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RESUMO

"COMPOSICOES RECOMBINANTES DE POXVIRUS-RAIVA E COMPOSICOES

DE COMBINAGCAO E SUAS UTILIZAGOES"

S40 descritos e reivindicados virus recombinantes
atenuados, contendo DNA codificador de um antigénio do
virus da raiva, em composicdes de "cocktail™ ou de
combinacdo ou multivalentes, assim como métodos para a
preparacdo e utilizacdo das composicdes, seus produtos de
expressdo e anticorpos produzidos. Os virus recombinantes
podem ser virus recombinantes de NYVAC ou de ALVAC. As
composicdes e produtos derivados e anticorpos produzidos
possuem varias utilizacles preventivas, terapéuticas e de

diagnéstico.
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DESCRICAO

"COMPOSICOES RECOMBINANTES DE POXVIRUS-RAIVA E COMPOSICOES

DE COMBINAGCAO E SUAS UTILIZAGOES"

CAMPO DO INVENTO

O presente invento estd relacionado com um virus
da variola dos canarios atenuado, recombinante,
especialmente um virus recombinante ALVAC-raiva, suas
composicdes e suas composicdes de combinacdo e utilizacdes
das mesmas. Assim, o invento estd relacionado com um virus
da wvariola dos candrios recombinante, virus esse Jque
expressa produtos de genes do virus da raiva numa
composicdo; a composicdo inclui qualquer um de entre:
antigénio do wvirus da esgana canina, e.g., glicoproteinas
HA e/ou F de CDV, antigénio de adenovirus canino tipo 2,
antigénio de coronavirus canino, antigénio de parainfluenza
canina, antigénio de ©parvovirus canino, antigénio da
Bacterina de Leptospira canicola-icterohaemorrhagiae ou
qualquer combinacdo destes antigénios. Tal composicdo pode
induzir wuma resposta imunoldgica contra infecgdes pelo
virus da raiva, assim como contra qualquer outro antigénio
na composicdo, quando administrada a um hospedeiro; e a
composicdo pode induzir imunidade (resposta) duradoira
contra a raiva em cdes e pode conferir proteccdo ou induzir

uma resposta imunoldgica em cachorros tendo imunidade
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materna. O invento ainda estd relacionado com métodos para
a preparacdo e utilizacdo de tais composig¢des. Descrevemos
ainda os produtos de expressdo dos poxvirus que por si sés
sdo Uteis na inducdo de uma resposta imune, e.g., inducdo
de anticorpos, anticorpos esses que sdo uteis contra a
infeccdo pela raiva, ou cujos produtos de expressdo ou
anticorpos induzidos pelos mesmos, isolados a partir de um
animal ou humano ou culturas celulares conforme o caso, séo
Uteis na preparacdo de um estojo ("kit") de diagndstico,
teste ou ensaio para a deteccdo da raiva e do virus
recombinante, ou de células infectadas, ou da expressdo dos
antigénios ou produtos noutros sistemas. Os produtos de
expressdo i1solados e anticorpos induzidos pelos virus
recombinantes sdo especialmente Uteis em estojos ("kits"),
testes ou ensaios para a deteccdo de anticorpos ou
antigénios num sistema, hospedeiro, soro ou amostra; e o0s
produtos de expressdo sdo Uteis para a producdo de

anticorpos.

Neste pedido sé&do referidas varias publicacgbes. A
citacdo completa destas referéncias encontra-se no final da
especificacdo, imediatamente antes das reivindicacdes, ou

onde a publicacdo é mencionada.

FUNDAMENTO DO INVENTO

O wvirus da vacina e, mals recentemente, outros
poxvirus tém sido usados para insercdo e expressdo de genes

heterdélogos. A técnica Dbésica de insercdo de genes
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heterbélogos em poxvirus vivos 1infecciosos envolve a
recombinag¢do  entre sequéncias de DNA de poxvirus,
flanqueantes de um elemento genético heterdlogo, num
plasmideo dador e sequéncias homdélogas presentes no

poxvirus de resgate (Piccini et al., 1987).

Especificamente, o0s poxvirus recombinantes sdo
construidos em dois passos conhecidos na A&rea e andlogos
aos métodos de criacdo de recombinantes sintéticos de
poxvirus, tais como o virus da vacina e o poxvirus avidrio

descritos nas Patentes U.S. Nos. 4769330 e 4603112.

Em primeiro lugar, a sequéncia de DNA dos genes a
serem inseridos no virus, particularmente uma grelha de
leitura aberta derivada de uma fonte que ndo seja poxvirus,
é colocada numa construcdo de plasmideo de E. coli, no qual
foi inserido DNA homdélogo de uma seccdo de DNA de poxvirus.
Separadamente, a sequéncia de DNA do gene a ser inserido é
ligada a um promotor. A ligacdo promotor-gene é posicionada
na construcdo de plasmideo de forma que a ligacdo promotor-—
gene seja flanqueada, em ambos o0s extremos, por DNA
homélogo de uma sequéncia de DNA flanqueante de uma regido
do DNA de poxvirus contendo um locus ndo essencial. A
construcdo de plasmideo resultante é entdo amplificada por
crescimento dentro da bactéria E. coli (Clewell, 1972) e

isolada (Clewell et al., 1969; Maniatis et al., 1982).

Em segundo lugar, o plasmideo isolado contendo a

sequéncia de DNA do gene a ser inserido é wusado para
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transfectar wuma cultura celular, e.g., fibroblastos de
embrides de galinha, juntamente com o poxvirus. A
recombinacdo entre DNA hombélogo de poxvirus no plasmideo e
no genoma viral, respectivamente, d& um poxvirus modificado
pela presenca, numa regido ndo essencial do seu genoma, das
sequéncias de DNA estranhas. O termo DNA "estranho" designa
DNA exdgeno, particularmente DNA de uma fonte que ndo seja
poxvirus, que codifica produtos de genes heterdlogos
normalmente ndo produzidos pelo genoma em que o DNA exdgeno

é colocado.

A recombinacédo genética é, em geral, a permuta de
seccdes homdélogas de DNA entre duas cadeias de DNA. Em
determinados virus o RNA pode substituir o DNA. As seccdes
homélogas de &cido nucleico sdo seccgdes de Aacido nucleico
(DNA ou RNA) gque possuem a mesma sequéncia de bases

nucleotidicas.

A recombinacdo genética pode ocorrer naturalmente
durante a replicagdo ou produgdo de novos genomas virais
dentro da célula hospedeira infectada. Assim, a
recombinacdo genética entre genes virals pode ocorrer
durante o ciclo replicativo viral, que ocorre numa célula
hospedeira co-infectada com dois ou mais virus diferentes
ou outras construgdes genéticas. Uma seccdo de DNA derivada
de um primeiro genoma ¢é usada indiferentemente na
construcdo da seccdo do genoma de um segundo virus co-
infectante em que o DNA é hombélogo do primeiro genoma

viral.
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No entanto, a recombinacdo pode também ocorrer
entre seccbes de DNA em diferentes genomas que ndo sdo
perfeitamente homélogas. Se uma dessas secgdes de um
primeiro genoma for homdéloga de uma segunda seccdo de um
outro genoma, excepto no que respeita a presenca dentro da
primeira seccdo de, por exemplo, uma marca genética ou um
gene codificador de um determinante antigénico inserido
numa porcdo do DNA homdélogo, a recombinacdo ainda pode
ocorrer e o0s produtos dessa recombinacdo sdo entédo
detectaveis pela presenca dagquela marca genética ou gene no
genoma  viral recombinante. Outras estratégias foram
recentemente descritas para a geracdo de virus da vacina

recombinante.

A expressdo bem sucedida da sequéncia genética
inserida pelo virus 1infeccioso modificado requer duas
condic¢des. Em primeiro lugar, a insercdo deve ser numa
regido ndo essencial do wvirus, de forma que o virus
modificado se mantém vidvel. A segunda condicdo para a
expressdo do DNA inserido é a presenca de um promotor
devidamente colocado relativamente ao DNA inserido. O
promotor deve ser colocado de forma que fique situado a

montante da sequéncia de DNA a ser expressa.

O wvirus da wvacina foi wusado com éxito para
imunizar contra a variola, culminando na erradicacédo
mundial da wvariola em 1980. No decurso da sua histdéria,

surgiram muitas estirpes de vacina. Estas diferentes
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estirpes demonstram imunogenicidade varidvel e estédo
implicadas em graus varidveis em potenciais complicacgdes,
as mais graves das quals sdo a encefalite pds-vacinal e

variola generalizada (Behbehani).

Com a erradicacdo da variola, tornou-se impor-
tante um novo papel para o virus da vacina, o de um vector
manipuldvel geneticamente para a expressdo de genes
heterélogos. Genes codificadores de um grande numero de
antigénios heterdlogos foram expressos no virus da vacina,
resultando muitas vezes em imunidade protectora contra a
exposicdo ao agente patogénico correspondente (revisto em

Tartaglia et al., 1990).

Observou-se que o fundo genético do vector da
vacina afecta a eficdcia protectora do imunogénio
heterdlogo expresso. Por exemplo, a expressdo da gp340 do
virus de Epstein Barr (EBV) na estirpe wvacinal Wyeth do
virus da vacina ndo protegeu saguins cabeca de algoddo
contra o linfoma induzido pelo wvirus EBV, enquanto a
expressdo do mesmo gene na estirpe laboratorial WR do virus

da vacina foi protectora (Morgan et al., 1988).

E extremamente importante um equilibrio entre a
eficdcia e a seguranca de um candidato a wvacina
recombinante baseado em virus da vacina. O wvirus
recombinante deve apresentar um ou mais imunogénios de
forma a induzir uma resposta imune protectora no aminal

vacinado, mas sem quaisquer propriedades patogénicas
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significativas. Assim, a atenuacdo da estirpe vectora
constitui um avanco muito desejavel relativamente ao estado

actual da tecnologia.

Foram identificados varios genes da vacina que
ndo sdo essenciails para a replicacdo do virus em culturas
de tecidos e cuja delecdo ou inactivacdo reduz a viruléncia

numa variedade de sistemas animais.

O gene codificador da cinase de timidina (tk) do
virus da vacina foi mapeado (Hruby et al., 1982) e
sequenciado (Hruby et al., 1983; Weir et al., 1983). A
inactivacdo ou delecdo completa do gene da cinase de
timidina ndo inibe a replicacdo do virus da vacina numa
variedade de células em cultura de tecidos. O virus da
vacina TK~ é igualmente capaz de se replicar in vivo no
local da inoculacdo numa variedade de hospedeiros e gquando

administrado por uma variedade de vias.

Foi demonstrado para herpes simples tipo 2 que a
inoculacdo intravaginal de cobaios com virus TK  resultou
em titulos de virus significativamente mais baixos na
espinal medula do que a inoculacdo com virus TK  (Stanberry
et al., 1985). Foi demonstrado que a actividade TK
codificada por herpesvirus in vitro ndo é importante para a
replicacdo viral em células metabolicamente activas, mas é
necessaria para a replicacdo do virus em células

quiescentes (Jamieson et al., 1974).
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A atenuacéo de virus da vacina TK™ foi
demonstrada em ratinhos inoculados pelas vias intracerebral
e intraperitoneal (Buller et al., 1985). A atenuacdo foi
observada tanto para a estirpe laboratorial neurovirulenta
WR como para a estirpe wvacinal Wyeth. ©Nos ratinhos
inoculados pela via intradérmica, virus da vacina
recombinante TK~ gerou anticorpos neutralizantes anti-
vacina equivalentes ao virus da vacina TK' parental,
indicando que neste sistema de ensaio a perda da funcgdo TK
ndo baixou significativamente a imunogenicidade do vector
virus da vacina. Apds a inoculacdo intranasal de ratinhos
com virus da vacina recombinante TK e TK' (estirpe WR), foi
encontrada significativamente menos disseminacdo de virus
para outros locais, incluindo o cérebro (Taylor et al.,

1991a).

Uma outra enzima envolvida no metabolismo de
nucledétidos é a redutase de ribonucleétidos. Demonstrou-se
que a perda da actividade de redutase de ribonucleétidos
viral codificada pelos wvirus herpes simples (HSV), através
da delecdo do gene codificador da subunidade grande, néo
tem qualquer efeito na replicacdo viral e na sintese de DNA
em células em divisdo in vitro, mas compromete gravemente a
capacidade do virus para se replicar em células cultivadas
em meio sem soro (Goldstein et al., 1988). Usando um modelo
de ratinho para a infeccdo aguda do olho por HSV e para a
infeccdo latente reactivavel dos gdnglios trigeminais, foi
observada uma reducdo da viruléncia para HSV sem a

subunidade grande da redutase de ribonucleétidos,
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comparativamente com a viruléncia apresentada por HSV

selvagem (Jacobson et al., 1989).

Tanto a subunidade pequena (Slabaugh et al.,
1988) como a grande (Schmidtt et al., 1988) da redutase de
ribonucledétidos foram identificadas no virus da vacina. A
inactivacdo insercional da subunidade grande da redutase de
ribonucledétidos na estirpe WR do virus da vacina leva a
atenuacdo do wvirus conforme avaliado pela inoculacdo

intracraniana de ratinhos (Child et al., 1990).

O gene da hemaglutinina do virus da vacina (HA)
foi mapeado e sequenciado (Shida, 1986). O gene HA do virus
da vacina ndo é essencial para a replicacdo em cultura de
tecidos (Ichihashi et al., 1971). A inactivacdo do gene HA
do virus da vacina resulta na reducdo da neuroviruléncia em
coelhos inoculados pela via intracraniana e lesdes menores
no local da inoculacdo intradérmica em coelhos (Shida et
al., 1988). O locus HA foi usado para a insercdo de genes
heterélogos na estirpe WR (Shida et al., 1987), em
derivados da estirpe Lister (Shida et al., 1988) e na
estirpe Copenhagen (Guo et al., 1989) do virus da vacina.
Observou-se que o virus da vacina recombinante TK~
expressando genes heterdélogos € imunogénico (Guo et al.,
1989; Itamura et al., 1990; Shida et al., 1988; Shida et
al., 1987) e protector contra a exposicdo ao agente
patogénico relevante (Guo et al., 1989; Shida et al.,

1987) .
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O wvirus da variola bovina (estirpe vermelho
Brighton) produz pustulas vermelhas (hemorridgicas) na
membrana corioalantdéica de ovos de galinha. Delecdes

espontdneas dentro do genoma de variola bovina originam
mutantes que produzem pustulas Dbrancos (Pickup et al.,
1984) . A funcdo hemorridgica (u) localiza-se numa proteina
de 38 KDa codificada por um gene precoce (Pickup et al.,
1986) . Demonstrou-se que este gene, tendo homologia com os
inibidores das proteases serinicas, inibe a <resposta
inflamatéria do hospedeiro contra o virus da variola bovina
(Palumbo et al., 1989) e é um inibidor da coagulacgéo

sanguinea.

O gene u estd presente na estirpe WR do virus da
vacina (Kotwal et al., 198%9b). Os ratinhos inoculados com
um recombinante do virus da vacina WR, no qual a regido u
foi inactivada por insercdo de um gene heterdélogo, produzem
niveis mais elevados de anticorpos contra o produto do gene
heterélogo comparativamente com ratinhos inoculados com um
virus da vacina recombinante semelhante em gque o gene u
esta intacto (Zhou et al., 1990). A regido u estad presente
numa forma defectiva ndo funcional na estirpe Copenhagen do
virus da vacina (grelha de leitura aberta B13 e Bl4 de
acordo com a terminologia descrita por Goebel et al.,

1990a,b) .

O wvirus da variola bovina estd localizado, nas
células infectadas, em corpos de inclusdo citoplasméticos

do tipo A ("ATI") (Kato et al., 1959). Pensa-se dque a
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funcdo de ATI seja a proteccdo dos wvirides do virus da
variola bovina durante a disseminag¢do de animal para animal
(Bergoin et al., 1971). A regido ATI do genoma da variola
bovina codifica uma proteina de 160 KDa que forma a matriz
dos corpos ATI (Funahashi et al., 1988; Patel et al.,
1987). O wvirus da vacina, apesar de conter uma regido
homéloga no seu genoma, de um modo geral ndo produz ATI. Na
estirpe WR do virus da vacina, a regido ATI do genoma é
traduzida como uma proteina de 94 KDa (Patel et al., 1988).
No virus da vacina estirpe Copenhagen, a maior parte das
sequéncias de DNA correspondentes a regido ATI esta
eliminada, com o restante extremo 3' da regido fundido com
sequéncias a montante da regido ATI formando a grelha de

leitura aberta (ORF) A26L (Goebel et al., 1990a,b).

Foi descrita uma variedade de delecdes
espontédneas (Altenburger et al., 1989; Drillien et al.,
1981; Lai et al., 1989; Moss et al., 1981; Paez et al.,
1985 ; Panicali et al., 1981) e manipuladas (Perkus et al.,
1991 ; Perkus et al., 1989 ; Perkus et al., 1986) perto do
extremo esquerdo do genoma do virus da vacina. Demonstrou-
se, através de inoculacdo intracraniana em ratinhos, gque
uma estirpe WR do wvirus da vacina com uma delecgdo
espontdnea de 10 Kb (Moss et al., 1981; Panicali et al.,
1981) & atenuada (Buller et al., 1985). Demonstrou-se mais
tarde que esta delecdo inclui 17 ORFs potenciais (Kotwal et
al., 1988b). Genes especificos dentro da regido deletada
incluem a virocina N1L e uma proteina de 35 KDa (C3L, de

acordo com a terminologia descrita em Goebel et al.,
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1990a,b). A inactivacdo insercional de NI1L reduz a
viruléncia por inoculacdo intracraniana em ratinhos normais
e labros (Kotwal et al., 1989%9a). A proteina de 35 Kda é
secretada, tal como N1L, para o meio das células infectadas
com virus da vacina. A proteina possui homologia com a
familia das proteinas que controlam o complemento,
particularmente a proteina de ligacdo ao complemento 4B
(Cdbp) (Kotwal et al., 1988a). Tal como a Cd4bp celular, a
proteina de 35 KDa da vacina liga-se ao quarto componente
do complemento e inibe a cascata clédssica do complemento
(Kotwal et al., 1990). Assim a proteina de 35 KDa do virus

da vacina parece estar envolvida no auxilio do wvirus a

evasdo dos mecanismos de defesa imune do hospedeiro.

O extremo esquerdo do genoma da vacina inclui
dois genes que foram identificados como genes de gama de
hospedeiro, K1L (Gillard et al., 1986) e C7L (Perkus et
al., 1990). A delecdo de ambos os genes reduz a capacidade
do wvirus da vacina para se replicar numa variedade de

linhas celulares humanas (Perkus et al., 1990).

Dois outros sistemas de vectores vacinais
envolvem a utilizacdo virus da variola aviadria, que sé&o
poxvirus com restricdo natural de gama de hospedeiros.
Tanto o virus da variola das galinhas (FPV) como o virus da
variola dos canarios (CPV) foram manipulados de forma a
expressarem produtos de genes heterdlogos. O virus da
variola das galinhas (FPV) é o virus protdétipo do género

Avipox da familia dos Poxvirus. O virus causa uma doencga
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economicamente importante nas aves de capoeira, a qual tem
sido bem controlada desde os anos 20 através da utilizacdo
de wvacinas wvivas atenuadas. A replicacdo dos virus da
variola avidria esté limitada a espécies aviarias
(Matthews, 1982) e ndo existem descricdes na literatura de
poxvirus avidrios causadores de uma infeccdo produtiva em
espécies ndo aviarias, incluindo o homem. Esta restricdo de
hospedeiros proporciona uma barreira de seguranca inerente
a transmissdo do virus a outras espécies e torna uma
proposicdo atraente o uso de vectores vacinais baseados em

poxvirus avidrios para aplicac¢des veterindrias e humanas.

FPV tem sido usado com vantagem como vector de
expressdo de antigénios derivados de patogénios de aves de
capoeira. A proteina hemaglutinina de um virus da gripe
avidria virulento foi expressa num FPV recombinante (Taylor
et al., 1988a). Apds inoculacédo do recombinante em galinhas
e perus, foi induzida uma resposta imune protectora contra
a exposicdo a virus da gripe virulento heterdélogo (Taylor
et al., 1988a). Foram desenvolvidos FPVs recombinantes
expressando as glicoproteinas de superficie do virus da
doenca de Newcastle (Taylor et al., 1990; Edbauer et al.,

1890) .

Apesar da restricdo de hospedeiros para a
replicacdo de FPV e CPV aos sistemas avidrios, o0s
recombinantes derivados destes virus expressam proteinas
extrinsecas em células de origem ndo aviadria. Ainda,

mostrou-se que tais virus recombinantes induzem respostas
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imunoldédgicas dirigidas contra o produto de gene heterdlogo
e, quando adequado, conferem proteccdo contra a exposicgdo
ao correspondente agente patogénico (Tartaglia et al.,

1993a,b; Taylor et al., 1992; 1991b; 1988b).

Particularmente nos E.U.A., uma vacina de
combinacédo, multivalente ou "cocktail" ou composicgédo
imunoldégica da raiva (antigénio da raiva combinado com um
ou mais antigénios numa composicdo), particularmente para
caninos, n&o esta actualmente disponivel devido a
incapacidade das varias combinacdes anteriores passarem o
teste de eficécia. Tais combinacdes anteriores apresentam o
que é conhecido como "interferéncia na eficacia",
nomeadamente a faléncia de um ou mais antigénios, tais como
o antigénio da raiva, ou antigénios suplementares, na
composicdo de combinacdo em manter ou atingir a eficéacia.
Pensa-se que 1isto seja devido a interferéncia sobre o
antigénio estimulador de uma resposta imunoldgica,
antigénica, de anticorpo ou protectora no hospedeiro, e.g.
cdo, quando administrado, devido a presenca de um ou mais
antigénios suplementares para além dos antigénios da raiva.
Por exemplo, os antigénios da raiva numa combinacdo com
outros antigénios estdo sujeitos & interferéncia na
estimulacdo de uma resposta imunoldgica, antigénica, de
anticorpo ou protectora pelos outros antigénios presentes
na composig¢do, ou interferem com a mesma, quando a
composicdo é administrada a cdes. Mais particularmente, os
antigénios da raiva, quando administrados com um ou mais,

ou com a totalidade, dos antigénios do virus da esgana
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canina, antigénios de adenovirus canino, antigénios de
coronavirus canino, antigénios de parainfluenza canina,
antigénios de parvovirus canino e antigénios de bacterina
de Leptospira, podem interferir com a resposta induzida por
aqueles antigénios e vice-versa. No entanto, para outros
hospedeiros, tais como gatos, sdo conhecidas vacinas de
combinacdo. Talvez, sem pretender estar limitado a uma
teoria particular, a "interferéncia de eficdcia" seja
devida a (i) alguma peculiaridade do sistema bioldgico do
hospedeiro, e.g., canino ou (ii) a reaccdo com o sistema
bioldégico do hospedeiro, e.g., canino, dos antigénios da
raiva actualmente conhecidos ou (iii) a reaccdo com O
sistema bioldégico do hospedeiro, e.g. canino, dos outros
antigénios conhecidos em tais composicdes de combinacdo
anteriores ou (iv) a alguma combinacdo dos factores (i) a
(iii). Quaisquer composicdes de combinacdo conhecidas
contendo o antigénio da raiva n&o incluem recombinantes e

possuem um adjuvante.

Independentemente da teoria, pensa-se que néo
existe actualmente uma composicdo de combinacdo para a
raiva com antigénios suplementares, especialmente para uso
canino, que ndo apresente interferéncia de eficacia. Existe
assim a necessidade de uma composicdo de combinacdo para a
raiva, especialmente para uso canino. Assim, em cachorros e
cdes, o0s antigénios da raiva sdo, geralmente, administrados
separadamente e ndo numa composic¢do de combinacdo com um ou
mais antigénios suplementares, para proteccdo. Seria de

facto surpreendente, 1inesperado e ndo Obvio poder-se
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formular wuma composicdo de combinacdo (com antigénios
suplementares) para a raiva, i.e., uma composigdo multi-
valente contra a raiva, que ndo apresente interferéncia de
eficédcia, especialmente em caninos, particularmente, porque
como se mostra pelo presente conhecimento da interferéncia
de eficdcia, ndo se pode simplesmente combinar composicdes
de antigénios para preparar uma composicdo de combinacdo ou
multivalente ou "cocktail™ Util. Neste caso (relativo a
frase anterior), "composicgdes de antigénios™ pode
significar poxvirus recombinantes que codificam e expressam
por si sbés um antigénio ou uma combinacdo de tais
recombinantes e antigénios. Serd igualmente desejavel dque
um antigénio da raiva, que possa ser usado numa COmMpPoOsSicdo
de combinacdo ou "cocktail" para caninos, possa também ser
usado numa composicdo para outros hospedeiros, tais como
felinos. Desta forma, o antigénio da raiva para varias
composicdes veterindrias de combinacdo, multivalente ou
"cocktail", n&o necessita de variar, proporcionando assim

uma vantagem econdmica na sua producgdo.

Ainda, serd vantajoso que tal antigénio da raiva
proporcione protecg¢do a longo prazo ou induza uma resposta
a longo prazo para caninos, assim como proteccdo, ou induza
uma resposta em cachorros com imunidade maternal contra a
raiva. Como é do conhecimento dos familiarizados com a
matéria, a imunidade materna é uma imunidade que um recém-
nascido adquire da sua mde quando do nascimento e/ou por
aleitamento, imunidade essa que, apds um periodo de tempo,

desaparece no recém-nascido, deixando assim o recém-nascido
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susceptivel. Ainda, deve ser considerado que a presenca de
anticorpos maternos no recém-nascido pode evitar que o
recém-nascido obtenha uma resposta protectora ou
imunoldégica quando administrada uma composig¢do antigénica,
e.g., uma vacina, significando assim que o recém-nascido
deve entrar num periodo de pouca ou nenhuma imunidade,
i.e., susceptibilidade, a exposicdo ao agente patogénico
antes da administracdo de uma composicdo de antigénio ou
vacina. Relativamente & imunidade materna, é feita
referéncia a Patente U.S. 5338683, publicada em 16 de

Agosto, 1994.

Seria ainda mais vantajoso, surpreendente e
inesperado se o antigénio da raiva que pode ser usado numa
composicdo de combinacdo, "coktail™ ou multivalente, sem
interferéncia de eficdcia em caninos, que ser usado nessa
composicdo para outros hospedeiros, tais como felinos, e
que proporciona resposta ou proteccdo a longo prazo em
cdes, assim como uma resposta ou proteccdo em cachorros,
apesar da imunidade materna, for um virus recombinante,
como seja um recombinante de poxvirus-virus da raiva. E,
ainda, serd especialmente surpreendente e inesperado dque
este recombinante de poxvirus-virus da raiva esteja
modificado de forma a ser atenuado, e.g., um recombinante
de virus da vacina atenuado-virus da raiva ou um
recombinante de avipox atenuado-virus da raiva, como seja
um recombinante NYVAC-raiva ou ALVAC-raiva; porque, por
exemplo, atendendo a atenuacdo e diminuicdo ou auséncia de

replicacdo produtiva do poxvirus no hospedeiro, os
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familiarizados com a matéria, especialmente, ndo esperariam
e ficariam surpreendidos pela utilidade do recombinante
atenuado numa composicdo "cocktail™, multivalente ou de
combinacdo para caninos e outros hospedeiros, especialmente
numa composicdo que proporciona resposta ou proteccdo a
longo prazo em caninos e resposta ou proteccdo em cachorros

apesar da imunidade protectora materna.

Os vectores poxvirus atenuados serdo também
especialmente vantajosos para composicdes antigénicas ou
vacinais, especialmente composicdes de combinacéo,
"cocktail" ou multivalentes, particularmente face aos
vectores atenuados apresentarem propriedades patogénicas
reduzidas, ou poucas ou nenhumas, relativamente ao
hospedeiro alvo ou em relacdo a hospedeiros inesperados,
possivelmente acidentais, tais como aqueles gque trabalham
com o vector na formulacdo ou na administracdo do vector ou
antigénio ou que possam de outra forma entrar em contacto
com ele. Ou seja, os vectores poxvirus atenuados apresentam
propriedades patogénicas reduzidas, ou poucas ou nenhumas,
para os hospedeiros alvo, tais como cdes, cachorros, gatos,
gatinhos e similares e para hospedeiros inesperados,
possivelmente acidentais, como sejam seres humanos
envolvidos na formulacdo do vector numa composicdo para
administracdo ou na administracdo da composicdo (e.qg.,
veterindrios, técnicos, outros trabalhadores) ou que possam
de outro modo entrar em contacto com o vector (e.g. donos

de animais de companhia).
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Pode assim ser apreciado que a producdo de um
poxvirus recombinante com virus da raiva e de composigdes e
produtos derivados do mesmo, particularmente recombinantes
da raiva Dbaseados em NYVAC ou ALVAC e composicdes e
produtos derivados dos mesmos, especialmente as composicdes
contendo antigénios suplementares, e.qg., composicgdes
"coktail™ ou multivalentes ou de combinacdo e produtos
derivados das mesmas que ndo possuem interferéncia de
eficdcia em caninos, podendo ser administradas a outros
hospedeiros, como sejam felinos (como uma composicdo
recombinante de poxvirus e raiva ou como um componente na
composicdo "cocktail" ou de combinacdo ou multivalente) e
podendo induzir resposta ou proteccdo a longo prazo em cies
e resposta ou proteccdo em cachorros apesar da imunidade
materna, serd um avanco muito desejidvel relativamente a

actual tecnologia.

SUMARIO DO INVENTO

E portanto um objectivo deste invento
proporcionar virus recombinantes modificados mais seguros e
proporcionar um método para a preparacdo de tais virus

recombinantes.

Outros objectivos deste invento incluem: propor-
cionar uma composicdo de poxvirus recombinante ou uma
composicdo de antigénio, de preferéncia wuma composicdo
recombinante de poxvirus-raiva, a qual é uma composicdo

antigénica ou vacinal ou imunoldégica (i.e., uma composicdo



PE0835133 - 20 -

contendo um recombinante que expressa um antigénio da
raiva, ou o produto da expressdo do antigénio),
preferencialmente, tal composicdo terd um aumento do nivel
de seguranca e/ou eficdcia comparativamente com composicdes
conhecidas e composicdes "cocktail™ ou multivalentes ou de
combinacdo; proporcionar métodos para a sua preparacdo e
utilizacdo; e, mais de preferéncia, proporcionar
composicdes que possam ser eficazes como composicdes
"cocktail™ ou multivalentes ou de combinacdo para caninos,
assim como para outros hospedeiros, tais como felinos e que
também devem, de preferéncia, poder proporcionar resposta
ou proteccdo a longo prazo, especialmente em caninos, e/ou

uma resposta ou proteccdo apesar da imunidade materna.

Constitui ainda um objectivo deste invento
proporcionar um vector modificado para a expressdo de um
produto génico num hospedeiro, em que o vector é modificado

de forma que tenha viruléncia atenuada no hospedeiro.

Também descrevemos um método para a expressdo de
um produto génico numa cultura celular in vitro usando um
virus recombinante modificado tendo um maior nivel de
seguranca e para a utilizacdo de tal ©produto em

composicdes.

Estes e outros objectivos e vantagens do presente
invento serdo mais aparentes apds consideracdo do que se

segue.
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Descreve-se um virus recombinante modificado,
tendo funcgdes genéticas wvirais inactivadas, de forma que o
virus recombinante ©possui viruléncia atenuada e maior
seguranca. As fung¢des podem ser ndo essenciais ou
associadas a viruléncia. O virus é um virus da variola dos
candrios. O virus recombinante modificado inclui, dentro de
uma regido ndo essencial do genoma viral, uma sequéncia de
DNA heterdéloga que codifica wum antigénio ou epitopo
derivado de wvirus da raiva, com antigénios de outros

agentes patogénicos.

Num aspecto, o presente invento estd relacionado
com uma composicdo antigénica, imunoldgica ou de vacina ou
uma composicdo terapéutica para a inducdo de uma resposta
antigénica ou imunoldégica ou ©protectora num animal
hospedeiro inoculado com a composicdo, a referida
composicdo incluindo um veiculo e um virus recombinante
modificado tendo func¢gdes genéticas virais ndo essenciais
inactivadas, de forma que o virus recombinante possua
viruléncia atenuada e maior seguranca. O virus usado na
composicdo de acordo com o presente invento é um virus da
variola dos candrios. O virus recombinante modificado
inclui, dentro de uma regido né&o essencial do genoma viral,
uma sequéncia de DNA heterdloga que codifica pelo menos um
epitopo da glicoproteina G da raiva e ainda, a composicdo
possui antigénios suplementares, como seja qualquer um de
entre: antigénio do virus da esgana canina, e.g.,
glicoproteinas HA e/ou F de CDV, antigénio de adenovirus

canino tipo 2, antigénio de coronavirus canino, antigénio
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de parainfluenza canina, antigénio de parvovirus canino,
antigénio da Bacterina de Leptospira canicola - 1ictero-
haemorrhagiae, qualquer combinacdo destes antigénios; ou
outros recombinantes tais como recombinantes de outros
poxvirus que expressem um ou a totalidade destes antigénios

suplementares.

Num outro aspecto, o ©presente invento estéa
relacionado com utilizacgdes que empregam a referida
composicdo para a preparagdo de um medicamento ou
tratamento imunoldgico ou inducdo de uma resposta
imunolégica num individuo ou animal; por exemplo, para
obtencdo de uma resposta in vivo contra o antigénio da
raiva sozinho ou conjuntamente com qualquer um de entre:
antigénio de virus da esgana canina, e.g., glicoproteinas
HA e/ou F de CDV, antigénio de adenovirus canino tipo 2,
antigénio de coronavirus canino, antigénio de parainfluenza
canina, antigénio de parvovirus <canino, antigénio da
Bacterina de Leptospira canicola - Iicterohaemorrhagiae ou
qualquer combinacdo destes antigénios. O medicamento pode
ser administrado a caninos ou a outros hospedeiros, como
sejam felinos. O medicamento pode ser administrado a
caninos ou outros hospedeiros para imunidade ou resposta a
longo prazo ou para resposta ou proteccdo de recém-

nascidos, e.g., cachorros, apesar da imunidade materna.

O presente invento descreve um método para a
expressdo do produto de um gene numa célula in vitro,

através da introducdo numa célula de um virus recombinante
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modificado tendo viruléncia atenuada e maior seguranca. O
virus recombinante modificado pode incluir, dentro de uma
regido ndo essencial do genoma viral, uma sequéncia de DNA
heterdloga que codifica wuma proteina antigénica, e.g.
derivada de wvirus da raiva. O produto pode entdo ser
administrado a individuos ou animais para estimular uma
resposta imune e a administracdo pode ser do antigénio
isolado ou em conjunto com outros antigénios numa
composicdo multivalente ou "cocktail". Os anticorpos
induzidos podem ser Uteis nos individuos para a prevencéo
ou tratamento da raiva ou de outras doencas e os anticorpos
de individuos ou de animais ou os produtos de expressdo in
vitro isolados podem ser usados em estojos ("kits") de
diagnéstico, ensaios ou testes para determinar a presenca
ou auséncia numa amostra, tal como soros, da raiva ou de
outros agentes patogénicos ou antigénios derivados dos
mesmos ou anticorpos contra eles (e portanto a auséncia ou
presenca do virus ou dos produtos, ou de uma resposta imune

contra o virus ou antigénios).

Assim, o presente invento estd relacionado com um
virus recombinante modificado e composicdes que incluem o0sS
mesmos, com antigénios suplementares ou recombinantes
suplementares expressando tais antigénios numa composicdo
"cocktail™, ou de combinacdo ou multivalente, e com
utilizacdes que empregam tal virus ou composicdo para
induzir uma resposta num hospedeiro, e.g., caninos,
felinos, caninos tendo imunidade materna. O virus pode ter

inactivadas funcdes genéticas wvirais ndo essenciais de
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forma que o virus possuil viruléncia atenuada e o virus
recombinante modificado ainda contem DNA de uma fonte
heterbéloga numa regido ndo essencial do genoma viral. O DNA
codifica o antigénio do virus da raiva, em combinacdo com
outros antigénios de outras doencas. Em particular, as
funcdes genéticas sdo inactivadas através da delecdo de uma
grelha de leitura aberta codificadora de um factor de
viruléncia ou através da utilizacdo de virus naturalmente
restringidos em termos de gama de hospedeiros. O virus
usado de acordo com © presente invento é um virus da

variola dos canarios.

Um poxvirus adequado é um ALVAC que foil atenuado,
por exemplo, através de mais de 200 passagens seriadas em
fibroblastos embriondrios de galinha, um lote assim obtido
foi sujeito a quatro purificacgdes sucessivas de placas em
agar, a partir da qual um clone foi amplificado através de

cinco passagens adicionais.

E igualmente descrito o produto de expressdo do
recombinante de poxvirus-raiva do invento e suas
utilizacdes, como seja para formar composicdes antigénicas,
imunoldégicas ou de vacinas, especialmente composicdes
multivalentes, ou "cocktail" ou de combinacéo, para
administracdo a um hospedeiro, e.g., animais, tais como
caninos ou felinos, ou a um animal recém-nascido ou para
administracdo para proteccdo ou resposta a longo prazo ou
para tratamento, prevencdo, diagnéstico ou testagem, e

métodos que empregam tais composicdes.
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No entanto, é nesta altura salientado que uma
composicdo multivalente, ou "cocktail" ou de combinacdo,
compreende qualquer um de: (i) uma composicdo contendo um
recombinante de virus da variola dos canarios-raiva de
acordo com o invento e um antigénio suplementar que é um
antigénio derivado de: antigénio do virus da esgana canina,
e.g., glicoproteinas HA e/ou F de CDV, antigénio de
adenovirus canino tipo 2, antigénio de coronavirus canino,
antigénio de parainfluenza canina, antigénio de parvovirus
canino, antigénio da bacterina de ZILeptospira canicola -
icterohaemorrhagiae ou qualquer combinacédo destes
antigénios; ou (ii) uma composicdo contendo um recombinante
de virus da variola dos candrios-raiva do presente invento
e um outro recombinante de poxvirus que codifica e expressa
um outro antigénio, que é um antigénio derivado de qualquer
um de: antigénio do virus da esgana canina, e.g.,
glicoproteinas HA e/ou F de CDV, antigénio de adenovirus
canino tipo 2, antigénio de coronavirus canino, antigénio
de parainfluenza canina, antigénio de parvovirus canino,
antigénio da bacterina de Leptospira canicola - 1ictero-
haemorrhagiae ou qualquer combinacdo destes antigénios; ou
(11i) wuma combinacdo contendo um virus da variola dos
candrios recombinante do presente invento que codifica e
expressa antigénio da raiva e um antigénio suplementar que
é um antigénio seleccionado de entre: antigénio do virus da
esgana canina, e.g., glicoproteinas HA e/ou F de CDV,
antigénio de adenovirus canino tipo 2, antigénio de

coronavirus canino, antigénio de ©parainfluenza canina,
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antigénio de parvovirus canino, antigénio da bacterina de
Leptospira canicola - icterohaemorrhagiae ou qualquer
combinacdo destes antigénios. Certamente, em (1), o)
recombinante poxvirus-raiva pode ser substituido com o
produto de expressdo derivado do mesmo; em (ii), o
recombinante de poxvirus-raiva pode codificar e expressar
antigénios suplementares; e em (iii) podem estar presentes

antigénios suplementares.

Descreve-se a descoberta de que os recombinantes
de ALVAC, particularmente recombinantes de ALVAC-raiva, ndo
apresentam interferéncia de eficdcia em combinacdo com
outros antigénios, sejam os antigénios suplementares
presentes como antigénios ou como produto da co-expressdo
ou expressdo simultdnea (ao derivarem da expressdo do mesmo
recombinante ou de outro recombinante (S)); e que O0s
recombinantes ALVAC-raiva proporcionam proteccdo a longo
prazo e protecgcdo na presenca de imunidade materna. O
presente invento ndo requer necessariamente um adjuvante e

pode empregar um ou mais recombinantes.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A descricdo detalhada que se segue, dada como
exemplo, mas ndo destinada a limitar o invento as
realizacdes especificas descritas, poderd ser melhor

entendida conjuntamente com os desenhos apensos, em que:

FIG. 1 mostra esquematicamente um método para a
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construcdo do plasmideo pSD460 para delecdo do gene da
cinase de timidina e geragdo do virus da vacina

recombinante vP410;

FIG. 2 mostra esquematicamente um método para a
construcdo do plasmideo pSD486 para delecdo da regiédo
hemorrdgica e geragcdo do wvirus da vacina recombinante

vP553;

FIG. 3 mostra esquematicamente um método para a
construcdo do plasmideo pMP494A para delecdo da regido ATI

e geracdo do virus da vacina recombinante vP618;

FIG. 4 mostra esquematicamente um método para a
construgcdo do plasmideo pSD467 para delegcdo do gene da
hemaglutinina e geracdo do virus da vacina recombinante

vP723;

FIG. 5 mostra esquematicamente um método para a
construcdo do plasmideo pMPCK1A para delecdo do grupo de
genes [C7L-KIL] e geracdo do virus da vacina recombinante

vP804;

FIG. 6 mostra esquematicamente um método para a
construcdo do plasmideo pSD548 para delecdo da subunidade
grande da redutase de ribonucledétidos e geracdo do virus da

vacina recombinante vP866 (NYVAC) ;

FIG. 7 mostra esquematicamente um método para a
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construcdo do plasmideo pRW842 para insercdo do gene da
glicoproteina G da raiva no locus da delecdo de TK e

geracédo do virus da vacina recombinante vP879;

FIG. 8 mostra a sequéncia de DNA (SEQ ID NO:27)
de um fragmento Pvull do virus da variola dos canarios

contendo a ORF C5.

FIGS. 9A e 9B mostram esquematicamente um método
para a construcdo do virus da variola dos canarios

recombinante vCP65 (ALVAC-RG) ;

FIG. 10 mostra esquematicamente as ORFs deletadas

para gerar NYVAC; e

FIGS. 11A a 11D mostram os graficos dos titulos
de anticorpos neutralizantes contra a raiva (RFFIT, UI/ml),
efeito de reforco de HDC e vCP65 (10°°°  TCIDso) em
voluntdrios previamente imunizados com a mesma vacina ou
com uma vacina alternativa (vacinas dadas nos dias 0, 28 e
180, titulos de anticorpos medidos nos dias 0, 7, 28, 35,

56, 173, 187 e 208).

