado de corte e leiteiro. Estas doengas
incluem mastite contagiosa, pneumonia respiratdria, infecgdes articulares
(condigdes artriticas), ceratoconjuntivite, e infec¢des do ouvido médio.

Pasteurella multocida, uma causa bacteriana de pneumonia em
gado, € outra bactéria a partir da qual imunégenos adicionais podem estar
incluidos em vacinas co-administradas e de combinag&o.

Imunégenos de Mannheimia haemolytica podem incluir
leucotoxina (LKT) ou antigenos associados a Proteina de Membrana Externa
(OMP), ou outros antigenos.

Imundgenos bacterianos adicionais contra Leptospirose
também sdo previstos em vacinas co-administradas e de combinagdo.
Leptospirose, causada por bactérias do género Lepfospira, ¢ uma infecgdo
zoonltica economicamente importante de animais de fazenda. Leptospira
borgpetersenii sorovar hardjo (L. hardjo) e L. interrogans sorovar pomona (L.
pomona) sdo os dois sorovares mais comumente associados com leptospirose
bovina ao redor do mundo. Em muitos casos, imundgenos adicionais destes
dois sorovares estardo incluidos na vacina co-administrada e/ou de
combinag¢do. Imunogenos adicionais de Leptospirose incluem aqueles de
Leptospira  camnicola, Leptospira  grippotyphosa, e  Leptospira
icterohaemorrhagiae. Infeccdo leptospiral de gado pode resultar em febre
aguda, agalactia, aborto, ou nascimento de bezerros infectados prematuros e
fracos, e pode contribuir para falhas reprodutivas e baixas taxas de concepgéo.

Outros imunogenos exdgenos de patégenos bacterianos que
podem ser usados em formas de realizagdo da presente invengdo vém de
Vibrio spp. e espécies clostridiais. Exemplos de imunoégenos clostridiais

incluem aqueles de Clostridium chauvoei, Clostridium septicum, Clostridium
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novyi, Clostridium sordellii, Clostridium perfringens Tipos C e D, e
Clostridium haemolyticum.

Em formas de realizagdo ainda adicionais, imunoégenos
adicionais contra Neospora caninum estardo incluidos em vacinas co-
administradas e/ou de combinagdo. Neospora caninum € um
protozoario formador de cisto que causa aborto em gado. Em gado, aborto
devido a infec¢@o com N. caninum normalmente ocorre no meio para o final
da gestagdo, embora nem todos os fetos infectados sejam abortados. Muitos
bezerros infectados congenitamente nascem saudaveis e infectados
persistentemente, embora alguns bezerros infectados fiquem adoentados no
nascimento e morram no periodo neonatal com lesdes similares aquelas de
bezerros abortados.

Trichomonas é ainda outro parasita para o qual imundgenos
adicionais podem estar incluidos em vacinas co-administradas e/ou de
combinagio.

Em certas formas de realizagdo, vacinas contra BHV-1 co-
administradas e/ou de combinag¢do podem incluir imunogenos adicionais
escolhidos a partir de qualquer combinagio de ou de cada um dos grupos de
citocinas bacterianas, virais, parasiticas, e imunomoduladoras acima. Em
outras formas de realizagfio, a vacina co-administrada e/ou de combinagdo
pode incluir apenas um imundgeno adicional de um dos grupos acima. Em
ainda outras formas de realizagfo, é entendido que vacinas co-administradas
e/ou de combinagdo podem incluir qualquer nimero de combinagdes
multiplas de imundégenos adicionais tirados dos grupos acima. Como um
exemplo, uma vacina de combinagéo pode consistir de imundgenos de BHV-1
modificado, BVDV Tipo I e Tipo II, PI3, ¢ BRSV. Em uma forma de
realizagfo, sera usada uma vacina de combinagdo contendo antigenos de
BHV-1 modificado, BVD I & II, L. Pomona, Lepto hardjo-bovis, Vibrio, e

Trichomonas. Esta vacina pode ser particularmente 1til em vacas de corte de
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mais do que um ano de idade. Esta vacina exemplar pode ser usada em
fémeas prenhes para a prevengdo de infecgdo fetal devido a BVD I & 11, a
prevengdo de aborto por BHV-1, prevencdo de morte embriondria precoce
devido a Vibrio e L. hardjo bovis, e prevencdo de infec¢do por Trichomonas.
Em outra forma de realizag¢éio, uma vacina de combinagéo contendo antigenos
contra BHV-1 modificado, BVD I & 1II, L. Pomona, Lepfo hardjo-bovis,
Vibrio, e Neospora é prevista. Esta vacina pode ser particularmente adequada
para vacas leiteiras de mais do que um ano de idade. Em ainda outra forma de
realizacdo, adequada para bezerros de um a seis meses de idade, a vacina de
combina(;éo; pode conter antigehos de BHV-1 modificado, BVD I & 1,
BRSV, M. haemolytica, H. somnus, Mycoplasma bovis, L. pomona, € Lepto
hardjo-bovis. Em algumas formas de realiza¢do, bezerros mais jovens do que
um més de idade, mas mais velhos do que um dia de idade serdo vacinados.
Para bezerros entre as idades de seis a doze meses, uma vacina de combinagdo
exemplar pode conter antigenos contra BHV-1 modificado, BVD 1 & II, M.
haemolytica, H. somnus, Mycoplasma bovis, L. pomona, ¢ Lepto hardjo-
bovis.

Vacinas co-administradas exemplares incluem aquelas com
imunégenos adicionais para um ou mais dos antigenos clostridiais,
Mannheimia haemolytica, Histophilus somni, Pasteurella multocida,
Fusobacterium necrophorum, E.coli O157:H7 e Salmonella enterica. Em
certas formas de realizagdo, a vacina co-administrada serd uma contra apenas
bacterina clostridial. Em outras formas de realizagdo, a vacina co-
administrada sera contra apenas bacterina de Histophilus somni, bacterina de
Fusobacterium necrophorum, ou bacterina de Salmonella dublin-
typhimurium.

Conforme € entendido por alguém de verso na arte, as Gnicas
delimita¢gdes em vacinas co-administradas e/ou de combinagdo sdo que os

componentes individuais possam ser co-administrados ou administrados como
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uma vacina de cdmbinagéo para atingir o resultado desejado de combater
imunossupressdo causada por BHV-1. Em cada uma das vacinas
contempladas pela presente invengfio, também € entendido que qualquer dos
componentes veterinarios aceitdveis, incluindo, mas nfo limitado a,
adjuvantes, diluentes, solventes, etc., descritos neste lugar, também podem ser
incorporados na vacina co-administrada e/ou de combinag3o.