DESCRICAO DETALHADA DO INVENTO

O ALVAC é um vector atenuado, baseado no virus da
variola dos candrios, que é um derivado obtido por clonagem
de placas da vacina autorizada para o virus da variola dos

canarios, Kanapox (Tartaglia et al., 1992). ALVAC tem
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algumas propriedades gerais que sdo as mesmas propriedades
gerais de Kanapox. Também se demonstrou que os virus
recombinantes baseados em ALVAC expressando imunogénios
extrinsecos sdo eficazes como  vectores de vacinas
(Tartaglia et al., 1993a,b). Este vector avipox esta
restringido a espécies aviarias para a replicacédo
produtiva. Nas culturas de células humanas, a replicacdo do
virus da variola dos candrios é abortada na fase precoce do
ciclo de replicacdo viral antes da sintese de DNA viral. No
entanto, quando manipulados para expressar imunogénios
extrinsecos, observa-se expressdo e processamentos autén-
ticos in vitro em células de mamifero e a inoculacdo em
numerosas espécies de mamifero induz resposta imune humoral
e celular contra o imunogénio extrinseco e proporciona
proteccdo contra a exposicdo ao agente patogénico cognato
(Taylor et al., 1992; Taylor et al., 1991b). Os recentes
ensaios clinicos de Fase I, na Europa e nos Estados Unidos,
de um recombinante de virus da variola dos candrios/gli-
coproteina da raiva (ALVAC-RG) demonstraram que a vacina
experimental é bem tolerada e induz niveis protectores de
titulos de anticorpos neutralizantes contra o virus da
raiva (Cadoz et al., 1992; Fries et al., 1992). Ainda,
células mononucleadas do sangue periférico (PBMCs)
derivadas dos wvacinados com ALVAC-RG demonstraram niveis
significativos de proliferacdo de linfécitos  quando
estimulados com virus da raiva purificado (Fries et al.,

1992) .

NYVAC, ALVAC e TROVAC também foram reconhecidos
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como Unicos entre todos os poxvirus pelo Recombinant DNA
Advisory Committee do National Institute of Health ("NIH")
(U.S. Public Health Service), que publica as normas de
contencdo fisica de material genético, como sejam virus e
vectores, i.e., normas de procedimentos de seguranca para a
utilizacéo de tais virus e vectores baseadas na
patogenicidade do virus ou vector particular, o qual deu
uma reducdo do nivel de contencdo fisica: de BSL2 para
BSL1. Nenhum outro poxvirus tem um nivel de contencdo
fisica BSL1l. Mesmo a estirpe Copenhagen do virus da vacina
- a vacina mais comum contra a wvariola - tem um nivel de
contencdo fisica mais elevado; designadamente BSL2. Assim,
na &rea foi reconhecido que NYVAC, ALVAC e TROVAC possuem

uma patogenicidade mais baixa que qualquer outro poxvirus.

Claramente baseado nos perfis de atenuacdo dos
vectores NYVAC, ALVAC e TROVAC e na sua demonstrada
capacidade para induzir respostas imunoldégicas, humoral e
celular, contra imunogénios extrinsecos (Tartaglia et al.,
1993a,b; Taylor et al., 1992; Konishi et al., 1992) tais
virus recombinantes oferecem uma vantagem distinta
relativamente a wvirus recombinantes baseados em virus da

vacina.

O processo de administracdo para o virus
recombinante poxvirus-raiva ou para o seu produto de
expressdo, composicdes do invento tais como composicdes
imunoldédgicas, antigénicas ou de vacina ou composicdes

terapéuticas, incluindo composicdes multivalentes,
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"cocktail™ ou de combinacdo, pode ser através de uma via
parental (intradérmica, intramuscular ou subcutdnea). Tal

administracdo permite uma resposta imune sistémica.

Mais genericamente, as composicdes antigénicas,
imunoldgicas ou de vacina de poxvirus-raiva ou composicdes
terapéuticas (composicdes contendo recombinantes de
poxvirus-virus da raiva do invento) podem ser preparadas de
acordo com técnicas convencionais bem conhecidas dos
familiarizados com o campo farmacéutico ou veterindrio.
Tais composicdes podem ser administradas em dosagens e
através de técnicas conhecidas dos familiarizados com a
drea médica ou veterinaria, tendo em consideracdo factores
tais como idade, sexo, peso, espécies e condicdo do doente
particular e da via de administracdo. A composicdo €& co-
administrada ou administrada sequenciadamente com compo-
sic¢des do invento ou com composicdes "suplementares" imuno-
légicas, antigénicas ou de vacina ou terapéuticas, propor-
cionando assim composicdes multivalentes, ou "cocktail" ou

de combinacdo, do invento e utilizacgdes que as empregam.

Tais composicgdes "suplementares" incluem antigé-

nios purificados de qualquer um de entre:

antigénio do wvirus da esgana canina, e.g., glicoproteinas
HA e/ou F de CDV, antigénio de adenovirus canino tipo 2,
antigénio de coronavirus canino, antigénio de parainfluenza
canina, antigénio de ©parvovirus canino, antigénio da

bacterina de Leptospira canicola - icterohaemorrhagiae ou
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qualquer combinacdo destes antigénios;

ou da expressdo in vitro de tais antigénios por um poxvirus
recombinante ou outro sistema vector; ou tais composicdes
"suplementares"” podem  incluir um ou mais poxvirus

recombinantes que expressam antigénios derivados de:

antigénio do virus da esgana canina, e.g., glicoproteinas
HA e/ou F de CDV, antigénio de adenovirus canino tipo 2,
antigénio de coronavirus canino, antigénio de parainfluenza
canina, antigénio de parvovirus canino, antigénio da
bacterina de Leptospira canicola - icterohaemorrhagiae ou
qualquer combinacdo destes antigénios. Novamente, 0Ss
ingredientes e forma (sequenciada ou co-administracdo) de
administracdo, assim como as dosagens podem ser determi-
nados tendo em consideracdo factores tais como idade, sexo,
peso, espécies e condicdo do doente particular e da via de
administracdo. Neste aspecto deve-se referir W09526751
dirigida a sequéncias nucleotidicas e de aminodcidos de
antigénios de herpesvirus canino e seus recombinantes e
suas utilizacdes e WO0952778 dirigida a recombinantes de
poxvirus-virus da esgana canina (CDV) e composicdes e

métodos que empregam esses recombinantes.

Exemplos de composicdes do invento incluem prepa-
racdes liquidas para administracdo, e.g., oral, nasal,
anal, wvaginal, peroral, intragastrica, etc., a adminis-
tracdo de tais suspensdes, xaropes ou elixires; e prepa-

racdes para administracdo parentérica, subcutdnea, intra-
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dérmica, intramuscular ou intravenosa (e.g., administracéo
injectavel) como sejam suspensdes ou emulsdes estéreis. Em
tals composicdes o poxvirus recombinante ou antigénios
podem ser misturados com um veiculo, diluente ou excipiente
adequado, como seja agua, soro fisioldégico, glucose ou
similares estéreis. As composicdes podem também ser
liofilizadas. As composic¢des podem conter substdncias
auxiliares tais como agentes molhantes ou emulsionantes,
agentes tamponantes de pH, aditivos de gelificacdo ou
estimuladores da viscosidade, conservantes, agentes aroma-
tizantes, corantes e similares, dependendo da via de admi-
nistracdo e da preparacdo pretendida. Livros de texto con-
vencionais tais como "REMINGTON'S PHARMACEUTICAL SCIENCE",
17 edicdo, 1985, podem ser consultados para produzir
preparacdes adequadas, sem experimentacdo adicional. As
dosagens adequadas podem ser igualmente baseadas nos

exemplos abaixo.

Ainda, os produtos de expressdo dos poxvirus
recombinantes do invento e composicdes compreendendo Os
mesmos podem ser usados directamente para estimular uma
resposta imune em individuos ou em animais. Assim, o0s
produtos de expressdo podem ser usados em composicdes do
invento em vez do poxvirus recombinante do invento ou para

além dele nas composicgles atras referidas.

Ainda, o poxvirus recombinante do invento e os
produtos de expressdo derivados do mesmo e composicdes do

invento estimulam uma resposta imune ou de anticorpos em
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seres humanos e animais; e assim, estes produtos séo
antigénicos. A partir destes anticorpos ou antigénios podem
ser preparados, por  técnicas conhecidas, anticorpos
monoclonais e esses anticorpos monoclonais ou 0s antigénios
podem ser empregues em ensaios conhecidos de ligacdo de
anticorpos, estojos ("kits") de diagndéstico ou testes para
determinar a presenca ou auséncia de antigénios parti-
culares da raiva ou outros; e, consequentemente, a presenca
ou auséncia do virus ou "outra" doenca ou a expressdo de um
ou mais antigénios (na raiva ou "noutros" sistemas
antigénicos) ou para determinar se uma resposta imune
contra o virus ou "outra" doenca ou "outros" antigénios foi
simplesmente estimulada. Aqueles anticorpos monoclonais ou
0s antigénios podem ser igualmente empregues em
cromatografia de imunoadsorcdo para recuperar ou isolar
raiva ou "outros" agentes patogénicos ou produtos de
expressdo do poxvirus recombinante do invento ou compo-

sicdes do invento.

Os métodos para a producdo de anticorpos
monoclonais e para a utilizacgdo de anticorpos monoclonais e
utilizacdes e métodos contra a raiva ou "outros" antigénios
- o0s produtos de expressdo dos poxvirus e composicdes do
invento - sdo conhecidos dos familiarizados com a A&rea.
Podem ser usados em métodos, estojos ("kits"™), testes ou
ensaios de diagndstico, assim como para recuperar materiais
por cromatografia de imunocadsorcdo ou por imunopre-

cipitacdo.
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Os anticorpos monoclonais sdo imunoglobulinas
produzidas por células de hibridoma. Um anticorpo
monoclonal reage com um uUnico determinante antigénico e
proporciona maior especificidade do que um anticorpo
convencional derivado do soro. Ainda, o rastreio de um
grande numero de anticorpos monoclonais torna possivel
seleccionar um anticorpo individual com especificidade,
avidez e isotipo pretendidos. As linhas celulares de
hibridoma proporcionam uma fonte constante e pouco dispen-
diosa de anticorpos quimicamente idénticos e preparacdes de
tais anticorpos podem ser facilmente normalizados. Os
métodos para a producdo de anticorpos monoclonais séo
conhecidos dos familiarizados com a matéria, e.qg.,
Koprowski, H. et al., Patente U.S. N° 4196265, publicado em
1 de Abril, 1989.

Sdo conhecidas as utilizacdes de anticorpos
monoclonais. Uma dessas utilizacdes é em métodos de
diagnéstico, e.g., David, G. e Greene, H, Patente U.S. N°

4376110, publicada em 8 de Marco, 1983.

Os anticorpos monoclonais foram igualmente usados
para recuperar materiais por cromatografia de
imunoadsorcdo, e.g., Milstein, C. 1980, Scientic American

243:66, 70.

Assim, o poxvirus recombinante e composi¢des do
invento possuem varias wutilidades aqui estabelecidas.
Existem também outras utilidades para as realizacgdes do

invento.
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Uma melhor compreensdo do presente invento e das
suas muitas vantagens surgird dos exemplos que se seguem,
descritos a titulo exemplificativo.

EXEMPLOS

Clonagem e sintese de DNA: Construiram-se,

testaram-se e amplificaram-se plasmideos de acordo com
procedimentos convencionais (Maniatis et al., 1982; Perkus
et al., 1985; Piccino et al., 1987). As endonucleases de
restricdo foram adquiridas & Bethesda Research Labora-
tories, Gaithersburg, MD, New England Biolabs, Beverly, MA;
e Boehringer Mannheim Biochemicals, Indianapolis, IN. O
fragmento Klenow da polimerase de E. coli foi adquirido a
Boehringer Mannheim Biochemicals. A exonuclease BAL-31 e a
ligase de DNA de T4 foram adquiridas a New England Biolabs.
Os reagentes foram usados como especificado pelos varios

fornecedores.

Os oligodesoxirribonucledétidos sintéticos foram
preparados num sintetizador de DNA Applied Biosystems 380B
como anteriormente descrito (Perkus et al., 1989). A
sequenciacdo de DNA foi realizada pelo método de terminacdo
de cadeias didesoxi (Sanger et al., 1977) usando Sequenase
(Tabor et al., 1987) como anteriormente descrito (Guo et
al., 1989). A amplificacdo por reacgcdo em cadeia da
polimerase (PCR) para verificacdo da sequéncia (Engelke et

al., 1988) foi realizada wusando sequéncias iniciadoras



PE0835133 - 37 -

sintetizadas por encomenda e o estojo ("kit") de reagentes
de amplificacdo de DNA GeneAmp (Perkin Elmer Cetus,
Norwalk, CT) num termociclador automdtico Perkin Elmer
Cetus DNS Thermal Cycler. As sequéncias de DNA em excesso
foram eliminadas dos plasmideos através de digestdo com
endonucleases de restricdo, seguida de digestdo limitada
pela exonuclease BAL-31 e mutagénese (Mandeki, 1986) usando

oligonucledétidos sintéticos.

Células, wvirus e transfeccdo. As origens e

condi¢des de cultura da estirpe Copenhagen do virus da
vacina foram anteriormente descritas (Guo et al., 1989). A
geracdo de virus recombinantes através de recombinacéo,
hibridacdo in situ de filtros de nitrocelulose e rastreio
da actividade de fp-galactosidase foram anteriormente

descritos (Piccini et al., 1987).

As origens e condigbes de cultura da estirpe
Copenhagen do virus da vacina e NYVAC foram anteriormente
descritas (Guo et al., 1989; Tartaglia et al., 1992). A
geracdo de virus recombinantes através de recombinacéo,
hibridacdo in situ de filtros de nitrocelulose e rastreio
da actividade de [f-galactosidase foram anteriormente

descritos (Panicali et al., 1982; Perkus et al., 1989).

O virus da variola dos candrios parental (estirpe
Rentschler) é uma estirpe vacinal para canadrios. A estirpe
vacinal foi obtida a partir de um isolado selvagem e

atenuada através de mais de 200 passagens seriadas em
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fibroblastos embriondrios de galinha. Um stock wviral de
partida foi sujeito a quatro purificacgdes de placas
consecutivas em agar e um clone de uma placa foi ampli-
ficado através de cinco passagens adicionais, apds o que ©
stock de virus foi usado como virus parental em testes de
recombinacdo in vitro. O isolado do virus da variola dos

candrios purificado de placas foi designado ALVAC.

A estirpe de virus da variola das galinhas (FPV)
designada FP-1 foi anteriormente descrita (Taylor et al.,
1988a). E uma estirpe <vacinal atenuada util para a
vacinacdo de pintos com dias de idade. A estirpe Duvette do
virus parental foi adquirida em Franga como uma pustula de
virus da variola das galinhas. O virus foil atenuado através
de aproximadamente 50 passagens seriadas em ovOoS
embrionados de galinha, seguido de 25 passagens em células
fibroblédsticas de embrido de galinha. O virus foil sujeito a
quatro purificacdes sucessivas de placas. Um isolado de
placa foi ainda amplificado em células primérias CEF e

estabelecido um stock de virus, designado TROVAC.

Os vectores wvirais NYVAC, ALVAC e TROVAC e seus
derivados foram propagados como descrito anteriormente
(Piccini et al., 1987; Taylor et al., 1988a,b). Células
Vero e fibroblastos embrionadrios de galinha (CEF) foram
propagados como descrito anteriormente (Taylor et al.,

1988a,b)

Relativamente a NYVAC e especialmente aos

Exemplos 1 a 6, é feita referéncia a Patente US N° 5364773.
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EXEMPLO 1 (Preparativo)

CONSTRUCAO DO PLASMIDEO PSD460 PARA DELECAO DO GENE DA

CINASE DE TIMIDINA (J2R)

Referindo agora a FIG. 1, o plasmideo pSD406
possui HindIII J do virus da vacina (pos. 83359-88377)
clonado em pUC8. pSD406 foi cortado com HindIII e Pvull e o
fragmento de 1,7 Kb do lado esquerdo de HindIII J clonado
em pUC8 cortado com HindIII/SmaI, formando pSD447. pSD447
possul a totalidade do gene J2R (pos. 83855-84385). O coddo
de iniciacdo estd contido num local NlaIII e o coddo de
terminacdo estd contido no local SspI. A direccdo da

transcricdo estd indicada por uma seta na FIG. 1.

Para obter o braco flanqueante esquerdo, foi
isolado um fragmento HindIII/EcoRI de 0,8 Kb a partir de
pSD447, depois digerido com NlaIIl e isolado um fragmento
HindIII/NlaIII de 0,5 Kb. Os oligonucledétidos sintéticos

MPSYN43/MPSYN44 (SEQ ID NO:1/SEQ ID NO:2)

Smal

MPSYN43 5¢ TAATTAACTAGCTACCCEES 3

MPSYN44 3’ GPACATTAATIGATCGATGGGCCCTTAA 57
BlaITT EcoRY

foram ligados com o fragmento HindIII/NlaIII de 0,5 Kb no
vector pUCl8 cortado com HindIII/EcoRI, dando origem ao

plasmideo pSD449.
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Para se obter um fragmento de restrigdo contendo
o0 braco flanqueante direito do virus da vacina e sequéncias
do vector pUC, pSD447 foi cortado com Sspl (parcial) dentro

de sequéncias do virus da vacina e HindIII na juncgdo

pUC/virus da vacina e isolado um fragmento vector de 2,9
Kb. Este fragmento vector foi ligado aos oligonucledtidos
sintéticos MPSYN45/MPSYN46 emparelhados (SEQ ID NO:3/SEQ ID

NO: 4)

Hin L Swal
MPSYN4E 57 &G&?TCCC@EGT&&GTAATEC“TCAAGGAGAAAACG&&
MPSYNae 3 AGGECOCATTCATTATGCAGTICCTOTTTIGETY

Netl gspl
ACGATCTGTAGTTAGLGGCCECCTAATTAACTAAT 37 MPSYH4S
TECTAGACATCAATCOCOSECGGATIARATTGATTA 57 MPSYN46

dando origem a pSD459.

Para combinar os bracos flanqueantes esquerdo e

direito num plasmideo, um fragmento HindIII/Smal de 0,5 Kb

foi isolado a partir de pSD449 e ligado ao plasmideo vector
pPSD459 cortado com HindIII/Smal, dando origem ao plasmideo
pSD460. pSD460 foi wusado como plasmideo dador para
recombinacdo com a estirpe Copenhagen do virus da vacina
parental tipo selvagem VC-2. Sintetizou-se uma sonda
marcada com ‘P através de extensdo de uma sequéncia
iniciadora wusando MPSYN45 (SEQ ID NO:3) como matriz e o
oligonucledétido complementar de 20 meros MPSYN47 (SEQ ID

NO:5) (5' TTAGTTAATTAGGCGGCCGC 3') como sequéncia inici-
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adora. O virus recombinante vP410 foi identificado por

hibridac&o de placas.

EXEMPLO 2 (Preparativo) - CONSTRUCAO DO PLASMIDEO PSD846

PARA DELECAO DA REGIAO HEMORRAGICA (B13R + B14R)

Referindo agora a FIG. 2, o plasmideo pSD419
possui SallG do virus da vacina (pos. 160744 - 173351)
clonado em pUC8. pSD422 possuil o fragmento Sall contiguo do
virus da vacina para a direita, Sall J (pos. 173351 -
182746) clonado em pUC8. Para construir um plasmideo
deletado na regido hemorragica, u, B13R - B1l4R (pos. 172549
- 173552), pSD419 foi wusado como fonte para o braco
flanqueante esquerdo e pSD422 foi usado como fonte do braco
flanqueante direito. A direccdo da transcricdo para a

regido u estd indicada por uma seta na FIG. 2.

Para remover sequéncias indesejaveis de pSD419,
as sequéncias para a esquerda do local NcolI (pos. 172253)
foram removidos por digestdo de pSD419 com Ncol/Smal
seguido de producdo de extremos cerses com o fragmento
Klenow da polimerase de E. coli e ligacdo dando origem ao
plasmideo pSD476. Um braco flanqueante direito do virus da
vacina foi obtido por digestdo de pSD422 com HopI no coddo
de termincdo de Bl4R e por digestdo com Nrul 0,3 Kb para a
direita. Este fragmento de 0,3 Kb foi isolado e ligado com
um fragmento vector HincII de 3,4 Kb isolado a partir de
pSD476, dando origem ao plasmideo pSD477. A localizacdo da

delecdo parcial da regido u do virus da vacina em pSD477
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estd indicada por um tridngulo. As restantes sequéncias
codificadoras de B1l3R em pS3SD477 foram removidas por
digestdo com Clal/Hpal e o fragmento vector resultante foi
ligado com os oligonucledtidos sintéticos emparelhados

SD22mero/SD20mero (SEQ ID NO6/SEQ ID NO:7)

Ldal BamHl Hpal
Shddmer &' CGATTACTATGAAGSCATOOSTY 3
SD2Omer 37 TRATGATACTTCCTAGECRAA 57

dando origem a pSD479. pSD479 possui um coddo de iniciacgéo
(sublinhado) seguido de um local BamHI. Para colocar Beta-
galactosidase de E. coli no locus da delecdo (u) B13-Bl4
sob o controlo do promotor u, um fragmento BamHI de 3,2 Kb
contendo o gene da Beta-galactosidase (Shapira et al.,
1983) foi inserido no local BamHI de pSD479, dando origem a
pSD479BG. pSD479BG foi wusado como plasmideo dador para
recombinacdo com o virus da vacina vP410. O virus da vacina
recombinante vP533 foi isolado como uma placa azul na
presenca do substrato cromogénico X-gal. Em vP533 a regido

B13R-B14R foi eliminada e substituida por Beta-

galactosidase.

Para remover as sequéncias de Beta-galactosidase
de vP533, o plasmideo pSD486, foi utilizado um derivado de
pSD477 contendo uma regido de poliadaptador mas sem coddo
de iniciacdo na juncdo da delecdo u. Primeiro o fragmento
vector ClaI/Hpal de pSD477 referido atrds foi ligado aos
oligonucledtidos sintéticos emparelhados SD42mero/SD40mero

(SEQ ID NO:8/SEQ ID NO:9)
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€lal Sagl Hhel Hpal

SD4Zmer 5°¢ CGATTACTAGATCTGAGCTCOCCGGGCTOGAGGGATCOGTT 37

Spedmer 3¢  TAATGATCTAGACTCGAGGGGUCCGAGCTCCCTAGGCAA B¢
Bgiix Smal BamHI

dando origem ao plasmideo pSD478. Em seguida o local EcoRI
na junc¢do pUC/virus da vacina foi destruido através da
digestdo de pSD478 com EcoRI seguido de preenchimento dos
extremos com o fragmento Klenow da polimerase de E. coli e
ligacdo, dando origem ao plasmideo pSD478E . pSD478E" foi
digerido com BamHI e Hpal e ligado com os oligonucledtidos
sintéticos emparelhados HEM5/HEM6 (SEQ ID NO:10/SEQ 1ID

NO:11)

BarpHI EgaRI  Hpal
HEMS 5* GATCCGAATTCTAGCT 37
HEM6 3 GOTTAAGATOGA 57

dando origem ao plasmideo pSD486. pSD486 foi wusado como
plasmideo dador para recombinacdo com o virus da vacina
recombinante vP533, dando origem a vP553, o qual foi

isolado como uma placa transparente na presenca de X-Gal.

EXEMPLO 3 - CONSTRUCAO DO PLASMIDEO PMP494A PARA DELECAO DA

REGIAO ATI (A26L)

Referindo agora a Fig. 3, pSD414 possui SallB
clonado em pUC8. Para remover as sequéncias de DNA
indesejavelis para a esquerda da regido A26L, pSD414 foi
cortado com Xbal dentro das sequéncias do virus da vacina
(pos. 137079) e com HindIII na juncdo pUC/virus da vacina,

depois dotado de extremos cerses com o fragmento Klenow da
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polimerase de E. coli e ligado, resultando no plasmideo
pSD483. Para remover sequéncias de DNA do virus da vacina
para a direita da regido A26L, pSD483 foi cortado com EcoRI
(pos. 140665 e na jungdo pUC/virus da vacina) e ligado,
formando o plasmideo pSD484. Para remover a regido
codificadora A26L, pSD484 foi cortado com NdelI (parcial) a
montante da ORF A26L (pos. 139004) e com Hpal (pos. 137889)
ligeiramente a jusante da ORF A26L. O fragmento vector de
5,2 Kb foi isolado e ligado aos oligonucledétidos sintéticos

emparelhados ATI3/ATI4 (SEQ ID NO:12/SEQ ID NO:13)

el
ATIZ 57 TATGASTAALTTAA D TCTI RS T T AMP T AAA A TATAT P CAAAA A TAALT
ATI4 37 ACTCATIGAATISACRARACAATTAATT I TCATATAAGTTTT PTATTE N

BgllI EcoRI Hpal
TATATAMATAGATCTEAATTOGTT 3¢ ANIxR
ATATATTTATCOTAGACTTAAGCRA B ATIS

reconstruindo a regido a montante de A26L e substituindo a
ORF A26L com wuma regido de poli-adaptador mais curta
contendo os locais de restricdo BglII, EcoRI e HpalI, como
indicado atrds. O plasmideo resultante foi designado
pSD485. Uma vez que os locais BglII e EcoRI na regido do
poli-adaptador de pSD485 ndo sdo uUnicos, os locais BglII e
EcoRI indesejaveis foram removidos do plasmideo pSD483
(descrito atras) através de digestdo com BglII (pos.
140136) e com EcoRI na juncdo pUC/virus da vacina, seguido
de preenchimento dos extremos com o fragmento Klenow da
polimerase de E. coli e ligacdo. O plasmideo resultante foi

designado pSD489. O fragmento Clal (pos. 137198)/EcoRV
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(139048) de 1,8 Kb derivado de pSD489 contendo a ORF A26L
foi substituido com o correspondente fragmento ClaI/EcoRV
de 0,7 Kb, contendo o poli-adaptador, derivado de pSD485,
dando origem a pSD492. Os locais BglII e EcoRI na regido do

poli-adaptador de pSD492 sdo unicos.

Uma cassete BglII de 3,3 Kb contendo o gene da
Beta-galactosidase de E. coli (Shapira et al., 1983), sob o
controlo do promotor 11 KDa do virus da vacina (Bertholet
et al., 1985; Perkus et al., 1990), foi inserida no 1local
BglII de pSD4S2, formando pSD4S93KBG. O plasmideo pSD493KGB
foi usado para recombinacdo com o virus de resgate vP553. O
virus da vacina recombinante, vP581, contendo Beta-
galactosidase na regido da delecdo de A26L, foi isolado

como uma placa azul na presenca de X-gal.

Para gerar um plasmideo para a remocdo de
sequéncias de Beta-galactosidase do virus da vacina
recombinante vP581, a regido do poliadaptador do plasmideo
pSD492 foi eliminada por mutagénese (Mandecki, 1986) usando
o oligonucledétido sintético MPSYN177 (SEQ ID NO:14) (5
AAAATGGGCGTGGATTGTTAACTTTATATAACTTATTTTTTGAATATAC 3'). No
plasmideo resultante, pMP494A, removeu-se DNA do virus da
vacina abrangendo as posicgdes 137889-138937, incluindo a
totalidade da ORF A26L. A recombinacdo entre o pMP494A e o
recombinante do virus da vacina contendo a Beta-
galactosidase, vP581, resultou no mutante com delecéo
vP618, o qual foi isolado como uma placa transparente na

presenca de X-gal.
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EXEMPLO 4 - CONSTRUCAO DO PLASMIDEO PMP467 PARA DELECAO DO

GENE DA HEMAGLUTININA (A56R)

Referindo agora a Fig. 4, o fragmento de
restricdo Sall G do virus da vacina (pos. 160744-173351)
atravessa a juncdo HindIII A/B (pos. 162539). pSD419 possui
Sall G do virus da vacina clonado em pUC8. A direccdo da
transcricdo para o gene da hemaglutinina (HA) estd indicada
por uma seta na Fig. 4. As sequéncias do virus da vacina
derivadas de HindIII B foram removidas por digestdo de
pSD419 com HindIII dentro das sequéncias do virus da vacina
e na juncdo pUC/virus da vacina, seguido de 1ligacgdo. O
plasmideo resultante, pSD456, possui o gene HA, A56R,
flanqueado por 0,4 Kb de sequéncias do virus da vacina para
a esquerda e 0,4 Kb de sequéncias do virus da vacina para a
direita. As sequéncias codificadoras de A56R foram
removidas cortando pSD456 com Rsal (parcial; pos. 161090) a
montante das sequéncias codificadoras de AS6R e com Eagl
(pos. 162054) perto do extremo do gene. O fragmento vector
Rsal/Eagl derivado de pSD456 foi isolado e 1ligado com
oligonucledtidos sintéticos emparelhados MPSYNS59 (SEQ 1ID

NO:15), MPSYN62 (SEQ ID NO:17) e MPSYN61l (SEQ ID NO:18)

Esal
HPSYNES &' ACACGRATGATITICTAMAGTATITGGAAAGTTITATALG Y-
MPSENEZ 37 TOTGCITACTAAMAGATTTCATARACCIITCARAATATOCA~

HPSYNES AGTTGATAGAACAAAATACATAATTIT 37
MPSYNG2 TCAACTATCY &7
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HPSYNGO ¢ TETABARATARATCACTTTTTATA
HBPEYNE1 3 TGTTTTATCTATTAARACATITITATTTAGTEARAAATAT

EgliY Swmal Pstl Fagl
MPSYNED CTARGATCTRCOGGGOTECAGS 3’
MPEYNGL SATTCTAGAGRCCLCGACGTOGLCEG &7

reconstruindo as sequéncias de DNA a montante da ORF A56R e
substituindo a ORF A56R com uma regido de poli-adaptador
como indicado atras. O plasmideo resultante é pSD466. A
delecdo de sequéncias do virus da vacina em pSD466 abrange
as posicbes 161185-162053. O local da delecdo em pSD466

estd indicado por um tridngulo na Fig. 4.

Uma cassete @glll/@gmHI (parcial) de 3,2 Kb
contendo o gene da Beta-galactosidase de E. coli (Shapira
et al., 1983) sob o controlo do promotor 11 Kda do virus da
vacina (Bertholet et al., 1985; Guo et al., 1989) foi
inserida no local BglII de pSD466, formando pSD466KBG. O
plasmideo pSD466KBG foi usado na recombinacdo com o virus
de resgate vP618. O virus da vacina recombinante, vP708,
contendo Beta-galactosidase na delecdo A56R, foi isolado

como uma placa azul na presenca de X-gal.

As sequéncias de Beta-galactosidase foram remo-
vidas de vP708 usando o plasmideo dador pSD467. pSD467 é

idéntico a pSD466, excepto os locais EcoRI, Smal e BamHI

terem sido removidos da juncdo pUC/virus da vacina por
digestdo de pSD466 com EcoRI/BamHI, seguido de preen-—
chimento dos extremos com o fragmento Klenow da polimerase

de E. coli e ligacdo. A recombinacdo entre vP708 e pSD467
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resultou num mutante recombinante com delecdo de sequéncias
do wvirus da wvacina, vP723, o qual foi isolado como uma

placa incolor na presenca de X-gal.

EXEMPLO 5 — CONSTRUCAO DO PLASMIDEO PMPCSKIA PARA DELECAO

DE GRELHAS DE LEITURA ABERTAS [C7L-KIL]

Referindo agora a Fig.5, foram wutilizados os
clones de virus da vacina que se seguem na construcdo de
PMPCSK1A. pSD420 é Sall H clonado em pUC8. Em pSD451, as
sequéncias de DNA para a esquerda do local SphIl (pos.
27416) em HindIII M foram removidas (Perkus et al., 1990).

pSD409 é HindIII M clonado em pUCS.

Para proporcionar um substrato para a delegdo do
grupo de genes [C7L-K1L] do wvirus da vacina, a Beta-
galactosidase de E. coli foi primeiro inserida no Iocus da
delecdo de M2L do virus da vacina (Guo et al., 1990) como
se segue. Para eliminar o local BglII em pSD40S, o
plasmideo foi cortado com BglII em sequéncias de virus da
vacina (pos. 28212) e com BamHI na juncdo pUC/virus da
vacina, depois ligado para formar o plasmideo pMP409B.
pMP409B foi cortado no local unico SphI (pos. 27416). As
sequéncias codificadoras de M2L foram removidas ©por
mutagénese (Guo et al., 1990; Mandecki, 1986) wusando o

oligonucledétido sintético

Bglil
MPEYNEZ (SEQ ID RO:19) 57 IITODGTATATITGURCCAATTTAGATOTT-
ACTCAMBATATETARCAATA 37



PE0835133 - 49 -

O plasmideo resultante, pMP409D, possui um local
BglII Unico inserido no locus da delecdo M2L como indicado
atrds. Uma cassete BamHI (parcial)/BglII de 3,2 Kb contendo
0 gene da Beta-galactosidase de E. coli (Shapira et al.,
1983) sob o controlo do promotor de 11 Kda (Bertholet et
al., 1985) foi inserido em pMP409D cortade com BglII. O
plasmideo resultante, pMP409DBG (Guo et al., 1990) foi
usado como plasmideo dador para recombinacdo com o virus da
vacina de resgate vP723. O virus da vacina recombinante,
vP784, contendo Beta-galactosidase inserida no lIocus da
delecdo M2L, foi isolado como uma placa azul na presenca de

X-gal.

Un plasmideo com os genes do virus da vacina
deletados [C7L-K1L], foi montado em pUC8 cortado com Smal,
HindIII e preenchidos os extremos com o fragmento Klenow da
polimerase de E. coli. O Dbraco flanqueante esquerdo

consistindo nas sequéncias HindIII C do virus da vacina foi

obtido por digestdo de pSD420 com Xbal (pos. 18628),
seguido de preenchimento dos extremos com o fragmento
Klenow da polimerase de E. coli e digestdo com BglII (pos.
197006) . O braco flanqueante direito <consistindo em
sequéncias HindIII K do virus da vacina foi obtido por
digestdo de pSD451 com BglII (pos. 29062) e EcoRV (pos.
29778) . O plasmideo resultante, pMP581CK ndo possui
sequéncias do virus da vacina entre o local BglII (pos.
19706) em HindIII C e o local BglII (pos. 29062) em HindIII

K. O local da delecdo de sequéncias do virus da wvacina no
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plasmideo pMP581CK estd indicado por um tridngulo na FIG.

5.

Para remover o excesso de DNA na juncdo da
delecdo do wvirus da vacina, o plasmideo pMP581CK foi
cortado nos locais Ncol dentro das sequéncias do virus da
vacina (pos. 18811; 19655), tratado com a exonuclease Bal-
31 e sujeito a mutagénese (Mandecki, 1986) wusando o
oligonucledétido sintético MPSYN233 (SEQ ID ©NO:20) 5'-
TGTCATTTAACACTATACTCATATTAATAAAAATAATATTTATT-3'. O plas-
mideo resultante, pMPCSKI1A, ndo possui sequéncias do virus
da vacina entre as posicdes 18805 e 29108, abrangendo 12
grelhas de leitura abertas do virus da vacina [C7L-K1L]. A
recombinacdo entre pMPCSKIA e o recombinante de virus da
vacina contendo Beta-galactosidase, vP784, resultou num
mutante com delecdo de sequéncias do virus da vacina,
vP804, o qual foi isolado como uma placa transparente na

presenca de X-gal.

EXEMPLO 6 (Preparativo) - CONSTRUCAO DO PLASMIDEO PSD548

PARA DELECAO DA SUBUNIDADE GRANDE DA REDUTASE DE RIBO-

NUCLEOTIDOS (I4L)

Referindo agora a Fig. 6, o plasmideo pSD405
possui HindIII I do virus da vacina (pos. 63875-70367)
clonado em pUC8. pSD405 foi digerido com EcoRV dentro das
sequéncias do virus da vacina (pos. 67933) e com Smal na
juncdo pUC/virus da vacina e ligado, formando o plasmideo

pSD518. pSD518 foi usado como fonte de todos os fragmentos
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de restricdo do virus da vacina usados na construcdo de

pSD548.

O gene I4L do virus da vacina estende-se entre as
posicdes 67371 e 65059. A direccdo da transcricdo para I4L
estd indicada por uma seta na Fig. 6. Para se obter um
fragmento de plasmideo vector sem uma porcdo das sequéncias
codificadoras de I4L, pSD518 foi digerido com BamHI (pos.
653819 e Hpal (pos. 67001) e preenchidos os extremos usando
o fragmento Klenow da polimerase de E. coli. Este fragmento
vector de 4,8 Kb foi ligado a uma cassete Smal de 3,2 Kb
contendo o gene da Beta-galactosidase de E. coli (Shapira
et al., 1983) sob o controlo do promotor 11 Kda do virus da
vacina (Bertholet et al., 1985; Perkus et al., 1990),
resultando no plasmideo pSD524KBG. pSD524KBG foi usado como
plasmideo dador para recombinacdo com o virus da wvacina
vP804. O wvirus da vacina recombinante, vP855, contendo
Beta-galactosidase numa delecdo parcial do gene I4L, foi

isolado como uma placa azul na presenca de X-gal.

Para remover Beta-galactosidase e a restante ORF
I4L de vP855, foi construido o plasmideo de delecdo pSD548.
Os bracos flanqueantes esquerdo e direito do virus da
vacina foram montados separadamente em pUC8 como detalhado

abaixo e apresentado esquematicamente na Fig. 6.

Para construir um plasmideo vector para aceitar o
braco flanqueante esquerdo do virus da vacina, pUC8 foi

cortado com BamHI/EcoRI e ligado aos oligonucledtidos
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sintéticos emparelhados 518A1/518A2 (SEQ ID NO:21/SEQ 1ID

NO:22)

BamMI  Rsal
SIBAL1  §5¢ GATCOPGACSTACT RIS TANTATAATCSATATATAT TP ICACTTITATOTUAT
518a2 37 GACTCATGAAACATTATATTACTATATATARAACTGAAATAGASTA

Balyy EenRY
TTCAGAATAMAAAGATCTTAGS 3¢ 518A1
AACTCTTATTTYTCTAGAATOCTTAL BT E18AZ

formando o plasmideo pSD531. pSD531 foi cortado com Rsal
(parcial) e BamHI e isolado um fragmento vector de 2,7 Kb.
pSD518 foi cortado com BglII (pos. 64459)/Rsal (pos. 64994)
e isolado um fragmento de 0,5 Kb. Os dois fragmentos foram
ligados formando pSD537, o qual possuli o braco esquerdo
flanqueante completo das sequéncias codificadoras de I4L do

virus da vacilina.

Para construir um plasmideo vector para aceitar o
braco flanqueante direito do virus da vacina, pUC foi
cortado com BamHI/EcoRI e ligado aos oligonucledtidos
sintéticos emparelhados 518B1/518B2 (SEQ ID NO:23/SEQ 1ID
NO:24)

BapHl Bolll Smal
51881 57 GATCCAGATCTCCCGGGAAAAARATTATTTAACTTTTCATTARTAG

51882 3F T AR GGG O T T T I T T TAATARAT TGRARAACTAATTAT -
CEATTICACGTATOTAGCOETACTAGE 3r %1881

CCTAAACTGCATACTACGUATGATOCTTAN B¢ 51ig82

formando o plasmideo pSD532. pSD532 foi cortado com Rsal
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(parcial) /EcoRI e isolado um fragmento vector de 2,7 Kb.
pSD518 foi cortado com Rsal dentro das sequéncias do virus
da vacina (pos. 674306) e EcoRI na juncdo virus da
vacina/pUC e isolado um fragmento de 0,6 Kb. Os dois
fragmentos foram ligados, formando pSD538, o qual possuil o
braco flanqueante a direita das sequéncias codificadoras de

I4L.

O braco flanqueante direito do wvirus da wvacina
foi isolado como um fragmento EcoRI/BglII de 0,6 Kb
derivado de pSD538 e ligado ao plasmideo vector pSD537
cortado com EcoRI/BglII. No plasmideo resultante, pSD539, a
ORF I4L (pos. 65047-67386) foi substituida por uma regido
de poli-adaptador, a qual é flanqueada por 0,6 Kb de DNA do
virus da vacina & esquerda e 0,6 Kb de DNA do virus da
vacina a direita, num fundo de pUC. O local da delecédo
dentro de sequéncias do virus da vacina estd indicado por
um tridngulo na Fig. 6. Para evitar a possivel recombinacgdo
de sequéncias de Beta-galactosidase na porcdo de pSD539
derivada de pUC com sequéncias de Beta-galactosidase no
virus da vacina recombinante vP855, a cassete de delecdo de
I4L do wvirus da vacina foi transferida de pSD539 para
PRC11l, um derivado de pUC do qual foram removidas todas as
sequéncias de Beta-galactosidase e substituidas com uma
regido de poli-adaptador (Colinas et al., 1990). pSD539 foi
cortado com EcoRI/PstI e isolado o fragmento de 1,2 Kb.
Este fragmento foi ligado a pRC11l cortado com EcoRI/PstI
(2,35 Kb), formando pSD548. A recombinacdo entre pSD548 e o

recombinante contendo Beta-galactosidase, vP855, resultou
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num mutante com delecdo no virus da vacina vP866, o qual
foi isolado como uma placa transparente na presenca de X-

gal.

O DNA do virus da vacina recombinante vP866 foi
analisado por digestdo com enzimas de restricdo seguido de
electroforese em gel de agarose. Os padrdes de restricéo
foram os esperados. As reacgbes em cadeia da polimerase
(PCR) (Engelke et al., 1988) wusando vP866 como matriz e
sequéncias iniciadoras flanqueantes dos seis loci com
delecdes, descritos detalhadamente atras, produziram
fragmentos de DNA com os tamanhos esperados. A anadlise das
sequéncias dos fragmentos gerados por PCR, a volta das
dreas das juncdes das delecdes, confirmou que as juncdes
eram as esperadas. O virus da vacina recombinante vP866,
contendo as seis delecdes obtidas por manipulacdo genética
como descrito atréds, foi designado estirpe vacinal "NYVAC"

do virus da vacina.

EXEMPLO 7 (Preparativo) - INSERCAO DE UM GENE G DA GLICO-

PROTEINA DA RAIVA EM NYVAC

O gene codificador da glicoproteina G da raiva
sob o controlo do promotor H6 do virus da vacina (Taylor et
al., 19887a,b) foi inserido na delecdo TK do plasmideo
pSD513. pSD513 é idéntico ao plasmideo pSD460 (Fig. 1),
excepto no que respeita a presenca de uma regido de poli-

adaptador.
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Referindo agora a Fig. 7, a regido do poli-
adaptador foi inserida cortando pSD460 com Smal e ligando o
plasmideo vector aos oligonucledtidos sintéticos empare-
lhados VQ1A/VQ1B (SEQ ID NO:25/SEQ ID NO:26)

Smal BgllX Xhoel Pstl Narl EBaaHX

VLA 5*  GEGAGATCICTCGAGSLTHCAGGCGOGCUREATCOTTTITOY 3
VOlE 37 COCTCTAGAGAGCTCCACGTOCCGUGECCTAGGARARAGA 54

para formar o plasmideo vector pSD513. pSD513 foi cortado
com Smal e ligado a uma cassete de 1,8 Kb com extremos Smal
contendo o gene codificador da glicoproteina G da raiva sob
o controlo do promotor H6 do wvirus da wvacina (Taylor et
al., 1988a,b). O plasmideo resultante foi designado pRW842.
PRW842 foi usado como plasmideo dador para a recombinacdo
com o virus de resgate NYVAC (vP866). O wvirus da vacina
recombinante vP879 foi identificado por hibridacdo de
placas wusando uma sonda de DNA marcada com *pP  contra
sequéncias codificadoras da glicoproteina G do virus da

raiva.

Os virus recombinantes modificados do presente
invento oferecem vantagens como vectores de vacinas
recombinantes. A viruléncia atenuada do vector reduz
vantajosamente a possibilidade de uma infeccdo devido a
vacinacdo no individuo vacinado e também diminui a trans-
missdo de individuos vacinados a ndo vacinados ou

contaminacdo do ambiente.

Os wvirus recombinantes modificados sdo também
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vantajosamente usados num método para a expressdo de um
produto numa cultura celular in vitro, através da
introducdo na célula do virus modificado recombinante tendo
DNA heterdlogo que codifica e expressa produtos de genes na

célula.

EXEMPLO 8 - CONSTRUCAO DE RECOMBINANTES DE ALVAC EXPRES-

SANDO A GLICOPROTEINA G DO VIRUS DA RAIVA

Este exemplo descreve o desenvolvimento de ALVAC,
um vector do virus da variola dos canarios, e de um
recombinante virus da variola dos candrios-raiva designado

ALVAC-RG (vCP65) e a sua seguranca e eficéacia.

Células e virus. O virus da variola dos candrios

parental (estirpe Rentschler) é uma estirpe vacinal para os
candrios. A estirpe vacinal foi obtida a partir de um
isolado selvagem e atenuada através de mais de 200
passagens seriadas em fibroblastos embriondrios de galinha.
Uma preparacdo viral foi sujeita a quatro purificacgdes
sucessivas de placas em agar e um clone de uma das placas
foi amplificado através de cinco passagens adicionais, apbs
o que o stock de wvirus foi usado como virus parental nos
testes de recombinacdo in vitro. O 1isolado de virus da
variola dos candrios purificado de placas foi designado

ATLVAC.

Construcdo de um vector de insercdo de virus da

variola dos canarios. Um fragmento PvuIl de 880 pb de virus

da variola dos candrios foli clonado entre os locailis Pvull
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de pUCY para formar prW764.5. A sequéncia deste fragmento
estd apresentada na Fig. 8 (SEQ ID NO:27) entre as posicdes
1372 e 2251. Foram definidos os limites de uma grelha de
leitura aberta designada C5. Foi determinado que a grelha
de leitura aberta fosse iniciada na posicédo 166 dentro do
fragmento e terminada na posicdo 487. A delecdo de C5 foi
feita sem interrupcdo das grelhas de leitura abertas. As
bases da posicdo 167 até a posicdo 455 foram substituidas
pela sequéncia (SEQID NO:28) GCTTCCCGGGAATTCTAGCTAGCTAGTTT.
Esta sequéncia de substituicdo possui locais de insercéo
HindIII, Smal e EcoRI, seguidos de coddes de paragem da
traducdo e de um sinal de terminacdo da transcricédo
reconhecido pela polimerase de RNA do virus da vacina (Yuen
et al., 1987). A delecdo da ORF C5 foi realizada como
descrito abaixo. 0 plasmideo PRW764.5 foi cortado
parcialmente com Rsal e o produto linear foi isolado. O
fragmento linear Rsal foi novamente cortado com BglII e ©
fragmento pRW764.5 agora com uma delecdo Rsal a BglII,
desde a posicdo 156 até a posicédo 462, foi isolado e usado

como vector para os seguintes oligonucledtidos sintéticos:

RWT4E (SEQ 1T NG9t

ASTETCAALAGCTTOOUGRGAATTCTAGUTAGUTARTT TTTATAAR

R4 (SEQ D NG

GATCTTTAT AAAAACT AGOTAGDTAGAATTCOROGAGAAGETTTTGARAGT

Os oligonucleétidos RW145 e RW146 foram empare-
lhados e inseridos no vector pRW764.5 Rsal e BglII descrito

atrds. O plasmideo resultante foi designado pRW831.
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Construcdo do vector de insercdo com o0 gene G da

raiva. A construcdo de pRW838 esta ilustrada abaixo. Os
oligonucledétidos A a E, que sobrepdem o coddo de iniciacéo
da traducdo do promotor H6 com o ATG de G da raiva, foram
clonados em pUCY como pRW737. Os oligonucledtidos A a E
possuem o promotor H6, comecando em Nrul, até ao local
HindIII de G da raiva seguido de BglII. As sequéncias dos

oligonucledétidos A a E ((SEQ ID NO:42)-(SEQ ID NO:46)) sé&o:

A {SEQ ID NO:31): CTCAAATTATTTCATTATOGCGATATCCETIAA
CTTTGTATOCTAATGCETTCOTCAGSSCTCTCOTSTITGT

B {SEQ ID NO:32): CATPACGATACAAACTTAACGGATATCGUGATAA
TGARATAATTITCAG

O {SEQ ID NO:33: AQCOCITCTECTTTITTOCSTTIGTGTITTTRCGARA
TTCCCTATTTACACGATCCCAGACRAGTTTAGATCTCAG

D (BEQ ID NHO:34}: CTPGASATCTAAGCITGTCTGEGATOGTGTAAATA
GGGAATTTOCCRARACK

E {SEQ ID BO:33): CAACGGAAARARCCAGAAGESETACAAACAGGAGA
GLOTGAGGRAL

O diagrama dos oligonucledtidos emparelhados A a

E & como se segue:

& c

Os oligonucledétidos A a E foram fosforilados,
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emparelhados (95°C durante 5 minutos, depois arrefecidos
até a temperatura ambiente) e inseridos entre os locais
PvuIl de pUCY9. O plasmideo resultante, pRW737, foi cortado
com HindIII e BglII e usado como vector para o fragmento
HindIII-BglII de 1,6 kpb de ptgl55PRO (Kieny et al., 1984)
dando origem a pRW739. O local HindIII de ptgl55PRO estd 86
pb a Jjusante do cod&o de iniciacdo da traducdo de G da
raiva. BglIII estd a Jjusante do coddo de paragem da
tradugcdo de G da raiva em ptgl55PRO. PRW739  foi
parcialmente cortado com Nrul, completamente cortado com
BglIl e um fragmento NrulI-BglII de 1,7 Kpb, contendo o
extremo 3' do promotor H6 anteriormente descrito (Taylor et
al., 1988a,b; Guo et al., 1989; Perkus et al., 1989) e a
totalidade do gene de G da raiva, foi inserido entre os
locais Nrul e BamHI de pRW824. O plasmideo resultante foi
designado pRW832. A insercdo em pRW824 adicionou o promotor
H6 5' de Nrul. A sequéncia de pRW824 de BamHI seguido de
Smal (SEQ ID NO:36): GGATCCCCGGG. pRW824 é um plasmideo que
possuli um gene ndo importante ligado precisamente ao
promotor H6 do virus da vacina. A digestdo com Nrul e BamHI
remove totalmente este gene ndo importante. O fragmento
Smal de 1,8 kpb de pRW832, contendo o promotor H6 de G da
raiva, foi inserido no local Smal de pRW831l, para formar o

plasmideo pRW838.

Desenvolvimento de ALVAC-RG. O plasmideo pRW838

foi usado para transfectar células CEF primdrias infectadas
com ALVAC, usando o método de precipitacdo com fosfato de

calcio anteriormente descrito (Panicali et al., 1982;
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Piccini et al., 1987). As placas positivas foram selec-
cionadas com base na hibridacdo com uma sonda especifica de
G da raiva e sujeitas a 6 ciclos sequenciais de purificacéo
de placas, até ser conseguida uma populacdo pura. Uma placa
representativa foi entdo amplificada e o recombinante ALVAC
resultante foi designado ALVAC-RG (vCP65) (ver também Figs.
9A e 9B). A insercdo correcta do gene G da raiva no genoma
de ALVAC sem mutacdo subsequente foi confirmada por andlise

de sequéncias.

Imunofluorescéncia. Durante as fases finais da

montagem das particulas maduras de virus da raiva, o
componente glicoproteico ¢é transportado do aparelho de
Golgi para a membrana citoplasmdtica, onde se acumula, com
0 extremo carboxilo estendendo-se para o citoplasma e o
grosso da proteina na superficie externa da membrana
celular. Para confirmar gque a glicoproteina da raiva
expressa em ALVAC-RG foi correctamente  apresentada,
realizou-se imunofluorescéncia em células CEF primarias
infectadas com ALVAC ou ALVAC-RG. Realizou-se imunofluores-
céncia como anteriormente descrito (Taylor et al., 1990)
usando um anticorpo monoclonal contra a glicoproteina G da
raiva. Foil detectada forte fluorescéncia na superficie de
células CEF infectadas com ALVAC-RG mas n&do com ALVAC

parental.

Imunoprecipitacgdo. Monocamadas de células CEF

primadrias, Vero (uma linha de células de rim de macaco

verde africano ATCC # CCL81) e células MRC-5 (linha celular
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do tipo fibroblasto derivada de tecido normal de pulméo
fetal humano ATCC # CCL171) foram inoculadas a 10 ufp por
célula com o virus ALVAC parental e com o virus recombi-
nante ALVAC-RG na presenca de metionina marcada radioacti-
vamente com °“°S e tratadas como anteriormente descrito
(Taylor et al., 1990). As reaccdes de imunoprecipitacdo
foram realizadas com um anticorpo monoclonal especifico da
glicoproteina G da raiva. A expressdo eficiente de wuma
glicoproteina especifica da raiva com um peso molecular de
aproximadamente 67 Kda foi detectada para o recombinante
ALVAC-RG. Né&o foram detectados produtos especificos da
raiva nas células ndo infectadas ou em células infectadas

com o virus ALVAC parental.

Experiéncias de passagens sequenciais. Em estudos

com o virus ALVAC numa gama de espécies ndo aviarias ndo
foi observada infeccdo proliferativa ou doenca evidente
(Taylor et al., 1991b). No entanto, para estabelecer que
nem o virus parental nem o virus recombinante poderiam ser
adaptaveis a replicacdo em células ndo aviarias, foi

efectuada uma experiéncia de passagens sequenciais.

Os dois wvirus, ALVAC e ALVAC-RG, foram inoculados
ao longo de 10 ©passagens cegas Ssequenciais em trés

substratos celulares:

(1) células primarias fibroblasticas embrionarias
de galinha (CEF) produzidas a partir de embrides de galinha

com 11 dias de idade;
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(2) células Vero — uma linha celular continua de

células de rim de macaco verde africano (ATCC # CCL81); e

(3) células MRC-5 - uma linha celular dipldide

derivada de tecido de pulmdo fetal humano (ATCC # CCL171.

A inoculacdo inicial foi realizada a uma moi de
0,1 ufp por célula, usando trés placas de 60 mm para cada
substrato celular contendo 2 x 10° células por placa. Uma
placa foi inoculada na presenga de 40 pg/ml de citosina
arabindésido (Ara C), um inibidor da replicacédo do DNA. Apds
um periodo de absorcdo de 1 hora a 37°C, o indculo foi
removido e a monocamada lavada para remover o© virus ndo
adsorvido. Nesta altura, o meio foi substituido por 5 ml de
EMEM + 2% NBCS em duas placas (amostras t0 e t7) e 5 ml de
EMEM + 2% de NBCS contendo 40 ug/ml de Ara C na terceira
(amostra t7A). A amostra t0 foi congelada a -70°C para dar
uma indicacdo do virus residual adicionado. As amostras t7
e t7A foram incubadas a 37°C durante 7 dias, apbds o que os
contetidos foram colhidos e as <células rebentadas por

sonicacdo indirecta.

Um ml da amostra t7 de cada substrato celular foi
inoculado, sem diluicdo, em trés placas do mesmo substrato
celular (para dar as amostras t0, t7 e t7A) e numa placa de
células primdrias CEF. As amostras t0, t7 e t7A foram
tratadas como para a primeira passagem. A inoculacéo

adicional em células CEF foi incluida para proporcionar um
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passo de amplificacdo para uma deteccdo mais sensivel do

virus que possa estar presente em células ndo aviarias.

Este procedimento foi repetido para 10 (CEF-MRC-
5) ou 8 (Vero) passagens cegas sequenciais. As amostras
foram entdo congeladas e descongeladas trés vezes e testa-

das por titulacdo em monocamadas primdrias de CEF.

A producdo de virus em cada amostra foi entédo
determinada por titulacdo de placas em monocamadas de CEF
com agarose. Os resultados da experiéncia estdo apresen-

tados nas Tabelas 1 e 2.

Os resultados indicam que, tanto AlVAC parental
como ALVAC-RG recombinante se replicam em monocamadas de
CEF sem perda do titulo. Nas células Vero, os niveis de
virus caem para niveis inferiores ao limiar de deteccgéo
apds 2 passagens para ALVAC e 1 passagem para ALVAC-RG. Nas
células MRC-5, foi observado um resultado semelhante e néo
foi detectado virus apds 1 passagem. Apesar de nas Tabelas
1 e 2 sb6 estarem apresentados os resultados para quatro
passagens, a série foi continuada durante 8 (Vero) e 10
(MRC-5) passagens sem adaptacdo detectavel de qualquer um

dos virus a replicacdo em células n&o aviéarias.

Na passagem 1 estavam presentes niveis relati-
vamente elevados de virus na amostra t7 em células MRC-5 e
Vero. No entanto, este nivel de virus foi equivalente ao

observado na amostra t0 e na amostra t7A incubada na
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presenca de citosina arabinésido em que ndo ocorre
replicacdo viral. Isto demonstrou que os niveis de virus
observados aos 7 dias em células ndo avidrias representavam

virus residual e n&o virus replicado de novo.

Para tornar o ensaio mais sensivel, uma porc¢do da
colheita aos 7 dias, para cada substrato celular, foi
inoculada numa monocamada permissiva CEF e colhida gquando
da observacdo de efeito citopatico (CPE) ou aos 7 dias caso
ndo fosse evidente CPE. Os resultados desta experiéncia
estdo apresentados na Tabela 3. Mesmo apds amplificacdo num
substrato permissivo, o virus foi detectado apenas em
células MRC-5 e Vero em mais duas passagens. Estes
resultados indicam que nas condig¢des usadas, n&o houve

adaptacdo do virus as células Vero ou MRC-5.

Inoculagcdo de macacos. Quatro macacos Seropo-

sitivos para HIV foram inicialmente inoculados com ALVAC-RG
como descrito na Tabela 4. Apds 100 dias estes animais
foram novamente inoculados para determinar um efeito de
reforco e mais sete animais foram inoculados com uma gama
de doses. Colheu-se sangue em intervalos adequados e
analisaram-se os soros, apds inactivacdo pelo calor a 56°C
durante 30 minutos, relativamente a presenca de anticorpos
anti-raiva usando o ensaio rapido de inibicdo de focos de

fluorescéncia ("RFFI"™) (Smith et al., 1973).

Inoculacgdo de chimpanzés. Dois chimpanzés machos,

adultos (na gama de 50 a 65 Kg de peso), foram inoculados
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intramuscularmente ou subcutaneamente com 1 x 10’ ufp de
vCP65. Os animais foram monitorizados relativamente a
reaccgbes e colhido sangue em intervalos regulares para
anidlise da presenca de anticorpos anti-raiva com o teste
RFFI (Smith et al., 1973). Os animais foram novamente
inoculados com uma dose equivalente 13 semanas apds a

inoculacdo inicial.

Inoculacdo de ratinhos. Grupos de ratinhos foram

inoculados com 50 a 100 pl de uma gama de diluicgdes de
diferentes lotes de vCP65. Os ratinhos foram inoculados na
pata. No dia 14, os ratinhos foram infectados por
inoculacdo intracraniana de 15 a 43 LDsp para ratinhos da
estirpe virulenta CVS da raiva. A sobrevivéncia dos
ratinhos foi monitorizada e uma dose protectora de 50%

(PDso) calculada aos 28 dias pds-inoculacéo.

Inoculacdo de cdes e gatos. Dez cdes Beagle, com

5 meses de idade, e 10 gatos, com 4 meses de idade, foram
inoculados subcutaneamente com 6,7 ou 7,7 logyy TCIDsy de
ALVAC-RG. Quatro cdes e quatro gatos ndo foram inoculados.
Fizeram-se colheitas de sangue dos animais aos 14 e 28 dias
pdés-inoculacdo e avaliaram-se os anticorpos anti-raiva num
teste RFFI. Os animais que receberam 6,7 logiy TCIDsy de
ALVAC-RG foram infectados, 29 dias apds vacinacdo, com 3,7
logip LDsg para ratinhos (cdes) ou 4,3 logip LDsy (gatos) da

estirpe NYGS do virus da raiva.

Inoculacdo de macacos esquilo. Trés grupos de
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quatro macacos esquilo (Saimiri sciureus) foram inoculados
com um de trés virus (a) ALVAC-RG, o virus da variola dos
candrios parental, (b) ALVAC-RG o recombinante que expressa
a glicoproteina G da raiva ou (c) vCP37, um virus da
variola dos candrios recombinante que expressa a
glicoproteina do invélucro do virus da leucemia felina. As
inoculacdes foram realizadas sob anestesia com cetamina.
Cada um dos animais recebeu ao mesmo tempo: (1) 20 pl
instilados na superficie do olho direito sem escarificacdo;
(2) 100 pl em véarias gotas na boca; (3) 100 pl em cada um
dos dois locais de injeccdo intradérmica na pele barbeada
da face externa do braco direito; e (4) 100 pl no misculo

anterior da coxa direita.

Quatro macacos foram inoculados com cada um dos
virus, dois com um total de 5,0 logiy ufp e dois com um
total de 7,0 logips ufp. Colheu-se sangue dos animais em
intervalos regulares e 0s SOros foram analisados
relativamente a presencga de anticorpos anti-raiva usando um
teste RFFI (Smith et al., 1973). Os animais foram
monitorizados diariamente relativamente a reaccdes a
vacinacdo. Seis meses apds a inoculacédo inicial, os quatro
macacos receberam ALVAC-RG, dois macacos que receberam
inicialmente vCP37 e dois macacos que receberam
inicialmente ALVAC, assim como um macaco naive, foram
inoculados com 6,5 logjy ufp de ALVAC-RG subcutaneamente.
Os soros foram monitorizados relativamente a presenca de
anticorpos neutralizantes contra o virus da raiva num teste

RFFI (Smith et al., 1973).
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Inoculacdo de linhas celulares humanas com ALVAC-

RG. Para determinar se se pode obter expressdo eficiente de
um gene heterdélogo em células ndo avidrias em que o virus
ndo se replica produtivamente, cinco tipos de células, um
aviario e quatro ndo aviarios, foram analisados
relativamente a producdo de virus, expressdo do gene
heterdélogo da glicoproteina G da raiva e acumulacdo de DNA

especifico viral. As células inoculadas foram:

(a) Vero, células de rim de macaco verde
africano, ATCC # CCLS81;

(b) MRC-5, pulmdo embriondrio humano, ATCC #
CCL171;

(c) amnion humano WISH, ATCC # CLL25;

(d) Detroit-532, preptucio humano, sindroma de
Down, ATCC # CCL54; e

(e) células primérias CEF.

As células fibrobléasticas embriondrias de galinha
produzidas a partir de embrides de galinha com 11 dias de
idade foram incluidas como controlo positivo. Todas as
inoculacdes foram realizadas em monocamadas de 2 x 10°

células como discutido abaixo.

A. Métodos de andlise de DNA

Trés placas de cada wuma das linhas celulares
foram inoculadas com 5 ufp/célula do virus a testar,
deixando uma placa extra de <cada linha celular néo

inoculada. Uma placa foi incubada na presenca de 40 pg/ml
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de <citosina arabinésido (Ara C). Apds um periodo de
adsorcdo de 60 minutos a 37°C, o inbdculo foi removido e a
monocamada lavada duas vezes para remover O virus ndo
adsorvido. O meio (com ou sem Ara C) foli entdo substituido.
As células de uma placa (sem Ara C) foram colhidas como uma
amostra do tempo zero. As restantes placas foram incubadas
a 37°C durante 72 horas, altura em que as células foram
colhidas e usadas para analisar a acumulacdo de DNA. Cada
uma das amostras de 2 x 10° células foi ressuspensa em 0,5
ml de soro fisioldégico tamponado com fosfatos (PBS)
contendo EDTA 40 mM e incubada durante 5 minutos a 37°C. Um
volume igual de agarose a 1,5%, pré-aquecida a 42°C, e
contendo EDTA 120 mM foi adicionado & suspensdo de células
e misturado suavemente. A suspensdo foi transferida para um
molde de agarose e deixada a endurecer durante pelo menos
15 min. Os moldes de agarose sélida foram entdo removidos e
incubados durante 12-16 horas a 50°C num volume de tampdo
de lise (1% sarkosyl, 100 ung/ml de proteinase K, Tris HC1
10 mM, pH 7,5, EDTA 200 mM) que cobre completamente o
molde. O tampdo de lise foi entdo substituido por 5,0 ml de
TBE 0,5X (Tris-borato 44,5 mM, &cido bdérico 44,5 mM, EDTA
0,5 mM) estéril e equilibrado a 4°C durante 6 horas com 3
mudas de tampdo TBE. O DNA viral dentro do molde foi
fraccionado a partir da mistura de RNA e DNA celular usando
um sistema de electroforese de campo pulsado. A
electroforese foi realizada durante 20 horas a 180 V com
uma rampa de 50-90 seg a 15°C em TBE 0,5X. O DNA foi
corrido com padrdes de peso molecular do DNA de lambda.
Apds electroforese a banda de DNA viral foi visualizada por

coloracdo com brometo de etidio. O DNA foi entéo
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transferido para uma membrana de nitrocelulose e hibridado
com uma sonda marcada radioactivamente preparada a partir

de DNA gendémico de ALVAC purificado.

B. Estimativa da producdo de virus

As placas foram inoculadas exactamente como
descrito atrds, «com excepcdo de a multiplicidade de
infeccdo usada ser de 0,1 ufp/célula. As 72 horas pds-
infeccdo, as células foram lisadas por trés ciclos
sucessivos de congelacdo e descongelacdo. A producdo de
virus foil avaliada por titulacdo de placas em monocamadas

de CEF.

C. Andlise da expressdo do gene G da raiva.

Inocularam-se placas com virus recombinante ou
parental a uma multiplicidade de infeccdo de 10 ufp/célula,
deixando uma placa como controlo ndo infectado. Apds um
periodo de adsorcdo de uma hora, o meio foil removido e
substituido por meio sem metionina livre. Apds um periodo
de 30 minutos, o meio foi removido e substituido com meio
sem metionina contendo 20 uCi/ml de *’S-metionina. As
células infectadas foram marcadas durante a noite
(aproximadamente 16 horas), depois lisadas pela adigdo de
tampdo de lise A. Realizou-se imunoprecipitacdo como
anteriormente descrito (Taylor et al., 1990) wusando um
anticorpo monoclonal especifico da glicoproteina G da

raiva.
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Resultados: Estimativa da producdo wviral. Os

resultados da titulacdo da producdo, as 72 horas apds
inoculacdo com 0,1 ufp por célula, estdo apresentados na
Tabela 5. Os resultados indicam que enquanto uma infeccéo
produtiva pode ser conseguida nas células avidrias, ndo é
detectada producdo de virus por este método nos quatro

sistemas celulares ndo aviarios.

Andlise da acumulacdo de DNA wviral. Para

determinar se o bloqueio da replicacdo viral nas células
ndo aviadrias ocorre antes ou apds a replicacdo do DNA, o
DNA dos lisados celulares foi fraccionado por
electroforese, transferido para nitrocelulose e testado
quanto a presenca de DNA viral especifico. O DNA das
células CEF ndo infectadas, células CEF infectadas com
ALVAC-RG no tempo zero, células CEF infectadas com ALVAC-RG
as 72 horas pds-infeccdo e células CEF infectadas com
ALVAC-RG as 72 horas pds-infeccdo na presenga de 40 ug de
citosina arabindésido apresentaram todas alguma actividade
de fundo, provavelmente devido a DNA celular de CEF
contaminante na prepara¢do da sonda de DNA ALVAC marcada
radioactivamente. No entanto, as células CEF infectadas com
ALVAC-RG as 72 horas pobs-infeccdo apresentaram uma forte
banda na regido de aproximadamente 350 Kpb, representando a
acumulacdo de DNA viral especifico de ALVAC. N&do foi
detectada esta banda quando a cultura foi incubada na
presengca do inibidor da sintese de DNA, citosina
arabindésido. Amostras equivalentes produzidas em células
Vero mostraram uma banda muito suave a aproximadamente 350

Kpb nas células Vero infectadas com ALVAC-RG no tempo zero.



PE0835133 - 71 -

Este nivel representou virus residual. A intensidade da
banda foi amplificada as 72 horas pds-infecg¢do indicando
que ocorreu algum nivel de replicagcdo de DNA viral
especifico nas células Vero, o qual ndo resultou num
aumento da progénie viral. Amostras equivalentes produzidas
em células MRC-5 indicaram que ndo foi detectada acumulacdo
de DNA wviral especifico nestas condi¢des nesta linha
celular. Esta experiéncia foi ent&o estendida para incluir
outras linhas celulares humanas, especificamente células
WISH e Detroit-532 inoculadas com ALVAC-RG. Deve-se notar
que os limites de deteccédo deste método ndo foram bem
avaliados e a acumulac&do de DNA viral pode ocorrer, mas num
nivel abaixo da sensibilidade do método. Outras
experiéncias em que a replicacdo do DNA viral foi medida
por incorporacdo de “H-timidina suportam os resultados

obtidos com as células Vero e MRC-5.

Andlise da expressdo de genes da raiva. Para

determinar a ocorréncia de expressdo génica viral,
particularmente a do gene heterdlogo inserido, nas linhas
de células humanas mesmo na auséncia da replicacdo de DNA
viral, fizeram-se experiéncias de imunoprecipitacdo com os
lisados marcados com °°S-metionina de células, aviarias e
ndo aviéarias, infectadas com ALVAC e ALVAC-RG. Os
resultados de imunoprecipitacéo usando o anticorpo
monoclonal especifico da glicoproteina G da raiva
demonstraram imunoprecipitacéo especifica de uma
glicoproteina de 67 Kda em células CEF, Vero e MRC-5, WISH
e Detroit infectadas com ALVAC-RG. N&o foram detectados

tals produtos especificos do gene da raiva em qualquer um
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dos lisados de células infectadas com o virus parental ou

ndo infectadas.

Os resultados desta experiéncia indicaram que nas
linhas celulares humanas analisadas, se bem que o
recombinante ALVAC-RG fosse capaz de iniciar uma infeccéo e
de expressar um produto de gene heterdélogo sob o controlo
da transcricdo do promotor precoce/tardio de H6 do virus da
vacina, a replicacdo nédo prosseguiu com sintese de DNA, nem
houve qualquer progénie viral detectdvel produzida. Nas
células Vero, se bem que fosse observado algum nivel de
acumulacdo de DNA especifico de ALVAC-RG, ndo foi detectada
progénie viral por estes métodos. Estes resultados indicam
que, nas linhas celulares humanas analisadas, o bloqueio da
replicacdo viral ocorre antes do inicio da replicacédo do
DNA, enquanto que nas células Vero, o bloqueio ocorre apds

0 inicio da replicacdo do DNA viral.

Para determinar se a glicoproteina do virus da
raiva expressa em ALVAC-RG era imunogénica, uma série de
espécies animais foi testada através da inoculacdo do
recombinante. A eficacia das actuais wvacinas da raiva é
avaliada num sistema modelo de ratinho. Um teste semelhante
foi portanto realizado usando ALVAC-RG. Nove preparacdes
diferentes de virus (incluindo um lote wvacinal (J)
produzido apds 10 passagens seriadas do virus inicial em
cultura de tecidos) com titulos infecciosos variando entre
6,7 e 8,4 logjp TCIDsy por ml foram seriadamente diluidos e
50 a 100 pl das diluig®es inoculados na pata de ratinhos

com quatro a seis semanas de idade. Os ratinhos foram
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infectados 14 dias mais tarde, através da via
intracraniana, com 300 pl da estirpe CVS do virus da raiva
contendo 15 a 43 LDsy por ratinho, determinado pela
titulacdo da letalidade num grupo controlo de ratinhos. A
poténcia, expressa como PDsy (Dose protectora de 50%), foi
calculada aos 14 dias péds-infeccdo. Os resultados da
experiéncia estdo apresentados na Tabela 6. Os resultados
indicaram que ALVAC-RG foi consistentemente capaz de
proteger os ratinhos contra a infeccdo pelo virus da raiva
com um valor de PDsy variando entre 3,33 e 4,56 com um valor
médio de 3,73 (DP 0,48). Numa extensdo deste estudo,
ratinhos machos foram inoculados intracranialmente com 50
pl de wvirus contendo 6,0 logig TCIDsg de ALVAC-RG ou um
volume equivalente de uma suspensdo de células ndo
infectadas. Os ratinhos foram mortos nos dias 1, 3 e 6 pds-
inoculacdo e o0s seus cérebros removidos, fixados e
seccionados. O exame histopatoldgico ndo mostrou evidéncia

de neuroviruléncia de ALVAC-RG em ratinhos.

Para avaliar a seguranca e eficdcia de ALVAC-RG
em cdes e gatos, foi analisado um grupo de cdes Beagle com
14,5 meses de idade e de gatos com 14,4 meses de idade.
Quatro animais de cada espécie ndo foram vacinados. Cinco
animais receberam 6,7 logijy TCIDsy, subcutaneamente e cinco
animais receberam 7,7 logi; TCIDsy pela mesma via. Colheu-se
sangue dos animais para andlise relativamente a anticorpos
anti-raiva. Os animais que receberam 6,7 logip TCIDsy de
ALVA-RG foram infectados aos 29 dias apds vacinacdo com 3,7
logio de LDsy para ratinhos (cdes, no misculo temporal) ou

4,3 logip de LDsy para ratinhos (gatos, no pescoco) da
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estirpe NYGS do wvirus da raiva. Os resultados da

experiéncia estdo apresentados na Tabela 7.

N&o foram observadas reaccdes adversas a
inoculacdo nos cdes e gatos com qualquer uma das doses do
virus inoculado. Quatro dos 5 cdes imunizados com 6,7 logig
TCIDsp tinham titulos de anticorpos no dia 14 pds-vacinacéo
e todos os cdes tinham titulos aos 29 dias. Todos os cdes
ficaram protegidos da infeccdo experimental que matou trés
dos quatro controlos. Nos gatos, trés dos cinco gatos que
receberam 6,7 logig TCIDsy tinham titulos de anticorpos
especificos no dia 14 e todos os gatos eram positivos no
dia 29, se bem que o titulo médio de anticorpos fosse baixo
da ordem de 2,9 UI. Trés dos cinco gatos sobreviveram a
infeccdo que matou todos os gatos controlo. Todos os gatos
imunizados com 7,7 logijp TCIDsy tinham titulos de anticorpos
no dia 14 e no dia 29, o titulo da média geométrica foi

calculado como 8,1 Unidades Internacionais.

Avaliou-se a resposta imune em macacos esquilo
(Saimiri sciureus) a inoculacdo com ALVAC, ALVAC-RG e um
virus da variola dos candrios recombinante ndo relacionado.
Grupos de macacos foram inoculados como descrito atréds e os
soros foram analisados quanto & presenca de anticorpos
especificos do virus da raiva. Para além das reaccgdes
tipicas na pele, causadas pela inoculacdo através da via
intradérmica, n&o foil observada reactividade adversa em
qualquer um dos macacos. Pequenas quantidades de virus
residual foram isoladas das lesdes da pele apds inoculacgéo

intradérmica nos dias dois e quatro apds-inoculacdo. Todas
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as amostras foram negativas no dia sete e dai em diante.
Ndo houve reaccdo local a injeccdo intramuscular. Os quatro
macacos inoculados com ALVAC-RG desenvolveram anticorpos
anti-raiva neutralizantes no soro conforme medido por um
teste RFFI. Aproximadamente seis meses apds a inoculacgdo
inicial, todos os macacos e mais um macaco naive foram
novamente inoculados pela via subcutédnea na face externa da
coxa esquerda com 6,5 logigp TCIDsy de ALVAC-RG. Os soros
foram analisados relativamente a presenca de anticorpos

anti-raiva. Os resultados estédo apresentados na Tabela 8.

Quatro dos cinco macacos naive para a raiva
produziram respostas seroldgicas aos sete dias pds-
inoculacdo com ALVAC-RG. Todos os cinco macacos tinham
anticorpos detectdveis aos 11 dias pds-inoculacdo. Dos
quatro macacos com exposicdo prévia a glicoproteina da
raiva, todos apresentaram um aumento significativo no
titulo de neutralizacdo dos soros entre os dias 3 e 7 pds-—
vacinacdo. Os resultados indicam que a vacinacdo de macacos
esquilo com ALVAC-RG ndo produz efeitos secundarios
adversos e pode ser induzida uma resposta primdria de
anticorpos neutralizantes. Uma resposta anamnéstica é&
igualmente induzida quando da revacinacdo. A exposicéo
prévia a ALVAC ou a um virus da variola dos canarios
recombinante, expressando um gene heterdlogo ndo
relacionado, né&o interfere com a inducéo de uma resposta

imune anti-raiva quando da revacinacdo.

A resposta imunoldgica de macacos seropositivos
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para HIV-2 a inoculacdo com ALVAC-RG foi igualmente
avaliada. Os animais foram inoculados como descrito atrds e
a presenca de anticorpos neutralizantes anti-raiva no soro
avaliada num ensaio RFFI. Os resultados, apresentados na
Tabela 9, indicaram que os animais positivos para HIV-2
inoculados pela via subcutdnea desenvolveram anticorpos
anti-raiva aos 11 dias apdés inoculacdo. Uma resposta
anamnéstica foi detectada apdés uma inoculacdo de reforco
administrada aproximadamente trés meses apds a primeira
inoculacdo. Ndo se detectou resposta em animais que
receberam a vacinacdo pela via oral. Ainda, uma série de
seis animais foi inoculada com doses decrescentes de ALVAC-
RG, administradas por wvia intramuscular ou subcuténea.
Cinco dos seis animais inoculados responderam aos 14 dias
pés-vacinacdo sem diferenca significativa no titulo de

anticorpos.

Dois chimpanzés com exposicdo prévia a HIV foram
inoculados com 7,0 logigo TCIDsy de ALVAC-RG por via
subcutdnea ou intramuscular. Aos 3 meses pds-inoculacdo os
animais foram novamente wvacinados de forma idéntica. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 10.

N&do foi observada reactividade adversa ao indculo
pelas vias intramuscular ou subcutdnea. Ambos os chimpanzés
responderam a inoculacdo primaria aos 14 dias e foi
detectada um forte crescimento da resposta apds nova

vacinacéo.
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TABELA 1. PASSAGEM SEQUENCIAL DE ALVAC EM CELULAS AVIARIAS

E NAO AVIARIAS.

CEF Vero MRC-5
Passagem 1
Amostra t0* 2,4 3,0 2,6
t7° 7,0 1,4 0,4
t7AC 1,2 1,2 0,4
Passagem 2
Amostra t0 5,0 0,4 N.D.¢
t7 7,3 0,4 N.D.
t7A 3,9 N.D. N.D.
Passagem 3
Amostra t0 5,4 0,4 N.D.
t7 7,4 N.D. N.D.
t7A 3,8 N.D. N.D.
Passagem 4
Amostra t0 5,2 N.D. N.D.
t7 7,1 N.D. N.D.
t7A 3,9 N.D. N.D.

a: Esta amostra foi colhida no tempo zero e representa o
virus residual inoculado. O titulo é expresso como logiog
ufp/ml.

b: Esta amostra foi colhida aos 7 dias pds-infeccédo.

c: Esta amostra foi inoculada na presenca de 40 pg/ml de
citosina arabindésido e colhida aos 7 dias pds-infeccdo.

d: Ndo detectavel.
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TABELA 2. PASSAGEM SEQUENCIAL DE ALVAC-RG EM CELULAS

AVIARIAS E NAO AVIARIAS.

CEF Vero MRC-5
Passagem 1
Amostra t£0° 3,0 2,9 2,9
£7° 7,1 1,0 1,4
t7A° 1,8 1,4 1,2
Passagem 2
Amostra t0 5,1 0,4 0,4
t7 7,1 N.D.¢ N.D.
t7A 3,8 N.D. N.D.
Passagem 3
Amostra t0 5,1 0,4 N.D.
t7 7,2 N.D. N.D.
t7A 3,6 N.D. N.D.
Passagem 4
Amostra t0 5,1 N.D. N.D.
t7 7,0 N.D. N.D.
t7A 4,0 N.D. N.D.

a: Esta amostra foi colhida no tempo zero e representa o
virus residual inoculado. O titulo é expresso como logiog
ufp/ml.

b: Esta amostra foi colhida aos 7 dias pds-infeccédo.

c: Esta amostra foi inoculada na presenca de 40 pg/ml de
citosina arabindésido e colhida aos 7 dias pds-infeccdo.

d: Ndo detectavel.
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TABELA 3. AMPLIFICACAO DE VIRUS RESIDUAL ATRAVES DA

PASSAGEM EM CELULAS CEF.

CEF Vero MRC-57%)

ALVAC

Passagem 24 7,0 6,0 5,5
3 7,5 4,1 5,1
4 7,5 N.D.° N.D.
5 7,1 N.D N.D

ALVAC-RG

Passagem 2° 7,2 5,5 5,5
3 7,2 5,0 5,1
4 7,2 N.D. N.D.
5 7,2 N.D. N.D.

a: Passagem 2 representa a amplificacdo em células CEF de
amostra do dia 7 da Passagem 1.
b: Titulo expresso como log;o ufp/ml.

c: N&do detectéavel.




PE0835133 - 80 -

TABELA 4. ESQUEMA DA INOCULACAO DE MACACOS RESUS COM ALVAC-

RG (VCP65)

Animal Inoculacdo
176L Primaria: 1x10° ufp de vCP65 oralmente em TANG

Secundaria: 1x10" ufp de vCP65 mais 1x10’ ufp de vCP82° pela via SC
185L Primiria: 1x10°% ufp de vCP65 oralmente em TANG

Secundaria: 1x107 ufp de vCP65 mais 1x10’ ufp de vCP82 pela via SC
177L Primaria: 5x10" ufp de vCP65 por via SC

Secundaria: 1x10" ufp de vCP65 mais 1x10’ ufp de vCP82 pela via SC
186L Primiria: 5x10" ufp de vCP65 por via SC

Secundaria: 1x10" ufp de vCP65 mais 1x10’ ufp de vCP82 pela via SC
178L Primiria: 1x107 ufp de vCP65 por via SC
1821 Primaria: 1x107 ufp de vCP65 por via IM
179L Primaria: 1x10° ufp de vCP65 por via SC
183L Primaria: 1x10° ufp de vCP65 por via IM
180L Primaria: 1x10° ufp de vCP65 por via SC
184L Primiria: 1x10° ufp de vCP65 por via IM
187L Primaria: 1x10" ufp de vCP65 oralmente

a: vCP82 é um virus da variola dos candrios recombinante que expressa os genes da

proteina de fusdo e da hemaglutinina do virus do sarampo.