E entendido que em certas formas de realizagio, mesmo que
vacinas co-administradas e/oﬁ de combinagéo possam nio produzir a mesma
imunogenicidade que vacinas individuais, a vacina co-administrada ou de -
combinagdo ainda pode ser preferida. Em muitas instancias, é vantajoso
administrar uma vacina de combinacdo ao invés de administrar diversas
vacinas diferentes, pois vacinas de combinagdo comumente reduz custos,
tanto em termos de trabalho como materiais. Além disso, vacinas de
combinagdo ocupam menos espago, tornando-as mais faceis para transporte e
armazenamento.

Muitos protocolos para administrar as composi¢des de vacina
da presente invengdo a animais hospedeiros estdo dentro do verso da arte,
incluindo oral, intranasal, topica, transdérmica, e parenteral. Em certas formas
de realizacdo, a via de administragfo € intranasalmente ou parenteralmente,
particularmente intramuscularmente. Em certas formas de realizagéo, as
formulagdes serdo particularmente adaptadas para injegdo intramuscular, pois
injegdo intravenosa pode ndo ser pratica para aplicacdo em larga escala a
animais domésticos. Contudo, outras vias de administragdo, tal como
subcutaneamente ou intradermicamente s3o previstas, pois pode ser
desfavoravel administrar intramuscularmente em hospedeiros designados para
composi¢do de alimentos. Alternativamente, as vacinas podem ser dadas
oralmente e as subunidades formuladas com um veiculo oral
farmaceuticamente aceitavel. Nestas formas de realizagdo, as vacinas da

presente inven¢do podem ser administradas oralmente para produzir
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imunidade de mucosa, assim como intramuscularmente para imunidade
sistémica.

Para instilagdo intranasal, animais hospedeiros podem ser
inoculados com aproximadamente 102 a 108 TCIDs, das respectivas
linhagens modificadas de vacinas vivas. Para vacinacéo IM, a vacina podé ser
injetada no flanco (massa do musculo caudal) ou no pescogo (musculo
braquiocefalico) usando 102 a 108 TCIDsy do virus. Para administragdo
subcutdnea, animais hospedeiros pbdem ser  inoculados  com
aproximadamente 102 a 108 TCIDs das respectivas linhagens modificadas de
vacinas vivas. Em muitas formas de realizagdo, vacinas irdo incluir pelo
menos 102,5 TCIDs, de virus por dose. Em certas formas de realizacdo, a
vacinagdo pode conter um volume de dose de aproximadamente 2 ml a
aproximadamente S5 ml. As vias de vacinacfo fornecidas acima séo
exemplares apenas, e quaisquer meios adequados conhecidos na arte podem
ser usados na pratica da presente invengao.

A concentrag¢do do(s) antigeno(s) na composicdo de vacina é
selecionada de forma que uma dose efetiva seja apresentada no hospedeiro
para produzir imunidade mediada por células ou anticorpos aos epitopos
neutralizantes de polipeptideos. Dentro de amplos limites, no se acredita que
a dosagem seja critica.

Embora opcional, em certas formas de realizagdo, uma
segunda imuniza¢do de reforgo serd administrada ao animal hospedeiro
diversas semanas a diversos meses depois da imunizagéo inicial. Em formas
de realizacdo especificas, tal refor¢o pode ser administrado téo tarde quanto
um ano depois da imunizagdo inicial. Para garantir altos niveis constantes de
protecdo contra doenca, pode ser de grande auxilio re-administrar uma
imunizacgdo de refor¢o aos animais hospedeiros em uma base periddica.

Esta base periodica pode variar de mensalmente, a cada seis

meses, a anualmente, a multiplos anos. Em certas formas de realizacdo, as
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composi¢des ndo serdo usadas em animais prenhes ou lactantes. Em certas
outras formas de realizagfo, as composi¢des nfo serfio usadas em individuos
que estdo dentro de menos do que uma semana, uma semana, duas semanas,
trés semanas, ou quatro semanas de procriagdo. Em ainda outras formas de
realizacdo, a vacina ndo serd usada em animais condenados ao abate dentro de
28 dias ou menos.

Sem pretensfo de ser limitante, animais de corte podem ser
comumente vacinados em marcagdo (ou pré-arrumagfo para pastagem de
verdo), momento de desmama, em momento de liberagdo para uma instalagéo
de recria (pastagem de trigo de inverno), e na chegéda em um curral de
engorda. Para vacas, desmama de outono ou monitoramento de gestagdo
também sd3o momentos comuns para vacinagdo. Para gado leiteiro, um
momento comum para vacinagdo é o momento de secagem.

As presentes composi¢des e vacinas modificadas podem ser
usadas como marcadores. Analise de amostras do animal hospedeiro pode ser
usada para determinar se o animal hospedeiro estd protegido pela vacina da
invengdo e ndo foi exposto a uma linhagem tipo selvagem de BHV-1. Em
certas formas de realizagdo, a invengdo inclui um método para determinar a
auséncia ou presenga e/ou concentragdo de anticorpos dirigidos contra genes
de BHV-1 e genes de BHV-1 modificados em uma amostra empregando um
imunoensaio, o imunoensaio caracterizado por usar imundgenos de BHV-1
modificado reativos com anticorpos para BHV-1 como um reagente no
imunoensaio, através do qual é formado um complexo dos anticorpos para
BHV-1 e o imundgeno de BHV-1 modificado, e determinar a auséncia ou
presenga e/ou concentragdo de um tal complexo para determinar se anticorpos
dirigidos contra tal BHV-1 modificado estdo presentes em uma amostra e, se
presentes, fornecer um meio de determinar sua concentragéo. Por exemplo, os
imunégenos modificados podem ser usados como reagentes substratos em

imunoensaios para identificar anticorpos para estas proteinas BHV-1 em uma
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amostra, e.g., sangue, de um animal hospedeiro como um meio de determinar
se o animal hospedeiro estd infectado com BHV-1 e para determinar a
concentragdo dos anticorpos na amostra. Imundégenos de BHV-1 podem ser
misturados com ou ligados a uma matriz (suporte) adequada ou carreador, tal
como uma particula de latex, placa de microtitulagdo de plastico ou um
material similar. Eles também podem ser conjugados com uma enzima,
corante, radioisétopo ou material similar, dependendo de qual método
imunoloégico € usado. Imunoensaios empregando imundgenos modificados de
BHV-1 dentro da presente invengfio incluem, mas nfo sdo limitados a,
radioimunoensaio, imunoensaio de competi¢do, imunoprecipitagdo, ensaio
imunoenzimatico indireto, ensaio de imunofluorescéncia ¢ os semelhantes.
Em muitas formas de realizag@o, deteccdo preferivelmente é conveniente,
rapida, sensivel e especifica.