TABELA 5. ANALISE DA PRODUCAO VIRAL EM CELULAS AVIARIAS E

NAO AVIARIAS INOCULADAS COM ALVAC-RG

Tempo da amostra/ t0 t72 t72a°

Tipo de célula

Exp. 1
CEF 3,3° 7,4 1,7
Vero 3,0 1,4 1,7

MRC-5 3,4 2,0 1,7
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(continuacéo)
Tempo da amostra/ t0 t72 t72a°
Tipo de célula
Exp. 2
CEF 2,9 7,5 <1,7
WISH 3,3 2,2 2,0
Detroit-532 2,8 1,7 <1,7

a: Titulo expresso em logo ufp/ml.
b: Cultura incubada na presenca de 40 pg/ml de citosina

arabindsido

TABELA 6: POTENCIA DE ALVAC-RG TESTADO EM RATINHOS

Teste Dose da infeccdo® PDso”
Stock inicial 43 4,56
Indéculo primdrio 23 3,34
Lote de wvacina H 23 4,52
Lote de vacina I 23 3,33
Lote de Vacina K 15 3,64
Lote de vacina L 15 4,03
Lote de wvacina M 15 3,32
Lote de vacina N 15 3,39
Lote de wvacina J 23 3,42

a: Expresso como LDsy para ratinho

b: Expresso como logjy TCIDsg
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TABELA 7. EFICACIA DE ALVAC-RG EM CAES E GATOS

Cédes Gatos
Dose Anticorpos® Sobrevivéncia® Anticorpos Sobrevivéncia
6,7 11,9 5/5 2,9 3/5
7,7 10,1 N.T. 8,1 N.T.

a: Anticorpos no dia 29 pds-inoculacdo expressos CoOmo
titulo da média geométrica em Unidades Internacionais
b: Expressa como a proporcdo de sobreviventes relativamente

aos animais infectados

TABELA 8. RESPOSTA SEROLOGICA ANTI-RAIVA DE MACACOS ESQUILO

INOCULADOS coM VIRUS DA VARIOLA DOS CANARIOS RECOMBINANTES

Macaco Exposicéo Anticorpos séricos neutralizantes anti-raiva®
prévia

-196° 0 3 7 11 21 28
22 ALVAC® NT? <1,2 <1,2 <1,2 2,1 2,3 2,2
51 ALVAC® NT <1,2 <1,2 1,7 2,2 2,2 2,2
39 vCP37¢ NT <1,2 <1,2 1,7 2,1 2,2 NT?
55 vCP37¢ NT <1,2 <1,2 1,7 2,2 2,1 NT
37 ALVAC-RG® 2,2 <1,2 <1,2 3,2 3,5 3,5 3,2
53 ALVAC-RG® 2,2 <1,2 <1,2 3,6 3,6 3,6 3,4
38 ALVAC-RG" 2,7 <1,7 <1,7 3,2 3,8 3,6 NT
54 ALVAC-RG* 3,2 <1,7 <1,5 3,6 4,2 4,0 3,6
57 nenhum NT <1,2 <1,2 1,7 2,7 2,7 2,3

a: Determinado pelo teste RFFI nos dias indicados e expresso em Unidades Internacionais
b: Da-196 representa o soro do dia 28 apds a vacinacdo primaria

c: Os animais receberam 5,0 logyy TCIDsy de ALVAC

d: Os animais receberam 5,0 log;, TCIDs, de vCP37

e: Os animais receberam 5,0 log,y, TCIDs, de ALVAC-RG

f: Os animais receberam 7,0 log;, TCIDsy de ALVAC-RG

g: Nao testado
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TABELA 9. INOCULACAO DE MACACOS RESUS COM ALVAC-RG"

Dias apds Via da inoculacdo primaria

inoculacao
Or/Tang sC sC SC ™ sC Y sC M OR
1761° 185L  177L 186L 178L 182L 179L 183L 180L 184L 187L°

_84 - - -
-9 - - - - - - -

3 - - - -

6 - - + +

11 - - led 128

19 - - 32 128

35 - - 32 512 - -

59 - - 64 256

75 - - 64 128 - -

99¢ - - 64 256 - - - - - -
2 - - 32 256 - - - - - - -
6 - - 512 512 - - - - - - -
15 16 16 512 512 64 32 64 128 32 - -
29 16 32 256 256 64 64 32 128 32 - -
55 32 32 16 32 16 -

57 16 128 128 16 -

a: Ver tabela 9 para esquema de inoculacgdes.

b: Os animais 176L e 185L receberam 8,0 log;, ufp por via oral em 5 ml de Tang. O
animal 187L recebeu 7,0 logy, ufp por via oral sem Tang.

c: Dia de nova vacinacdo para os animais 176L, 185L, 177L e 186L por via SC e
vacinacdo primaria para os animais 178L, 182L, 179L, 183L, 180L, 184L e 187L.

d: Titulos expressos como © inverso da Gltima diluicdo que mostrou inibicdo da

fluorescéncia num teste RFFII.
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TABELA 10. INOCULACAO DE CHIMPANZES COM ALVAC-RG

Semanas apds Animal 431 I.M. Animal 457 S.C.
inoculacédo
0 <8 <8
1 <8 <8
2 8 32
4 16 32
8 16 32
12°/0 16 8
13/1 128 128
15/3 256 512
20/8 64 128
26/12 32 128

a: Titulo expresso como o inverso da Ultima diluig¢do que
mostrou inibicdo de fluorescéncia num teste RFFI

b: Dia da re-inoculacéo

EXEMPLO 9 - IMUNIZACAO DE SERES HUMANOS USANDO VIRUS DA

VARIOLA DOS CANARIOS EXPRESSANDO A GLICOPROTEINA DA RAIVA

(ALVAC-RG: VCP65)

ALVAC-RG (vCP65) foi obtido como descrito no
Exemplo 9 e Figs 9A e O9B. Para aumentar a escala de
producdo e produzir a vacina, ALVAC-RG (vCP65) foi
replicado em CEF primdrias derivadas de ovos especificados
como desprovidos de agentes patogénicos. As células foram
infectadas a uma multiplicidade de 0,1 e incubadas a 37°C

durante trés dias.
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A suspensdo de virus da vacina foi obtida por
disrupcdo com ultra-sons das células infectadas em meio sem
soro; os detritos celulares foram entdo removidos por
centrifugacdo e filtracéo. A suspensdo clarificada
resultante foi suplementada com um estabilizador da
liofilizacdo (mistura de aminoacidos), distribuida por
frascos de doses individuais e liofilizada. Trés lotes com
titulo decrescente foram preparados através de diluicdes
seriadas de dez vezes da suspensdo de wvirus, numa mistura
de meio sem soro e estabilizador de liofilizacdo, antes da

liofilizacéo.

Os testes de controlo de qualidade foram
aplicados aos substratos celulares, meios e indculos de
virus e ao produto final, com énfase para a pesquisa de
agentes adventicios e inocuidade em roedores de
laboratério. Ndo foi encontrada gqualgquer caracteristica

indesejavel.

Dados pré-clinicos: Estudos in vitro indicaram

que as células Vero ou MRC-5 ndo suportam o crescimento de
AIVAC-RG (vCP65); uma série de oito (VERO) e 10 (MRC)
passagens cegas seriadas ndo causaram adaptacdo detectéavel
do virus ao crescimento em linhas ndo avidrias. Analises de
linhas celulares humanas (MRC-5, WISH, Detroit 532, HEL,
HNK ou células linfoblastdides transformadas com EBV)
infectadas ou inoculadas com  ALVAC-RG (VvCP65) n&o

apresentaram acumulacdo de DNA especifico de virus,
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sugerindo que nestas células o Dbloqueio da replicacédo
ocorre antes da sintese do DNA. No entanto, é significativa
a expressdo do gene da glicoproteina da raiva em todas as
linhas celulares testadas, indicando que o passo abortivo
no ciclo replicativo do wvirus da variola dos canarios

ocorre antes da replicacdo do DNA viral.

A seguranca e eficacia de ALVAC-RG (vCP65) foram
documentadas numa série de experiéncias em animais. Uma
série de espécies incluindo candrios, galinhas, gansos,
roedores de laboratdério (ratinhos lactentes e adultos),
hamsters, cobaios, coelhos, cdes e gatos, macacos esquilo,
macacos resus e chimpanzés, foram inoculados com doses que
variaram entre 10° e 10° ufp. Foi usada uma variedade de
vias, mais frequentemente a subcuténea, a intramuscular e a
intradérmica, mas também a oral (macacos e ratinhos) e

intracerebral (ratinhos).

Nos canarios, ALVAC-RG (vCP65) causou uma lesdo
no local da escarificacdo sem indicacdo de doenca ou de
morte. A inoculacdo intradérmica de coelhos resultou numa
reaccdo no local de inoculacdo tipica dos poxvirus, a qual
ndo se espalhou e cicatrizou em sete a dez dias. Ndo houve
efeitos adversos devido a virus da variola dos candrios em
qualquer um dos animais testados. A imunogenicidade foi
documentada pelo aparecimento de anticorpos anti-raiva apds
inoculacdo de ALVAC-RG (vCP65) em roedores, cédes, gatos e
primatas, conforme medido pelo teste rédpido de inibicdo de

focus de fluorescéncia (RFFIT). A proteccdo foi também
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demonstrada através da infeccdo experimental com virus da
raiva em ratinhos, cdes e gatos imunizados com ALVAC-RG

(vCPG5) .

Voluntdrios. Foram incluidos vinte e <cinco
voluntédrios adultos saudéaveis, com idades compreendidas
entre os 20 e os 45 anos, sem histéria prévia de imunizacéo
contra a raiva. O seu estado de satude foi avaliado através
de histdédrias médicas completas, exames fisicos, anédlises
hematoldégicas e quimicas do sangue. Os critérios de
exclusdo incluiram gravidez, alergias, depressdo imune de
qualquer tipo, doenca debilitante crénica, cancro, injeccdo
de globinas imunes nos tltimos trés meses e
seropositividade para o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) ou para o antigénio de superficie do wvirus da

hepatite B.

Desenho do estudo. Os participantes foram distri-

buidos ao acaso para receber vacina da raiva de células
dipléides humanas (HDC) lote E0751 (Pasteur Merieux Serum &
Vaccine, Lyon, France) ou a vacina do estudo ALVAC-RG

(vCP65) .

O ensaio foi projectado como um estudo de
escalonamento de doses. Foram usados sequencialmente trés
lotes da wvacina experimental ALVAC-RG (vCP65), em trés
grupos de voluntdrios (Grupos A, B e C), com duas semanas
de intervalo entre cada passo. A concentracdo dos trés
lotes foi de 10%*°, 10%°, 10°° Doses Infecciosas em Cultura

de Tecidos (TCIDsp) por dose, respectivamente.
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Cada um dos wvoluntdrios recebeu duas doses da
mesma vacina, subcutaneamente, na regido deltdide, com um
intervalo de quatro semanas. A natureza da vacina injectada
ndo era conhecida dos participantes na altura da primeira

injeccdo mas conhecida do investigador.

Para minimizar o risco de hipersensibilidade
imediata quando da segunda injeccdo, os voluntarios do
Grupo B associados a dose média da vacina experimental
foram injectados 1 h antes com a dose mais baixa e os
associados a dose mais elevada (Grupo C) receberam
sucessivamente a dose mais baixa e a dose média com

intervalos de 1 hora.

Seis meses mais tarde, aos que receberam a dose
mais elevada de ALVAC-RG (vCP65) (Grupo C) e a vacina HDC
foi-lhes dada uma terceira dose de wvacina; foram entédo
distribuidos ao acaso para receberem a mesma vacina ou a
vacina alternativa. Como resultado, formaram-se quatro
grupos correspondendo ao seguinte esquema de imunizacdo: 1.
HDC, HDC-HDC; 2. HDC, HDC-ALVAC-RG (vCP65); 3. ALVAC-RG
(vCP65), ALVAC-RG (vCP65)-HDC; 4. ALVAC-RG (vCP65), ALVAC-

RG (vCP65), ALVAC-RG (vCP6D5).

Monitorizacdo dos efeitos secundarios. Todos os

individuos foram monitorizados durante 1 h apds injeccdo e
novamente examinados diariamente nos cinco dias seguintes.

Foi-lhes pedido que registassem reacgdes locais e
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sistémicas nas trés semanas seguintes e foram questionados

telefonicamente duas vezes por semana.

Investigadores do laboratdério. Foram colhidas

amostras de sangue antes da inclusdo e dois, quatro e seis
dias apds cada 1injeccdo. A anédlise incluiu contagem de
células totais do sangue, ensaios de enzimas hepdticas e da

cinase de creatinina.

Ensaios de anticorpos. Os ensaios de anticorpos

foram efectuados sete dias antes da primeira injecc¢do e aos

dias 7, 28, 35, 56, 173, 187 e 208 do estudo.

Os niveis de anticorpos neutralizantes contra a
raiva foram determinados com o teste rapido de inibicédo de
focus de fluorescéncia (RFFIT) (Smith et al., 1973). Os
anticorpos contra virus da variola dos canédrios foram
medidos por ELISA directa. O antigénio, uma suspensdo de
virus da variola dos candrios purificado desagregada com
0,1% de Triton X-100, foi usado para revestir microplacas.
Diluicées fixas dos soros reagiram durante duas horas a
temperatura ambiente e o0s anticorpos que reagiram foram
revelados com um soro de cabra anti-IgG humana marcado com
peroxidase. Os resultados estdo expressos como a densidade

6ptica lida a 490 nm.

Andlise. Vinte e cinco individuos foram incluidos
e completaram o estudo. Houve 10 do sexo masculino e 15 do

sexo feminino e a idade média foi de 31,9 (21 a 48). Todos,
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excepto trés dos individuos tinham evidéncia de vacinacédo
anterior contra a variola; os trés restantes ndo tinham
escara tipica nem histdéria de wvacinacdo. Trés individuos
receberam as doses mais baixas da vacina experimental (107°
e 10%° TCIDsy), nove individuos receberam 10°°° TCIDs, e dez

receberam a vacina HDC.

Seguranca (Tabela 11) . Durante a série de

imunizacdes primarias, foi observada febre superior a
37,7°C dentro de 24 apds injeccdo num recipiente de HDC
(37,8°C) e num recipiente de 10°° TCIDsy de vCP65 (38°C).
N&o foi observada qualquer outra reaccédo sistémica

atribuivel a vacinacdo em qualquer um dos participantes.

Foram observadas reaccdes locais em 9/10
recipientes da vacina HDC injectada subcutanemaente e em
0/3, 1/3 e 9/ recipientes de 10%°, 10%° e 10”° TCIDsy ge

vCP65, respectivamente.

A brandura foi o sintoma mais comum e foil sempre
suave. Outros sintomas locais incluiram vermelhiddo e
endurecimento, os quais foram também suaves e transitdrios.
De um modo geral, todos os sintomas surgiram dentro de 24

horas e nunca duraram mais de 72 horas.

Ndo houve alteracdo significativa nas contagens
de células do sangue, nos valores de enzimas hepaticas ou

na cinase de creatina.
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Respostas imunitdrias; Anticorpos neutralizantes

contra a raiva (Tabela 12). Vinte e oito dias apds a

primeira injecc¢do todos o0s recipientes de HDC tinham
titulos protectores (20,5 IU/ml). Pelo contrario nenhum dos
grupos A e B (10%>° e 10%° TCIDsy) e apenas 2/9 no grupo C
(1Oa5 TCIDsy) dos recipientes de ALVAC-RG (vCP65) atingiram

este titulo protector.

Ao dia 56 (i.e. 28 dias apds a segunda injeccdo)
foram atingidos titulos protectores em 0/3 do Grupo A, 2/3
do grupo B e 9/9 do Grupo C dos recipientes da vacina

ALVAC-RG (vCP65) e persistiram nos 10 recipientes de HDC.

Ao dia 56, os titulos das médias geométricas
foram de 0,05, 4,4 e 11,5 UI/ml nos grupos A, B, C e HDC,

respectivamente.

Ao dia 180, os titulos de anticorpos contra a
raiva tinham diminuido substancialmente em todos os
individuos mas permaneceram acima do nivel protector de 0,5
UI/ml em 5/10 dos recipientes de HDC e em 5/9 dos
recipientes de ALVAC-RG (vCP65); os titulos das médias
geométricas foram de 0,51 e 0,45 IU/ml nos grupos HDC e C,

respectivamente.

Anticorpos contra o virus da variola dos candrios

(Tabela 13). Os titulos pré-imunes observados variaram

entre 0,22 e 1,23 wunidades DO, apesar da auséncia de

qualquer contacto prévio com candrios nos individuos com os
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titulos mais elevados. Quando definido como superior a duas
vezes o aumento entre os titulos de pré-imunizacdo e os
titulos apds a segunda injeccdo, foi obtida seroconversdo
em 1/3 dos individuos no grupo B e em 9/9 dos individuos no
grupo C enquanto que nenhum individuo seroconverteu nos

grupos A ou HDC.

Injeccdo de reforco. A vacina foi igualmente bem

tolerada seis meses mais tarde, quando da injeccdo de
reforco: foil observada febre em 2/9 recipientes do reforco
de HDC e em 1/10 recipientes do reforgco de ALVAC-RG
(vCP65). As reaccdes locais foram observadas em 5/9
recipientes do reforco de HDC e em 6/10 recipientes do

reforco de ALVAC-RG (vCP65).

Observacdes. As Figs. 11A e 11D mostram graficos
dos titulos de anticorpos neutralizantes contra a raiva
(Teste rapido de inibicdo de focos de fluorescéncia ou
RFFIT, UI/ml: Efeito do reforco de HDC e vCP65 (10°°
TCIDsg) em voluntarios anteriormente imunizados com a mesma
vacina ou com uma vacina alternativa. As vacinas foram
dadas nos dias 0, 28 e 180. Os titulos de anticorpos foram

medidos nos dias 0, 7, 28, 35, 36, 56, 173 e 187 e 208.

Como se mostra nas FIGs 11A a 11D, a dose de
reforco dada resultou num aumento dos titulos de anticorpos
em todos os individuos, independentemente do esquema de
imunizacdo. No entanto, o reforco de ALVAC-RG (vCP65)

induziu globalmente respostas imunes mais baixas do que o
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reforco de HDC e o grupo ALVAC-RG (vCP65), ALVAC-RG (vCP65)
- ALVAC-RG (vCP65) teve titulos significativamente mais
baixos do que os trés outros grupos. De forma semelhante, a
injeccdo de reforco de ALVAC-RG (vCP65) resultou num
aumento dos titulos de anticorpos contra virus da variola
dos canarios em 3/5 dos individuos que receberam previa-
mente a vacina HDC e nos cinco individuos previamente imu-

nizados com ALVAC-RG (vCPo65).

Em geral, nenhum dos efeitos secundarios locais
derivados da administracdo de vCP65 foi indicativo de uma
replicacdo local do virus. Em particular, ndo se observaram
lesdes da pele, tais como as observadas apds injeccdo da
vacina. Apesar da aparente auséncia de replicacdo do virus,
a injeccdo resultou, nos voluntéarios, na geracdo de
quantidades significativas de anticorpos contra o vector
virus da variola dos candrios e contra a glicoproteina da

raiva expressa.

Os anticorpos neutralizantes contra a raiva foram
testados com o teste de inibicdo dos focos de fluorescéncia
(RFFIT) que se sabe estar bem correlacionado com o teste de
seroneutralizacdo em ratinhos. Dos 9 recipientes de 10°7°
TCIDsg, cinco tiveram niveis baixos de respostas apds a
primeira dose. Os titulos protectores dos anticorpos contra
a raiva foram obtidos apds a segunda injeccdo em todos os
recipientes da dose mais elevada testada e mesmo em 2 dos 3
recipientes da dose média. Neste estudo, ambas as wvacinas

foram dadas subcutaneamente, como geralmente recomendado
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para as vacinas vivas, mas ndo para a vacina HDC
inactivada. Esta wvia de injeccdo foi seleccionada por
permitir uma avaliacdo mais cuidadosa do local de injeccéo,
mas 1isto poderd explicar o aparecimento tardio de
anticorpos em recipientes de HDC: de facto, nenhum dos
recipientes de HDC teve um aumento de anticorpos no dia 7,
enquanto que na maior parte dos estudos em que a vacina HDC
é dada intramuscularmente tal aconteceu numa pProporgdo
significativa dos individuos (Klietmann et al., Geneva,
1981: Kuwert et al., Geneva, 1981). ©No entanto, este
invento ndo estd necessariamente limitado & via de

administracdo subcuténea.

O wvalor de GMT (titulo da média geométrica) dos
anticorpos neutralizantes contra a raiva foi inferior para
a vacina em estudo relativamente a vacina controlo de HDC,
mas ainda bem acima do titulo minimo necessario para a
proteccdo. O claro efeito dose-resposta obtido com as trés
dosagens usadas neste estudo sugere que uma dosagem mais
elevada deverd induzir uma resposta mais forte. Certamente,
a partir desta descricdo, os familiarizados com a matéria
podem seleccionar uma dosagem adequada para um determinado

doente.

A capacidade de reforco da resposta de anticorpos
& um outro resultado importante deste Exemplo; de facto, um
aumento dos titulos de anticorpos contra a raiva foi obtido
em todos os individuos apbds a dose dos 6 meses, qualquer
que seja o esquema de imunizacdo, mostrando que a imunidade

pré-existente induzida pelo wvector virus da variola dos



PE0835133 - 95 -

candrios ou pela glicoproteina da raiva ndo teve qualquer
efeito bloqueador no reforco com o candidato recombinante a
vacina ou com a vacina convencional HDC contra a raiva.
Isto contrasta com os resultados de outros autores com
recombinantes de vacina em humanos, em Qque a resposta
imunitdria pode ser blogueada por imunidade pré-existente

(Cooney et al., 1991; Etinger et al.)

Assim, este Exemplo demonstra claramente que um
poxvirus incapaz de se replicar pode servir como vector de
imunizacdo em seres humanos, com todas as wvantagens
conferidas pelos agentes que se replicam em termos de
resposta imunitdria, mas sem o problema da seguranca criado
por um virus totalmente permissivo. E, a partir desta
descricdo, que inclui este Exemplo e outros, dosagens
adequadas e modos de administracdo ou imunizacdo de
recombinantes, contendo raiva ou outras sequéncias
codificadoras ou seus produtos de expressdo, estdo dentro
do dmbito dos familiarizados com a matéria assim como modos

para a expressdo in vitro.

TABELA 11: REACCOES NOS 5 DIAS APOS A VACINACAO

Dosagem de vCP65 (TCIDsp) 10%° 10%° 10°° |Controlo HDC
Injecgédo 12 |22 |1* |22 |1@& |22® |1° 22
N° de vacinados 3 3 3 3 9 9 10 10
temp >37,7°C 0 0 |0 0 0 1 1 0
dor 0 0 |1 1 6 |8 8 6
vermelhiddo 0 0 0 0 0 4 5 4
endurecimento 0 0 0 0 0 4 5 4
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TABELA 12: ANTICORPOS NEUTRALIZANTES ANTI-RAIVA (REFIT;

UI/ML) TITULOS INDIVIDUAIS E TITULOS DAS MEDIAS GEOMETRICA

(GMT)
Dias
Ne© TCIDsy/dose 0 7 28 35 56
1 10°7° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 0,2
3 10777 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
4 10°7° <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
G.M.T. <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
6 1047 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
7 1047 <0,1 <0,1 <0,1 2,4 1,9
10 10%° <0,1 <0,1 <0,1 1,6 1,1
G.M.T. <0,1 <0,1 0,1 0,58 0,47
11 10777 <0,1 <0,1 1,0 3,2 4,3
13 10°° <0,1 <0,1 0,3 6,0 8,8
14 10°7° <0,1 <0,1 0,2 2,1 9,4
17 10°° <0,1 <0,1 <0,1 1,2 2,5
18 1077 <0,1 <0,1 0,7 8,3 12,5
20 10777 <0,1 <0,1 <0,1 0,3 3,7
21 10777 <0,1 <0,1 0,2 2,6 3,9
23 10°7° <0,1 <0,1 <0,1 1,7 4,2
25 10°° <0,1 <0,1 <0,1 0,6 0,9
G.M.T. <0,1 <0,1 0,16 1,9 4, 4%
2 HDC <0,1 <0,1 0,8 7,1 7,2
5 HDC <0,1 <0,1 9,9 12,8 18,7
8 HDC <0,1 <0,1 12,7 21,1 16,5
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(continuacéo)

Dias

N° TCIDso/dose 0 7 28 35 56
9 HDC <0,1 <0,1 6,0 9,9 14,3
12 HDC <0,1 <0,1 5,0 9,2 25,3
15 HDC <0,1 <0,1 2,2 5,2 8,6
16 HDC <0,1 <0,1 2,7 7,7 20,7
19 HDC <0,1 <0,1 2,6 9,9 9,1
22 HDC <0,1 <0,1 1,4 8,6 6,6
24 HDC <0,1 <0,1 0,8 5,8 4,7

G.M.T. <0,1 <0,1 2,96 9,0 11, 5%

*p = 0,007 teste t de student

TABELA 13 : ANTICORPOS PARA VIRUS DA VARIOLA DOS CANARIOS:

TITULOS DAS MEDIAS GEOMETRICAS POR ELISA

Dias
Dosagem de vCP65 0 7 28 35 56
TCIDso/dose
10%° 0,69 ND 0,76 ND 0,68
10%° 0,49 0,45 0,56 0,63 0,87
10°° 0,38 0,38 0,77 1,42 1,63
Controlo HDC 0,45 0,39 0,40 0,35 0,39

* densidade déptica na diluicdo de 1/25

EXEMPLO 10 — COMPARACAO DA LDsy DE ALVAC E NYVAC COM VARIAS

ESTIRPES DO VIRUS DA VACINA

Ratinhos. Ratinhos Swiss Webster, machos, aloge-
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neicos foram adquiridos a Taconic Farms (Germantown, NY) e
mantidos com racgdes para ratinhos e agua ad libitum até
serem usados as 3 semanas de idade (ratinhos "normais"). Os
ratinhos Swiss Webster recém-nascidos, alogeneicos, foram
de ambos os sexos e adquiridos apdés o final da gravidez
realizado pelo Taconic Farms. Todos os ratinhos recém-

nascidos foram entregues num periodo de dois dias.

Virus. ALVAC derivou da purificacdo em placas de
uma populacdo de virus da variola dos canarios e foi
preparado em células primdrias fibrobldsticas embriondrias
de galinha (CEF). Apds purificacdo por centrifugacdo em
gradientes de densidade de sucrose, ALVAC foi quantificado
em unidades formadoras de placas em células CEF. A variante
WR(L) do wvirus da vacina foi obtida através de seleccdo de
fendétipos de placa grande de WR (Panicali et al., 1981). A
estirpe vacinal do Wyeth New York State Board of Health de
virus da vacina foi adquirida a Pharmaceuticals Calf Lymph
Type Vaccine Dryvax, numero de controlo 302001B. O virus da
vacina estirpe Copenhagen VC-2 foi adgquirido ao Institute
Merieux, Franca. O virus da vacina estirpe NYVAC derivou de
Copenhagen VC-2. Todas as estirpes de virus da vacina,
excepto a estirpe Wyeth, foram propagadas em células Vero
de rim de macaco verde africano, purificadas por centrifu-
gacdo em gradiente de densidade de sucrose e quantificadas
em unidades formadoras de placas em células Vero. A estirpe
Wyeth foi propagada em células CEF e quantificada em

unidades formadoras de placas em células CEF.



PE0835133 - 99 -

Inoculacdes. Grupos de 10 ratinhos normais foram
inoculados intracranialmente (ic) com 0,05 ml de uma de
vdrias diluic¢des de virus preparadas seriadamente numa base
de 10 vezes, diluindo as preparacdes stock em soro
fisioldégico estéril tamponado com fosfatos. Nalguns casos,
a preparacdo do stock de virus ndo diluido foi usada para

inoculacéo.

Grupos de 10 ratinhos recém-nascidos, com 1-2
dias de idade, foram inoculados ic de forma semelhante aos
ratinhos normais excepto ter-se usado um volume de injeccgéo

de 0,03 ml.

Todos os ratinhos foram observados diariamente
relativamente a mortalidade, por um periodo de 14 dias
(ratinhos recém-nascidos) ou 21 dias (ratinhos normais)
apdés inoculagdo. Os ratinhos que foram encontrados mortos
na manhd a seguir a inoculacdo foram excluidos devido a

potencial morte por trauma.
A dose letal necesséaria para produzir mortalidade
em 50% da populacdo experimental (LDsy) foi determinada

pelo método proporcional de Reed e Muench.

Comparacdo da 1Dsp de ALVAC e NYVAC com varias

estirpes de wvirus da vacina para ratinhos alogeneicos

jovens através da via ic. Em ratinhos normais, jovens, a

viruléncia de NYVAC e ALVAC foram varias ordens de grandeza

mais baixas do que para as estirpes do virus da wvacina
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testadas (Tabela 14). Observou-se que NYVAC e ALVAC sdo
mais de 3000 vezes menos virulentos em ratinhos normais do
que a estirpe Wyeth; mais de 12500 vezes menos virulentos
do que a estirpe parental VC-2; e mais de 63000000 wvezes
menos virulentos do que a variante WR(L). Estes resultados
sugerem que NYVAC estd altamente atenuado comparativamente
com outras estirpes de virus da vacina e que ALVAC é de um
modo geral ndo virulento para ratinhos jovens quando
administrado intracranialmente, se bem que ambos possam
causar mortalidade em ratinhos em doses extremamente
elevadas (3,85 x 10° UFPs, ALVAC e 3 x 10° UFPs, NYVAC) por
um mecanismos indeterminado através desta via de

inoculacéo.

Comparacdo da LDs; de ALVAC e NYVAC com varias

estirpes de virus da vacina em ratinhos alogeneicos recém-

nascidos inoculados por via ic. A viruléncia relativa de 5

estirpes de poxvirus para ratinhos normais recém-nascidos,
foi testada por titulacdo num sistema modelo de infeccéo
intracraniana (ic) (Tabela 15). Com a mortalidade como
ponto limite, os valores de LDsy; indicaram que ALVAC é mais
de 100000 wvezes menos virulento do que a estirpe vacinal
Wyeth do wvirus da wvacina; mais de 200000 wvezes menos
virulento do que a estirpe Copenhagen VC-2; e mais de
25000000 wvezes menos virulento do que a variante WR-L do
virus da vacina. No entanto, a dose mais elevada testada,
6,3x10" UFPs, resultou em 100% de mortalidade. Taxas de
mortalidade de 33,3% foram observadas com 6,3x10° UFPs. A

causa da morte, ainda que de facto n&o determinada, n&o foi
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provavelmente de natureza toxicoldgica ou traumdtica, uma
vez que o tempo médio de sobrevivéncia (MST) dos ratinhos
do grupo de dosagem mais elevada (aproximadamente 6,3 LDsp)
foi de 6,7+1,5 dias. Quando comparado com WR (L) numa dose
de infecgdo de 5 LDsy, em que MST é 4,8+10,6 dias, o MST dos
ratinhos infectados com ALVAC foi significativamente mais

longo (p = 0,001).

Relativamente a NYVAC, Wyeth é cerca de 15000
vezes mais virulenta; VC-2, mais de 35000 wvezes mais
virulenta; e WR(L) mais de 3000000 vezes mais virulenta. De
forma semelhante a ALVAC, as duas doses mais elevadas de
NYVAC, 6 x 10° e 6 x 107 UFPs, causaram mais de 100% de
mortalidade. No entanto, o MST de ratinhos infectados com a
dose mais elevada, correspondendo a 380 LDs;, foi de apenas
2 dias (9 mortos no dia 2 e 1 no dia 4). Pelo contrario,
todos os ratinhos infectados com a dose mais elevada de WR-

L, equivalente a 500 LDsy, sobreviveram até ao dia 4.

TABELA 14. DOSE LETAL PARA 50% CALCULADA PARA RATINHOS
INFECTADOS COM VARIAS ESTIRPES DE VIRUS DA VACINA E COM

VIRUS DA VARIOLA DOS CANARIOS (ALVAC) PELA VIA IC.

Estirpe de poxvirus LDsg calculada (UFPs)
WR (L) 2,5
VC-2 1,26 x 10°
WYETH 5,00 x 10°
NYVAC 1,58 x 10°

ALVAC 1,58 x 10°




PE0835133 - 102 -

TABELA 15. DOSE LETAL PARA 50% CALCULADA PARA RATINHOS RECEM-
NASCIDOS INFECTADOS COM VARIAS ESTIRPES DE VIRUS DA VACINA E

coM VIRUS DA VARIOLA DOS CANARIOS (ALVAC) PELA VIA IC.

Estirpe de poxvirus LDsg calculada (UFPs)
WR (L) 0,4
vC-2 0,1
WYETH 1,6
NYVAC 1,58 x 10°
ALVAC 1,00 x 10’

EXEMPLO 11 - AVALIACAO DE NYVAC (VP866) E NYVAC-RG (VP879)

Imunoprecipitacgdes. Monocamadas pré-formadas de

células avidrias e ndo avidrias foram inoculadas com 10 ufp
por célula de virus NYVAC parental (vP866) ou NYVAC-RG
(vP879). A inoculacdo foi realizada em EMEM sem metionina e
suplementado com 2% de soro fetal bovino dialisado. Apds
uma hora de incubacdo, o 1indculo foi removido e o meio
substituido com EMEM (sem metionina) contendo 20 pCi/ml de
*°S-metionina. Apds uma incubacdo durante a noite de
aproximadamente 16 horas, as células foram lisadas pela
adicdo de Tampdo A (1% Nonidet P-40, Tris 10 mM, pH7,4,
NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, 0,01% de azida de sdédio, 500
unidades por ml de aprotinina e 0,02% de fluoreto de
fenilmetilsulfonilo) A imunoprecipitacdo foi realizada
usando o anticorpo monoclonal especifico da glicoproteina

da raiva designado 24-3F10 fornecido pelo Dr. C. Trinarchi,
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Griffith Laboratories, Nwe York State Department of Health,
Albany, New York, e um conjugado de rato anti-ratinho
adquirido & Boehringer Mannheim Corporation (Cat. #605-
500) . Proteina A Sepharose CL-4B adquirida a Pharmacia LKB
Biotechnology Inc., Piscataway, New Jersey, foi usada como
matriz de suporte. Os imunoprecipitados foram fraccionados
em géis de 10% de poliacrilamida de acordo com o método de
Dreyfuss et al., (1984). Os géis foram fixados, tratados
para fluorografia com Na-salicilato 1M, durante uma hora, e
expostos a filme Kodak XAR para visualizar as espécies de

proteinas imunoprecipitadas.

Fontes dos animais. Coelhos brancos New Zealand

foram adquiridos a Hare-Marland (Hewitt, New Jersey).
Ratinhos alogeneicos Swiss Webster, machos, com trés
semanas de idade, ratinhos alogeneicos Swiss Webster fémeas
no fim da gravidez e ratinhos labros (nu'nu’) Swiss Webster
com quatro semanas de idade foram adquiridos a Taconic
Farms, Inc. (Germantown, New York). Todos os animais foram
mantidos de acordo com as normas do NIH. Todos o0s
protocolos animais foram aprovados pela IACUUC
institucional. Quando necessario, os ratinhos com doenca

terminal foram mortos.

Avaliacdo das lesdes em coelhos. Cada um de dois

coelhos foi inoculado intradermicamente, em mtltiplos
locais, com 0,1 ml de PBS contendo 10%, 10°, 10°% 10’ ou 10°
ufps de cada virus a testar ou apenas com PBS. Os coelhos

foram observados diariamente desde o dia 4 até a resolucdo
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das lesbes. 0Os endurecimentos e ulceracdes foram medidos e

registados.

Virus recuperado dos locais de inoculagdo. Um

tnico coelho foi inoculado intradermicamente, em mUltiplos
locais, com 0,1 ml de PBS contendo 106, 10" ou 10° ufps de
cada virus a testar ou apenas com PBS. Apds 11 dias, o
coelho foi morto e amostras de bidpsias da pele, colhidas
de cada local de inoculacdo, foram preparadas asseptica-
mente por disrupcdo mecédnica e sonicacdo indirecta para
recuperac¢do do virus. Os virus infecciosos foram testados

por titulacdo de placas em monocamadas de CEF.

Viruléncia em ratinhos. Grupos de dez ratinhos,

ou cinco na experiéncia de ratinhos labros, foram
inoculados ip com uma das varias diluig¢des de virus em 0,5

ml de PBS estéril. Também é feita referéncia ao Exemplo 11.

Tratamento com ciclofosfamida (CY). Os ratinhos

foram injectados por via ip com 4 mg (0,02 ml) de CY
(Sigma) no dia -2, seguido de injeccdo do virus no dia 0.
Nos dias seguintes & infeccdo, os ratinhos foram injectados
ip com CY: 4 mg no dia 1; 2 mg nos dias 4, 7 e 11; 3 mg nos
dias 14, 18, 21, 25 e 28. A imunossupressdo foi
indirectamente monitorizada através da contagem de
leucdcitos com um contador Coulter no dia 11. A média das
contagens de leucédcitos foi de 13500 células por upl para
ratinhos ndo tratados (n=4) e 4220 células por ul para os

ratinhos controlo tratados com CY (n = 5).
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Cédlculo de LDs;. A dose letal necessdria para

produzir 50% de mortalidade (LDsp) foi determinada pelo

método proporcional de Reed e Muench (Reed e Muench, 1938).

Testagem da poténcia de NYVAC-RG em ratinhos.

Ratinhos de quatro a seis semanas de idade foram inoculados
na pata com 50 a 100 ul de uma gama de diluig¢des (2,0 - 8,0
logiy doses infecciosas para 50% de culturas de tecidos
(TCIDsp) ) de W-RG (Kieny et al., 1984), ALVAC-RG (Taylor et
al., 1991b) ou NYVAC-RG. Cada um dos grupos consistiu em
oito ratinhos. Aos 14 dias pds-vacinacdo, os ratinhos foram
infectados por inoculagdo intracraniana com 15 LDsy da
estirpe CVS do virus da raiva (0,03 ml). No dia 28, os
ratinhos que sobreviveram foram contados e calculada a dose

protectora de 50% dos animais (PDso) .

Derivacdo de NYVAC (vP866). A estirpe NIVAC do

virus da vacina foil gerada a partir de VC-2, um isolado
clonado de placas da estirpe vacinal Copenhagen. Para gerar
NYVAC a partir de VC-2, dezoito ORFs de wvacina, incluindo
uma série de funcdes virais associadas a viruléncia, foram
deletadas com precisdo, através de uma série de
manipulag¢des sequenciais, como ja& descrito nesta descricédo.
Estas delecdes foram construidas de forma a evitar o
aparecimento de novas grelhas de leitura indesejaveis. A
Fig. 10 descreve esquematicamente as ORFs eliminadas para
gerar NYVAC. No topo da Fig. 10 estéd descrito o mapa de

restricdo do genoma do virus da vacina (isolado de placas



PE0835133 - 106 -

VC-2, estirpe Copenhagen). Estdo aumentadas as seis regides
de VC-2 que foram sequencialmente eliminadas na geracgdo de
NYVAC. As delecdes foram ja& descritas nesta descricgéo
(Exemplos 1 a 6). Por debaixo dos loci das delecdes estdo
enumeradas as ORFs que foram removidas dos loci, juntamente
com as funcdes ou homologias e massa molecular dos produtos

dos genes.

Estudos de replicacgdo de NYVAC e ALVAC em linhas

celulares de tecido humano. Para determinar o nivel de

replicacdo da estirpe NYVAC do virus da vacina (vP866) em
células de origem humanam seis linhas celulares foram
inoculadas com uma multiplicidade de 0,1 ufp por célula em
cultura ligquida e incubadas durante 72 horas. O clone
parental Copenhagen (VC-2) foi inoculado paralelamente.
Células primdrias fibrobldsticas embriondrias de galinha
(CEF) (obtidas a partir de ovos embrionados com 10-11 dias
de idade de origem SPF, Spafas, Inc., Storrs, CT) foram
incluidas para representar um substrato celular permissivo
para todos os virus. As culturas foram analisadas com base
em dois critérios: a ocorréncia de replicacdo viral

produtiva e expressdo de antigénio extrinseco.

O potencial de replicacdo de NYVAC numa série de
células humanas estd apresentado na Tabela 16. Tanto VC-2
como NYVAC sofrem replicacdo produtiva em células CEF,
ainda que NYVAC com rendimentos ligeiramente reduzidos. VC-
2 é& também capaz de se replicar produtivamente nas seis

linhas celulares humanas testadas com rendimentos
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comparaveis, excepto na linha celular linfoblastdide JT-1
transformada por EBV (linha celular linfoblastdide humana
transformada com o virus Epstein-Barr, ver Rickinson et
al., 1984). Pelo contrario, NYVAC estd altamente atenuado
na sua capacidade para se replicar produtivamente em
qualquer uma das linhas celulares humanas testadas. Foram
obtidos pequenos aumentos de virus infeccioso acima dos
niveis residuais a partir de células MRC-5 (ATCC #CCL171,
origindrias de pulmdo embriondrio humano), DETROIT 532
(ATCC # CCL54, preplcio humano, Sindrome de Down), HEL 299
(ATCC #CCL137, células humanas de pulmdo embriondrio) e HNK
(células de rim humano de recém-nascido, Whittiker Biopro-
ducts, Inc. Walkersville, MD, Cat#70-151) infectadas com
NYVAC. A replicacdo nestas linhas celulares foi significa-
tivamente reduzida quando comparada com as producdes de
virus obtidas a partir de células CEF infectadas com NYVAC
ou com VC-2 parental (Tabela 16). Deve-se salientar que as
producdes as 24 horas, em células CEF, para NYVAC e VC-2
sdo equivalentes a producdo as 72 horas. A incubacédo das
culturas de linhas celulares humanas durante mais 48 horas
(mais dois ciclos de crescimento viral) pode, portanto, ter

amplificado a producdo relativa de virus obtida.

Consistente com os niveis baixos das producdes de
virus obtidos nas linhas celulares humanas, MRC-5 e DETROIT
532, foram observados niveis detectdveis mas reduzidos de
acumulacdo de DNA especifico de NYVAC. O nivel de
acumulacdo de DNA nas linhas celulares MRC-5 e DETROIT

infectadas com NYVAC, relativamente ao observado em células
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CEF infectadas com NYVAC, é paralelo as producgdes relativas
de virus. A acumulacdo de DNA viral especifico de NYVAC ndo

foi observada em qualquer uma das outras células humanas.

Uma experiéncia equivalente foil também realizada
usando o poxvirus aviario, ALVAC. Os resultados da
replicacdo viral estdo apresentados na Tabela 16. N&o foi
detectdvel progénie viral em qualquer wuma das linhas
celulares humanas, consistente com a restricdo da gama de
hospedeiros do virus da wvariola dos candrios as espécies
avidrias. Também é consistente com a auséncia de replicacédo
produtiva de ALVAC nestas células humanas a ndo detecc¢do da
acumulacdo de DNA especifico de ALVAC em qualquer uma das

linhas celulares humanas.

Expressdo da glicoproteina da raiva por NIVAC-RG

(vP879) em células humanas. Para determinar se a expressdo

eficiente de um gene heterdélogo poderd ser obtida na
auséncia de niveis significativos de replicacdo viral
produtiva, as mesmas linhas celulares foram inoculadas com
NYVAC recombinante expressando a glicoproteina do virus da
raiva (vP879, Exemplo 7) na presenca de *S-metionina. A
imunoprecipitacédo da glicoproteina da raiva foi realizada a
partir do lisado da cultura marcada radioactivamente usando
um anticorpo monoclonal especifico para a glicoproteina da
raiva. Foi detectada a imunoprecipitacdo de uma proteina de
67 KDa consistente com uma forma totalmente glicosilada da
glicoproteina da raiva. Nido foi detectado produto com

reacgdo cruzada seroldgica em lisados de células néo
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infectadas ou infectadas com NYVAC parental. Resultados
equivalentes foram obtidos com todas as outras células

humanas analisadas.

Inoculagcdes na pele de coelho. A inducdo e

natureza das lesdes da pele de coelhos apds inoculacdes
intradérmicas (id) foram anteriormente usadas como medicdo
da patogenicidade de estirpes do virus da vacina (Buller et
al., 1988; Child et al., 1990; Fenner, 1958, Flexner et
al., 1987; Ghendon e Chernos 1964). Assim, a natureza das
lesbes associadas a inoculacgdes id com as estirpes do virus
da wvacina WR (ATCC #VR11l9 purificado de placas em células
Cv-1, ATCC #CCL70, e wum isolado de placas designado
variante L, ATCC #VR2035, seleccionado como descrito em
Panicali et al., 1981)), WYETH (ATCC #VR325 comercializado
como DRYVAC pela Wyeath Laboratories, Marietta, PA),
COPENGAGEN (VC-2) e NYVAC foram avaliadas por inoculacdo de
dois coelhos (A069 e Al28). Os dois coelhos apresentaram
diferentes sensibilidades globais aos virus, o coelho Al28
apresentando menos reacc¢des graves do que o coelho A069. No
coelho Al28 as lesbes foram relativamente pequenas e
resolvidas aos 27 dias pds—-inoculacdo. No coelho A069, as
lesdes foram intensas, especialmente para os locais de
inoculacdo de WR e resolvidas apenas apds 49 dias. A
intensidade das lesdes foi também dependente da localizacdo
dos locais de inoculacdo relativamente a rede de drenagem
linfdtica. Em particular, todos os locais situados acima da
coluna vertebral apresentaram lesdes mais intensas e

necessitaram de tempos mais longos para resolver as lesdes
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localizadas nos flancos. Todas as lesbdes foram medidas
diariamente desde o dia 4 atd ao desaparecimento da ultima
lesdo e calculadas as médias do tamanho madximo das lesdes e
dos dias necessarios para as curar (Tabela 17). Ndo foram
observadas reaccdes locais nos locais injectados com o0
controlo PBS. Foram observadas lesdes wulcerativas nos
locais injectados com as estirpes do virus da vacina WR,
VC-2 e WYEATH. Significativamente, nenhum endurecimento ou
lesdes ulcerativas foram observados nos locais de

inoculacdo com NYVAC.

Persisténcia de virus infeccioso no local da

inoculacdo. Para avaliar a persisténcia relativa destes
virus no local da inoculacdo, um coelho foi inoculado
intradermicamente, em mGltiplos locais, com 0,1 ml de PBS
contendo 10%, 107 ou 10° ufp de VC-2, WR, WYETH ou NYVAC.
Para cada um dos virus, a dose de 10’ ufp foi situada acima
da coluna wvertebral, flanqueada pelas doses de 10° e 10°.
Os locais de i1noculacdo foram observados diariamente
durante 11 dias. WR induziu a resposta mais intensa,
seguido de VC-2 e WYEATH (Tabela 18). A wulceracdo foi
primeiro observada no dia 9 para WR e WYEATH e no dia 10
para VC-2. Os locais inoculados com NYVAC ou controlo PBS
ndo apresentaram endurecimento ou ulceragdo. No dia 11 apéds
inoculacdo, amostras de pele derivadas dos locais de
inoculacéo foram destruidas mecanicamente e o virus
titulado em células CEF. Os resultados estdo apresentados
na Tabela 18. Em nenhum dos casos foi recuperado mais virus

nesta altura do que o administrado. A recuperacdo da
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estirpe WR do virus da vacina foi de aproximadamente 10°
ufp de virus em cada local, independentemente da quantidade
de virus administrada. A recuperacdo das estirpes WYEATH e
vC-2 do virus da vacina foi de 10° a 10* ufp,
independentemente da quantidade administrada. Nenhum virus

infeccioso foi recuperado dos locais inoculados com NYVAC.

Inoculacgdo de ratinhos geneticamente ou quimi-

camente imunodeficientes. A inoculacdo intraperitoneal de

doses elevadas de NYVAC (5 x 10° ufp) ou ALVAC (10° ufp) em
ratinhos labros ndo causou mortes, lesdes e doenca aparente
ao longo do periodo de observacdo de 100 dias. Pelo
contrdrio, os ratinhos inoculados com WR (10° a 10° ufp),
WYEATH (5 x 10’ ou 5 x 10° ufp) ou VvC-2 (10° a 10° ufp)
apresentaram lesdes disseminadas tipicas de poxvirus,
primeiro nas patas, depois na cauda, seguidas de orquite
grave nalguns animais). Nos ratinhos infectados com WR ou
com WYEATH, o aparecimento de lesdes disseminadas conduziu,
de um modo geral, a eventual morte, enquanto que a maior
parte dos ratinhos infectados com VC-2 eventualmente
recuperaram. Os valores de LDsy calculados estdo apresen-

tados na Tabela 19.

Em particular, os ratinhos inoculados com VC-2
comecaram a apresentar lesdes nas suas patas (papulas
vermelhas) e 1 a 2 dias mais tarde na cauda. Estas lesdes
ocorreram entre 11 e 13 dias pds-inoculagcdo (pi) em
ratinhos que receberam as doses mais elevadas (109, 108, 107

e 10° ufp), no dia 16 pi em ratinhos que receberam 10° ufp
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e nos dias 21 pi nos ratinhos que receberam 10* ufp. Nio
foram observadas lesdes em ratinhos inoculados com 10° e
10° ufp durante o periodo de observacdo de 100 dias. Foi
observada orquite no dia 23 pi em ratinhos que receberam
10° e 10° ufp e aproximadamente 7 dias mais tarde nos
outros grupos (10’ a 10% ufp). A orquite foi especialmente
intensa nos grupos de 10° e 10° ufp e, apesar de regredir,
foi observada até ao final do periodo de observacédo de 100
dias. Algumas les®es do tipo wvariola foram observadas na
prele de alguns ratinhos, ocorrendo por volta de 30-35 dias
pi. A maior parte das les®es tipo wvariola cicatrizaram
normalmente entre os 60-90 dias pi. Apenas um ratinho
morreu no grupo inoculado com 10° ufp (dia 34 pi) e um
ratinho morreu no grupo inoculado com 10° ufp (dia 94 pi).
Ndo foram observadas outras mortes nos ratinhos inoculados

com VC-2.

Os ratinhos inoculados com 10° ufp da estirpe WR
do wvirus da wvacina comecaram a apresentar lesdes tipo
variola no dia 17 pi. Estas les®es pareceram idénticas as
lesbdes apresentadas pelos ratinhos injectados com VC-2
(patas e cauda inchadas). Os ratinhos inoculados com 10°
fpu da estirpe WR ndo desenvolveram lesSes até aos 34 dias
pi. A orquite foi observada apenas nos ratinhos inoculados
com a dose mailis elevadas de WR (104 ufp). Durante as fases
mais tardias do periodo de observacédo, surgiram lesbes a
volta da boca e os ratinhos pararam de comer. Todos o©0s
ratinhos inoculados com 10° ufp de WR morreram ou foram

mortos quando necessdrio, entre 21 dias e 31 dias pi.
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Quatro de cinco ratinhos injectados com 10° ufp de WR
morreram ou foram mortos quando necessario entre os 35 dias
e os 57 dias pi. Ndo foram observadas mortes em ratinhos

inoculados com doses mais baixas de WR (1 a 100 ufp).

Os ratinhos inoculados com a estirpe WYEATH do
virus da vacina em doses mais elevadas (5 x 107 e 5 x 10°
ufp) mostraram lesdes nas patas e caudas, desenvolveram
orquite e morreram. Os ratinhos injectados com 5 x 10° ou

menos de WYEATH ndo mostraram sinais de doenca ou lesbes.

Como se mostra na Tabela 19, os ratinhos tratados
com CY proporcionam um modelo mais sensivel para testar a
viruléncia de poxvirus do que os ratinhos labros. Os
valores de LDsy para as estirpes WR, WYEATH e VC-2 do virus
da wvacina foram significativamente mais baixos neste
sistema modelo do que no modelo de ratinhos labros. Ainda,
desenvolveram-se lesdes em ratinhos injectados com virus da
vacina WYEATH, WR e VC-2, como se mostra abaixo, com as
doses mais elevados de cada um dos virus resultando na
formacdo mais rapida de lesdes. Tal como foi observado nos
ratinhos labros, os ratinhos tratados com CY injectados com
NYVAC ou ALVAC ndo desenvolveram lesdes. No entanto, ao
contrario dos ratinhos labros, foram observadas algumas
mortes em ratinhos tratados com CY infectados com NYVAC ou
ALVAC, independentemente da dose. Estas ocorréncias ao

acaso sdo suspeitas como causa de morte.

Os ratinhos injectados com todas as doses de
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WYEATH (9,5 x 10% a 9,5 x 10° ufp) apresentaram lesdes tipo
variola na sua cauda e/ou nas suas patas, entre 7 e 15 dias
pri. Ainda, as caudas e as patas incharam. A evolucdo das
lesbdes da cauda foil tipica das lesdes do tipo variola com
formagdo de uma péapula, ulceracdo e finalmente formacdo de
uma crosta. Os ratinhos inoculados com todas as doses de
vVC-2 (1,65 x 10° a 1,65 x 10°) também desenvolveram lesdes
tipo wvariola nas suas caudas e/ou patas anadlogas as dos
ratinhos injectados com WYEATH. Estas les®es foram
observadas entre 7 e 12 dias pds-inoculacdo. Ndo foram
observadas 1les®es em ratinhos injectados com doses mais
baixas de virus WR, se bem que tenham ocorrido mortes

nestes grupos.

Testagem da poténcia de NYVAC-RG. Para determinar

que a atenuacdo da estirpe COPENHAGEN do virus da vacina
foi realizada sem alterar significativamente a capacidade
da estirpe NYVAC resultante como vector util, foram
realizados testes de poténcia comparativos. Para
monitorizar o potencial imunogénico do vector durante as
manipulacdes genéticas sequenciais, efectuadas para atenuar
o wvirus, foi wusada uma glicoproteina da raiva como
antigénio repérter extrinseco. A eficdcia protectora dos
vectores que expressam o0 gene da glicoproteina da raiva foi
avaliada no teste convencional de poténcia com ratinhos NIH
(Seligmann, 1973). A Tabela 20 demonstra que os valores de
PDsy obtidos com o vector NYVAC altamente atenuado séo
idénticos aos obtidos usando um recombinante baseado em

COPENHAGEN contendo o gene da glicoproteina da raiva no
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locus tk (Kieny et al., 1984) e aos valores de PDsy obtidos
com ALVAC-RG, um vector baseados em virus da variola dos

candrios restringido a replicacdo a espécies aviarias.

Observacgdes. NYVAC, sem o0s genes de viruléncia
conhecidos e tendo caracteristicas de replicacdo in vitro
restrictas, foi analisado em sistemas de modelo animal para
avaliar as suas caracteristicas de atenuacdo. Estes estudos
foram realizados comparando com a estirpe laboratorial
neurovirulenta do wvirus da wvacina, WR, duas estirpes
vacinais de virus da vacina, WYETH (New York City Board of
Health) e COPENHAGEN (VC-2), assim como com uma estirpe de
virus da variola dos canarios, ALVAC (ver também o Exemplo
11) . Em conjunto estes virus proporcionaram um espectro de
potencial patogénico relativo no modelo de infeccdo de
ratinho e no modelo da pele de coelho, sendo WR a estirpe
mais wvirulenta, WYEATH e COPENHAGEN (VC-2) proporcionando
estirpes de wvacina atenuadas anteriormente utilizadas com
caracteristicas documentadas e ALVAC proporcionando um
exemplo de um poxvirus cuja replicacdo estd restringida a
espécies avidrias. Os resultados destas andlises in vivo
demonstram claramente as propriedades altamente atenuadas
de NYVAC relativamente as estirpes do virus da vacina WR,
WYEATH e COPENHAGEN (VC-2) (Tabelas 14-20). Significa-
tivamente, os valores de LDsy; para NYVAC foram comparaveis
aos observados com 0os do poxvirus aviario ALVAC,
restringido aos hospedeiros avidrios. As mortes devidas a
NYVAC, assim como a ALVAC, foram observadas apenas gquando

foram administradas doses extremamente elevadas por via
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intracraniana (Exemplo 11, Tabelas 14, 15, 19). Ainda néo
foi estabelecido se estas mortes foram devidas a
consequéncias né&o especificas da inoculacdo de uma massa
elevada de proteina. Os resultados das andlises em modelos
de ratinhos imunocomprometidos (labros e tratados com CY)
também demonstraram caracteristicas de atenuacdo relativa-
mente elevada de NYVAC, comparativamente com as estirpes
WR, WYEATH e COPENHAGEN (Tabelas 17 e 18). E de notar que
ndo houve evidéncia de infeccg¢do disseminada por virus da
vacina, nem foi observada doenca vacinal em animais
inoculados com NYVAC ou em animais inoculados com ALVAC ao
longo do periodo de observacdo. A delecdo de multiplos
genes associados a viruléncia em NYVAC mostra um efeito
sinergistico relativamente a patogenicidade. Uma outra
medida de inocuidade de NYVAC foi proporcionada pela
administracdo intradérmica na pele de coelho (Tabelas 17 e
18) . Considerando os resultados com ALVAC, um virus incapaz
de se replicar em espécies ndo aviarias, a capacidade de se
replicar no local de inoculacdo ndo é a uUnica demonstracéo
de reactividade, uma vez que a inoculacdo intradérmica de
ALVAC causou &areas de endurecimento numa forma dependente
de dose. Assim, é provavel que outros factores para além da
capacidade replicativa contribuam para a formacdo das
lesdes. A delecdo de genes especificos associados a

viruléncia em NIVAC evita a ocorréncia de lesdes.

Em conjunto, os resultados deste Exemplo e dos
Exemplos que se seguem, incluindo o Exemplo 10, demonstram

a natureza altamente atenuada de NYVAC relativamente a WR e
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as estirpes vacinais do wvirus da vacina anteriormente
utilizadas, WYEATH e COPENHAGEN. De facto, o perfil
patogénico de NYVAC, nos sistemas de modelo animal
testados, foil semelhante ao de ALVAC, um poxvirus conhecido
por se replicar produtivamente apenas em espécies avidrias.
A capacidade aparentemente restringida de NYVAC para se
replicar produtivamente em células humanas (Tabela 16) e
noutras espécies, incluindo o ratinho, suino, cé&do e cavalo,
proporciona uma barreira considerdvel que limita ou evita a
potencial transmissdo a contactos ndo vacinados ou para o
ambiente em geral, para além de proporcionar um vector com
probabilidade reduzida de disseminacdo no individuo

vacinado.

Significativamente, demonstrou-se que os candi-
datos a vacinas baseados em NYVAC s&o eficazes. Os recom-
binantes de ©NYVAC que expressam o0s produtos de genes
heterélogos de uma série de agentes patogénicos induzem
respostas imunitdrias contra os produtos de genes hete-
rélogos em varias espécies animais, incluindo primatas. Em
particular, um recombinante baseado em NYVAC que expressa a
glicoproteina da raiva foi capaz de proteger ratinhos
contra a infeccdo letal pela raiva. A poténcia do recom-
binante da glicoproteina da raiva baseado em NYVAC foi
compardvel ao valor de PDsy para um recombinante baseado em
COPENHAGEN contendo a glicoproteina da raiva no locus tk
(Tabela 20). Também se demonstrou que os recombinantes
baseados em NYVAC induzem anticorpos neutralizantes contra

o virus do sarampo em coelhos e proteccdo contra a infeccdo
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pelo wvirus da pseudo-raiva e pelo wvirus da encefalite
japonesa em suinos. A estirpe NYVAC altamente atenuada
confere vantagens de seguranca para aplicacdes médicas nos
seres humanos e veterindrias nos animais (Tartaglia et al.,
1992). Ainda, a utilizacdo de NYVAC como um sistema vector
de expressdo geral em laboratdério pode grandemente reduzir
os perigos bioldgicos associados a utilizacdo de virus da

vacina.

Pelos critérios que se seguem, os resultados
deste Exemplo e dos outros Exemplos aqui apresentados,
incluindo o Exemplo 10, mostram que NYVAC estd altamente
atenuado: a) auséncia de endurecimento ou ulceracdo detec-
tdavel no local da inoculacdo (pele de coelho); b) elimi-
nacdo rédpida do virus infeccioso do local de inoculacéo
intradérmica (pele de coelho); c) auséncia de inflamacéo
testicular (ratinhos 1labros); d) wviruléncia grandemente
reduzida (infeccdo intracraniana, em ratinhos com trés
semanas de idade e em recém-nascidos); e) patogenicidade
grandemente reduzida e incapacidade de se disseminar em
individuos imunodeficientes (ratinhos labros e tratados com
ciclofosfamida); e £f) capacidade dramaticamente reduzida
para se replicar numa variedade de células humanas em
cultura de tecidos. No entanto, apesar de estar altamente
atenuado, NYVAC, como vector, mantém a capacidade de
induzir fortes respostas imunitdrias contra antigénios

extrinsecos.
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(vc-2),

EM LINHAS CELULARES AVIARIAS OU HUMANAS

NYVAC E ALVAC

Células Horas Producdo® % de
pés—infeccéo producdo
vC-2 NYVAC ALVAC
CEF 0 3,8" 3,7 4,5
24 8,3 7,8 6,6
48 8,6 7,9 7,7
72 8,3 7,7 7,5 25
72A° <1,4 1,8 3,1
MRC-5 0 3,8 3,8 4,7
72 7,2 4,6 3,8 0,25
T2A 2,2 2,2 3,7
WISH* 0 3,4 3,4 4,3
72 7,6 2,2 3,1 0,0004
7232 - 1,9 2,9
DETROIT 0 3,8 3,7 4,4
72 7,2 5,4 3,4 1,6
722 1,7 1,7 2,9
HEL 0 3,8 3,5 4,3
72 7,5 4,6 3,3 0,125
722 2,5 2,1 3,6
JT-1 0 3,1 3,1 4,1
72 6,5 3,1 4,2 0,039
T2A 2,4 2,1 4,4
HNK 0 3,8 3,7 4,7
72 7,6 4,5 3,6 0,079
T2A 3,1 2,7 3,7
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(continuacéo)

Células

Horas

pés—-infeccéo

Producdo®

% de

producdo

a: Producdo de NYVAC as 72 horas pds-infeccdo expressa como

percentagem da producdo de VAC-2 apds 72 horas na mesma linha

celular.

b: Titulo expresso como Logsy ufp por ml.

c: A amostra foil incubada na presenca de 40 pg/ml de citosina

arabindsido.

d: Ndo determinado.

*: ATCC #CCL25 células amnidticas humanas.

TABELA 17. ENDURECIMENTO E ULCERACAO NO LOCAL DA INOCULACAO

INTRADERMICA NA PELE DE COELHO.

Estirpe Dose® Endurecimento Ulceracéo
viral Tamanho® Dias® Tamanho Dias
WR 10° 386 30 88 30
10° 622 35 149 32
10° 1057 34 271 34
10’ 877 35 204 35
10° 581 25 88 26
WYEATH 10* 32 5 --d --
10° 116 15 -- --
10° 267 17 3 15
10’ 202 17 3 24
10° 240 29 12 31
VC-2 10° 64 7 - --
10° 86 8 -— --
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(continuacéo)

Estirpe Dose® Endurecimento Ulceracdo

viral Tamanho” Dias® Tamanho Dias
10° 136 17 -— -
10’ 167 21 6 10
10" 155 32 6 8

NYVAC 10° - - -— --
10° -- -= -= --
10° -- -- -- --
10’ -- -- -- --
10° -- -- -- --

a

ufp do virus da vacina indicado em 0, ml de PBS

inoculados intradermicamente num local.

® tamanho méximo médio das lesdes (mm?)

© titulo médio apds inoculacdo para cicatrizacdo completa
da lesdo.

¢ sem lesdes discerniveis

TABELA 18. PERSISTENCIA DE POXVIRUS NO LOCAL DA INOCULACAO

INTRADERMICA

Virus Dose do indculo Virus total recuperado
wR 8,0 6,14
7,0 6,26
6,0 6,21
WYEATH 8,0 3,66
7,0 4,10
6,0 3,59
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Virus Dose do inéculo Virus total recuperado
vC-2 8,0 4,47
7,0 4,74
6,0 3,97
NYVAC 8,0 0
7,0 0
6,0 0

a: expresso como logig ufp.

TABELA 19.

PROMETIOS

ESTUDOS DA VIRULENCIA EM RATINHOS IMUNOCOM-

Estirpe de LDso”
poxvirus Ratinhos labros Ratinhos tratados com
ciclofosfamida
WR 422 42

VC-2 >10° <1,65 x 10°
WYEATH 1,58 x 10’ 1,83 x 10°
NYVAC >5,50 x 10° 7,23 x 10°
ALVAC >10° 25,00 x 10%

a: dose letal para 50% (ufp) calculada para ratinhos

labros ou tratados com ciclofosfamida para os virus da

vacina indicados e para ALVAC pela via intraperitoneal

b: 5 em 10 ratinhos morreram com a dose mais elevada de 5

x 10° ufp.
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TABELA 20. EFICACIA COMPARATIVA DE NYVAC-RG E ALVAC-RG EM

RATINHOS
Recombinante PDs,o”
W-RG 3,74
ALVAC-RG 3,86
NYVAC-RG 3,70

a: Ratinhos com quatro a seis semanas de idade foram
inoculados na pata com 50-100 pnl de uma gama de diluigdes
(2,0 -8,0 logyy; doses que causam 50% de infeccdo em cultura
de tecidos (TCIDsp) de VV-RG (Kieny et al., 1984), ALVAC-RG
(vCP65) ou NYVAC-RG (vP879). No dia 14, os ratinhos de
cada grupo foram infectados por inoculacdo intracraniana
de 30 pl de uma estirpe CVS viva do virus da raiva
correspondendo a 15 doses que causam 50% de letalidade
(LDsg) em ratinhos. No dia 28, os ratinhos que sobreviveram
foram contados e calculada uma dose protectora de 50%

(PDsp)

EXEMPLO 12 — DURACAO DA IMUNIDADE EM CAES INDUZIDA POR VCP-

65

Este Exemplo testa em cdes a duracdo da imunidade
induzida pelo recombinante variola dos candrios-raiva vCP65
usando uma uUnica imunizacdo com 10°%7 TCIDs,.

Materiais:

53 cdes, com 8 meses de idade, sem anticorpos
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contra o virus da raiva (Beagle) e o recombinante vCP-65
produzido em CEF na sexta passagen, contendo 10°’

TCIDso/ml.
Métodos:
Imunizacdo

No dia 0, 41 cdes foram inoculados por via
subcutdnea, com 1 ml da suspensdo de vCP65. Doze (12) cées
ndo foram inoculados (animais controlos). Dois animais

vacinados morreram de morte inespecifica.

Testagem seroldgica

Colheu-se sangue de todos os cdes no dia 0 e 1,
2, 3, 6 meses apds vacinacdo. Colheu-se sangue de alguns
dos cdes noutros pontos de tempo (12, 24 e 36 meses apds

vacinacéo) .

Para wum seguimento a curto prazo, colheu-se

sangue de 10 cdes nos dias 0, 7, 14 e 21.

Anticorpos contra a raiva: RFFITest (SN).

Anticorpos contra a variola dos canarios: ELISA:

técnica indirecta contra virus total purificado.
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Teste de seguranca

Desde o dia 0 ao dia 7: observacdo diaria e

registo da temperatura para cada animal.

Desde o dia 7 ao dia 28: observacdo semanal.

Infeccdo

Um primeiro grupo de 5 cdes foi infectado seis
meses apds vacinacdo, por inoculacdo intramuscular de 1034
doses letais (LD)50%/ratinho, no mGsculo temporal (2 x 0,5
ml). Trés (3) animais controlos ndo vacinados receberam o

mesmo indculo na mesma altura.

Um segundo grupo de 11 cdes vacinados foi
infectado nas mesmas condic¢des, 12 meses apds vacinacdo e
ao mesmo tempo, trés (3) animais testemunha foram

igualmente infectados.

Um segundo grupo de 11 <cdes vacinados foi
infectado, nas mesmas condicdes, 24 meses apds vacinacdo.
Ao mesmo tempo, trés (3) animais controlos foram igualmente

infectados.

Um quarto grupo de doze (12) cédes vacinados foi
infectado, nas mesmas condi¢des, 36 meses apds vacinacdo.
Ao mesmo tempo, trés (3) animais controlos foram igualmente

infectados.
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Resultados:

Seguranca de vCP65

Nenhum dos cdes apresentou reaccdo local ou geral

(ver Tabelas de temperatura 26 e 27).

Serologia

Anticorpos contra a raiva: Ab SN contra a raiva
foram induzidos em todos os 41 cdes vacinados. O nivel
maximo foi observado entre 14 e 28 dias, seguido de um

decréscimo rapido (ver Tabelas 21, 22 e 29).

Anticorpos CP: todos os cdes eram positivos no
dia 28. Apenas um cdo induziu um nivel baixo de Ab e este
estava correlacionado com um nivel baixo de anticorpos

contra a raiva (ver Tabelas 23 e 24).

Infeccdo

Todos 0s cdes vacinados sobreviveram apds
infeccdo realizada 6 ou 12 meses mais tarde (ver Tabela
25). Dez de onze (10/11) sobreviveram a infeccdo aos 24
meses e 11/12 sobreviveram a infeccdo 36 meses apds a

vacinacdo (ver Tabela 28).

A titulacdo de Ab contra a raiva foil realizada 2
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meses apds a infeccdo nos cdes que sobreviveram (infeccdo
aos 6 meses). Os cinco (5) cdes tinham um nivel elevado de

Ab.

Discusséo:

A  cinética de anticorpos observada nos cées
imunizados foi muito rdpida e na altura da infeccdo, aos 12
meses, a maior parte deles eram quase "negativos". Apesar
deste facto, 100% estavam protegidos. VArios cédes induziram
niveis particularmente baixos de anticorpos contra a raiva:
menos de 1 U.I. um més apds vacinacdo. Um deles foi
resistente a infeccdo aos 12 meses. Os outros 3 foram

infectados mais tarde.

TABELA 21 CINETICA DE ANTICORPOS CONTRA A RAIVA (RFFIT)
INDUZIDOS PELO RECOMBINANTE VARIOLA DOS CANARIOS/RAIVA

VCP65 I: SEGUIMENTO A LONGO PRAZO

Grupo Céo N° Anticorpos em U.I. (tempo em meses)
0 1 2 3 6 (°8) 12
N1V9 0,74 7,45 0,93 0,07 0,18 0,09
N3V9 0,29 7.45 0,29 0,23 0,74 0,15
N2V9 1,17 3,73 0,29 0,23 0,23 0,07
N3W22 0,23 9,38 0,93 0,23 0,12 0,05
VCP65 N5W22 0,23 4,70 0,93 0,23 0,59 7,40
10%7/ml N4V9 0,59 11,80 0,74 0,18 0,23 0,15
N1W38 0,47 18,71 1,17 0,74 0,47 0,15
N8W22 0,74 2,35 0,59 0,23 1,85 0,15
N7W22 0,74 7,45 1,17 0,23 0,18 7,40

N8V14 0,23 7,45 0,74 0,23 0,23 0,38
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(continuacéo)

Grupo Céo N° Anticorpos em U.I. (tempo em meses)
0 1 2 3 6 (°8) 12
N7V14 0,47 3,73 0,29 0,15 0,15 0,15
N1R54 0,23 7,45 2,94 0,47 0,59 0,12
N9V14 0,23 0, 94 0,29 0,07 0,18 0,15
N2544 0,47 0,74 0,09 0,07 0,07 0,05
N3T2 0,47 2,35 0,29 0,07 0,07 0,05
N5V49 0,23 18,71 1,48 0,47 0,59 0,38

N4v49 0,23 7,45 0,93 0,23 0,29 2,30
N2V49 0,29 2,35 0,19 0,15 0,18 0,05
N1v49 0,23 7,45 0,93 0,23 0,12 0,09
N1V83 0,07 1,87 0,59 0,12 0,18 0,05

N2T90 0,23 7,45 1,17 0,59 0,23 1,80

N3V57 0,47 14,86 1,17 0,47 0,74 7,40
VCP65 N2V57 0,23 7,45 1,17 0,23 0,23 0,15
10%7/ml N10W22 0,07 7,45 0,37 0,23 0,15 0,15
N5W38 0,23 4,70 0,93 0,23 0,23 0,15
NowW22 0,18 2,96 0,59 0,23 0,29 0,15
N13v14 0,74 7,45 0,37 0,18 0,07 0,15
N12v14 0,59 2,35 0,15 0,07 0,12 0,05

N3544 0,07 0,93 0,18

N4R54 0,29 7,45 2,34 0,29 0,74 0,47
N5V9 0,07 7,45 0,93 0,18 0,47 0,09
N6V9 0,47 2,35 0,93 0,23 0,74 0,15
N8V9 0,29 7,45 0,93 0,23 0,15 0,05
N4R18 0,23 7,45 0,93 0,23 0,93 0,12
N3W38 0,12 37,33 2,34 0,23 0,93 0,15
N4W38 0,23 18,71 4,67 0,47 0,74 0,47
N4V57 0,23 7,45 2,94 0,47 1,17 0,29
N5T90 0,23 2,35 0,74 0,12 0,74 0,07
N6V49 0,18 2,35 0,39 0,23 0,23 0,15
N3S110 0,59 7,45 0,93 0,47 0,74 0,29
N9R27 0,07 0,94 0,93 0,23 0,59 0,09
Média 0,28 6,11 0,71 0,22 0,31 0,13

geométrica
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Grupo Céo N° Anticorpos em U.I. (tempo em meses)
0 1 2 3 6 (°8) 12
N1544 0,74 0,74 0,07 0,02 0,07 0,05
N1V57 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07 0,05
N3T90 0,23 0,94 0,09 0,07 0,07 0,05
N1s10 0,74 0,47 0,09 0,07 0,07 0,05
N10V14 0,23 0,74 0,09 0,07 0,07 0,05
Controlos N14V14 0,23 0,59 0,07 0,07 0,07 0,05
N5R54 0,23 0,59 0,07 0,07 0,07 0,05
N7V9 0,59 0,49 0,09 0,07 0,07 0,05
N2W38 0,74 1,17 0,15 0,07 0,07 0,05
195 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07
194 0,59 0,47 0,09 0,07 0,07
198 0,29 0,05 0,18 0,07 0,07
X 0,30 0,37 0,09 0,06 0,07
TABELA 22 CINETICA DE ANTICORPOS CONTRA A RAIVA (RFFIT)

INDUZIDOS PELO RECOMBINANTE VARIOLA DOS CANARIOS/RAIVA

VCP65 II: SEGUIMENTO A CURTO PRAZO

Grupo Céao N° Anticorpos em U.I. (tempo em dias)
0 7 14 21 28 60 90 180 360
N1owWw22 0,07 0,74 4,70 9,38 7,45 0,37 0,23 0,15 0,15
N9W22 0,18 0,74 11,80 4,70 2,95 0,59 0,23 0,29 0,15

N3544 0,07 0,29 3,73 2,96 0,93 0,18

N5V9 0,07 0,74 7,45 7,45 7,45 6,93 0,18 0,47 0,09
N3W38 0,12 0,74 59,16 59,16 37,33 2,34 0,23 0,93 0,15
N4v57 0,23 0,74 9,38 18,71 7,45 2,94 0,47 1,17 0,29
N5T90 0,23 1,17 4,70 7,45 2,35 0,74 0,12 0,74 0,07
N6V49 0,18 0,74 11,80 7,45 2,35 0,29 0,23 0,23 0,15
N35110 0,59 3,73 4,86 4,70 7,45 0,93 0,47 0,74 0,29
N9R27 0,07 0,23 2,35 4,45 0,94 0,93 0,23 0,59 0,09
Média 0,14 0,74 7,47 8,12 4,18 0,74 0,24 0,49 0,14

geomn.
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TABELA 23 CINETICA DE ANTICORPOS CONTRA A VARIOLA DOS
CANARIOS (ELISA) INDUZIDOS PELO RECOMBINANTE VARIOLA DOS

CANARIOS/RAIVA VCP65 I: SEGUIMENTO A LONGO PRAZO

Grupo Cdo N° DO a 450 nm (soros a 1/100) (tempo em meses)
0 1 2 3 6 (*8) 12
N1V9 0,10 0,40 0,33 0,17 0,04 0,01
N3V9 0,14 0,30 0,20 0,11 0,02 0
N2V9 0,10 0,27 0,24 0,11 0,09 0
N3W22 0,11 0,26 0,27 0,15 0,03 0
NSW22 0,12 0,26 0,22 0,15 0,00 0,03
N4V9 0,14 0,32 0,17 0,07 0,00 0
N1W38 0,10 0,42 0,30 0,14 0,03 0
N8W22 0,13 0,28 0,22 0,10 0,03 0
N7W22 0,08 0,37 0,29 0,21 0,03 0,02
N8V14 0,10 0,44 0,29 0,09 0,04 0
N7V14 0,08 0,28 0,19 0,05 0,00 0,02
N1R54 0,03 0,23 0,18 0,09 0,00 0
vCP65 N9V14 0,08 0,34 0,26 0,05 0,04 0
10%7/ml N2544 0,15 0,31 0,25 0,09 0,03 0,01
N3T2 0,06 0,20 0,13 0,00 0,00 0
N5V49 0,05 0,38 0,24
N4v49 0,09 0,34 0,20 0,01 0,00 0
N2V49 0,02 0,32 0,22 0,00 0,06 0
N1v49 0,09 0,33 0,25 0,14 0,00 0
N1V83 0,13 0,25 0,28 0,10 0,00 0,02
N2T90 0,05 0,42 0,37 0,09 0,14 0,01
N3V57 0,04 0,53 0,51 0,28 0,17 0,01
N2V57 0,05 0,38 0,39 0,11 0,07 0,01
N10wW22 0,05 0,28 0,26 0,01 0,05 0
N5W38 0,04 0, 44 0,37 0,24 0,05 0
NOW22 0,10 0,31 0,25 0,18 0,05 0,00 0,01
N13V14 0,15 0,30 0,13 0,15 0,00 0,01
N12v14 0,18 0,33 0,20 0,18 0,01 0,03
N3544 0,10 0,37 0,33

N4R54 0,10 0,28 0,26 0,16 0,06 0
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Grupo Céo N° DO a 450 nm (soros a 1/100) (tempo em meses)
0 1 2 3 6 (*8) 12
N5V9 0,11 0,33 0,24 0,14 0,05 0,02
N6V9 0,00 0,31 0,40 0,08 0,05 0,02
N8V9 0,09 0,35 0,29 0,08 0,06 0,01
N4R18 0,13 0,30 0,23 0,09 0,02 0,01
vCP65 N3W38 0,10 0,38 0,26 0,05 0,06
10%7/ml N4W38 0,07 0,58 0,41 0,16 0,08 0
N4V57 0,07 0,29 0,24 0,08 0,04 0,01
N5T90 0,06 0,237 0,22 0,06 0,00 0
N6V49 0,08 0,28 0,30 0,14 0,07 0,01
N35110 0,10 0,23 0,28 0,18 0,10 0,01
N9R27 0,06 0,11 0,17 0,07 0,01 0,01
Média 0,09 0,33 0,26 0,11 0,04 0,01
geométrica
Controlos N1S44 0,06 0,18 0,16 0,02 0,00 0,01
N1V57 0,04 0,17 0,13 0,00 0,00 0,01
N3T90 0,00 0,16 0,07 0,00 0,00 0,00
N1S10 0,09 0,16 0,16 0,00 0,00 0,01
N10V14 0,09 0,18 0,08 0,00 0,00 0,00
N14v14 0,04 0,19 0,06 0,00 0,00 0,00
N5R54 0,09 0,17 0,09 0,00 0,00 0,00
N7V9 0,13 0,15 0,15 0,00 0,00 0,00
N2W38 0,10 0,18 0,10 0,00 0,00
195 0,06 0,12 0,17 0,00 0,00
194 0,90 0,13 0,23 0,00 0,00
98 0,13 0,05 0,13 0,00 0,00
Média 0,08 0,15 0,13 0,00 0,00 0,00
geométrica

(*):

8 meses = titulacdo de anticorpos 2 meses apds a infeccdo
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TABELA 24 CINETICA DE ANTICORPOS CONTRA A VARIOLA DOS

CANARIOS

(ELISA)

CANARIOS/RAIVA VCP65 II:

SEGUIMENTO A CURTO PRAZO

INDUZIDOS PELO RECOMBINANTE VARIOLA DOS

Grupo Cao N° DO a 450 nm (soros a 1/100) (tempo em dias)
0 7 14 21 28 60 90 180 360
vCP65 N10W22 0,05 0,19 0,24 0,22 0,28 0,26 0,01 0,05 0
10%7/ml N9W22 0,10 0,14 0,29 0,32 0,31 0,25 0,18 0,05 0
N3544 0,10 0,15 0,23 0,33 0,37 0,33
N5V9 0,11 0,15 0,30 0,30 0,33 0,24 0,14 0,05 0,02
N3W38 0,10 0,11 0,40 0,37 0,38 0,26 0,05 0,06
N4v57 0,07 0,13 0,31 0,29 0,39 0,24 0,08 0,04 0,01
N5T90 0,06 0,07 0,27 0,29 0,23 0,22 0,06 0 0
N6V49 0,08 0,11 0,36 0,34 0,28 0,30 0,14 0,07 0,01
N3s5110 0,10 0,14 0,28 0,37 0,23 0,28 0,18 0,1 0,01
N9R27 0,06 0,08 0,15 0,11 0,11 0,17 0,07 0,01 0,01
X 0,08 0,13 0,28 0,29 0,29 0,26 0,10 0,05 0,01
TABELA 25
IMUNIDADE DURADOIRA EM CAES IMUNIZADOS COM CP/RAIVA
1: ANIMATS: Caes (Beagle) 8 meses de idade, sem anticorpos contra a raiva
2: RECOMBINANTE: vCP-65, 6% passagem em células CEF.
3: IMUNIZACAO: 1 ml (10%7 TCIDs), por via subcutdnea, no dia zero.
4: TESTES SEROLOGICOS: Anticorpos SN contra a raiva, "Teste rdpido de inibicdo de

focos de fluorescéncia”.

5. INFECCAO:

(estirpe NYGS).

0,5 ml da estirpe virulenta em cada um dos misculos temporais

I: infeccdo aos 6 meses (10%* LDs-ratinho/cdo)
ANTICORPOS SN CONTRA A RAIVA (RFFIT)
Grupo Cao N° [Maximo  observado|Dia da infeccdo [Resultado |Taxa de
log U.I. log U.I. (*) sobrevivéncia

vacinado |N2T90 2,2(D28) |7,75 0,7 0,23 S

N3V57 2,5(D28) |14,8 0,7 0,23 S

N4v49 2,2(D28) |7,45 0,8 0,29 S 100%

N5W22 2(028) 8,7 1,1 0,59 S

N7W22 2,2(D28) |7,45 0,6 0,18 S
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(continuacéo)

IMUNIDADE DURADOIRA EM CAES IMUNIZADOS COM CP/RATVA

: ANIMATS: Cées (Beagle) 8 meses de idade, sem anticorpos contra a raiva

1

2: RECOMBINANTE: vCP-65, 6% passagem em células CEF.

3: IMUNIZACAO: 1 ml (10%7 TCIDy), por via subcutdnea, no dia zero.
4

: TESTES SEROLOGICOS: Anticorpos SN contra a raiva, "Teste rapido de inibicdo de

focos de fluorescéncia.
5. INFECCAQO: 0,5 ml da estirpe virulenta em cada um dos masculos temporais
(estirpe NYGS).