Sdo descritos abaixo exemplos da presente invengdo que sdo
fornecidos apenas para propositos ilustrativos. Os exemplos nfo s&o
pretendidos para limitar o escopo da presente invengdo de qualquer maneira,
uma vez que numerosas formas de realizagdo dentro do escopo das
reivindicagdes estardo perceptiveis para aqueles de habitual verso na arte a luz
da presente descri¢cdo. Aqueles de habitual verso na arte presumivelmente sdo
familiares com (ou tém pronto acesso a) as referéncias citadas neste pedido, e
as descrigdes destas sdo incorporadas por referéncia neste lugar.
Exemplos

Os exemplos seguintes t€m o proposito de ilustrar uma forma
de realizacdo e ndo devem ser interpretados como uma limitagéo.

Exemplo 1. Infeccio por BHV-1 causou regulacio descendente de moléculas

de MHC classe I em células infectadas

Para avaliar o efeito de infeccdo por BHV-1 em expressdo de
MHC classe I na superficie de células infectadas, células de rim bovino

MDBK (Madin-Darby bovine kidney) foram infectadas com linhagem GL756
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de BHV-1 em uma multiplicidade de infecgdo (moi) de 10, ou ndo infectadas
(mock infected). Em 16-24 horas ap6s infec¢do, as células foram marcadas
com anticorpo monoclonal PT85A (VMRD, Inc.; Pullman, Washington,
Estados Unidos da América), especifico para moléculas de MHC classe L.
Células de controle negativo foram coradas com um anticorpo controle
isotipico ndo reativo (MM605; Dr. Subramaniam Srikumaran; Washington
State University). Os anticorpos primérios foram ou marcados com Zenon®
Mouse IgG Labeling Kits (Molecular Probes, Invitrogen Detection
Technologies, Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos da América) ou
anticorpos secundarios marcados fluorescentemente foram usados. As células
foram entdo examinadas para imunofluorescéncia de superficie por citometria
de fluxo.

Na Figura 10, os dados mostram que células infectadas com
BHV-1 expressaram moléculas de MHC classe I na superficie celular, mas os
niveis de expressdo foram diminuidos ou regulados de forma descendente se
comparados com células nfo infectadas (mock infected). Portanto, BHV-1
tipo selvagem diminuiu expressdo de moléculas de MHC classe I na
superficie de células infectadas.

Exemplo 2. Administracdo de BHV-1 causou uma resposta imune suprimida a

um imunogeno co-administrado adicional em bezerros

Para avaliar o efeito de BHV-1 na resposta imune a um
imunégeno nio BHV-1 co-administrado a bezerros, o seguinte estudo foi
realizado. Bezerros soro-negativos para BHV-1 (cruzamento Hereford-Angus
ou Holandés-Leiteiro), de 3-6 meses de idade, foram usados. Os bezerros
também tiveram quantidades minimas de titulos de LkT conforme medido por
ELISA. Bezerros foram subcutaneamente administrados no pescoco ou com
LkT recombinante de Mannheima haemolytica apenas (100 pg em 2 ml
contendo adjuvante Emulsigen D), BHV-1 apenas (aproximadamente 10>

linhagem GL756 de BHV-1 em 2 ml) ou LkT e BHV-1 (BHV-1 e LkT co-
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administrados no pescogo aproximadamente 5 cm distante) em dia 0. LkT foi
administrada novamente em dia 21 aos grupos de bezerros de LkT apenas e
BHV-1 mais LkT. Sangue foi extraido e soros coletados antes de
administragdo (dia 0) e em dias 4, 10, 14, 21, 28 e 35. Anticorpos séricos
reativos com LKT foram medidos para cada momento usando ELISA. Niveis
de anticorpos nos véarios momentos foram normalizados para os niveis para
dia 4, que receberam valores de 1.

Os resultados em Figura 11 mostraram que niveis de
anticorpos especificos para LkT nos grupos de LkT apenas e BHV-1 mais
LkT geralmente aumentaram durante o percurso de tempo do estudo e com
pico em 28-35 dias. Em todos os momentos, os niveis de anticorpos
especificos para LkT presentes nos soros de bezerros administrados com LkT
apenas foram maiores do que os niveis de anticorpos especificos para LkT
presentes nos soros dos bezerros administrados com BHV-1 mais LKkT.
Diferengas significativas entre os grupos de LKT apenas e BHV-1 mais LkT
foram vistas em dias 10, 14, 21 e 28. Estes dados indicaram que o BHV-1 co-
administrado suprimiu a resposta imune a um imunégeno co-administrado nos
bezerros se comparado com bezerros que foram administrados com o
imundgeno apenas.

Exemplo 3. Administracdo de BHV-1 causou uma proporcdo suprimida de

subtipos IeGl para IgGG2 para IgG especifica para um imundgeno co-

administrado em bezerros

Para avaliar o efeito de BHV-1 em subtipos de IgG para IgG
reativa com um imunoégeno ndo BHV-1 co-administrado com BHV-1, as
amostras de soro dos grupos administrados LkT apenas e BHV-1 mais LkT no
estudo descrito no exemplo 2 foram usadas. Estas amostras de soro foram
testadas para subtipos IgGl e IgG2 especificos para LkT usando placas de
ELISA cobertas com LkT e anticorpos especificos de subtipo IgG.
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Os resultados em Figura 12 mostraram que a proporgdo de
IgG1/IgG2 especifica para LkT para soros de bezerros administrados com
LkT e BHV-1 foi reduzida comparado com bezerros administrados com LkT
apenas. Estes dados indicaram que BHV-1 pode alterar (diminuir) a
propor¢do de subtipos IgGl/IgG2 para um imundgeno administrado junto
com BHV-1.

Exemplo 4. Administracio de BHV-1 causou uma resposta de memoria a

antigeno suprimida para um imunogeno co-administrado em bezerros

Para examinar o efeito de BHV-1 em memoria ao antigeno
para um imunégeno ndo BHV-1 co-administrado com BHV-1 (conforme
medido por producdo de IL-2), sangue foi extraido dos bezerros usados no
estudo descrito no exemplo 2 em dia 23. O sangue foi diluido e antigeno LkT
foi adicionado as amostras. Niveis de 1L-2 foram subseqiientemente medidos
nas amostras usando ELISA.

Os resultados em Figura 13 mostraram que produgéo de IL-2
em resposta a antigeno de memoria foi suprimida em amostras de bezerros
administrados com BHV-1 mais LkT, se comparado com bezerros
administrados com LkT apenas. Estes dados indicaram que BHV-1 pode
suprimir uma resposta de memoria a um imunoégeno administrado com BHV-
1.

Exemplo 5. Constru¢do de mutantes de delecio de BHV-1 usando

construcdes de delecdo-recombinacio em células de mamiferos

Mutantes de delecdo de BHV-1 GL756 para UL49.5, clones
Al, A5, B7 e B8, foram gerados usando construgdes de delegdo-
recombinagdo (DRC) conforme mostrado em Figura 14A e em SEQ ID NO:

17 em Figura 14. Proteina verde fluorescente melhorada (EGFP) foi inserida

nas construgdes para possibilitar isolamento de virus recombinantes. DRC
foram transfectadas em células MDBK e as células foram subseqiientemente

infectadas com BHV-1 GL756. Sobrenadante de cultura de células infectadas
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foi diluido e emplacado em novas células MDBK. Placas virais exibindo
fluorescéncia verde foram isoladas, purificadas em placa e identidade
confirmada por uma triagem recombinante por reagio em cadeia da
polimerase (PCR). A triagem por PCR usou iniciadores flanqueando o sitio de
dele¢do/recombinagdo. Tamanho esperado de produto de PCR foi de 2072
pares de bases (bp) para os mutantes e 657 bp para o virus tipo
selvagem/parental. Figura 16 mostra o padréo esperado para os mutantes Al
e B8.

Lisados de cultura de células infectadas foram usados para
triar BHV-1 GL756AUL49.5 Al e B8 por SDS- Eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE) e Western blot para confirmar dele¢do do gene visado.
Tamanho esperado do produto protéico do gene UL49.5 ¢ de
aproximadamente 15 kDa em virus ancestral. Figura 18 mostra que os clones
Al, A5, B7 e B8 nfo expressaram o produto protéico do gene UL 49.5.
Células ndo infectadas (mock infected) foram usadas como o controle.

Mutantes de delecdo de BHV-1 GL756 para Us4, clones 1 e 2,
foram gerados usando construgdes de delegdo-recombinagéo (DRC) conforme
mostrado em Figura 14B e em SEQ ID NO: 18 em Figura 14. EGFP foi
inserida nas construgdes para possibilitar isolamento de virus recombinantes.
DRC foram transfectadas em células MDBK e as células foram
subseqiientemente infectadas com BHV-1 GL756. Sobrenadante de cultura de
células infectadas foi diluido e emplacado em novas células MDBK. Placas
virais exibindo fluorescéncia verde foram isoladas, purificadas em placa e
identidade confirmada por triagem por PCR. A triagem por PCR usou
iniciadores flanqueando o sitio de dele¢@o/recombinag¢do. Tamanho esperado
de produto de PCR foi 2072 bp para os mutantes e 1757 bp para o virus tipo
selvagem/parental. Figura 17 mostra o padrdo esperado para os mutantes 1 e

2.
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Lisados de cultura de células infectadas foram usados para
triar BHV-1 GL75AUs4- 1 e 2 por SDS-PAGE e Western blot para confirmar
delegdo do gene visado. Tamanho esperado do produto protéico do gene Us4
¢ de aproximadamente 40 kDa em virus ancestral. Figura 19 mostra que os
clones 1 e 2 ndo expressaram o produto protéico do gene Us4. Células ndo
infectadas (mock infected) foram usadas como o controle.

Exemplo 6. Construcdo de mutantes de delecdo de BHV-1 usando

construcdes de cromossomos artificiais bacterianos em células de mamiferos

Um procedimento usando construgbes de cromossomos
artificiais bacterianos (BAC) foi usado para gerar mutantes de BHV-1 usados
em alguns estudos. O procedimento foi descrito em Tischer et al. (2006)
BioTechniques 20:191. Em geral, o procedimento usa plasmideos de
transferéncia recombinantes que contém a mutagdo desejada para ser colocada
em BHV-1 que é flanqueada por seqiiéncias de BHV-1 tipo selvagem. Os
plasmideos de transferéncia recombinantes continham o gene codificando
proteina verde fluorescente (GFP) e também uma origem de replicacdo
bacteriana. Os plasmideos de transferéncia recombinantes foram transfectados
em células MDBK e subseqilientemente infectados com BHV-1 GL756.
Sobrenadante de cultura de células infectadas foi diluido e emplacado em
novas células MDBK. Placas virais exibindo fluorescéncia verde foram
isoladas, purificadas em placa e o DNA viral foi eletroporado em células de
E. coli. DNA dos clones transformados de E. coli foi triado por digestdes de
restricdo e Southern blotting para obter os mutantes desejados de BHV-1.
Seqiiéncias indesejadas de GFP e origem de replicagéo bacteriana foram entdo
removidas dos clones mutantes de BHV-1 usando mutagénese “en passant”,
como descrito na referéncia Tischer et al.. Este método usa inser¢éo catalisada
por Red para criar uma seqiiéncia que é excisada, junto com as seqiiéncias de

GFP e origem bacteriana, em uma subseqiiente etapa catalisada por Red. Os
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clones de BHV-1 resultantes foram transfectadas em células MDBK e
estoques de virus mutantes infecciosos foram obtidos.

Cinco diferentes virus BHV-1 mutantes ou modificados foram
produzidos usando os procedimentos acima. Todos os virus BHV-1 mutantes
foram feitos na linhagem ancestral GL756. Um virus BHV-1 mutante
continha uma modificagdo no gene UL49.5. A seqiiéncia de DNA do UL49.5
mutante € mostrada como SEQ ID NO: 23 em Figura 9. Os nucleotideos
sublinhados na seqiiéncia de DNA ilustrada em Figura 9 indicam
nucleotideos que foram inseridos na seqiiéncia de UL49.5 de GL756 tipo
selvagem. Os nucleotideos sublinhados adicionam dois codons de parada de
tradugdio em quadro com a seqiiéncia de codificacdo. As proteinas traduzidas
a partir deste gene sdo truncadas.

Outro virus BHV-1 mutante continha uma delecdo completa
da seqiiéncia de codificagdo de UL41. Um terceiro virus BHV-1 mutante
continha ambas as mutacdes ja descritas de UL49.5 e UL41. Portanto, este
BHV-1 particular continha modificagdes em dois genes, UL49.5 e UL41.
Figura 20 ilustra as localizagdes das regides de genes UL49.5 e UL41 dentro
do genoma de BHV-1, assim como as modificagdes descritas acima.