I: infeccdo aos 6 meses (10°* LDs,—ratinho/cao)

ANTICORPOS SN CONTRA A RAIVA (RFFIT)

Grupo Cao N° [Maximo  observado|Dia da infeccdo [Resultado |Taxa de
log U.TI. log U.T. (*) sobrevivéncia

controlo |194 1(D28) 0,47 0,2 0,07 D(16)

195 0,2(028) (0,07 0,2 0,07 D(24) 0%

198 1(D28) 0,47 0,2 0,07 D(17)

II: infeccdo aos 12 meses (10%* LDs,-ratinho/c&o)
ANTTCORPOS SN CONTRA A RAIVA (RFFIT)
Grupo Céo N° Maximo  observado|Dia da infeccdo |Resultado [Taxa de
Log U.I. |lLog U.I. (*) sobrevivéncia

vacinado |N1V9 2,2(0,28)|7,45 0,5 0,09 S

N3V9 2,2(0,28)(7,45 0,7 0,15 S

N2V9 1,9(0,28)|3,73 0,4 0,07 S 100%

N7W22 2,3(0,28)(9,78 0,2 0,05 s

N4V9 2,2(0,28)|7,45 0,7 0,15 S

N1W38 2,6(0,28)(18,7 0,7 0,15 S

N8W22 1,7(0,28)|2,35 0,7 0,15 S

N8V14 2,2(0,28)|7,45 1,1 0,38 S

N7V14 1,9(0,28)|3,73 0,7 0,15 S

N1R45 2,2(0,28)|7,45 0,6 0,12 S

NOV14 1,3(2,8) [0,94 0,7 0,15 S
controlo [N10V14 1,2(0,28)|0,74 0,2 0,05 D(14)

N14vi4 (1,1(0,28)(0,59 0,2 0,05 D(13) 0%

N5R54 1,2(0,28)|0,74 0,2 0,05 D(14)

(*): S = Sobreviventes, D(16) = Mortos, 16 dias apds infeccéo
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TABELA 26: ESTUDO DA DURACAO DA IMUNIDADE EM CAES
IMUNIZADOS COM O RECOMBINANTE VARIOLA DOS CANARIOS/RAIVA

VCP65: TEMPERATURAS

Dia 0 1 2 3 4 7
Céo

N8W22 39,5 38,6 38,4 39,3 39,4 39
N5W22 40,2 39,5 38,8 39,7 39,9 39,6
N7W22 39,7 38,8 38,5 39,6 39,4 39,3
N7V14 39,9 39,6 39,1 39,5 39,4 39,6
N1W38 39,2 39,5 38,1 38,9 38,8 38,9
NOV14 39,4 38,7 38,9 39,3 39,8 39,2
N2V9 39,4 38,4 39,3 39 38,5 39,2
N4v9 39,7 39 39,4 39,1 39,2 39,3
N5V49 39,6 39,5 39,5 39,2 39 39,1
N1V9 40 38,7 39,2 39,3 38,9 39,3
N2v49 39,4 39,2 39,2 39,2 39,1 38,8
N1V83 40 39,2 39,3 39,3 39,1 39,2
N35110 39,1 38,4 38,7 38,7 38,8 38,3
N3544 39,4 38,5 39 38,9 39 38,7
N5T90 38,9 38,5 38,9 38,9 36,8 38,7
NI9R77 38,9 38,7 39,2 38,8 38,8 38,7
N6V49 39,2 39 38,7 38,7 38,7 38,4
N3W38 39,1 38,4 38,9 38,9 38,6 38,3
N5V9 39,9 39,3 39,8 39,2 39,3 39,2
N4V57 39,7 39,8 39,8 39,8 39 39,2
N1OW22 39,4 39,7 39,3 39 38,8 38,8
N4W38 38,6 38,4 38,5 38,3 38,4 38,2
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(continuacéo)
Dia 0 1 2 3 4 7
Céo
N8V9 39,8 39,6 39,9 39,5 39,3 39,3
N5W38 39,4 38,3 38,8 38,2 38,3 38,6
N12v14 38,7 38,7 39 38,9 38,6 38,8
N9W22 39,2 39 39,3 39,5 39,1 38,8
N12v14 38,7 38,2 39 38,9 38,6 38,8
N4R18 39,2 38,7 39,3 39,3 39,2 39,2
N4R54 39,2 39,2 39,1 39,3 39,1 38,8
N6V9 39,2 39,6 39,7 39,4 39,2 39,3
N13v14 39,2 39,2 39 39,2 39 38,9
N2v44 39,1 39,8 39,2 39,1 38,6 38,6
N8V14 39,9 38,9 39,3 38,8 39,1 39,2
N1V49 39,3 39 39,1 39,2 38,7 39
N4v49 39,1 38,7 39,5 39 38,6 39,1
N1R54 39,6 38,5 39,6 39,1 3R, 6 39,1
N3V57 39,2 38,6 39,2 38,8 38,9 39
N3V9 39,6 39,4 39,5 39,3 38,7 39,4
N3W22 39,4 39,5 39,2 39,4 39,1 39
M3T2 39,3 39,3 39,4 19,1 39,2 39,3
N2T90 39,5 39 39,3 38,9 38,9 38,9
N2V57 39,4 39 39,5 39,2 38,7 38,9
Média 39,4 39,0 39,2 39,1 38,9 39,0
geométrica
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TABELA 27: TEMPERATURAS

Dia 0 1 2 3 4 7
Cao

N1V57 39,5 39,2 39,6 39,5 39,4 39,1
N1S10 39,3 38,4 39,3 39,4 38,9 39,1
N1S44 39,2 39,6 39,6 39,7 39,1 39,3
N3T90 39,4 39,4 39,8 39,9 38,9 39
N2W38 38,5 38,4 38,8 38,6 38,5 38,5
N5R54 39,2 39,2 39,1 39,2 39 39,2
N7V9 39,1 39,5 39,6 39,4 39,1 39,5
N10V14 38,5 39,9 39,3 39 39,5 38,8
N14v14 38,9 39,7 39,3 39,4 39,2 39,3
195 38 37,2 37,6 37,6 38,6 38
194 38,4 38,2 38,3 38,3 37,6 38,4
198 39 38,2 38,1 38 38,4 37,8
MEDIA 38,9 38,9 39,0 39,0 38,9 38,8

TABELA 28

1: Animais: Cies (Beagle) 8 meses de idade, sem anticorpos contra a raiva
2: Recombinante: vCP-65, 8% passagem em células CEF.
3: Imunizacdo: 1 ml (10%7 TCIDs), por via subcutdnea, no dia zero.

4: Testes seroldgicos: Anticorpos SN contra a raiva, "Teste ripido de inibicdo de

focos de fluorescéncia”.
5. Infeccdo: 0,5 ml da estirpe virulenta em cada um dos masculos temporais

(estirpe NYGS) infeccdo aos 24 meses (10%’ LDs,-ratinho/cdo)
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(continuado)

Grupo Cao N° |ANTICORPOS SN CONTRA A RAIVA|Resul- Taxa de|Anticorpos
(RFFIT) tado sobrevivéncia |SN 40 dias
Maximo Dia da apbds
observado infeccéo infeccao
Log U.I. |Log LU. (*) lLog U.I.
N2944 |12 0,74 0,2 0,02 [D(14)
(D25)
N3T2 17 2,35 0,5 0,04 (s 2,6 19,3
vacinado (D25)
N5V49 (2,6 18,7 1,6 0,47 |s 2,6 19,3
(D25)
N2v49 (1,7 2,35 10,4 10,03 |sS 10/11 2,5 14,7
(D25)
N1v49 (2,2 7,35 1,2 0,12 |s 2,5 (7,4
(D25)
N1V83 |1 1,87 1,1 |o,15 |s 91% - -
(D28)
N2V57 (2,2 7,35 1,2 0,19 |[s 2,6 19,3
(D28)
N1QW22 (2,3 9,38 1 0,12 |S 2,6 19,3
(D21)
NSW38 |2 4,70 1,1 0,15 (s 2,6 19,3
(D25)
Now22 2,4 11,8 0,5 0,07 |S 2,5 (7,4
(D14)
N13v14 (2,2 7,35 1,3 0,23 |s 2,6 19,3
(D25)
controlo |N1V57 10,2 0,07 0,2 0,02 ([D(14) - -
(D28)
N2W38 |1,4 1,17 0,2 0,02 [D(15) 0% - -
(D28)
N7V8 1,1 0,49 0,2 0,02 [D(14) - -
(D14)
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Grupo Cao N° |ANTICORPOS SN CONTRA A RAIVA|Resul- Taxa de|Anticorpos
(RFFIT) tado sobrevivéncia |SN 40 dias
Maximo Dia da apds
observado infeccéo infeccao
Log U.I. |Log LU. (*) log U.I.
IV Infecgdo aos 36 meses (10%7 1Ds,~ratinho/c&o)
Grupo Cédo N° |ANTICORPOS SN CONTRA A RAIVA|Resultado |Taxa de sobrevivéncia
(RFFIT)
Maximo observado |Dia dal
infeccao
Log U.I.|Log LU. [(*)
NV14 1,7(D28) 2,35 (0,6 10,05 [D(13)
N4R54 |2,2(D25) 7,45 11,6 10,59 |S
N5V9 2,2(Dl14) 7,45 |1 0,29 |S
N6VO 1,7(D25) 2,35 1,2 0,23 |s 10/11
vacinados |N6v9 2,2(D26) 7,45 1,3 10,15 |S 11/12
N3W35 |>3,1(Dl4) |>59 1 0,15 |S
N4W36 |2, 6(D28) 18,71 11,6 0,59 [S 92%
N4V57 |2,6(D21) 18,71 |1 0,15 [S
N5T90 |2,2(D21) 7,45 |1,1 0,19
N6vV49  |2,4(D14) 11,8 |1 0,15 |S
N35110 |2,2(D25) 7,45 1,4 0,37 |[S
NO9R27 |2,2(D21) 7,45 10,5 10,09 [S
controlos |N1844 |1, 7(3anos) 1,7 0,74 |D(15)
N3T90 |0,2(D25) 0.94 10,2 (0,02 |D(17) 0/3 0%
N1510 |1,3(D0) 0,74 11,3 10,29 |D(16)
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TABELA 29. CINETICA DE ANTICORPOS CONTRA A RAIVA (RFFIT)

INDUZIDOS PELO RECOMBINANTE VARIOLA DOS CANARIOS/RAIVA

VCP65 I1:
Grupo Cao N° Anticorpos em U.I. (tempo em meses)
0 1 2 3 6 (*)8 [12 24 (**)25|36
vCP65 N1V9 0,74 (7,45 0,93 (0,07 |0,18 0,09
10%7/ml  [N3V9 0,29 |7,45 (0,29 [0,23 |0, 74 0,15
N2V9 1,17 13,73 10,29 |0,23 (0,23 0,07
N3W22 0,23 (9,38 0,93 (0,23 |0,12 0,05
N5W22 0,23 (4,70 0,93 (0,23 |0,59 |7,40
N4V9 0,59 (11,80 |0,74 (0,18 |0,23 0,15
N1W38 0,47 (18,71 |1,17 (0,74 |0,47 0,15
N8W22 0,74 (2,35 0,59 (0,23 |1,85 0,15
N7W22 0,74 |7,45 1,17 |0,23 (0,18 |7,40
N8Vv14 0,23 (7,45 0,74 (0,23 |0,23 0,38
N7V14 0,47 (3,73 0,29 (0,15 |0,15 0,15
N1R54 0,23 (7,45 12,94 |0,47 |0,59 0,12
N9V14 0,23 (0,94 0,29 (0,07 (0,18 0,15
N2544 0,47 (0,74 0,09 (0,07 (0,07 0,05 [0,02
N3T2 0,47 (2,35 0,29 (0,07 (0,07 0,05 |0,04 (93
N5V49 0,23 (18,71 |1,48 (0,47 (0,59 0,38 (0,47 |9,3
N4v49 0,23 (7,45 0,93 (0,23 |0,29 |2,30
N2V49 0,29 (2,35 0,19 (0,15 |0,18 0,05 |0,03 |14,7
N1v49 0,23 |7,45 10,93 |0,23 (0,12 0,09 (0,12 |7,4
N1V83 0,07 (1,87 0,59 (0,12 |0,18 0,05 [0,15
N2T90 0,23 (7,45 |1,17 |0,59 |0,23 |1,80
N3V57 0,47 (14,86 |1,17 |0,47 |0,74 |7,40
N2V57 0,23 (7,45 |1,17 (0,23 |0,23 0,15 |0,19 (93
N10W22 0,07 |7,45 10,37 |0,23 (0,15 0,15 |0,12 (93
N5W38 0,23 (4,70 0,93 (0,23 |0,23 0,15 |0,15 (93
N9wW22 0,18 (2,96 0,59 (0,23 (0,29 0,15 |0,07 |7,4
N13v14 0,74 |7,45 10,37 |0,18 (0,07 0,15 |0,23 (93
N12v14 0,59 (2,35 0,15 (0,07 (0,12 0,05 0,05
N3544 0,07 (0,93 0,18
N4R54 0,29 17,45 (2,34 0,29 |0,74 0,47 |0,74 0,59
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(continuacéo)
Grupo Céo N° Anticorpos em U.I. (tempo em meses)
0 1 2 3 6 (*)8 [12 24 (**)25|36

N5V9 0,07 (7,45 0,93 (0,18 |0,47 0,09 |0,07 0,29
N6V9 0,47 (2,35 0,93 (0,23 |0,74 0,15 0,12 0,23
N8V9 0,29 (7,45 0,93 (0,23 |0,15 0,05 [0,05 0,15
N4R18 0,23 (7,45 0,93 (0,23 |0,93 0,12 (0,15 |Morto antes da infeogio
N3W38 0,12 (37,33 |2,34 (0,23 |0,93 0,15 |0,15 0,15
N4W38 0,23 (18,71 |4,67 |0,47 |0,74 0,47 (1,5 0,59
N4V57 0,23 (7,45 |2,94 |0,47 |1,17 0,29 10,15 0,15
N5T90 0,23 12,35 10,74 |0,12 |0,74 0,07 |0,05 0,19
N6V49 0,18 (2,35 0,29 (0,23 |0,23 0,15 |0,05 0,15
N35110 0,59 (7,45 0,93 (0,47 |0,74 0,29 10,6 0,37
NOR27 0,07 (0,94 0,93 (0,23 (0,59 0,09 0,15 0,09
Média 0,28 (5,11 |o,71 (0,22 (0,31 0,13 |0,13 0,20
geométrica
N1544 0,74 |0,74 0,07 |0,02 (0,07 0,05 0,74
N1V57 0,07 (0,07 0,07 (0,07 (0,07 0,05 [0,02
N3T90 0,23 (0,94 0,09 (0,07 (0,07 0,05 0,02

controlo [NLS10 0,74 (0,47 0,09 (0,07 (0,07 0,05 0,29
N10V14 0,23 (0,74 0,09 (0,07 (0,07 0,05
N14v14 0,23 (0,59 0,07 (0,07 (0,07 0,05
N5R54 0,23 (0,74 0,09 (0,07 (0,07 0,05
N7V9 0,59 (0,49 0,09 (0,07 (0,07 0,05 [0,02
N2W38 0,74 (1,17 0,15 (0,07 |0,0Q7 0,05 (0,02
195 0,07 (0,07 0,07 (0,07 (0,07
194 0,59 (0,47 0,09 (0,07 (0,07
198 0,29 (0,05 0,18 [0,07 |0,07
X 0,30 (0,37 0,09 [0,06 |0,07 0,05 (0,02 0,45

(*): 8 meses = titulagdo de anticorpos 2 meses apds infeccdo

(**): 25 meses = titulacdo de anticorpos 40 dias apds infeccdo
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TABELA 30

DURACAO DA IMUNIDADE EM CAES IMUNIZADOS COM O RECOMBINANTE
ALVAC/RAIVA VCP-65
SUMARIO DOS RESULTADOS DO EXEMPLO 12
CAES VACINADOS: 41
MORTES NAO ESPECIFICAS: 2
CAES VACINADOS E INFECTADOS: 39

CAES CONTROLOS E INFECTADOS: 12

Vacinados Controlos
Nb. Sobrevivéncias Nb. Sobrevivéncias
Infeccdo aos 6 meses 5 5/5 3 0/3
Infeccdo aos 12 meses 11 11/11 3 0/3
Infeccdo aos 24 meses 11 10/11 3 0/3
Infeccdo aos 36 meses 12 11/12 3 0/3
Total 39 37/39 12 0/12
% 94, 9% 0%

EXEMPLO 13: IMUNIZACAO DE CACHORROS TENDO ANTICORPOS

MATERNAIS COM O RECOMBINANTE DE ALVAC/RAIVA VCP65

MATERIAIS:

Animais: 16 cachorros Beagle nascidos de mées

imunes gque receberam um reforco de Rabisin duas semanas

antes do parirem.

Vacinas: Alvac/raiva (vCP65): lote liofilizado,
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contendo 1ml de 10° TCIDsy e Rabisin: lote 1 RBN de 581,7

U.I./dose.

METODOS :

Imunizacdo: Os cachorros permaneceram com as Suas
mdes até ao desmame. Quando tinham duas semanas de idade

foram distribuidos ao acaso por 4 grupos:

A: 4 cachorros receberam 1 ml SC de vCP65 a 10° TCIDgg/ml
B: 4 cachorros receberam 1 ml SC de vCP65 a 10°%7 TCIDsy/ml
C: 4 cachorros receberam 1 ml SC Rabisin

D: 4 cachorros ndo foram vacinados = "Controlos"

Serologia: Colheu-se sangue de todos os cachorros
nos dias 0, 14, 28, 49, 82, 105 e 119. Dos animais que
sobreviveram apds a infeccdo foi colhido sangue no dia 160.
Titulacdo de Ab contra a raiva: RFFIT. Titulacdo de Ab CP:

ELISA.

Infecgdo: No dia 119 apdés imunizacdo, todos os
cachorros foram infectados por inoculacdo IM de 10%* MLDs
no musculo temporal.

RESULTADOS :

Anticorpos CP (variola dos canarios) (Ver Tabela

31): Apesar do fundo elevado e heterélogo observado, a
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vacinacdo foi demonstrada pelo aumento médio dos anticorpos

contra a variola dos canarios CP.

Anticorpos (Ac) contra a raiva e taxa de
proteccdo (Ver Tabelas 31 e 32): Comparativamente com o
decréscimo dos Ac passivos nos controlos, observou-se uma
estabilizacdo ou mesmo um aumento do titulo SN nos grupos
vacinados até ao dia 28. Ndo é possivel diferenciar os 3
grupos vacinados. Todos os cachorros imunizados com Rabisin
ou vCP65 a 10° TCIDsy sobreviveram apds infeccgdo, enquanto
que 50% (2/4) dos cachorros vacinados com 10%' TCIDs, foram

protegidos.

A imunizacdo dos cachorros com 2 semanas de
idade, tendo uma elevada taxa de Ab SN, foi possivel com

Rabisin ou vCP65 a 10°% TCID:,.

A vacinacdo nas mesmas condicgdes, usando vCP-65 a

10°7 TCIDsy, induziu 50% de proteccéo.

Este exemplo ilustra que as composicdes do
recombinante poxvirus-raiva (e.g., composicdes de vCP65)
podem induzir proteccdo apesar da imunidade materna em

cachorros.
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TABELA 31

IMUNIZACAO DE CACHORROS TENDO ANTICORPOS MATERNOS

GRUPO CACHORRO | DO A 450 NM DOS ANTICORPOS CP, SOROS A
N° 1/100, NOS DIAS

0 28 49 82 119

A 465D19 0,223 0,234 0,175 0,367 0,237

464A6C 0,131 0,332 0,232 0,361 0,311

vCP65 464C62 0,108 0,297 0,203 0,266 0,283

463B7E 0,026 0,269 0,261 0,203 0,053

10°® X 0,122 0,283 0,218 0,299 0,221

STD 0,070 0,036 0,032 0,069 0,101

B 26356A 0,06 0,198 0,307 0,505 0,313

260545 0,065 0,404 0,308 0,374 0,24

vCP65 263906 0,121 0,322 0,255 0,363 0,298

26033F 0,107 0,234 0,229 0,328 0,295

1067 X 0,088 0,290 0,275 0,393 0,287

STD 0,026 0,080 0,034 0,067 0,028

222C01 0,039 0,221 0,105 0,282 0,211

D 221465 0,227 0,184 0,11 0,254 0,286

221D62 0,15 0,141 0,227 0,144 0,234

221B11 0,1 0,142 0,167 0,208 0,232

Controlos X 0,129 0,172 0,152 0,222 0,241

STD 0,069 033 0,050 0,052 0,028
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TABELA 32

RECOMBINANTE AILVAC/RAIVA VCP65

IMUNIZACAO DE CACHORROS COM ANTICORPOS MATERNOS

ANTICORPOS CONTRA A RAIVA EM LOGy, NOS|Sobrevivéncia
DIAS: apds
Grupo |Cachorro |0 14 28 49 82 105 |119 |10 infeccao
ne
A 465D19 2, ,8(1,1(0,8)|1,1]0,8] 1,2
464A6C , , 2,61 0,7|0,61|0, 0,4 | 1,1
vCP65 464C62 2,4 11,8 1,2 , 0,711,2 S 100%
463B7E | 1,8 | 2,5 | 2, 1,11 0, , 0,7 ] 1
10° X 2,18|2,28(2,30(1,03|0,68|1,08|0,65(1,13
STD 0,33]0,29(0,31]0,19]0,08|0,16[0,15]| 0,08
B 26358 | 2,21 2,32,2|1,3|1,4|1,7|1,4] 2,2 S
260545 | 2,3 2,6 2,2|1,8]1,2]0,8]0,2 D(13)
D(17) 50%
vCP65 263906 |[1,47| 1,9 0,8 0,5 ,6 10,7 S
26033F 2 2,2 , 1,311,211 0,7 1
10%7 X 1,99(2,25(2,00|1,30|1,08(1,05|0,75|1,60
STD 0,32/0,25|0,21]10,35|0,34[0,42(0,43
C 254363 | 2,8 | 2,5 2,2 1,7 |1,7|1,7|1,4]| 1,7 S
253054 2 2,212,4(1,7(1,1)0,8]0,4] 1,2 S
254809 2 2,612,617 (12]|1,6]|1,7] 12 S 100%
251F30 | 2,4 | 2,4|2,5| 1,4 1,4|1,4|1,2]1,1 s
RABISIN X 2,30|2,43|2,43|1,68|1,35|1,38]1,18(1,30
STD 0,33/0,15(0,15|0,18]0,23|0,35[0,48] 0,23
D 222C01L | 2,2 2 ,7]1061]0,5]0,6]|0,4 D(14)
221465 2 2,411,71|0,8 1 1 0,6 D(14)
221D62 2,2 2 1,71 0,6 0,510,2 D(14) 0%
221B11 ,4 11,71 1,4] 0,210, ,5 10,2 D(17)
Controlos X 2,20(12,03(1,63|0,55|0,60|0,65]0,35
STD 0,14]0,25(0,13(0,22(0,29(0,21|0,17

(*): infeccdo no dia 121, com 10%MLDsy/cdo
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TABELA 33

RECOMBINANTE ALVAC/RAIVA VCP65

IMUNIZACAO DE CACHORROS COM ANTICORPOS MATERNOS

ANTICORPOS CONTRA A RAIVA EM|Sobrevivéncia

UNIDADES INTERNACIONAIS (U.I.) apds
NOS DIAS: infeccéo
Grupo Cachorro| 0 14 28 49 82 | 105 | 119 | 160
na
A 465D19 |(1,17| 4,7 (0,93(0,15/0,07(0,09(0,09|0,47 S

464A6C (5,88(2,95(5,88(0,06|0,05|0,05(0,04|0,37 S

vCP65 464C62 (3,71|0,93| 4,7 10,19]|0,06|0,12|0,07|0,47 S 100%
463B7E (0,93| 4,7 |2,95(0,15]|0,05]0,12|0,07(0,29 S

10° X(GEOM.) |2,21|2,79]|2,95|0,13|0,06]0,09|0,06|0,39

B 26358/6A|2,34|2,95(2,34|0,23| 0,3 |0,37|0,37| 4,67 S
260545 (2,95(5,88(2,34(0,74(0,19(0,05(0,02 D(13)
D(17) 50%

vCP65 263906 |0,37(1,17|0,74]0,07(0,04(0,03]0,07
26033F |1,48|2,34|1,17|0,23(0,19(0,09|0,07|0,29

10%7 X(GEOM.) [1,39|2,63(1,48|0,23(0,14)0,08(0,08]| 1,35

C 254363/2(9,321 4,7 |2,34|0,59|0,59|0,37(0,37| 1,48 S
253054 |1,48|2,34|3,71|0,59|0,15|0,05|0,04]|0,47 S
254809 |1,48|5,88|5,88(0,59(0,19]0,29|0,74]|0,47 S 100%
251F30 |3,71|3,71| 4,7 | 0,3 | 0,3]0,18|0,23|0,37 S

RABISIN |X(geom.)|2,95|3,94|3,94|0,50|0,27|0,18|0,22|0,59

D 222c01 |2,34| 2 | 1,7]0,05|0,04|0,03|0,04 D(14)
221465 |1,48| 2,4 | 1,7 |0,07|0,12]|0,09| 0,06 D(14)
221D62 [2,34| 2 | 1,7 |0,05|0,06]|0,02]|0,02 D(14)
221B11 [3,71| 1,7 | 1,4 |0,02]|0,02]0,02]0,02 D(17)

Controlos|X(geom.) (2,34(2,01]1,62]|0,04|0,05(0,03|0,03

(*): infeccdo no dia 121, com 10%MLDs,/cdo
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EXEMPLO 14 - IMUNOGENICIDADE CONTRA A RAIVA DURANTE UM ANO

E TESTE DE SEGURANCA EM CAES PARA UMA VACINA COMPREENDENDO

UMA FRACCAO RECOMBINANTE DA RAIVA (VCP65) COMBINADA COM

FRACCOES CONVENCIONAIS: ESGANA CANINA, ADENOVIRUS TIPO 2,

CORONAVIRUS, PARAINFLUENZA, PARVOVIRUS, VACINA DA RAIVA,

vIRUS VIVO MODIFICADO, VECTOR VARIOLA DOS CANARIOS,

BACTERINA DE LEPTOSPIRA CANICOLA - ICTEROHAEMORRHAGIAE.

Este exemplo demonstra a proteccdo contra a
infeccdo pela raiva, durante pelo menos um ano apds
vacinacdo, e avalia a eficédcia, seguranca e auséncia de
interferéncia desta vacina recombinante em cachorros com 9

a 12 semanas de idade.

Mais especificamente, este Exemplo demonstra a
proteccdo contra a raiva, durante pelo menos um ano, pPOr um
antigénio recombinante da raiva (vCP65), incluido na vacina
de combinacdo canina DACPiP-CP65 e DACIP+LCI, e avalia a
seguranga desta vacina de combinacdo quando administrada
pela via sucutédnea (SC) a cachorros jovens e a auséncia de
interferéncia das diferentes fraccdes umas sobre as outras

(Ver também o Exemplo 15, infra).

Un vector vivo da variola dos candrios foi usado
para preparar um virus vacinal, vector, recombinante com a
raiva. O vector da wvariola dos candrios foi manipulado por
técnicas de engenharia genética de forma a ter inserido o

gene codificador da glicoproteina de superficie (G) do
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virus da raiva. O antigénio wvacinal recombinante da raiva
foi preparado com a quinta passagem (vCP65X+5) do lote
original. Este produtor de antigénio pode ser usado numa
vacina monovalente. Pode igualmente ser liofilizado em
combinacdo com outros cinco antigénios caninos vivos
modificados. Por uma questdo de clarificacéo, as
abreviaturas que se seguem para estes antigénios serdo

usadas neste Exemplo e nas Tabelas inclusas neste Exemplo:

Componente de MLV

Abreviatura

Virus da esgana canina (CDV) D
Adenovirus canino (CAV-2) A
Coronavirus canino (CCV) C
Parainfluenza canina (Cpi) Pi
Parvovirus canino (CPV) P
Vector da variola dos candrios/raiva (recombinante) CP65

A bacterina bivalente da Leptospira canicola e da
Leptospira icterohaemorrhagiae, usada para re-hidratar a

vacina DACPiP-CP65 e DACPiP, ¢é abreviada como LCI.

PROCEDIMENTO:

Trinta (30) cdes seronegativos para a raiva foram

vacinados duas vezes, por via subcutdnea, com uma dose de 1

ml de uma vacina de combinacdo liofilizada  (DACPiP-
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CP65+LCI) contendo DACPiP e com uma fraccdo recombinante da
raiva (vCP65), diluida numa combinacdo de bacterinas de
duas leptospiras (LCI). Tinta (30) cdes seronegativos para
a raiva foram vacinados com a mesma vacina de combinacdo
sem a fraccdo de raiva recombinante (DACPiP+LCI) e serviu
como controlos da raiva. As amostras de soro foram colhidas
nos Dias 0, 28, 60, 90, 180, 270 e 390 pds vacinacdo e
usou-se RFFIT para obter o seu titulo de anticorpos contra
a raiva. Todos os cdes foram infectados 365 dias apds a
segunda vacinacdo. Os sintomas e a mortalidade foram
registados diariamente durante 90 dias apds infeccdo. Mais

especificamente,

Animais: Sessenta (60) cdes seronegativos para a
raiva, com 9 a 12 semanas de idade, foram adgquiridos a

Harlan Sprague Dawley.

Vacinados: Trinta (30) dos cdes receberam a sua
primeira vacinac¢do com a combinacdo da raiva recombinante

(DACPiP-CP65+LCI) nas seguintes idades (Tabela 34):

TABELA 34
Numero de cées Idade quando da 1% vacinacéo
1 9 semanas
6 10 semanas
9 11 Semanas
14 12 semanas




PE0835133

- 150 -

Controlos: Trinta (30) cdes controlos que recebe-

ram a mesma vacina de combinacdo sem a raiva recombinante

(DACPiP-LCI)

se segue:

foram classificados,

TABELA 35

com base na idade, como

Numero de céaes

Idade quando da 1% vacinacdo

9 semanas

10 semanas

11 Semanas

12 semanas

Vacinas:

DACPiP-CP65 e

DACPiP: Estas wvacinas

foram preparadas de acordo com a seguinte formulacédo:

TABELA 36

Antigénio Volume em DACPiP- Volume em
CP65 (ml) DCAPiP (ml)
D 157,00 157,00
A 1,57 1,57
C 35,00 40,00
Pi 70,00 70,00
P 52,00 56,00
CP65 10,00 0,00
Estabilizador 174,00 174,00
Total 499, 57 498,57




PE0835133 - 151 -

Estas suspensdes vacinais DACPiP-CP65 e DACPiP
foram distribuidas por ampolas contendo 1,3 ml de suspensdo
e liofilizadas no dia 8 e 61, respectivamente. Os seus

titulos apds liofilizacdo estdo descritos abaixo.

Bacterina de leptospira (LCI): a cultura de virus
para infeccdo foi de uma estirpe NYC do virus da raiva
adquirida a NVSL. Quando da formulacdo, a cultura para
infeccdo foi diluida a 1:100 em CVS, distribuida por

ampolas de 1 ml e mantida congelada a -70°C até ser usada.

O protocolo que se segue foi usado durante este

estudo (Tabela 37):

TABELA 37
Dias apds a primeira vacinacgdo Actividade
0 Colheita de sangue e
vacinacdo (V1)
28 Colheita de sangue e
vacinacdo (Vy)
60 Colheita de sangue
90 Colheita de sangue
180 Colheita de sangue
270 Colheita de sangue
390 Colheita de sangue
395 Infeccéo
485 Fim do estudo
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Vacinacédo:

Grupo de vacinacdo: Trinta (30) cédes receberam
uma dose de 1 ml, SQ, da vacina liofilizada (DACPiP-CP65)

re-hidratada com a bacterina liquida (LCI).

Grupo controlo: Trinta (30) cées receberam uma
dose de 1 ml, SQ, de DACPiP re-hidratada com a bacterina

liquida (LCI).

Vacinacdo de reforgco: Quatro semanas apds a
primeira vacinag¢do, o grupo vacinado recebeu uma dose de 1
ml, SQ, de DACPiP-CP65 e o grupo controlo recebeu uma
segunda dose de 1 ml, SQ, de DACPiP. Ambas as vacinas foram

re-hidratadas com LCI.

Infecgdo preliminar: Nove cdes foram divididos em
trés grupos de trés cdes cada. Os cdes do Grupo 1 foram
infectados com a cultura de infeccdo diluida para 104, 0s
cdes do Grupo 2 foram infectados com a cultura de infeccéo
diluida para 107 e os cdes do Grupo 3 foram infectados com
a cultura de infeccdo diluida para 107, A diluicdo da
cultura de infeccdo foi feita em diluente CVS. Metade de 1
ml da cultura de infeccédo foi injectada intramuscularmente
(IM) em cada um dos musculos masseteres de cada cdo. Os
cdes foram observados diariamente relativamente a

mortalidade e/ou aos sinais clinicos associados a raiva.
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Infeccdo: Baseado nos resultados da infeccéo
preliminar, a cultura de infeccdo foi diluida para 10743 em
solucdo CVS. Duas ampolas, previamente diluidas para 1077 e
mantidas congeladas a -70°C, foram descongelados e
combinadas. Un ml e meio (1,5 ml) do total foram
adicionados a 28,5 ml de diluente CVS para se obter uma
diluicdo de 107°°. Uma segunda diluicdo a partir de 107°°
foi feita transferindo 15 ml para 135 ml de CVS para se

obter uma diluicdo final da cultura de infeccédo de 10743,

A diluicdo final da cultura de infeccdo foi
distribuida por 15 ampolas de 10 ml, imediatamente
colocadas em gelo e transportadas para o alojamento dos
cdes. A cultura de infeccdo diluida foi mantida em gelo ao
longo da administracdo. Todos os cées (vacinados e
controlos) foram infectados por inoculacdo IM de 0,5 ml da
cultura de infeccdo injectado em cada um dos musculos

masseteres.

RESULTADOS :

O titulo da fraccdo da raiva recombinante foi de

10°'°, TCIDsq/dose.

Nenhum dos cachorros apresentou qualquer reacgdo

local ou generalizada apds vacinacédo.
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Ndo foi observada interferéncia em qualquer

fraccdo (Ver Exemplo 15, infra).

A vacina protegeu 28 de 30 (93,3%) dos cées
vacinados contra uma infecgdo que matou 26 de 30 (86,7%)

dos cdes controlos.

Mais especificamente,

Pés-infeccdo: Os cédes foram observados diariamente durante
90 dias apdés a infecgcdo e registados os resultados.
Observag¢des tais como sinais nervosos, paralisia e morte
foram registadas diariamente. Os tecidos de cérebro
derivados do cerebelo, as protuberdncias anelares e o
hipocampo foram removidos de cada cdo que morreu apds a
infeccdo. Os tecidos foram mantidos congelados até ao final
do periodo de ©observacdo. No final do periodo de

observacdo, todos os cdes sobreviventes foram mortos.

Foram preparados esfregacos tipo impressdo do
cérebro de cada animal que morreu da infeccdo pela raiva,
fixados com acetona e corados com globulina anti-raiva
marcada com fluoresceina. Uma ldmina positiva para FA foi

considerada como confirmatédria da infeccdo pela raiva.

As amostras de sangue foram colhidas nos Dias 0,
30, 60, 90, 180, 270, 365 e 395 apds a primeira vacinacéo e

testadas pelo teste rapido de inibicédo de focos
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fluorescentes (RFFIT). Este foi realizado de acordo com 9

CFR 113.209.

Igualmente por uma questdo de seguranca, Os cdes
foram observados diariamente relativamente a reaccgdes
clinicas locais ou sistémicas adversas relacionadas com as

administracdes da vacina.

Titulos das vacinas: Cada fraccdo do componente
liofilizado das amostras de wvacina, que restou apds a

vacinacdo, foi titulada e deu os seguintes titulos (Tabela

38):
TABELA 38
Fraccédo Titulo Logig - TCIDso/ml DACPiP
DACPiP-CP65
Esgana 4,3 4,8
Adenovirus tipo 2 4,3 4,9
Coronavirus 0,0 5,7
Parainfluenza 4,2 3,8
Parvovirus 6,0 0,2
Raiva (CP65) 5,6%* N/A

*Média de cinco réplicas da titulacdo

Infecgcdo preliminar: Os resultados da infeccgdo

preliminar estdo apresentados na Tabela 39 abaixo:
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TABELA 39
Diluicdo da cultura Céo # Mortalidade
para infeccéo Dias pds-infeccdo
107* 2015 15
2014 12
2004 13
1077 2025% N/A
3017 14
2003 16
107° 3022+% N/A
3019 17
3020 31

* Os cdes # 2025 e 3022 foram mortos por injeccdo letal 45

dias pdés-infeccéo.

Titulacdo da cultura de infeccdo: Os resultados
da titulagdo em ratinhos da cultura de infecgdo para pré-
infeccdo e para a infeccdo final estdo descritos na Tabela

40. O titulo real da infeccdo foi de 1077? MLDsy/ml.

Infeccdo de cdes: Os resultados da infeccdo final
estdo resumidos na Tabela 41 (Vacinados) e na Tabela 42
(Controlos). Cada um dos cédes recebeu uma dose de infeccédo
de 107''° MLDsy/ml com base em titulacdes repetidas.

Mortalidade:

Controlos: Vinte e seis (26) dos 30 cées
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controlos morreram entre 11 e 23 dias pds-infeccdo. Isto

representa uma taxa de mortalidade de 86,7%.

Vacinados: Vinte e oito dos 30 cdes vacinados
sobreviveram a infeccdo. Esta é uma taxa de proteccgdo de

93,3%.

Teste FA de esfregacos de cérebros (Tabelas 41 e 42):

Vacinados: FA directa em lé&minas de impressdo de
cérebros mostrou que a morte de 26 cdes controlos foi

causada pelo virus da raiva.

Serologia: Os titulos RFFIT de amostras de soro
colhidas nos dias 0, 30, 60, 90, 180, 270 e 390 apds a
primeira vacinacdo estdo apresentados nas Tabelas 43 e 44.
Os resultados mostram que os cdes eram seronegativos quando
o estudo comecou e que o0s controlos permaneceram negativos
ao longo do dia da infeccdo. O teste foi efectuado de

acordo com 9 CRF 113.209.

A seroconversdo relativamente a idade em que o0s
cachorros foram vacinados foi analisada e calculado o
titulo médio no Dia 30 apds a segunda vacinacdo (Tabela
45) . A tabela mostra que o titulo pds-vacinal de anticorpos
da resposta aumentou independentemente da idade da

vacinacédo.

Seguranca: Nenhum dos cachorros vacinados
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apresentou qualquer reaccdo adversa, local ou sistémica,

apds qualquer uma das duas vacinacgdes.

CONCLUSAO:

As duas doses, administradas subcutaneamente, de
uma vacina DACPiP-CP65+1LCI contendo 10°° TCID:y/dose de

raiva vCP65:

S840 seguras em cdes com 9 a 12 semanas de idade.

Induzem seroconversdo baixa e temporaria.

Protegem muito eficazmente <cdes contra uma

infeccdo grave pela raiva durante pelo menos um ano.

Mais especificamente, os cdes vacinados com 9 a
12 semanas de idade sdo protegidos pela vacina da raiva
recombinante (vCP65), em combinacdo com outras vacinas
caninas (DACPiP), e re-hidratada com bacterina de
leptospira. A mortalidade causada pela cultura de infeccgéo
ndo estéd dependente da idade do cdo quando vacinado pela

primeira vez.

Os cédes seroconverteram significativamente, mesmo
quando foram vacinados com a idade de 9 a 12 semanas,
altura em que o0s anticorpos maternos estavam presentes. No
entanto, na altura da infeccdo os cdes vacinados n&o tinham

virtualmente anticorpos detectdveis e ficaram protegidos.
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A cultura da infeccdo diluida no tampdo adequado
e conservada a -70°C pode ser usada para infectar cées. A
titulacdo de pré-infeccdo é necessaria antes de efectuar um
estudo mais importante de imunogenicidade. A dose de
infeccdo administrada foi 50 vezes maior do que a dose que
causou 100% de mortalidade em experiéncias realizadas por

NVSL.

A wvacina da raiva recombinante VCP65 com um
titulo de 10”°TCIDsy/ml em combinacdo com DACPiP com ou sem
LCI confere proteccdo durante um periodo de pelo menos um

ano.

As fraccdes desta vacina de combinacdo nédo
interferem com a imunogenicidade da fraccdo da raiva
recombinante: A vacina da raiva recombinante protegeu 93, 3%
dos vacinados contra uma infeccdo virulenta grave gque matou
86,7% dos controlos. A vacina de combinacdo canina
recombinante para a raiva é segura quando administrada a

cachorros pela via subcuténea.

TABELA 40: TITULACAO DO VIRUS DA RAIVA USADO NA INFECCAO,

LOTE 92-5, DILUIDO A 10™%° PARA A INFECCAO DE CAES.

Diluicédo Titulacdo #1 Diluicéo Titulacdo #2
1077 6/6 mortos 107%° 6/6 mortos
107%° 6/6 mortos 10747 4/6 mortos
10772 6/6 mortos 107°° 2/6 mortos
107°° 6/6 mortos 107°1 1/6 mortos
10744 6/6 mortos 10°°7 1/6 mortos




PE0835133 - 160 -
(continuacéo)

Diluicdo Titulacdo #1 Diluicdo Titulacdo #2
10727° 5/6 mortos 10°7° 0/6 mortos
107° 3/6 mortos 10777 0/6 mortos
10747 36/6 mortos 107%° 0/6 mortos
107¢° 1/6 mortos

1

MLDsg

2

Infeccdo/0,3 ml =

10_5' ? MLDso/

Infeccdo/0,03 ml

=107*

Infeccdo/1l ml dose por cdo = 107" MLDsy/ Infeccdo/l ml
dose por cdo =10"%" MLDs,

Dose média por céo = 107'*° Dose letalsy para ratinhos

10,03 ml da dose de ratinho administrada intracraniamente
? Titulo equivalente da raiva administrada a cdes 51 dias

pés-infeccdo

TABELA 41 ESTUDO DA DURACAO DA IMUNIDADE CANINA CONTRA A

RAIVA, AO LONGO DE UM ANO, RESULTADOS DA INFECCAO DOS

VACINADOS
Céot Idade Mortalidade FA do Cérebro
(semanas) DPI
192 12 N/A
196 12 N/A
410 12 N/A
211 12 N/A
221 12 N/A
228 12 N/A
234 12 N/A
414 11 N/A
239 11 N/A
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Céod# Idade Mortalidade FA do Cérebro
(semanas) DPI
249 11 N/A
260 11 N/A
267 11 N/A
270 10 N/A
420 10 N/A
430 10 21 +
200 12 N/A
417 12 N/A
205 12 N/A
208 12 N/A
216 12 N/A
226 12 N/A
232 12 N/A
245 11 N/A
254 11 N/A
256 11 N/A
264 11 N/A
275 10 N/A
423 10 N/A
427 10 16 +
J401 9 N/A
N/A
DPI = Dias pds—-infeccéo.
Resultado: 2/30 mortos = 6,7% de mortos ou 93,3% de

protegidos
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TABELA 42 ESTUDO DA DURACAO DA IMUNIDADE CANINA CONTRA A

RAIVA, AO LONGO DE UM ANO, RESULTADOS DA INFECCAO DOS

CONTROLOS

Céo# Idade Mortalidade FA do Cérebro

(semanas) DPI
409 12 12 +
415 12 13 +
419 11 12 +
426 10 14 +
434 10 12 +
440 10 13 +
403 9 12 +
194 12 Sobreviveu N/A
199 12 Sobreviveu N/A
203 12 14 +
207 12 16 +
210 12 23 +
215 12 15 +
219 12 12 +
223 12 19 +
225 12 15 +
230 12 15 +
235 12 12 +
238 11 11 +
243 11 14 +
247 11 14 +
250 11 14
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Céoi# Idade Mortalidade FA do Cérebro
(semanas) DPI
253 11 Sobreviveu N/A
258 11 Sobreviveu N/A
262 11 18
265 11 21
271 10 12
272 10 14
276 10 14
280 10 14

DPI

Dias pdés-infeccgdo.

TABELA 43 TITULO CONTRA A RAIVA NO GRUPO DE VACINADOS

(LOG109) POR RFFIT.
Céo# Dia O Dia 28 Dia 60 Dia 90 Dia 180 | Dia 270 | Dia 390
410 0,48 0,46 1,41 1,19 1,32 1,41 1,23
417 0,41 0,57 1,32 0,85 0,57 0,80 0,60
414 0,57 0,80 0,97 0,80 0,58 0,46 0,48
420 0,58 0,57 1,67 1,06 0,59 1,02 0,90
423 0,58 0,38 1,06 0,84 0,83 0,61 0,60
427 0,85 0,58 0,61 0,93 1,06 0,38 0,48
430 1,02 0,97 1,19 0,94 0,38 0,62 0,60
401 0,57 0,56 1,76 1,06 0,57 1,11 0,60
192 0,85 0,89 1,32 0,97 0,57 0,7 0,70
196 0,97 0,61 0,97 1,06 0,46 0,61 0,48
200 0,97 0,53 1,06 0,62 0,34 0,43 1,00
205 1,19 0,37 1,72 1,11 0,59 1,19 0,60
208 1,32 0,65 1,28 0,93 0,38 0,38 0,30
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Céao# Dia 0 Dia 28 Dia 60 Dia 90 Dia 180 | Dia 270 | Dia 390
211 0,57 1,06 1,32 0,85 0,63 0,89 0,48
216 1,11 0,46 1,50 1,32 1,19 0,74 0,70
221 1,06 1,02 1,24 1,02 0,51 0,97 0,70
226 0,89 1,19 1,59 1,15 1,11 0,93 0,48
228 1,02 1,02 1,15 0,65 0,46 0,38 0,70
232 0,89 0,57 1,85 1,24 1,41 1,32 1,28
234 0,97 1,41 1,32 1,15 0,36 0,65 0,48
239 0,57 1,02 1,15 0,89 0,48 0,48 0,30
255 0,97 1,41 2,02 1,37 1,24 1,28 1,23
249 1,19 1,02 1,24 0,93 1,02 1,28 1,00
254 0,89 0,59 1,24 1,06 1,24 1,59 1,32
256 0,97 1,54 2,02 1,54 1,98 1,15 1,51
260 0,93 1,54 1,81 1,19 1,15 1,06 1,20
264 1,06 1,24 1,63 1,06 1,02 0,80 0,60
267 1,06 0,79 1,24 0,65 1,02 0,52 0,48
270 1,15 0,61 1,63 1,06 1,19 1,11 0,60
275 0,76 0,46 1,19 1,32 1,28 1,02 0,60
média 0,88 0,86 1,38 1,03 0,84 0,87 0,72
DP 0,24 0,36 0,33 0,22 0,41 0,34 0,32
DP = Desvio padrao
TABELA 44 TITULO CONTRA A RAIVA NO GRUPO CONTROLO (LOGio)
POR RFFIT.
Cao# Dia 0 Dia 28 Dia 60 Dia 90 Dia 180 [ Dia 270 | Dia 390
409 0,46 0,97 0,36 0,34 0,58 0,36 0,30
415 0,59 0,53 0,36 0,41 0,38 0,46 0,30
419 0,54 0,80 0,34 0,38 0,36 0,58 0,30
426 0,97 0,85 0,46 0,58 0,62 0,38 0,60
434 1,19 0,57 0,38 0,63 0,53 0,36 0,30
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(continuacéo)
Cao# Dia 0 Dia 28 Dia 60 Dia 90 Dia 180 | Dia 270 | Dia 390
440 1,19 0,80 0,34 0,49 0,46 0,38 0,30
403 1,11 0,57 0,48 0,58 0,43 0,38 0,70
194 0,85 0,80 0,97 0,49 0,93 0,52 0,48
199 0,57 0,48 0,38 0,46 0,63 0,59 0,95
203 0,78 0,46 0,41 0,45 0,54 0,61 0,60
207 0,61 0,46 0,38 0,58 0,53 0,45 0,30
210 0,61 0,80 0,65 0,45 0,58 0,46 0,48
215 1,19 0,80 0,36 0,58 0,54 0,58 0,70
219 0,65 0,43 0,36 0,38 0,52 0,36 0,60
223 1,15 0,48 0,34 0,34 0,46 0,46 0,48
225 1,37 0,59 0,58 0,38 0,51 0,56 0,48
230 1,28 0,46 0,38 0,51 0,49 0,97 0,48
235 0,97 1,06 0,53 0,58 0,36 0,58 0,30
238 1,11 0,97 0,41 0,89 0,52 0,93 0,48
243 0,53 0,73 0,36 0,62 0,58 0,48 0,48
247 0,57 0,38 0,58 0,43 0,51 0,58 0,90
250 1,41 0,97 1,19 0,65 0,54 1,24 0,70
253 0,93 0,58 0,36 0,49 0,53 0,43 0,30
258 0,97 0,89 0,71 0,53 0,43 0,72 0,60
262 1,19 1,11 0,38 0,53 0,56 0,38 0,60
265 1,19 0,70 0,63 0,36 0,49 0,89 0,48
271 0,85 0,48 0,85 0,51 0,45 0,58 0,48
272 0,65 0,58 0,34 0,38 0,36 0,34 0,60
276 1,41 1,02 0,70 0,43 0,46 1,06 0,48
280 1,24 1,15 0,54 0,46 0,46 1,06 0,48
Média 0,94 0,71 0,51 0,50 0,52 0,58 0,52
DP 0,30 0,23 0,21 0,12 0,11 0,23 0,17

DP = Desvio padrao
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TABELA 45 TITULO DE ANTICORPOS CONTRA A RAIVA (LOGiy) POR

REFFIT.
Estatuto de | N° de cées | Idade quando Titulo médio de Aumento do
vacinacao da primeira anticorpos titulo pds-—
vacinacao Dia 0 Dia 60* vacinacao
Vacinados 1 9 0,57 1,76 1,19
(DACPiP-CP65) 6 10 0,81 1,23 0,42
9 11 0,86 1,48 0,62
14 12 0,91 1,36 0,45
Controlos 1 9 1,11 0,48 >0,0
(DACPiP) 7 10 1,07 0,52
9 11 0,94 0,55
13 12 0,85 0,47

60 dias pds-vacinacdo ou 30 dias pds-segunda vacinacido

EXEMPLO 15 - ESTUDO DE INTERFERENCIA EM CAES DE UMA VACINA

USANDO UMA FRACCAO DA RAIVA RECOMBINANTE (VCP65) EM

COMBINACAO COM FRACCOES CONVENCIONAIS: ESGANA CANINA,

ADENOVIRUS TIPO 2, CORONAVIRUS, PARAINFLUENZA, PARVOVIRUS,

VACINA DA RAIVA, VIRUS VIVO MODIFICADO, VECTOR DA VARIOLA

DOS CANARIOS VIVO, BACTERINA DE LEPTOSPIRA

Este exemplo demonstra a auséncia de interfe-
réncia em cdes da fraccdo vCP65 da raiva recombinante,
incorporada em combinacdo com outras fraccdes lioflizadas
de CDV, CAV-2, CCV, CPi, CPV e diluida em bacterina de

leptospira (LCI) para imunizacdo de cées.

PROCEDIMENTO:

Trinta (30) cdes seronegativos para a raiva foram
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vacinados duas vezes, subcutaneamente, com uma dose de 1 ml
de uma vacina de combinacdo liofilizada (DACPiP-CP65-LCI)
contendo DACPiP e uma fraccdo da raiva recombinante
(vCP65), diluida numa bacterina de duas espécies de
leptospira (LCI). Trinta (30) cé&es seronegativos para a
raiva foram vacinados com a mesma vacina de combinacdo sem
a fraccdo da raiva recombinante (DACPiP+LCI) e serviram
como controlos da raiva para o estudo de eficacia descrito

no Exemplo 14.

As amostras de soro foram colhidas no Dia 0, Dia
30 e Dia 60 pdbds-vacinacdo dos cdes de cada grupo e foram
testadas por métodos de seroneutralizacdo de virus e o
RFFIT foi empregue para o ensaio de anticorpos contra a
raiva. Os resultados do teste de seroneutralizacdo para
cada wvirus foram comparados entre os vacinados e 0s
controlos usando o titulo médio * desvio padrdo. Mais
especificamente: o antigénio vacinal recombinante da raiva
foi preparado com a quinta passagem (vCP65 X +5) do lote de
partida como no Exemplo 14. Este antigénio pode ser usado
como vacina monovalente. Pode também, como descrito neste
Exemplo e no Exemplo 14, ser liofilizado em combinacdo com
cinco outros antigénios caninos vivos modificados. As

abreviaturas neste Exemplo s&o como no Exemplo 14.

MATERIAL:

Vacinas: DACPiP-CP65 e DACPiP foram preparadas,

distribuidas e liofilizadas como no Exemplo 14. O titulo de
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cada componente da vacina, re-hidratado em A&agua estéril

apds liofilizacdo, foi como no Exemplo 14.

Uma fraccdo liquida de Leptospira canicola e de
Leptospira Iicterohaemorrhagiae ¢é uma vacina de producdo
convencional disponibilizada para venda pela USDA-NVSL em

22 de Setembro de 1992.

Animais, alojamento e administrac&do da wvacina:
Sessenta (60) cdes, com 9 a 12 semanas de idade quando da
primeira wvacinac¢do, divididos em dois grupos de 30,

receberam, com 4 semanas de intervalo, as seguintes

vacinas:
TABELA 46
Grupo V: (vacina) V., (vacina)
A Vacinados DACPiP-CP65+LCI DACPiP-CP65+LCI
B Controlos DACPiP+LCI DACPiP+LCI

O soro de cada cdo foi colhido no Dia 0 (dia da
vacinacdo) e nos Dias 28 e 60 pbdés-vacinacdo. O soro de cada
cdo foi titulado relativamente a anticorpos neutralizantes
(SN) para CDV, CAV-2, CPi, CPV e por RFFIT para o virus da
raiva. A auséncia de interferéncia com cada um dos
componentes foi confirmada sempre que se observou
seroconversdo de grandeza comparavel nos soros de vacinados

e dos controlos.
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RESULTADOS: A Tabela 47 abaixo resume o titulo SN

para cada fracg¢do viral na vacina:

TABELA 47

Actividade SN Titulo de anticorpos (Logip)**
Componente Vacinados Controlos
viral Dia 0 Dia 28 |Dia 60 |Dia 0 Dia 28 |Dia 60
CDV 0,37 0,82 0,89 0,47 0,95 1,07
+DP* 0,20 0,40 0,35 0,27 0,39 0,35
CAV-2 1,65 2,62 2,72 1,54 2,57 2,70
+DP 0,80 0,39 0,32 0,60 0,27 0,32
Cpi 0,65 1,49 1,78 0,65 1,24 1,30
+DP 0,44 0,41 0,32 0,46 0,24 0,11
Cpv 2,86 3,85 4,03 3,06 3,19 3,87
+DP 0,89 0,59 0,65 1,13 0,65 0,69
Cccv 1,61 2,15 2,10 1,61 2,13 2,04
+DP 0,24 0,24 0,22 0,21 0,25 0,25
CP65 0,88 0,86 1,38 0,94 0,71 0,51
1DP 0,24 0,36 0,33 0,30 0,23 0,21

* Desvio Padréo

** RFFIT

Anticorpos neutralizantes contra o virus da
esgana canina: Os resultados individuais estdo apresentados
na Tabela 48, abaixo. Apesar da maioria dos cédes serem
seropositivos no Dia 0 (pré-vacinacdo), a vacinacdo com a

vacina de combinacdo aumentou a seroconversdo da actividade
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SN especifica de CDV em ambos os grupos sem diferenca

estatistica.

Anticorpos neutralizantes contra o adenovirus
canino tipo 2: Os resultados individuais est&o apresentados
na Tabela 49, abaixo. Os dados indicam ndo sbé uma excelente
seroconversdo em ambos os grupos sem diferenca estatistica,
como também um decréscimo importante no desvio padrdo do

titulo individual entre animais.

Anticorpos neutralizantes contra o virus da
parainfluenza canina: Os resultados individuais estéo
apresentados na Tabela 50, abaixo. Os dados indicam uma

seroconversdo em ambos os grupos sem diferenca estatistica.

Anticorpos neutralizantes contra parvovirus
canino: Os resultados individuais estdo apresentados na
Tabela 51, abaixo. Os dados indicam uma excelente
seroconvesdo no Dia 30 e no Dia 60 pdés-primeira wvacinacdo

com um desvio padrdo da mesma grandeza em ambos 0S grupos.

Anticorpos neutralizantes contra coronavirus
canino: Os resultados individuais estdo apresentados na
Tabela 52, abaixo. Os dados indicaram uma clara serocon-
versdo induzida pela vacina de combinacdo DACPiP-CP65+LCI,
apds apenas uma injeccdo, com titulo muito homogéneo e sem

diferenca para o grupo controlo.
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Vector virus da variola dos candrios para o virus
da raiva recombinante (vCP65): Anticorpos neutralizantes
séricos (Ver Tabela 53, abaixo) . Os anticorpos
neutralizantes contra o virus da raiva foram detectados
pelo Teste Répido de 1Inibic&o de Focos Fluorescentes
(RFFIT). Existe um claro aumento no titulo médio de
anticorpos (logig) de 0,88 = 0,24 para 1,38 = 0,33 no Dia
60 pds-vacinacdo. Em 20 cdes que tinham titulos <1,0
(logip) no Dia 0, 17 tinham seroconvertido para terem

titulos > 1,0 a 2,0 (logip) no Dia 30 pds-vacinacéo.

CONCLUSAO:

A fraccdo da raiva recombinante (vCP65) ndo causa
qualquer interferéncia na resposta imune das outras
fraccdes liofilizadas. Apesar da presenca de anticorpos no
dia da primeira vacinacdo, foli observada uma clara
seroconversdo através da vacinacdo com todos os componentes

apresentando uma grandeza equivalente em ambos 0s grupos.

A inoculacdo com a combinacdo DACPiP-CP65 induz
seroconversdo significativa mesmo na presenca de anticorpos
antes da vacinacdo. Existe um aumento médio no titulo de
0,5 (logio) que se mostrou suficiente para induzir
proteccdo contra a infeccdo virulenta com virus da raiva

selvagem (Ver Exemplo 14).

Experiéncias anteriores demonstraram que a
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vacinacdo com vacinas da raiva convencionais ndo induz
sempre grandes quantidades de anticorpos circulantes
detectaveis. O mesmo fendmeno foi observado com a vacina de
combinacdo da raiva recombinante; me smo apesar da
seroconversdo ser de baixa magnitude, o titulo de
anticorpos duplicou em dois tercos dos vacinados no dia 30
pés-vacinacdo. Nesta experiéncia, 93% dos vacinados foram
protegidos contra a infeccgdo pela raiva. Dos animais que
sobreviveram a infeccdo pelo virus da raiva virulento. Dos
outros animais que sobreviveram a infeccdo pelo virus da
raiva virulento, alguns cdes serocoverteram enquanto outros
ndo. Ainda, na altura da infeccdo, virtualmente todos os

cdes vacinados ndo tinham actividade SN especifica do virus

da raiva.
TABELA 48: SERONEUTRALIZACAO DE CDV
(Vacinados DACPiP-CP65+LCI) (Controlos DACPiP+LCI)
TLog (10) do titulo de anticorpos SN Log (10) do titulo de anticorpos SN
Céo # Titulo Titulo Titulo Céo # Titulo Titulo 28| Titulo
antes da 28 60 antes da d.p.v. 60
vacinacao d.p.v. d.p.v. vacinacdo d.p.v.
410 1,35 1,50 0,90 409 1,35 1,95 1,80
417 0,45 0,45 0,45 415 0,45 1,20 1,05
414 0,45 0,75 0,45 419 0,45 0,45 1,20
420 0,30 0,45 0,45 426 0,45 1,20 1,50
423 0,30 0,75 0,75 343 0,30 0, 60 0, 60
427 0,30 0,45 0,45 440 0,30 0,75 0,60
430 0,30 0,45 0,75 403 0,45 0,90 1,05
401 0,30 0,75 1,20 194 0,45 0,90 1,05
192 0,30 1,65 1,35 199 0,45 0,75 0,90
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(continuacéo)
(Vacinados DACPiP-CP65+1CI) (Controlos DACPiP+ICI)

Tog (10) do titulo de anticorpos SN TLog (10) do titulo de anticorpos SN
Céo # Titulo Titulo Titulo Céo # Titulo Titulo 28| Titulo

antes da 28 60 antes da d.p.v. 60
vacinacéo | d.p.v. d.p.v. vacinacdo d.p.v.

196 0,30 0,90 1,05 203 0,45 1,05 1,05
200 0,45 1,35 1,20 207 1,50 1,20 1,35
205 0,30 0,75 0,75 210 0,45 0,45 1,05
208 0,30 1,95 1,95 215 0,45 1,05 1,50
211 0,30 0,90 0,75 219 0,30 0,75 1,20
216 0,45 0,60 0,75 223 0,45 0,90 1,05
221 0,30 0,45 0, 60 225 0,45 0,90 1,05
226 0,30 1,20 1,20 230 0,30 1,95 1,35
228 0,45 0,45 0,45 235 0,45 1,35 1,35
232 0,30 0,45 0,90 238 0,45 0,75 0,45
234 0,30 1,05 1,05 243 0,45 0,45 0,43
239 0,45 0,90 1,05 247 0,45 1,20 1,35
245 0,30 0,75 0,75 250 0,30 1,05 0,90
249 0,30 1,35 1,35 253 0,30 1,05 1,05
254 0,30 0,45 0,75 258 0,30 0,45 0,60
256 0,30 0,90 0,90 262 0,30 1,20 1,35
260 0,30 0,60 0,60 265 0,30 1,20 1,20
264 0,30 0,90 1,35 271 0,45 1,05 1,50
267 0,45 0,75 0,75 272 0,45 0, 90 1,35
270 0,30 0,45 0,75 276 0,60 0,45 0,75
275 0,30 0,45 1,05 280 0,45 0,45 0,45
Média 0,37 0,82 0,89 Média 0,47 0,95 1,07
DP 0,20 0,40 0,35 DP 0,27 0,39 0,35
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TABELA 49:

174

SERONEUTRALIZACAO DE CAV2

(Vacinados DACPiP-CP65+LCI)

(Controlos DACPiP+LCI)

Log(10) do titulo de anticorpos SN Log (10) do titulo de anticorpos SN

Céo # Titulo Titulo Titulo Céo # Titulo Titulo Titulo
antes da 28 60 antes da 28 60

vacinagédo | d.p.v. d.p.v. vacinacgdo | d.p.v. d.p.v.

410 12,0 1,95 2,26 409 1,35 2,70 2,41
417 0,75 2,10 2,56 415 0,45 2,25 2,41
414 0,60 1,95 2,86 419 1,05 2,55 2,41
420 0,75 2,25 2,56 426 0,75 2,55 2,56
423 0,30 2,70 2,41 432 0,45 2,85 2,71
427 0,30 2,85 3,16 440 0,60 2,70 2,56
430 0,30 2,40 2,56 403 0,75 2,70 2,86
401 0,45 2,10 2,56 194 1,65 2,85 3,01
192 1,95 2,85 3,01 199 1,35 2,70 2,26
196 2,55 2,85 3,01 203 1,35 2,25 2,11
200 1,35 2,55 2,41 207 1,65 2,40 2,26
205 1,95 3,00 2,86 210 1,35 2,55 2,86
208 2,55 2,55 2,41 215 1,95 2,85 3,01
211 2,55 3,30 3,46 219 1,35 2,55 2,56
216 2,55 3,15 3,31 223 2,25 2,55 2,86
221 2,40 3,00 3,16 225 1,65 2,55 2,86
226 2,40 2,70 2,41 230 1,80 2,55 2,56
228 2,25 2,70 2,71 235 1,65 2,25 2,26
232 1,95 3,00 2,56 238 1,50 2,55 3,01
234 2,55 2,85 2,86 243 1,35 2,25 2,41
239 1,05 2,25 2,41 247 2,55 3,00 3,16
245 2,55 2,85 3,16 250 2,55 3,00 3,01
249 1,20 1,65 2,11 253 1,35 2,25 2,56
254 2,55 2,85 2,86 258 2,25 2,25 2,71
256 1,95 2,55 2,71 262 2,10 2,85 3,01
260 1,20 2,70 2,56 265 2,10 2,70 3,01
264 1,95 2,70 2,71 271 1,35 1,95 2,41
267 1,80 3,00 2,86 272 1,20 2,25 2,71
270 1,50 2,55 2,71 276 1,95 2,85 3,01
275 1,95 2,55 2,56 280 2,55 2,85 3,46
Média 1,65 2,62 2,72 Média 1,54 2,57 2,70
DP 0,80 0,39 0,32 DP 0,60 0,27 0,32
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TABELA 50:

175

SERONEUTRALIZACAO DE CPI

(Vacinados DACPiP-CP65+LCI)
Tog (10) do titulo de anticorpos SN

(Controlos DACPiP+ICI)
Tog(10) do titulo de anticorpos SN

Cao # Titulo |Titulo 28| Titulo 60 Céo # Titulo |Titulo 28| Titulo 60
antes da d.p.v. d.p.v. antes da d.p.v. d.p.v.
vacinacdo | 11/20/92 | 12/22/92 vacinacdo | 11/20/92 | 12/22/92
10/13/92 10/13/92

410 1,35 1,05 1,50 409 1,35 0,75 1,35
417 1,35 1,65 1,80 415 1,35 0, 60 1,05
414 1,35 1,95 2,25 419 1,05 1,35 1,35
420 1,35 1,95 1,65 426 1,35 1,35 1,35
423 1,20 2,80 1,05 434 1,05 1,35 1,05
427 0,90 1,05 1,20 440 1,35 1,35 1,05
430 1,35 1,20 1,35 403 1,35 1,35 1,35
401 1,35 2,25 1,95 194 0,30 1,35 1,35
192 0,30 1,50 1,80 199 0,30 1,35 1,35
196 0,75 1,35 1,35 203 0,30 1,35 1,35
200 0,30 1,65 2,25 207 0,30 1,05 1,35
205 0,30 1,65 1,65 210 0,30 1,35 1,35
208 0,30 1,20 1,65 215 0,45 1,35 1,35
211 0,30 1,80 2,10 219 1,35 1,35 1,35
216 0,30 1,80 2,10 223 1,35 1,35 1,35
221 0,90 1,20 1,50 225 1,20 1,35 1,35
226 0,90 1,35 1,65 230 0,45 1,35 1,35
228 0,45 1,95 1,95 235 0,30 0,90 1,35
232 0,30 1,05 1,80 238 0,30 1,35 1,20
234 0,30 1,05 1,95 243 0,30 1,35 1,35
239 0,45 1,20 1,65 247 0,45 1,35 1,35
245 1,05 1,50 1,65 250 0,30 1,20 1,05
249 0,30 1,20 1,95 253 0,30 0,45 1,20
254 0,30 1,50 1,65 258 0,30 1,35 1,35
256 0,30 1,35 2,10 262 0,45 1,35 1,35
260 0,30 1,05 1,95 265 0,30 1,35 1,35
264 0,30 1,05 2,40 271 0,30 1,35 1,35
267 0,45 1,35 1,80 271 0,30 1,35 1,35
270 0,30 1,50 1,65 276 0,30 1,35 1,35
275 0,30 1,65 2,10 280 0,30 1,20 1,35
Média 0,65 1,49 1,78 Média 0,65 1,24 130
DP 0,44 0,41 0,32 DP 0,46 0,24 0,11
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TABELA 51: SERONEUTRALIZACAO DE CPV

(Vacinados DACPiP-CP65+LCI) (Controlos DACPiP+LCI)
Log (10) do titulo de anticorpos SN Log(10) do titulo de anticorpos SN
Céo # Titulo Titulo | Titulo Cao # Titulo Titulo | Titulo
antes da 28 60 antes da 28 60

vacinacdo | d.p.v. d.p.v. vacinacédo | d.p.v. d.p.v.

410 1,81 4,20 3,61 409 0,30 3,90 3,31
417 1,20 3,60 3,61 415 1,20 3,00 3,01
414 1,81 3,60 3,31 419 0,95 2,10 3,01
420 1,51 3,00 3,31 426 0, 60 2,10 4,52
423 1,51 3,30 3,31 434 2,11 3,30 3,91
427 2,41 3,30 2,41 440 2,11 3,30 3,61
430 1,51 3,90 5,12 403 1,81 2,40 2,71
401 1,81 4,20 3,61 194 3,31 3,30 3,61
192 3,31 3,60 3,95 199 3,01 3,60 3,61
196 3,61 3,00 3,61 203 3,61 3,60 3,61
200 3,01 3,90 4,52 207 3,31 4,50 5,12
205 3,61 3,30 3,61 210 3,31 4,20 5,42
208 3,31 3,60 4,52 215 4,21 3,90 3,61
211 2,11 3,60 3,95 219 3,31 1,35 3,30
216 3,01 3,90 4,52 223 3,61 3,30 4,21
221 2,41 3,90 4,82 225 4,82 3,90 3,61
226 2,71 4,80 4,52 230 3,31 3,60 4,82
228 3,31 3,60 3,95 235 4,21 3,30 4,21
232 4,52 4,20 4,21 238 3,01 3,00 4,21
234 4,21 3,60 5,12 243 3,31 3,60 4,21
239 2,41 3,90 4,52 247 4,21 3,30 3,91
245 4,02 3,60 4,21 250 3,31 3,00 3,61
249 3,61 5,10 4,21 253 3,61 3,00 4,52
254 3,01 5,40 5,42 258 3,91 3,30 5,42
256 3,61 4,50 3,91 262 3,91 3,30 3,31
260 3,31 3,60 3,91 265 3,61 3,00 3,61
264 3,61 3,60 3,31 271 4,21 2,40 3,61
267 3,01 4,80 4,21 272 3,01 3,00 3,01
270 3,61 3,19 3,31 276 3,91 3,00 3,61
275 3,01 3,60 4,21 280 271 3,00 3,91
Média 2,86 3,85 4,03 Média 3,06 3,19 3,87
DP 0,89 0,59 0,65 DP 1,13 0,65 0,69
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TABELA 52: SERONEUTRALIZACAO DE CCV

(Vacinados DACPiP-CP65+LCI) (Controlos DACPiP+ICI)

TLog (10) do titulo de anticorpos SN Tog(10) do titulo de anticorpos SN
Céo # Titulo Titulo | Titulo Céo # Titulo Titulo Titulo

antes da 28 60 antes da 28 60
vacinacédo | d.p.v. d.p.v. vacinacdo | d.p.v. d.p.v.

410 1,58 2,41 2,08 409 1,38 2,08 1,58
417 1,38 1,78 1,88 415 1,38 1,98 1,58
414 1,68 1,88 1,88 419 1,28 1,98 1,68
420 1,38 2,28 2,18 426 1,08 2,13 1,83
423 1,38 1,68 1,68 434 1,38 1,78 1,58
427 1,18 1,78 1,68 440 1,28 1,78 1,68
430 1,48 1,68 1,88 403 1,38 2,18 1,68
401 1,38 1,98 2,28 194 1,98 2,41 2,13
192 1,88 2,32 2,27 199 1,88 2,41 2,18
196 1,48 2,32 2,08 203 1,78 2,38 2,08
200 1,88 2,41 1,88 20,7 1,58 2,18 2,28
205 1,53 2,41 2,28 210 1,68 2,41 2,41
208 1,68 2,41 2,32 215 1,68 1,98 1,98
211 1,98 2,32 2,41 219 1,68 1,98 2,08
216 1,68 2,32 1,83 223 1,58 2,41 2,18
221 1,83 1,98 2,18 225 1,68 1,83 2,28
226 1,68 2,08 2,08 230 1,78 2,25 2,28
228 1,68 2,08 2,08 235 1,78 2,18 2,32
232 1,68 2,18 2,41 238 1,58 2,18 2,08
234 1,68 2,18 2,34 243 1,83 2,41 2,28
239 1,48 1,88 2,08 247 1,58 2,32 1,98
245 1,98 1,98 2,41 250 1,68 2,41 2,18
249 1,98 1,98 2,32 253 1,38 2,41 2,13
254 1,98 1,98 2,28 258 1,83 2,28 1,98
256 1,68 2,41 1,98 262 1,68 1,78 2,32
260 1,58 2,18 1,68 265 1,58 1,68 1,98
264 1,68 2,41 2,18 271 1,68 1,98 2,28
267 1,53 2,28 1,98 272 1,83 1,53 1,83
270 1,08 2,18 2,08 276 1,68 2,38 2,08
275 1,28 2,41 2,18 280 1,68 2,28 2,28
Média 1,61 2,15 2,10 Média 1,61 2,31 2,04
DP 0,24 0,24 0,22 DP 0,21 0,25 0,25
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TABELA 53:

178

SERONEUTRALIZACAO DA RAIVA RFFIT

(Vacinados DACPiP-CP65+LCI)

Log(10) do titulo de anticorpos SN

(Controlos DACPiP+LCI)

Tog(1l0) do titulo de anticorpos SN

Céo # Titulo Titulo | Titulo Céo # Titulo Titulo Titulo
antes da 28 60 antes da 28 60
vacinacédo | d.p.v. d.p.v. vacinacdo | d.p.v. d.p.v.

410 0,48 0,46 1,41 409 0,46 0,97 0,36
417 0,41 0,57 1,32 415 0,59 0,53 0,36
414 0,57 0,80 0,97 419 0,54 0,80 0,34
420 0,58 0,57 1,67 426 0,97 0,85 0,46
423 0,58 0,38 1,06 434 1,19 0,57 0,38
427* 0,85 0,58 0,61 440 1,19 0,80 0,34
430 1,02 0,97 1,19 403 1,11 0,57 0,48
401 0,57 0,56 1,76 194 0,85 0,80 0,97
192 0,85 0,89 1,32 199 0,57 0,48 0,38
196 0,97 0,61 0,97 203 0,78 0,46 0,41
200 0,97 0,53 1,06 207 0,61 0,43 0,38
205 1,19 1,37 1,72 210 0,61 0,80 0,65
208 1,32 0,65 1,28 215 1,19 0,80 0,36
211 0,57 0,56 1,76 194> 0,85 0,80 0,97
192 0,85 0,89 1,32 199* 0,57 0,48 0,38
196 0,97 0,61 0,97 203 0,78 0,46 0,41
200 0,97 0,53 1,06 207 0,61 0,43 0,38
205 1,19 1,37 1,72 210 0,61 0,80 0,65
208 1,32 0,65 1,28 215 1,19 0,80 0,36
211 0,57 1,06 1,32 219 0,65 0,43 0,36
216 1,11 0,46 1,50 223 1,15 0,48 0,34
221 1,06 1,02 1,24 225 1,37 0,59 0,58
226 0,89 1,19 1,59 230 1,28 0,46 0,38
228 1,02 1,02 1,15 235 0,97 1,06 0,53
232 0,89 0,57 1,85 238 1,11 0,97 0,41
234 0,97 1,41 1,32 243 0,53 0,73 0,36
239 0,57 1,02 1,15 247 0,57 0,38 0,58
245 0,97 1,41 2,02 250 1,41 0,97 1,19
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(continuacéo)
(Vacinados DACPiP-CP65+LCI) (Controlos DACPiP+ICI)

Log (10) do titulo de anticorpos SN Tog(10) do titulo de anticorpos SN
Céo # Titulo Titulo | Titulo Céo # Titulo Titulo Titulo

antes da 28 60 antes da 28 60
vacinacdo | d.p.v. d.p.v. vacinagédo | d.p.v. d.p.v.

249 1,19 1,02 1,24 253* 0,93 0,58 0,36
254 0,89 0,59 1,24 258* 0,97 0,89 0,71
256 0,97 1,54 2,02 262 1,19 1,11 0,38
260 0,93 1,54 1,81 265 1,19 0,70 0,63
264 1,06 1,24 1,63 271 0,85 0,48 0,85
267 1,06 0,79 1,24 272 0,65 0,58 0,34
270 1,15 0,61 1,63 276 1,41 1,02 0,70
275 0,66 0,46 1,19 280 1,24 1,15 0,54
Média 0,88 0,86 1,38 Média 0,94 0,71 0,51
DP 0,24 0,36 0,33 DP 0,30 0,23 0,21

EXEMPLO 16: ENSAIOS VIRICIDAS IN VITRO PARA A BACTERINA DE

LEPTOSPIRA CANICOLA-ICTEROHAEMORRHAGIAE, COMO DILUENTE DE

UMA VACINA LIOFILIZADA CONTENDO UMA FRACCAO DE RAIVA

RECOMBINANTE (VCP65) COMBINADA COM FRACCOES CANINAS

CONVENCIONAIS: VIRUS DA ESGANA CANINA-ADENOVIRUS TIPO 2-

CORONAVIRUS-PARAINFLUENZA-VACINA DA RATVA, VIRUS VIVO

MODIFICADO, VECTOR VARIOLA DOS CANARIOS-BECTERINA DE

LEPTOSPIRA.

A vacina, DACPiP-CP65, foi re-hidratada com LCI e
dgua. Cada componente das fraccgdes foi titulado de forma a
avaliar o efeito viricida de LCI comparando os titulos dos
mesmos componentes quando diluidos em LCI ou 4&agua. O
antigénio vacinal recombinante da raiva foi preparado com a
mesma quinta passagem (vCP65 X+5) derivada do stock inicial
como no Exemplo 14. O antigénio da raiva foi liofilizado em

combinacdo com os outros cinco antigénios caninos vivos
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modificados e foil usado para estudos de eficédcia e
interferéncia em c8es como descrito nos Exemplos 14 e 15

foram aqui usadas.

A Tabela 54 abaixo resume os titulos obtidos a

partir de cada fracgcdo quando diluida em LCI ou 4&agua

estéril.

TABELA 54

Titulo (Logig TCIDsy/dose)
Componente CDV CAV-2 CPi CPV CCVv VCP65
DACPiP-CP65+H0 3,4 5,4 5,7 6,2 6,2 6,5
DACPiP-CP65+LCI 2,8 5,4 5,1 6,2 5,6 6,3
Diferenca -0, 6 0,0 -0,6 0,0 -0,6 -0,2

A  formulacdo abaixo foi wusada para obter as
vacinas de combinacdo que foram preparadas como no Exemplo

14.

A fraccédo liguida de L. canicola e L.
icterohaemorrhagiae foi uma produgdo normal em série (N°
32010), data de wvalidade 17 de Julho de 1995. Esta série

foi disponibilizada por NVSL em 22 de Setembro de 1992.

Linhas celulares: A linha celular de rim canino
Madin Darby (MDCK) foi usada para titulacdo dos componentes
CAV-2, CPi e CCV. A linha celular de rim felino Crandell
(CRFK) foi wusada para titulacdo de CPV. As células de

fibroblastos embriondrios de galinha (CEF) foram wusadas
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para titulacdo do virus da raiva recombinante. O meio de

crescimento foi F15 com soro fetal bovino.

A actividade viricida da bacterina liquida LCI
usada para re-—hidratar CACPiP-CP65 foi determinada de

acordo com 9CFR 113.35.

A vacina liofilizada DACPiP-CP65 foi re-hidratada
com &gua estéril e testada paralelamente com o componente
acima de acordo com CFR 113.35. 0Os métodos de titulacédo
foram os convencionais. O titulo wviral (Logig TCIDsy, para
cbv, CAvV-2, CCV, CPi, CPV e CP65) foi calculado de acordo

com o método de Spearman-Karber.

Os resultados da titulacdo viral estdo resumidos
na Tabela 55, abaixo. A re-hidratacdo da DACPiP-CP65
liofilizada com LCI liguida ndo reduziu os titulos de CDV,
CAvV-2, CPi, CPV, CCV e CP65 quando comparado com a re-

hidratacdo com Adgua estéril como diluente.

TABELA 55

Titulos de virus apds re-hidratacdo de DACPiP-CP65 com LCI

(N° de Série 32010) ou com Agua estéril como diluente

Titulo (Logig TCIDsy/dose)

Componente CDV CAV-2 CPi CPV CCV VCP65
DACPiP-CP65+H,0 3,4 5,4 5,7 6,2 6,2 6,5
DACPiP-CP65+LCI 2,8 5,4 5,1 6,2 5,6 6,3

Diferenca -0, 6 0,0 -0, 6 0,0 -0,6 -0,2
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EXEMPLO 17 - VACINA CANINA RECOMBINANTE DE RATVA-

PARVOVIRUS, VIRUS VIVO MODIFICADO: SEGURANCA E EFICACIA

Ap0S DUAS INOCULACOES SUBCUTANEAS DE CAES COM A VACINA

VCP136

Este Exemplo demonstra a seguranca, antigeni-
cidade e eficdcia de uma vacina recombinante da raiva/
parvovirus canino vCP136 em cédes (genes da glicoproteina da
raiva e de parvovirus canino VP2 (CPV) inseridos no mesmo
vector da wvariola dos canarios). O recombinante vCP136
baseado no virus da variola dos candrios possul os genes da
glicoproteina da raiva e VP2 do parvovirus canino (VP136 e
a sua construcdo estdo descritos em USSN 08/105483, aqui
incluida como referéncia); e este Exemplo demonstra a
reaccdo de cdes apds vacinacdo SQ com duas doses da vacina
vCP136, com 22 dias de intervalo, a resposta humoral de
anticorpos dos cdes inoculados duas vezes com vCP136, 10’
UFP/dose, e a resposta imune protectora dos cdes vacinados

apds a exposicdo oronasal a CPV virulento.

RESULTADOS :

Nenhum dos cées vacinados apresentou reacgdo

adversa local ou sistémica apds vacinacéo.

Os cdes vacinados desenvolveram titulos de
anticorpos neutralizantes contra parvovirus que variaram
entre 1:380 e 1:1530 com um titulo geométrico médio de

anticorpos (GMT) de 1:740.
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Quando da exposicdo oronasal a CPV wvirulento
obtido a partir de NVSL, cinco ou seis cédes ndo vacinados
desenvolveram sinais clinicos de infecc¢do por CPV (anorexia
e diarreia). Nenhum dos cdes vacinados mostrou quaisquer

sinais clinicos de infeccdo por CPV.

CPV foi isolado a partir de seis cédes testemunha
numa média de 3,0 dias de isolamento por cdo. CPV foi
isolado a partir de dois dos quatro cédes vacinados numa

média de 0,5 dia de isolamento por céo.

O padrdo de temperatura rectal manteve-se normal

nos cdes vacinados e ndo vacinados.

Foi observada uma diferenca estatisticamente
significativa na leucopenia, do dia 6 apds exposicdo a

virus infeccioso, entre vacinados e controlos.

Os titulos de anticorpos contra a raiva (RFFIT)
foram muito elevados em todos os cdes vacinados, mesmo apds

apenas uma Unica injeccdo com vCP136.

Mais especificamente: Estado de salde dos cées
Beagle: Todos os cdes tinham soros negativos para VNA
contra CPV no Dia -4 (dia da chegada) e novamente no Dia

zero (0) (dia da primeira vacinacdo).

Seguranca da vacina: Os quatro c8es vacinados
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duas vezes SQ na regido dorsal superior do pescoco (no Dia
0 e no Dia 22) com vCP136 ndo mostraram reaccdes adversas

locais ou sistémicas.

Estado seroldégico para CPV (Tabela 56): O nivel
das actividades VNA contra CPV nos soros obtidos de cées
com duas inoculacdes SQ da vacina vCP136 e subsequentemente
expostos a CPV wvirulento estd apresentado na Tabela 56. Os
dez cdes ndo apresentaram titulo detectdvel de VNA numa
diluicdo final de soro de 1:2 no Dia 0. Seis dos cdes nédo
vacinados permaneceram susceptiveis a CPA no Dia 37. Vinte
e dois dias apdés a primeira vacinacdo com vCP136, os cées
2002, 2021 e 2025 tinham niveis detectaveis de VNA entre
1:8 e 1:12. O cdo 2007 ndo tinha VNA detectavel na diluicédo

final de soro de 1:4.

Quinze dias apds vacinacdo de reforco com vCP136,
foi registado um aumento marcado do titulo de VNA. O nivel
de VNA variou entre 1:380 e 1:1530 (2,6 a 3,2 logio) e GMT
de 1:740 (2,8 1logip). Treze dias apds 1infeccdo, cdées
controlo ndo vacinados tinham um titulo VNA que variou
entre 1:1530 e 1:16380 (GMT = 1:5260). Por outro lado, os
cdes vacinados tinham um titulo de VNA que variou entre

1:1530 e 1:3070 (GMT = 1:2090).

Estatuto seroldégico para o componente da raiva
(Tabela 57): Os quatro cdes vacinados seroconverteram com
excelente titulo de anticorpos apds a primeira injeccdo SQ.

Foi registado um aumento altamente significativo no titulo



PE0835133 - 185 -

de anticorpos apds a segunda injeccgdo. Nenhum dos cées

controlos seroconverteram.

Avaliacdo da imunidade: Contagem de leucdcitos
(Tabela 58): Quatro de seis cédes nédo vacinados apresentaram
leucopenia comecando no Dia 6 apds a infeccdo. A contagem
de leucdcitos wvoltou, pouco depois, a gama normal de
valores. Dois dos quatro cdes vacinados mostraram uma
tendéncia de descida na contagem de leucdcitos até ao dia 8
apdés a infeccdo. O cédo 2002 tinha leucopenia no Dia 5 e o

cdo 2021 no Dia 7 apdbds a infeccédo.

Temperatura rectal (Tabela 59): Ndo se observou
diferenca aparente nos valores didrios da temperatura
rectal entre os cdes vacinados e ndo vacinados; ndo se

detectou qualquer anormalidade.

Sinais clinicos (Tabela 60): Cinco de seis cdaes
ndo vacinados desenvolveram evidéncia visivel de infeccédo
viral. Foram observados graus variadveis de anorexia e
ocorréncia de diarreia mucdide ou com sangue em graus
varidveis. Nenhum dos quatro cdes vacinados apresentou

evidéncia clinica de infeccdo por CPV.

Isolamento de virus (Tabela 61): Isolou-se virus
a partir de seis cdes controlo. Nalguns destes cédes, o0
virus foi detectado logo no Dia 1 apds infeccdo e mais
tarde no Dia 8 apds infeccdo. Nalguns casos, o virus foi

detectado apenas apds uma segunda subpassagem em células
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CRFK. O virus foi isolado a partir de dois dos quatro
vacinados, apenas durante um dia para cada cdo, & apenas

apbdés a segunda subpassagem na cultura celular CRFK.