Um quarto virus BHV-1 mutante continha uma delegéo parcial
da seqiiéncia de codificagdo de Us4, mas também uma inser¢do de uma nova
seqiiéncia na localizag@o da delecdo. As seqiiéncias de DNA (SEQ ID NO:
11) e de aminoacidos (SEQ ID NO: 12) do gene Us4 da linhagem Cooper de
BHV-1 sdo ilustradas em Figura 6 e sdo as mesmas que do gene Us4 da
linhagem GL756. Os nucleotideos sublinhados ilustrados na seqliéncia de
DNA de Figura 6 sdo os nucleotideos que foram deletados no Us4 mutante
de BHV-1. Dele¢do destes nucleotideos resultou em deleg¢fio dos aminoacidos
sublinhados na seqiiéncia de aminoacidos de Figura 6. A delecdo foi uma

delegio em quadro de leitura. Portanto, a seqiiéncia de aminoacidos
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codificada por nucleotideos apés a delegdio € a mesma que aquela codificada
por nucleotideos da seqiiéncia de Us4 tipo selvagem.

Em adic8o a estas delegOes, o gene Us4 mutante também tinha
uma inser¢do de 24 nucleotideos (GGATCTGGTAGTGGCTCCGGGAGC;
SEQ ID NO: 21) na regido onde a deleco descrita acima foi localizada. Estes
24 nucleotideos codificaram a seqiiéncia de aminoacidos Gly Ser Gly Ser Gly
Ser Gly Ser (SEQ ID NO: “22). Pelo fato de a insercio ter sido uma delegéo
em quadro de leitura, a proteina codificada pelo gene Us4 modificado
continha os aminoacidos Gly Ser Gly Ser Gly Ser Gly Ser no lugar dos
aminoacidos sublinhados mostradéé em SEQ ID NO: 12 ilustrada em Figura
6. Figura 21 ilustra a localizag8o da regido de gene Us4 dentro do genoma de
BHV-1, assim como a modificagdo.

Um quinto virus BHV-1 mutante continha uma delegéo
completa da seqiiéncia de codificagdo de Circ. Figura 22 ilustra a localizagéo
da regido de gene Circ dentro do genoma de BHV-1, assim como a
modificagdo.

Exemplo 7. Crescimento de virus BHV-1 contendo modificacdes

Para examinar o efeito de modificagbes dentro de genes de
interesse em propriedades de crescimento do virus BHV-1, células MDBK
foram infectadas com os virus descritos no exemplo 6, e titulo de virus foi
determinado em vérios momentos posteriormente. Virus examinados
incluiram BHV-1 com nenhuma das modificagbes descritas (GL756; BHV-1
WT), com a modificacdo em UL49.5 (BHV-1AUL49.5), dois diferentes
clones de BHV-1 com a modificagcdo em UL41 (BHV-1AUL41:1606 ¢ BHV-
1AUL41:1607), dois diferentes clones de BHV-1 com as modificagdes tanto
em UL49.5 como UL41 (BHV-1AUL41/UL49.5:1614 e BHV-
1AUL41/UL49.5:1616), com a modificagdo em Circ (BHV-1ACirc:1697), e
com a modifica¢do em Us4 (BHV-1AUs4gG:1698).
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Os resultados em Figura 23 mostram que todos os virus BHV-
1 testados com modificacdes tiveram cinética de crescimento similar ao BHV-
1 sem nenhuma modificagfo. Estes dados indicaram que modificagdes nos
genes testados nfo afetaram as propriedades de crescimento do virus.

Exemplo 8. Restauracio de expressio de MHC classe I em células infectadas

por infeccio com virus BHV-1 contendo modificacdes

Para avaliar o efeito de virus BHV-1 contendo modificagdes

.em expressdo de MHC classe I na superficie de células infectadas, células

MDBK foram infectadas com os virus BHV-1 modificados descritos no
exemplo 5 (dados para estes experimentos mostrados em Figura 24) ou os
virus BHV-1 modificados descritos no exemplo 6 (dados para estes
experimentos mostrados em Figuras 25-31). Para os experimentos onde
expressdo de MHC classe I foi avaliada, como descrito neste exemplo, células
MDBK foram infectadas pelos virus em um moi de 10, ou nfo foram
infectadas (mock infected). Em 16-24 horas apés infecgdo, as células foram
marcadas com anticorpo monoclonal PT85A (VMRD, Inc.; Pullman,
Washington, Estados Unidos da América), que é especifico para moléculas de
MHC classe I. Células de controle negativo foram coradas com um anticorpo
de controle isotipico ndo reativo (MMG605; Dr. Subramaniam Srikumaran;
Washington State University). Os anticorpos primdrios foram ou marcados
com Zenon® Mouse IgG Labeling Kits (Molecular Probes, Invitrogen
Detection Technologies, Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos da América) ou
anticorpos secundarios marcados fluorescentemente foram usados. As células
foram entdo analisadas para fluorescéncia de superficie por citometria de
fluxo.

Em Figura 24, os dados mostraram que células infectadas com
BHV-1AUL49.5 Al ou B8 (como descrito no exemplo §) tiveram expresséo
de MHC classe I parcialmente revertida ou restaurada na superficie celular se

comparadas com células infectadas com BHV-1 néo contendo modificagdo no
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gene UL49.5 (BHV-1 GL756). Em Figura 25, os dados mostraram que
células infectadas com BHV-1GL756AUL41-AUL49.5, contendo
modificagdes tanto em UL49.5 e UL41 (como descrito no exemplo 6) tiveram
expressdo de MHC classe I completamente revertida ou restaurada na
superficie celular se comparadas com células infectadas com BHV-1 ndo
contendo as modificagdes (BHV-1 GL756). Estes dados indicaram que os
virus BHV-1 contendo estas modificagdes nio causaram regulagéo

descendente de expressfio de molécula de MHC classe I, ou pelo menos ndo

~causaram regulagio descendente de MHC classe I no grau em que virus BHV-

1 ndo modificados causaram regulagdo descendente de expressio de MHC
classe L.

Em Figura 26, os dados mostraram que cé€lulas infectadas com
BHV-1 GL756AUL49.5, contendo modificacdo em UL49.5 (como descrito
no exemplo 6), e com BHV-1 GL756AUL41, contendo modificagio em UL41
(como descrito no exemplo 6), tiveram expressio de MHC classe I
parcialmente revertida ou restaurada na superficie de células infectadas se
comparadas com células infectadas com BHV-1 GL756 que ndo continha
modificagdes. Os dados também mostraram que células infectadas com BHV-
1 GL756AULA49.5-AUL41, contendo modificagdes em UL49.5 e ULA4I,
expressao de MHC classe I completamente revertida ou restaurada na
superficie celular de células infectadas se comparadas com células infectadas
com BHV-1 GL756 que ndo continha as modificagdes.

Em adigfio a analise de citometria de fluxo de expressdo em
superficie de célula de MHC classe 1, lisados foram preparados a partir de
células infectadas como descrito acima e foram analisados por SDS-PAGE e
Western blotting usando anticorpo reativo com moléculas de MHC classe 1.
Figura 27 (topo) mostra esta analise para células infectadas com virus BHV-1
nfo contendo modificagéo (GL756), virus BHV-1 contendo modificagdo em

UL49.5 (GL756 AULA49.5), dois clones de virus BHV-1 contendo
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modificagdo em UlL4l (GL756 AUL41), dois clones de virus BHV-]
contendo modificagdes tanto em UL49.5 como UL41 (GL756 AULA49.5-
AULA4T), virus BHV-1 contendo modificagdo em Circ (GL756 ACirc), e virus
BHV-1 contendo modificagdo em Us4 (GL756 AUs4). Estes sdo os virus
BHV-1 mutantes descritos no exemplo 6. Figura 27 (fundo) mostra
quantifica¢@o densitométrica dos Western blots.

Os dados em Figura 27 mostraram que, para virus BHV-1
contendo uma modificagdo em um Gnico gene, BHV-1 com UL41 modificado
teve o maior efeito em restaurag@o (menor efeito em supressdo) de expressdo
de MHC classe 1 se comparado com BHV-1 ndo contendo uma modificacio.
Os dados também mostraram que BHV-1 contendo modificagdes tanto em
ULA49.5 como UL4I restaurou completamente (ndo teve nenhum efeito em)
expressdo de MHC classe I se comparado com BHV-1 ndo contendo uma
modificacdo. Os dados mostraram que o BHV-1 modificado, GL756
AUL49.5-AULA41, pode ter até expressdo de MHC classe I acentuada se
comparado com células ndo infectadas (mock infected).

Exemplo 9. Regulacdo descendente de BHV-1 de moléculas de MHC classe 11

em células infectadas e restauracdo de expressdo de classe Il por virus BHV-1

contendo modificacdes

Para avaliar o efeito de virus BHV-1 e virus BHV-1 contendo
modificagdes em expressdo de moléculas de MHC classe 1l na superficie de
células infectadas, células MDBK foram infectadas com os virus BHV-I
modificados descritos no exemplo 6. Células foram infectadas com os virus
em um moi de 0,1, ou ndo foram infectadas (mock infected), incubadas a 4°C
por 30 mins, entdo a 37°C por 1 hora seguido por tratamento com IFN-y. Em
72 horas ap6s infecgdo, as células foram marcadas com anticorpo monoclonal
CATB82A, especifico para moléculas de MHC classe [I (VMRD). O anticorpo
CATB82A foi ou marcado com Zenon® Mouse IgG Labeling Kits (Molecular

Probes, Invitrogen Detection Technologies, Carlsbad, Califérnia, Estados
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Unidos da América) ou anticorpos secundarios marcados fluorescentemente
foram usados. Células de controle negativo ndo foram coradas. As células
foram entdo analisadas para fluorescéncia por citometria de fluxo.

Os dados em Figura 28 mostraram expressao relativa de MHC
classe 1l em células infectadas com virus se comparadas com células ndo
infectadas (mock infected) (células nio infectadas (mock infected) indicadas
como 100% de expressdo). Os dados em Figura 29 mostraram restauragdo
percentual de expressdo de MHC classe Il em células pelos virus contendo
modificagdes se comparadas com células infectadas com virus ndo contendo
genes modificados (niveis de MHC classe II em células infectadas com BHV-
1 GL756 receberam valor de 0; células ndo infectadas (mock infected)
tiveram valor de 100). Os dados mostraram que BHV-1 ndo modificado causa
supressdo de expressdo de molécula de MHC classe 11 na superficie de células
infectadas. Os dados mostraram que virus BHV-1 com modificagdo em
UL49.4, e virus BHV-1 com modificagdo em UL41, restauraram parcialmente
expressdo de MHC classe 11 (ndo suprimiram tdo significativamente) se
comparados com BHV-1 ndo modificado ou tipo selvagem. Os dados
mostraram que virus BHV-1 com modificagdes tanto em UL49.5 como UL41
suprimiram expressdo de MHC classe Il em células infectadas menos do que
virus contendo as modificagdes simples (maior restauragdo de MHC classe II
se comparado com BHV-1 contendo modificagdes em genes unicos).

Exemplo 10. Restauragdo e acentuacdo de proporcio de subtipos leG1/1g(G2

em bezerros para IeG especifica para um imunogeno co-administrado por

virus BHV-1 contendo modificacdes

Os dados apresentados no exemplo 3 e Figura 12 indicaram
que BHV-1 diminuiu a propor¢do de subtipos 1gG1/1gG2 para 1gG produzida
em resposta a um imunogeno que € administrado com BHV-1, se comparada
com a propor¢do de IgGl/IgG2 para IgG produzida em resposta a um

imunogeno que foi administrado sozinho. Para avaliar o efeito de virus BHV-
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I contendo modificagdes na propor¢do de IgG1/IgG2 para IgG reativa a um
imunogeno administrado com o virus, bezerros BHV-1 soro-negativos
(cruzamento Hereford-Angus ou Holandés-Leiteiro), de 3-6 meses de idade,
foram usados. Os bezerros também tiveram quantidades minimas de titulos de
LkT conforme medido por ELISA. Bezerros foram subcutaneamente
administrados no pescogo ou com LkT recombinante de Mannheima
haemolytica apenas (100 pg em 2 ml contendo adjuvante Emulsigen D), LkT
e BHV-1 GL756 (aproximadamente 10° linhagem GL756 de BHV-1 em 2
ml), LkT e BHV-1 contendo modificagdes tanto em UL49.5 como UL4]
(GL756 AULA49.5-AUL41 como descrito no exemplo 6), ou LkT ¢ BHV-1
contendo uma modificagdo em Us4 (GL756 AUs4 como descrito no exemplo
6). BHV-1, ou BHV-1 modificado, e LKT foram co-administrados
aproximadamente 5 cm distante em dia 0. LkT foi novamente administrada
aos bezerros sozinha (sem virus) em dia 21. Sangue foi extraido e soros
coletados em dias 14, 21, 28 e 35. Anticorpos séricos IgG1 e IgG2 reativos
com LKT foram medidos para cada momento usando placas de ELISA
cobertas com LkT e anticorpos especificos de subtipo 1gG.

Os resultados em Figura 30 mostraram que administragdo de
BHV-1 tipo selvagem (GL756) junto com LkT diminuiu a proporgdo de
1gG1/1gG2 especifica para LkT se comparada com a propor¢do de 1gG1/1gG2
especifica para LkT obtida depois de administragdo de LkT apenas (veja
momentos de dia 28 e 35). Estes resultados sdo os mesmos que aqueles
discutidos no exemplo 3 e ilustrados em Figura 12. Os dados em Figura 30
também mostraram que esta supressdo de IgG1/IgG2 ndo foi observada
quando LkT foi administrada com virus BHV-1 que tinham modificagdes
tanto em UL49.5 como UL41, ou virus BHV-1 que tinham modifica¢des em
Us4. Os dados mostraram que, em contraste com a supressao da proporcdo de
1gG1/1gG2 especifica para LkT vista depois de administragdo de LkT com

BHV-1 tipo selvagem (se comparada com LkT apenas), a proporcdo de
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18G1H/1gG2 especifica para LkT vista depois de administragdo de LkT com
qualquer dos dois virus BHV-1 modificados foi acentuada (maior do que a
IgG1/1gG2 vista depois de administragdo de LkT apenas). Estes dados
indicaram que os virus BHV-1 modificados podem reverter a supressdo da
proporgdo IgG1/1gG2 para anticorpos especificos para um imundgeno co-
administrado com BHV-1 tipo selvagem. Estes dados também indicaram que
os virus BHV-1 modificados podem até acentuar a proporgédo IgG1/1gG2 para
anticorpos especificos para um imunogeno co-administrado, se comparada
com a propor¢do IgG1/1gG2 para os anticorpos produzidos depois de
administragdo do imunogeno apenas (sem BHV-1 tipo selvagem).

Exemplo 11. Restauracio de resposta de memodria ao antigeno para um

imundgeno co-administrado em bezerros por virus BHV-1 contendo

modificacdes

Os dados apresentados no exemplo 4 e Figura 14 indicaram
que BHV-1 pode suprimir uma resposta de memoéria a um imundgeno co-
administrado com BHV-1 tipo selvagem, se comparada com a resposta de
memoria ao 1mundgeno administrado sozinho. Para avaliar o efeito de virus
BHV-1 contendo modificagdes na resposta de memédria a um imundgeno
administrado com o virus, conforme medido por producdo de IL-2, sangue foi
extraido dos bezerros usados no estudo descrito no exemplo 10 em dia 23. O
sangue foi diluido e antigeno LkT foi adicionado as amostras. Niveis de IL-2
foram subseqiientemente medidos nas amostras usando ELISA.

Os resultados 1lustrados em Figura 31 mostraram que memoria
ao antigeno, conforme medido por producgdo de IL-2 a partir de células no
sangue, foi aumentada quando LkT foi administrada a bezerros com virus
BHV-1 contendo modificagdes tanto em UL49.5 como ULA4I
(GL756AUL49.5-UL41 como descrito no exemplo 6) se comparado com LkT
administrada a bezerros com BHV-1 que ndo continham as modificagdes

(GL756). Os dados mostraram que memoria ao antigeno foi adicionalmente
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aumentada quando LkT foi administrada a bezerros com BHV-1 contendo
uma modificagdo em Us4 (GL756AUs4 como descrito no exemplo 6).
Embora composi¢des, métodos exemplares, e assim por diante
tenham sido ilustrados por descri¢do, ndo € a intengdo dos requerentes
restringir ou de qualquer forma limitar o escopo do pedido. Naturalmente, ndo
¢ possivel descrever cada combinagdo concebivel de componentes ou
metodologias para propdsitos de descrever as composigdes, métodos, e assim
por diante descritos neste lugar. Vantagens e modificagdes adicionais irdo
aparecer prontamente para aqueles versados na arte. Portanto, a inven¢do nio
¢ limitada aos detalhes e exemplos especificos mostrados e descritos. Assim,
este pedido tem a inten¢do de abarcar altera¢des, modificagdes, e variagcdes
que caem dentro do escopo do pedido. Além disso, a descri¢do precedente ndo
¢ pretendida para limitar o escopo da invencdo. De preferéncia, o escopo da
invengdo deve ser determinado pelas reivindicagGes anexas e seus
equivalentes. Na medida em que o termo “ou” € empregado na descrigdo
detalhada ou reivindicagdes (e.g., A ou B) é pretendido para significar “A ou
B ou ambos”. Quando os requerentes pretendem indicar “apenas A ou B mas
ndo ambos” entdo o termo “apenas A ou B mas ndo ambos” serd empregado.

Assim, uso do termo “ou” neste lugar é o inclusivo, e ndo o exclusivo.
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REIVINDICACOES

1. Virus do herpes bovino-1 vivo caracterizado pelo fato de

que tem modificagbes do UL49.5 e pelo menos um gene adicional
codificando proteina que pode suprimir o sistema imune de um hospedeiro
infectado, onde células infectadas com o BHV-1 que tem as modificagGes
tendo pelo menos parcialmente restaurada expressdo classe I MHC como
comparada a células infectadas com um BHV-1 que nfo tem as modificagdes.

2. BHV-1 vivo de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado

pelo fato de que o pelo menos um gene adicional € UL41 ou Us4.

3. BHV-1 vivo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo fato de que células infectadas com BHV-1 que tem as modificagdes
tendo parcialmente restaurada expressdo classe II MHC como comparada a
células infectadas com um BHV-1 que néo tem as modificagdes.

4. BHV-1 vivo de acordo com a reivindica¢do 3, caracterizado

pelo fato de que o pelo menos um gene adicional é UL41.

5. BHV-1 vivo de acordo com a reivindicagéo 4, caracterizado

pelo fato de que o conhecimento do BHV-1 inclui linhagem Cooper ou
linhagem GL756.

6. Composi¢ao, caracterizada pelo fato de que compreende:

a) um BHV-1 vivo que tem modificagdes de UL49.5 e pelo
menos um gene adicional codificando proteina que pode afetar uma resposta
imunoloégica de hospedeiro a um imundgeno; e

b) um imunigene adicional,

em que administragdo a seguir da composicdo a um
hospedeiro, uma razdo de IgG1/IgG2 para IgG especifico para o imundgeno
adicional no hospedeiro € maior que a razdo de IgGl/IgG2 para IgG
especifico para imundgeno adicional em um hospedeiro admisistrado uma
composi¢do de BHV-1 vivo que ndo tem as modificagbes e o imunogeno

adicional.
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7. Composigéo de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizada

pelo fato de que o pelo menos um gene adicional é UL41 ou Us4.

8. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizada

pelo fato de que a administragdo seguinte da composigdo do BHV-1 vivo que
tem as modificages ¢ o imunogeno adicional ao hospedeiro, amostras de
c€lula obtidas do sangue do hospedeiro e contactado com o imundgeno
adicional tem maiores niveis de interleucina-2 (IL-2) como comparado a
niveis de IL-2 de amostras de células obtidas do sangue do hospedeiro
administrado a composi¢do de BHV-1 vivo que nfo tem as modifica¢des e o
imunodgeno adicional, e contactar com o imundgeno adicional.

9. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizada

pelo fato de que o pelo menos um gene adicional é UL41.
10. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 6,

caracterizada pelo fato de que o imundgeno adicional inclui uma bactéria,

viral ou imunégeno parasitico.

11. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 6,
caracterizada pelo fato de que o imundgeno adicional inclui imunégeno do
Virus Da diarréia viral Bovina (BVDV) I, BVDV II, BVDV III, Virus
Sincitial Respiratério Bovino (BRSV), Virus Parainfluenza 3 (PI3), Rotavirus
(BRV), Cornavirus (BCV), Mannheimia haemolytica, Histophilus somni,

Mycoplasma bovis, espécies de Leptospira, espécies de Vibrio, espécies de

Clrostridia, Pasturella multocida, Fusobacterium necrophorum, E. coli
O157:H7, Salmonella entérica, Neospora caninum ou espécies de
Trichomonas.

12. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 6,

caracterizada pelo fato de que o imundgeno adicional inclui LkT do

Mannheimia haemolytica.
13. Método para produzir uma resposta imunoldgica em um

hospedeiro, caracterizado por compreender administrar ao hospedeiro:
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a) um imunoégeno outro do que um antigeno do BHV-1
(imunégeno que ndo é de BHV-1); e

b) um BHV-1 vivo que tem modificagdes de UL49.5 e pelo
menos um gene adicional codificando proteina que pode afetar uma resposta
imunoldgica de hospedeiro a um imunégeno,

em que a seguinte administragdo da composi¢do da
composi¢do do hospedeiro, a razdo de IgG1 para IgG2 no hospedeiro para
IgG especifico para o imunégeno ndo-BHV-1 é maior que a razio de IgG1
para IgG2 para IgG especifico para o imundégeno de ndo-BHV-lem um
hospedeiro administrado uma composi¢do de imunégeno de nio-BHV-le
BHV-1 vivo que néo tem as modificagdes.

14. Método de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado

pelo fato de que o imundgeno de nio-BHV-le o BHV-1 vivo sdo co-
administrados ou administrados ao hospedeiro em uma combinac¢fo de vacina.

15. Método de acordo com a reivindicagfo 13, caracterizado

pelo fato de que pelo menos um gene adicional é UL41 ou Us4.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 13, caracterizado

pelo fato de que a seguinte administragdo da composigdo de ndo-imundgenos
BHV-1 e BHV-1 vivo que tem as modifica¢Bes para o hospedeiro, amostras
de célula obtidas do sangue do hospedeiro e contactado com o imunégeno de
ndo-BHV-1tendo niveis mais altos de iterleucina-2 (IL-2) de amostras de
células obtidas do sangue do hospedeiro administrado a composi¢io do
imunégeno de ndo-BHV-le BHV-1 vivo que nfo tem as modificagdes, e

contactados com o nfo-imunégeno BHV-1.

17. Método de acordo com a reivindicagio 16, caracterizado
pelo fato de que pelo menos um gene adicional é UL41.

18. BHV-1 vivo caracterizado pelo fato de que tem

modificagdes de UL49.5 e um de UL41 ou Us4, para uso elicitando uma

resposta imunolégica para BHV-1 e imundgeno de nfZo-BHV-lem um
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hospedeiro ungulado.

19. BHV-1 vivo de acordo com a reivindicagdo 18,
caracterizado pelo fato de que as modificacSes de um de UL41 ou Us4 € uma
modificagao de UL41.

20. Uso de um virus do herpes bovino 1 (BHV-1) vivo que tem

modificagbes de UL49.5 e UL41 ou Us4, caracterizado pelo fato de ser na

fabricagdo de uma composicdo de vacina para elicitar uma resposta
imunolégica para BHV-1 e um ndo-imunégeno BHV-1, pela co-
administragdo do Imundgeno de BHV-1 e nfo-BHV-1 ou pela administragdo
de um coquetel de combinacdo de Imundgeno de BHV-1 e ndo-BHV-1 a um
hospedeiro ungulado.

21. BHV-1 vivo, de acordo com a reivindicagdo 20,
caracterizado pelo fato de que a modificacdoe de um de UL41 ou Us4 € uma

modifica¢do de UL41.
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RESUMO
“VIRUS DO HERPES BOVINO-1 VIVO, COMPOSICAO, METODO

. PARA PRODUZIR UMA RESPOSTA IMUNOLOGICA EM UM

HOSPEDEIRO, E, USO DE VIRUS DO HERPES BOVINO-1 VIVO”

A descrigio geralmente se refere ao tratamento ou prevengio
de doenca em gado. Mais particularmente, a invengdo ¢ dirigida & produggo e
uso de virus do herpes bovino 1 (BHV-1) modificado e seu uso em
composi¢les e vacinas que protegem gado de infecgdo por BHV-1 embora
ndo suprimindo a resposta imunolégica no hospedeiro. Em um exemplo, a
invengdo ¢ dirigida ao uso de BHV-1 modificado, administrado com
imuno6genos adicionais, ou através de co-administracio e/ou através de
administragdo em vacinas de combinagfo, e o uso destas vacinas para a
protegdo de gado de doenca. Em um exemplo, uso do BHV-1 modificado nas
composigdes administradas facilita uma resposta imune a ou contra os

imundégenos adicionais.



Este anexo apresenta o cédigo de controle da listagem de sequéncias
biolégicas de que trata a Resolugado INPI 228 de 11/11/2009:

Cédigo de Controle

Campo 1

WWMWWWMWWWWWMWWW

07BDC04686

Campo 2

A A

61AD5961
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