O teste é valido porque os seis cdes controlos
permaneceram susceptiveis a CPV no dia da infeccdo. Ndo foi
registada qualquer diferenca na temperatura diadria rectal
entre cédes vacinados e ndo vacinados. A andlise estatistica
da contagem de leucécitos revelou uma diferenca
significativa entre c8es vacinados e cdes controlos apenas
no Dia 6 apds infecgdo. A evidéncia clinica de infeccdo por
CPV (anorexia e esgana) foili observada apenas entre cdes néo
vacinados. O virus usado na infeccdo foi excretado durante
um total de 18 dias de isolamento, numa média de 3 dias de
isolamento por cdo ndo vacinado comparado com um total de 2
dias de isolamento numa média de 0,5 dia de isolamento por
cdo vacinado. Ainda, entre os cdes vacinados, o virus so
foi detectado apdés a segunda subcultura em culturas
celulares, sugerindo uma quantidade Dbaixa de virus

excretado na amostra fecal.

Os cédes ndo foram infectados pelo virus da raiva
virulento. No entanto, o nivel de actividade SN para a
raiva apresentado apds duas injeccgdes foi consistente com
os niveis associados a protecgdo contra a infeccdo pela
raiva. Os dados aqui apresentados mostram uma marcada
resposta protectora dos cdes vacinados relativamente a
infeccdo por CPV quando comparado com a dos cdes ndo

vacinados.
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CONCLUSAO:

Duas inoculacdes subcutdneas de cédes susceptiveils
com vacina recombinante raiva-parvovirus canino baseada em
variola dos canadrios (composicdo vCP136), com 10" UFP por
dose, resultou em: Producdo de niveis excelentes de
anticorpos neutralizantes contra o virus da raiva mesmo
apdés uma 1injeccdo; producdo de niveis satisfatdérias de
anicorpos neutralizantes contra CPV; e diferenca
significativa nas manifestacdes clinicas e subclinicas da
infeccdo por CPV entre cdes vacinados e ndo vacinados.
Assim, vCP136, ou outra composicdo contendo um recombinante
contendo sequéncias codificadoras da raiva e de um outro
antigénio, ¢é 1Gtil e ndo apresenta interferéncia da

eficacia.

TABELA 56 NIVEL DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES DE CPV E DE

VIRUS DA RAIVA NOS SOROS OBTIDOS A PARTIR DE CAES VACINADOS

COM VCP136 E NAO VACINADOS.

Numero do Numero do|Tipo de |Dia 0 |Dia 22|Dia 36 (Dia 50
grupo cdo vacina
I Controlo 1 830 Sem <2 <2 <2 2048
vacina
parvo
Controlo 2 (832 <2 <2 <2 1536
Controlo 3 (843 <2 <2 <2 2048
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(continuacéo)
Numero do Numero do|Tipo de |Dia 0 |Dia 22 |Dia 36 |Dia 50
grupo cédo vacina
Controlo 4 (2019 <2 <2 <2 16384
Controlo 5 (2020 <2 <2 <2 8192
Controlo 6 |3015 @ lo lo ase

IT VAX 1 2002 vCP136 <2 8 512 3072
VAX 2 2007 <2 <4 1024 2048
VAX 3 2021 <2 12 384 2048
VAX 4 2025 <2 8 1536 1536

TABELA 57 TITULO DE ANTICORPOS CONTRA A RAIVA DE CAES

VACINADOS SQ DUAS VEZES COM VCP136

Numero do céo 2002 2007 2021 2025
Titulo Dia 0 21,1 3,8 4 3,8
Dia 22 |434 262, 3
Dia 36 [>1778,3 >1778,3

UI Dia 0 0,51 0,09 0,1 0,09
Dia 22 10,43 3,11 6,3 3,11
Dia 36 |>42,75 >42,75 >42,75 17,27
Legenda: UI - Unidades Internacionais
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TABELZ 58 CONTAGEH DIARIZ DE LEUCOCITOS DOS CAES VACTNADOS E CONTROLOS APOS INFECCEO ORONASEL CON 2V

VIRULENTO LOTE 90-05

Nmero  doflmero  da Temperatura rectal antes € apds a infeccdo oronasal com CBV wirulento
cdo etiqueta ng
orelha

Dia-? Da-1Dwe0Pwl |Dia?2 |Dia3 (Dad Diab Db [Da?7 Dlagd D% |Dall
Controlo 11830 900 W WD {11400 {9200 10100 (10600 |14200 {6300 (9700 (11300 {12100 14400

Controlo 2832 P00 [0 D (10600 {10300 (12600 (10300 {9900 (8600 {11000 (8200 {12100 (11300

Controlo 3843 0100 0 [0 (%000 9200|9900 (8400|8200 |6700 9000|6300 {3000 7400

Controlo 4]2019 200 D [ (7800 8200|8400 (8600|8900 [7500  |e%00 (7800 {8700 7900
Controlo 52020 10800 D 0 (9700 [10000 9900 (7800 000 {7700  J10000 {9%00 10800  |L0S00
Controlo 63015 8500 D D (8000 [7e00 8700 (9700 (13200 |6%0 (%00 {7700 13400 |3800
[Edia %167 94167 |9150,0 9933,3 |9L40,0 |10%66,7 |7283,3 |%416,7 |B366,7 |%465,7 |%6L6,7
Ip 729,0 13044 970,6  |1354,8 (10306 |2288,1 |753,7 (1269,4 |138,8 (2470,3 |2880,6

Vax 1 {2002 %0 0 D 11600 [10800  |L1400 (L1600 [3400  |L0SO0 |85 9400 {1100 [11600
Vax 2 {2007 B0 KD WD (%000 {10200 10 10200 113000 18000  |5%00 {10000 %400 |L0500
Vax 3 (2021 1000 W0 [0 |13100 20500 (9800 (8300 (8200 (8100 (7900  |7300 (8000  |%00
Vax 4 (2025 10500 R0 D |12000 {10200 j10500 (%00 |I4700 (L0200 (12100 (L0700 (10200 12300
[Edia 10150,0 L1175,0° {10425,0 110550,0 |9975,0° |9825,0° |9300,0 [8600,0 |9375,0 |%50,0 110000
Ip 650, 0 1470,3  |48,7  1987,9  |ILIG, 9 (44093 (12748 [2238,3 [1283,3 [1107,9 |1032,0

Legenda: MD = ndo efectuado; TP = Desvio padrdo
Hotas: Trés de seis cdes ndo vacinados e dois de quatro cdes ndo vacinados apresentaram wna contagem de Levcdcitos reduzida entre o dia 5 ¢

0 dia 7 pés-1nfeccio.
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TABELA 59 TEMPERATURA RECTAL DIARIA DOS CAES VACINADOS E CONTROLOS APOS INFECCAQ ORONASRL COM CPV

VIRULENTO LOTE 90-05

Hmero  dofVimero Temperatura rectal antes & apds a infeccdo oronasal com CPV virulento
cdo etiqeta ma
orelha

Dia-? Dia-1 a0 [Dal [Da2 [Diad [Diad (a5 [Maé6 (a7 [Dad [Dad [Dall

Controlo 11830 1059 D 03,0 [102,7 {101,9 (102,86 |102,7 J103,0 1034 |202,2 |I0L,9 |102,0 (1018
Controlo 21832 1024 D 103,5 102,10 {1033 (102,10 {102,1 j100,9 |10L,6 (10L,7 10L& {1009 (1024
Controlo 3 1843 05,9 D 02,7 (02,0 {1022 (0LO0 02,9 02,2 JW0L5 (2035 |0L8 (1024 (1028
Controlo 412019 102,9 | 02,0 [102,7 {1010 (10L,0 1027 00,1 J10L,4 {20L,6 |10L,6 {1014 [104,5
Centrolo 5 (2020 0,4 D 02,9 (01,8 1022 (0L,2 |102,3 02,8 (02,1 (102,7 |I0L9 |100,9 (10L,7
Controlo 6(3015 1021 D 01,7 (12,8 {102,9 (01,7 |102,0 02,6 |102,4 {20L,9 (102,10 {103,0 {102,0
ldia 102,1 02,6 (102,4 (102,3 (10L,6 f10z,5 02,1 U021 02,3 10L9  [L0L9 [102,5
P 0,5 T O L O L I Y S L 1

Vax 1 2002 02,1 | 102,0 1005 {100,6 {1024 oz, 7 l0L8 02,0 (1034 (1023 (102,53 JIOL9

Vax 2 2007 104,0 | 00,4 102,17 (202,86 (102,06 (103,0 03,5 12,5 02,3 1025 [l02,4 [102,2

Vax 3 2021 03,1 | 03,1 1007 {202,3 {202,3 ji0n,5 00,7 0L,z 0L9 |10L§ [L0L9 [L02,5

Vax 4 2029 1025 WD 02,5 1041 (10z,0 1024 oz, 7 2,2 2,1 (24 (1028 (102,9 |102,4

lEdia 102,9 02,0 j102,4 (202,2 (102,4 ji0z,5 02,1 02,0 02,5 02,4 (1024|1023

Ip 0,7 LO Lo 4 oL e L0 0 06 04 04 02

Hotas: A temperatura rectal elevada rantida e significativa ndo é evidente entre cdes ndo vacinados e vacinados
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TARELA 60 OBSERVACKO CLINTCR DIARIA DS CIES VACINADOS I CONTROLOS AP0S INFECCEQ ORONASAL COM CPV

VIRULENTO LOTE 90-05

Himero do (Hmero da Sinais clinicos nos dias antes & apds a infeccdo com CFV
c30 etiqueta na
orelha
Dia-2 \Dia-l Dial |Mal Dia2 (Dad Diad  [Dad |aé Dia 7 Dia 8 Dia 9 |bia 10
Controlo 1{830 N 1 I} I} Iy I i A(L); DIL)A(L); DIHO)RG); n/F [A(L); DIB)N 1
Controlo 2(832 N 1 I} I} Iy I A(3); DILJAL) () Al); DL {00 i 1
Controlo 3(843 N 1 I} I} Al All) A(l) A3 A(3); D(h)AG); DI 1
Controlo 4{2019 N 1] Iy Iy Il I N AL DAL D) W 1l i i
Controlo 32020 i 1 Il i N I i AL DOAG); D) W I i i
Controlo 6(3015 N 1] Iy Iy Il Il N 1] 1l i 1l i 1]
1Edia N 1] Iy Iy Il Il N 1] 1l i 1l i i
P
ax 1 2002 N 1] Iy Iy Il I N 1l N N N N i
Vax 2 20 N 1] Iy Il Iy I N 1l N N N N i
Vax 3 20 N 1] Iy Iy Il I N 1l N N N N i
ax 4 2025 N 1] Iy Iy Il I N 1l N N N N i
1Edia N 1] Iy Iy Il I N 1l N N N N i
P i 1] I} N N I i 1l N N N N i

Legenda: l=lomal 2= awrexia (1 = ligeiro; 3 = nédio; 5 = grave)
D= diarreta (1 = ligeira; 3 = média; 5 = grave)

1/F = ndo foram colhidas fezes
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TABELA 61 ISQLAMENTO DE VIRUS A PARTIR DE AMOSTRAS FECAIS COLHIDAS DE CAES NAQ VACINADOS E VACINADOS

kP03 INFECCEO COM CPV VIRULENTO

Mmero do  |lfimero da etiqueta Tsolamento de Virus en Dias Antes e Depois de Infeccdo com CPV

CAo na orelha a0 |Dial |Dla2 |Dia3 Dia 10

Controlo 1 1830

Controlo 2 832

Controlo 3 1843

Controlo 4 2019

Controlo 5 {2020

Controlo 6 {3015

Va1 200
Vax 2 200
Vax 3 201
Vax 4 205
Lagenda:

= lido foi isolado qualquer CPV a partir de amsotras fecais
= Foi 1s0lado CPV a partir de amostras fecals apenss apds a primeira tentativa de isolanento

= Fol 1solado CPV a partir de amostras fecals apenas apds a sequnda subpassagem em culturas celulares
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EXEMPLO 18 - VACINA DA RAIVA, RESPOSTA SEROLOGICA AO VECTOR

VIVO DA VARIOLA DOS CANARIOS E SEGURANCA EM CAES INFECTADOS

COM VIRUS DA LEUCEMIA FELINA E NAQ INFECTADOS

Este Exemplo demonstra a seguranca € a resposta
de anticorpos para um virus recombinante variola dos
canarios-raiva (vCP65) em gatos infectados com virus da
leucemia felina (gatos FelLv®) e ndo infectados (gatos
FelV) . Nestes grupos, 30 gatos tinham exposicdo prévia a um
virus recombinante variola dos candrios-leucemia felina. Os
restantes 28 gatos nunca tinham sido expostos ao vector
variola dos canarios (Ver Tabela 6©65). Duas doses de virus
vCP65 foram administradas subcutaneamente (Dia 0 e Dia 20-
22). As respostas de anticorpos contra a raiva foram
determinadas pelo teste rapido de inibicdo de focos de
fluorescéncia (RFFIT). Mais especificamente: (vCP97 estéa
descrito em USSN 08/105483; vCP212 foi obtido usando vCP177
(USSN 08/105483, Exemplo 50) como wvirus de resgate e
PC3DOFGAGVQ (USSN 08/105483, Exemplo 53) como DNA dador

(USSN 08/105483 aqui incluido como referéncia)).

Animais: Grupo 1 (FeLV-):

Foram usados dez gatos negativos para anticorpos
contra a raiva, previamente vacinados com duas doses de um
virus recombinante wvariola dos canarios-leucemia felina
(vCP97) e infectados com virus da leucemia felina (FeVL).
Receberam (vCP97) no Dia 0 e no Dia 21. Foram infectados

duas semanas mais tarde apds uma dose imunosupressiva de
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corticosterdéides. Colheu-se sangue de duas em duas semanas
apds infeccdo e os seus soros foram avaliados relativamente
a presenca de antigénio FELV p27 por ELISA. Apenas um gato
(#1953) apresentou transitoriamente antigenémia apds a
infeccdo. Nove semanas apds a infeccdo todos os gatos foram
negativos para antigenémia FelV antes da vacinacdo com o

virus variola dos candrios-raiva (vCP65).

O grupo 1 (ver Tabela 64): Gatos (n=10) foram
divididos em dois grupos de dosagem. Um grupo (N = 5)
recebeu duas doses de 10°° TCIDsy/dose. Ambos os grupos
foram vacinados e receberam reforco aproximadamente trés
semanas depois. As amostras de sangue foram colhidas de

acordo com O esquema que se segue (Tabela 62):

TABELA 62
Dia Actividade
0 Vacinacéo
7 Colheita de sangue
22 Reforco/colheita de sangue
36 Colheita de sangue
49 Colheita de sangue

Grupo 2 (FelV +):

Foram wusados dezoito gatos negativos relati-
vamente a anticorpos contra a raiva. Os gatos ndo tinham

sido vacinados com virus um recombinante antes da infeccdo
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experimental. Foram infectados com FelLV apds uma imuno-
supressdo. Onze semanas apds a infeccdo observaram-se 7
gatos negativos para FelV (FelVe) e 11 positivos para FelV
(FeLV®) antes da vacinacdo com o virus variola dos

candrios-raiva (vCP65).

Grupo 2 (Ver Tabela 65): Os gatos (n = 18) foram
divididos em dois grupos de dosagem e receberam duas doses
de vCP65 a 10%° ou 10%° TCIDsy/dose. Os animais foram
vacinados uma primeira vez e depois receberam um reforco
vinte e dois dias mais tarde. Colheram-se amostras de

sangue de acordo com © esquema que se segue (Tabela 63):

TABELA 63
Dia Actividade
0 Vacinacéo
22 Reforco/colheita de sangue
36 Colheita de sangue

Grupo 3: (Felv-):

Foram usados trinta gatos negativos relativamente
a anticorpos contra a raiva. Os gatos receberam uma dose de
(vCPS7) sozinho ou em combinacdo com um outro recombinante
de wvariola dos candrios-FeVL (vCP212) e uma segunda dose
trés semanas mais tarde e foram infectados duas semanas
mais tarde apds a segunda dose, depois de uma dose imuno-

supressora de corticosterdides. Colheu-se sangue duas
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semanas apdés a infeccdo e os soros foram avaliados
relativamente & presenca de antigénio FelV p27 por ELISA.
Apenas um gato (K2) tinha antigenémia FelVe apds infeccédo.
Nove semanas apds infeccdo, vinte e nove gatos tinham FeVle
e um gato manteve-se FelV@® antes da vacinag¢do com virus da
variola dos canarios-raiva (vCP65) e os recombinantes de

herpes felino (FHV) (vCP243 e vP1l164).

Geracdo de um recombinante baseado em ALVAC

expressando as glicoproteinas gB, gC e gD de FHV-1

(vCP243) . Os genes codificadores dos homdélogos gB, gC e gD
de FHV-1, sob o controlo dos promotores I3L, H6 e 42K,
respectivamente, foram inseridos num unico vector ALVAC, no
local C6, para gerar vCP243. O plasmideo dador necessario

para esta inserc¢do, pJCAl09, foi gerado como se segue.

Construcdo do plasmideo dador pJCAl09. Uma

cassete de expressdo promotor I3L/gene gB de FHV-1 foi
obtida como dois fragmentos derivados do plasmideo pJCAQ79:
um fragmento Smal/BamHI contendo o promotor I3L ligado a
porcdo 5' do gene gB (fragmento A) e um fragmento

BamHI/HindIII de 2155 pb contendo a restante porcdo 3' do

gene gB (fragmento B).

Um fragmento NruI/EcoRI de 1650 pb, contendo o
extremo 3' do promotor H6 ligado ao gene gC de FHV-1, foi
obtido a partir do plasmideo pJCAl100 e 1ligado a um
fragmento do vector pBS-SK'H6 digerido com Nrul/EcoRI (Este

vector continha o promotor H6 clonado na regido do poli-
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adaptador de pBS-SK'). O plasmideo resultante foi designado
pJCA108. A cassete de expressdo H6/gC foi isolada a partir
de pJCA108 como um fragmento HindIII/EcoRI de 1830 pb

(fragmento C).

Uma cassete de expressdo, promotor 42K/gene gD de
FHV-1, foi obtida a partir do plasmideo pJCA080 como um

fragmento EcoRI/XhoI (fragmento D).

Os fragmentos A, B, C e D foram subsequentemente
ligados ao fragmento vector pCéL digerido com SmaI/Xhol
para gerar o plasmideo pJCAl109. O plasmideo dador do local
Co de ALVAC, pJCAl09, possui as cassetes de expresséo
promotor I3L/gene gB, o promotor H6/gene gC e o promotor
42K/gene gD, orientadas da esquerda para a direita,

respectivamente, entre os bracos flanqueantes de ALVAC Co6.

A derivacdo de plasmideos intermedidrios usados

na geracdo de pJCAl09 é como se seqgue.

pJCAQ79: O plasmideo pJCA001 (USSN 07/502.834,
Exemplo 15) foi digerido com BamHI e EcoRI para obter um
fragmento de 900 pb contendo a porcdo central de gB
(fragmento A). O plasmideo pJCA076 foi digerido com XbaHI e
BamHI para obter um fragmento de 840 pb contendo o promotor
I3L ligado & porcdo 5' mutada de gB (fragmento B). O
plasmideo pJCAO077 foi digerido com EcoRI e Xhol para se
obter um fragmento de 1255 pb contendo a porcdo 3' de gB

(fragmento C). Os fragmentos A, B e C foram ligados uns aos
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outros e ao vector pBS-SK' digerido com XbaI-Xhol para

produzir pJCAQ079.

pJCAQ76: Sequéncias iniciadoras JCA158 (SEQ 1ID
NO:37) (5'TTTTTCTAGACTGCAGCCCGGGACATCATGC AGTGGTTAAAC 3') e
JCAZ211 (SEQ ID ©NO:56) 5'"GTGGACACATATAGAAAGTCG3") foram
usadas para sintetizar por PCR um fragmento XbalI-cerse de
510 pb (fragmento A), contendo um TTTTTNT mutado, usando o
plasmideo pJCAQ075 como matriz. As sequéncias iniciadoras
JCA212 (SEQ ID NO:38) (5'CACCTT CAGGATCTACTGTCG3') e JCA213
(SEQ ID NO:39) (5'GGGTTTCAGAGGCAGTTC 3') foram usadas para
sintetizar por PCR um fragmento cerse-BamHI (fragmento B)
usando o plasmideo pJCAQO0l como matriz. O fragmento A foi
digerido com Xbal e fosforilado. O fragmento B foi digerido
com BamHI e fosforilado. Os fragmentos A e B foram entdo
ligados um ao outro e ao vector pBS-SK' digerido com Xbal-

BamHI para produzir pJCAQ076.

pJCAQ75: As sequéncias iniciadoras MP287 (SEQ ID
NO:40) (5'GATTAAACCTAAATAATTGT 3') e JCA158 (SEQ ID NO: 41)
(5" TTTTTCTAGACTGCAGCCCGGGACATCATGCAGTGGTTARAAC 3'") foram
usadas para sintetizar, por PCR, um fragmento promotor I3L
Xbal-cerse de 120 pb (fragmento A) wusando o plasmideo
PMP691 como matriz (pMP691 possui o promotor I3L ligado a
um gene irrelevante - o gene da glicoproteina da raiva — no
plasmideo pCOPCS). As sequéncias iniciadoras JCA213 (SEQ ID
NO:42) (5'GGGTTTCAGAGG CAGTITC 3') e JCA238 (SEQ ID NO:43)
(5" ATGTCCACTCGTGGCGATCTT 3') foram usadas para sintetizar,

por PCR, um fragmento de 720 pb que se estende a partir do
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ATG 5' de gB do FHV (fragmento B) usando o plasmideo
pJCAQO1l como matriz. O fragmento A foi digerido com Xbal e
fosforilado. O fragmento B foi digerido com BamHI e
fosforilado. Os fragmentos A e B foram entdo ligados ao
vector pBS-SK' digerido «com XbaI-BamHI para produzir

PJCAQ75.

pJCAQ77: As sequéncias iniciadoras JCA239 (SEQ ID
NO:44) (5"ACGCATGATGACAAGATTATTATC 3') e JCA249 (SEQ 1ID
NO:45) (5'CTGTGGA ATTCGCAATGC) foram usadas para
sintetizar, por PCR, um fragmento EcoRI-cerse de 695 pb de
gB do FHV (fragmento A) usando o plasmideo pJCA00l1 como
matriz. As sequéncias iniciadoras JCA221 (SEQ ID NO:46)
(5'AAAACTGCAGCCCGGGAAGCTTACAAAAATTAGACAAGATTTGTTTC AGTATC
3') e JCA247 (SEQ ID NO:47) (5'GGTATGGCAAATTTCTTTCAGGGACTC-
GGGGATGTG 3') foram usadas para sintetizar, por PCR, um
fragmento cerse-PstI de 560 pb do extremo 3' de gB do FHV
(fragmento B) usando o plasmideo pJCA001 como matriz. O
fragmento A foi digerido com EcoRI e fosforilade. O
fragmento B foi digerido com Pstl e fosforilado. Os
fragmentos A e B foram entdo ligados so vector pIBIZ21

digerido com EcoRI-PstI para produzir o plasmideo pJCAQ077.

pJCA100: As sequéncias iniciadoras JCA274 (SEQ ID
NO: 48) (5' CATTATCGCGATATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGAGACGATAT-
AGGATGGGAC3") e JCA275 (SEQ ID NO:49) (5"ACTATTTTCAATA-
CTGAC 3') foram wusadas para sintetizar, por PCR, um

fragmento NruI-Sall de 107 pb contendo o extremo 3' do
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promotor H6 ligado a porcgédo 5' de gC (fragmento A) usando o
plasmideo pFHVECORIF como matriz. As sequéncias iniciadoras
JCA276 (SEQ ID NO:50) (5'AAATGTGTACCACGGGAC 3') e JCA277
(SEQ ID NO:51) (5' AAGAA GCTTCTGCAGAATTCGTTAACAAAAATCATTA-
TAATCGCCGGGGATGAG 3') foram usadas para sintetizar por PCR
um fragmento EcoRV-HindIII de 370 pb contendo a porcgdo 3'
de gC (fragmento B)usando o plasmideo pJCA095 como matriz.
O fragmento A foi digerido com Nrul e SalIl, O fragmento B
foi digerido com EcoRV e HindIII. Obteve-se um fragmento
HindIII-Nrul de 100 pb contendo o extremo 5' do promotor H6
(fragmento C). O plasmideo pJCA0SS foi digerido com BamHI e
EcoRV para obter um fragmento de 580 pb contendo a porcdo
central de gC (fragmento D). Os fragmentos A e C foram
ligados ao vector pBS-SK' digerido com HindIII-Sall para
produzir o plasmideo pJCA097. Os fragmentos B e D foram
ligados ao vector pBS-SK' digerido com BamHI-HindIII para
produzir pJCA099. O plasmideo pJCA0S7 foi digerido com PstI
e Sall para obter um fragmento de 200 pb contendo o
promotor H6 ligado a porcdo 5' de gC (fragmento E). O
plasmideo pFHVEcoRIF foi digerido com BamHI e Sall para
obter um gramento gC de 600 pb (fragmento F). Os fragmentos
E e F foram ligados ao vector pBS-SK' digerido com BamHT -
PstI para produzir pJCA098. O plasmideo pJCAQ098 foi
digerido com EcoRI e BamHI para se obter o fragmento de 820
pb contendo o promotor H6 ligado a porcdo 5' de gC
(fragmento G). O plasmideo pJCA099 foi digerido com BamHI e

HindIII para obter o fragmento de 960 pb contendo a porcéo
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3'" de gC (fragmento H). Os fragmentos G e H foram entdo
ligados ao vector pBS-SK' digerido com FEcoRI-HindIII para
produzir pJCAl00, o gqual possui a cassete de expressdo

H6/gC (532 aa) em pBS-SK'.

PFHVECORIF: O fragmento EcoRI "F" de 7500 pb de
FHV-1 estirpe CO foi clonado em pBS-SK' digerido com EcoRI
para gerar o plasmideo pFHVEcoRIF. O gene gC de FHV-1 foi
identificado deste fragmento através da comparacdo de

sequéncias nucleotidicas com o gene gC de HSV-1.

pJAC080: O plasmideo pJCA073 (USSN 08/105483,
Exemplo 57) foi digerido com BamHI e Xhol para obter o
fragmento de 960 pb contendo a porgcdo 3' de gD do FHV
(fragmento D). As sequéncias iniciadoras RG286 (SEQ ID
NO:52) (5"TTTATATTGTAATTATA 3') e MI3F (SEQ ID NO: 53)
5'GTAAAACGACGGCCAGT3"') foram usadas para sintetizar por PCR
um fragmento EcoRI-cerse de 130 pb contendo o promotor 42K
(fragmento E) usando plasmideo pJCA038 como matriz. As
sequéncias iniciadoras JCA234 (SEQ 1D NO:54) (5"
ATGATGACACGTCTACATTTT 3") e JCA235 (SEQ ID NO.55)
(5'"TGTTACATAA CGTACTTCAGC 3') foram usadas para sintetizar
um fragmento cerse-BamHI de 185 pb contendo a porgdo 5' de
gD de FHV (fragmento F). Os fragmentos E e F foram
digeridos respectivamente com EcoRI e BamHI, fosforilados e
ligados ao vector pBS-SK' digerido com BamHT-EcoRI para
produzir o plasmideo pJCA078. O plasmideo pJCA078 foi
digerido com Hpal e BamHI para obter um fragmento de 310 pb

contendo o promotor 42K ligado a porgcdo 5' do gene D
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(fragmento G). Os fragmentos D e G foram ligados ao vector

pBS-SK' digerido com EcoRV e Xhol para produzir pJCAO080.

Geracdo e caracterizacdo de vCP243. Os genes gB,

gC e gbh de FHV-1 foram inseridos no genoma de ALVAC no
local C6 através de recombinacdo in vitro entre o plasmideo
dador pJCAl09 linearizado com NotI e DNA gendémico de ALVAC.
Um recombinante contendo os genes gB, gC e gD foi
identificado por hibridacdo de placas, purificado de placas

e amplifiado. Este recombinante foi designado vCP243.

A  expressdo destas glicoproteinas em células
CRFK, CEF e/ou Vero infectadas com vCP243 foi avaliada com
anti-soros policlonais de carneiro, ndo especificos, contra
gBm gC e gD por andlise de transferéncia western e/ou
imunoprecipitacdo. Através destes ensaios, foram expressas
em células infectadas com vCP243 as seguintes proteinas de
FHV-1: polipéptidos gB de 100, 60 e 55 KDa; um polipéptido

gC de 110 KDa; um polipéptido gD de 60 KDa.

Geracdo de um recombinante baseado em NYVAC

expressando as glicoproteinas gB, gC e gD de FHV-1

(vP1164) . Os genes codificadores dos homélogos de FHV-1 de

gB, gC e gD, sob o controlo dos promotores I3L, H6 e 42K,
respectivamente, foram inseridos num unico vector NYVAC no
local ATI para gerar vPl1le4. O plasmideo dador necessario

para esta insercdo, pJCAl07, foi gerado como se segue.

Construcdo do plasmideo dador pJCAlQ07. Uma

cassete de expressdo promotor I3L/gene gB de FHV-1 foi
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obtida como dois fragmentos a partir do plasmideo pJCAQ79:
um fragmento SmaI/EcoRI de 1740 pb contendo o promotor I3L
ligado a porcdo 5' do gene gB (fragmento A) e um fragmento
EcoRI/HindII de 1255 pb contendo a porcdo 3' do gene gB

(fragmento B).

Uma cassete de expressdo, promotor H6/gene gC de
FHV-1, foi obtida a partir do plasmideo pJCA100 como um

fragmento HindIII/PstI de 1755 pb (fragmento C).

Uma cassete de expressdo, promotor 42K/gene gD de
FHV-1, foi obtida a partir do plasmideo pJCA080 como um

fragmento PstI/XhoI (fragmento D).

Os fragmentos A, B, C e D foram subsequentemente
ligados ao fragmento do vector pSD541VC digerido com
SmalI/Xhol para gerar o plasmideo pJCAl07. o plasmideo dador
do local ATI de pJCAl07 NYVAC contem as cassetes de
expressdo promotor IL3/gene gB, promotor H6/gene gC e
promotor 42K/gene gD orientados da esquerda para a direita,

respectivamente, entre os bracos flanqueantes NYVAC ATI.

Geracdo e caracterizacdo de vP1l164. Os genes gB,
gC e gD de FHV-1 foram inseridos no genoma de NYVAC, no
local ATI, através de recombinacdo in vitro entre o
plasmideo dador pJCAl07 linearizado com NotI e DNA gendmico
de NYVAC. Um recombinante contendo os genes gB, gC e gD foi
identificado por hibridacdo de placas, purificado de placas

e amplificado. Este recombinante foi designado vP1164.
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A expressdo destas glicoproteinas em células
CRFK, CEF e/ou Vero infectadas com vP1164 foi avaliada com
anti-soros policlonais de carneiro, ndo especificos, contra
gBm gC e gD por andlise de transferéncia western e/ou
imunoprecipitacdo. Através destes ensaios, foram expressas
em células infectadas com vCP243 as seguintes proteinas de
FHV-1: polipéptidos gB de 100, 60 e 55 KDa; um polipéptido

gC de 110 KDa; um polipéptido gD de 60 KDa.

Grupo 3 (ver Tabela 65): Gatos (n = 30) foram
divididos em cinco grupos de dosagem (n=6/grupo). Gatos (n
= 30) foram divididos em cinco grupos de dosagem
(n=6/grupo). Trés grupos receberam duas doses de vCP65

a10%?, 10>° ou 10%° TCIDsy/dose. Um grupo (n=6) recebeu
apenas uma injeccdo de CP65 a 10%° TCIDsy/dose e um grupo
(n=6) ndo foi wvacinado e usado como controlo de contacto.
Os gatos foram wvacinados uma vez e depois receberam um
reforco trés semanas mais tarde. Colheram-se amostras de

sangue de acordo com O esquema que se segue (Tabela 64):

TABELA 64
Dia Actividade
0 Vacinacéo
20 Reforco/colheita de sangue
37 Colheita de sangue
50 Colheita de sangue
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TABELA 65. RESUMO DOS GRUPOS DE VACINACAO

Grupo | Gatos # | FelVe | FelV® Exposicdo prévia ao vector
variola dos candrios
Sim # Ndo #

1 10 10 0 10 0

2 18 7 11 0 18

3 30 29 1 20 10

Total | 58 46 12 30 28

Os gatos foram ligeiramente sedados para a
colheita de sangue usando cloreto de cetamina (100 mg/ml)
ou cetamina em combinacdo com xilazina (5-10 mg/ml)
administrada a 5-10 mg/Kg intramuscularmente. Administrou-
se atropina (0,54 mg/ml) a 0,1-0,2 ml por gato,
subcutaneamente, para baixar a salivacéo durante a
anestesia. Os gatos foram observados relativamente a dor ou
desconforto apds injeccdo, observados diariamente e
monitorizados cada duas semanas relativamente a sinais

clinicos adversos.

As amostras de soro foram colhidas e avaliadas
relativamente a anticorpos neutralizantes contra o virus da
raiva através do teste rapido de inibicdo de focos
fluorescentes (RFFIT) . A  partir das amostras, foram
determinados os titulos e ajustados a um virus de

referéncia convencional. Os titulos foram descritos como
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logio, antilogig e unidades internacionais (UI). As Tabelas

67-71 descrevem dados como logip; e antilogig.

Os gatos do Grupo 3 foram também vacinados com
recombinantes contendo os genes do virus herpes felino
(FHV) vCP243 (n = 10) (Ver Tabelas 69 e 70). Os virus foram
administrados subcutaneamente duas vezes, usando
aproximadamente 107/9° TCIDsg/dose, ao mesmo tempo mas num

local diferente das injecgdes de CP65.

Virus: Virus recombinante variola dos candrios-
raiva (vCP65), era de uma passagem X + 5 de virus titulado
para conter 10%8-° TCIDsy/ml. Antes de usar, o virus foi

diluido em meio de cultura de tecidos F10-199.

Fibroblastos primdrios embriondrios de galinha
(CEF) : Suspensbdes de células CEF adquiridas a Select
Laboratories foram wusadas para titular o virus apds-

administracéo.

As diluig¢®es virais foram tituladas, apds
administracdo, para os trés grupos de gatos. Doze gatos no
Grupo 2 receberam 10%? TCIDsp/dose e seis gatos receberam
10°'®  TCIDso/dose em vez do pretendido 10° e 10°°
TCIDsy/dose para a vacinacdo primdria. Assim, para a
vacinacdo de reforco, todos os gatos no Grupo 2 (n=18)
receberam 10°8 TCIDsy/dose. Os titulos de cinco

repeticdes/vacina sdo como se segue (Tabela 66).
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TABELA 6606

Vax 1 vVax 2
Grupo 1 (n=5) 1072 1071
Grupo 1 (n=5) 10°* 10t
Grupo 2 (n=12) 10°7 10°°
Grupo 2 (n=6) 10°-8 10°8
Grupo 3 (n=6) 1049 10%°
Grupo 3 (n=6) 1047 1047
Grupo 3 (n=6) 10°-8 10°8
Grupo 3 (n=6) 1078 Nenhum

Os titulos de anticorpos neutralizantes do virus
da raiva de gatos individuais (Grupo 1, 2 e 3) estédo

apresentados nas Tabelas 67, 68 e 71, respectivamente.

Grupo 1l: (Ver Tabela 67): 0Os gatos FelVe com
exposicdo anterior ao vector variola dos candrios (n = 10)
demonstraram uma forte resposta seroldgica contra vCP65.
Apds injeccdo de reforco, cinco de <cinco gatos que
receberam 10”"' TCIDsy/dose tinham titulos de anticorpos
contra a raiva superiores a 3,0 logip (GMT = logio 3,68 %
0,4; Antilog= 4786). Apds o reforco, cinco de cinco gatos
que receberam 10%' TCIDsy/dose responderam, com trés de
cinco gatos tendo titulos de anticorpos superiores a 3,0

logio (GMT = logio 2,96 £ 0,8; Antilog= 912).
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Grupo 2: (Ver Tabelas 68, 69 e 70): Os gatos

FelVe e FelVe sem exposicdo anterior ao vector variola dos

canarios (n = 18) demonstraram uma forte resposta
seroldégica contra vCP65 (GMT) = logio 2,10 = 0,5; Antilog=
631) .

Como se mostra na Tabela 69: Os gatos FeLVe deste
grupo (n = 7) responderam a vacinacdo primdria com bons
titulos de anticorpos contra a raiva (GMT = 190 = 0,0,
Antilog = 79). Apds o reforco, estes gatos apresentaram um
bom aumento de anticorpos contra a raiva (GMT = logiy 2,96

t+ 0,4; Antilog= 912).

Como se mostra Tabela 70, os gatos FelVe deste

grupo (n=11) também  demonstraram uma boa resposta
seroldégica a vCP65 apds uma injeccdo (GMT = 2,24 + 0,4,
Média = 174). Apds o reforco, a maioria dos gatos FelVe

apresentaram um aumento nos anticorpos contra a raiva (GMT
= logip 2,80 £ 0,6; Antilog= 630). Os gatos FelLVe #82 e #84
nédo responderam a vacinacdo de reforco anulando assim a GMT
de gatos FeLVe apds reforco. A andlise dos gatos FelLV®
pdés-reforco sem estes dois animais que ndo responderam é
semelhante, sendo ligeiramente melhor, do que para os gatos

FelVe do Grupo 2 (GMT = logio 2,99 = 0,4; Antilog = 977).

N&do houve diferenca significativa na resposta de
anticorpos dos gatos do Grupo 2 que receberam 10%? TCIDs

versus 10°'% TCID:y/dose para a vacinacdo primédria. Assim,
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estes dados foram considerados em conjunto (Ver GMT?/Tabela

68; ver também a Tabela 69 e 70).

Grupo 3: (Ver Tabela 71): Os gatos neste grupo
(n=30) demonstraram uma resposta seroldégica variavel contra
vCP65, dependendo do titulo do virus administrado. Os gatos
que receberam 10%Y TCIDs¢/dose néo responderam bem a
vacinacdo primaria ou de reforco (GMT = 0,83 logis = 0,5;
Antilog = 7), quer tenham sido ou ndo previamente wvacinados
com o vector wvariola dos canarios. Uma excepgdo, C5,

respondeu bem a vacinacdo primaria.

Os gatos que receberam 10%7 TCIDsp/dose também

responderam de forma desigual a vacinacdo primdria (GMT =

1,65 logig £ 0,5; Antilog = 45), mas o0s gatos responderam
fortemente ao reforco (GMT = 2,48 logio = 0,5; Antilog =
302).

Os gatos que receberam duas doses de 10°°
TCIDso/dose demonstraram uma resposta ligeiramente superior
a4 vacinacdo primadria tal como o grupo de 10%7 TCIDs,/dose
(GMT = 1,86 logip £ 0,6; Antilog = 72) e reforco (GMT =

2,74 logip £ 0,4; Antilog = 549).

Os gatos que receberam uma dose de CP65 (107°
TCIDsy/dose) responderam com titulos equivalentes aos do
grupo de duas doses apds vacinacdo primadria (GMT = 1,92

logip = 0,4; Antilog = 83).
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Grupo 3: Os gatos controlo (n = 6) que ndo foram
vacinados, mas que foram alojados em contacto com os
vacinados, mantiveram-se serologicamente negativos

relativamente aos anticorpos contra a raiva apds vacinacéo.

Seguranca: Cinquenta e sete dos cinquenta e oito
gatos mantiveram-se clinicamente saudaveis ao longo da
experiéncia. O wvirus vCP65 foi administrado sem dor. N&o
houve inchaco ou inflamacdo apds vacinacdo ou sinais de

doenca sistémica.

0 gato K2 (Grupo 3) era FelV® antes da vacina-
cdo. Este gato foi morto 37 dias apds vacinacdo primaria
devido a perda de peso, anorexia e infeccdes bacterianas
secunddrias. A necrépsia fol realizada e observou-se lesédo
em ambos os membros traseiros e superficies superiores da
boca. N&o se observou anormalidades internas. As amostras
do tecido do ldbio foram congeladas e guardadas. Teoriza-se
que este gato apresentou sinais relacionados com infeccéo
por FelLV; no entanto, foi o tnico gato FelV® no modelo de
infeccdo NVLS a apresentar sinais clinicos pds-infeccdo. Os
gatos de controlo do contacto no Grupo 3 mantiveram-se

clinicamente saudaveis ao longo do ensaio.

O virus (vCP65) demonstrou excelente seguranca em
gatos infectados com FelLV. E interessante que nove dos onze

gatos FelLV® responderam tdo bem a wvacinagcdo com reforcgo
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quanto o0s gatos FelVe. Este resultado é surpreendente pelo
facto da funcdo imune suprimida ser por vezes uma sequela
da infeccdo por FeVL. No entanto, como descrito na
literatura, os gatos SPF alojados em condic¢des "limpas" ndo
estdo sujeitas a infecg¢des ambientais e assim podem né&o

estar tdo imunocomprometidos quantos os gatos da rua.

Partindo desta descricéo, sem experimentacéo
suplementar, os familiarizados com a &rea podem determinar
a dose protectora minima deste wvirus (vCP65) em gatos,
especialmente seguindo o regime da combinacdo canina atréas
descrito. O produto de dose simples de vCP65 ou o produto
monovalente de vCP65, caso se pretenda, pode ser preparado

a partir desta descricdo, sem experimentacdo suplementar.

O Exemplo também demonstra uma auséncia de
supressdo da resposta imune & administracdo prévia do
vector variola dos candrios. A administracdo prévia de um
virus FelV-variola dos candrios ndo afectou negativamente a
resposta imune dos gatos ao virus da variola dos candrios-
raiva. A exposicdo prévia pode, de facto, estimular
subsequente vacinac&do com o mesmo vector (i.e., o0s gatos do
grupo 1 que receberam 10°° TCIDs, responderam com uma GMT
maior do que os gatos do grupo 2 que receberam a mesma dose
de wvirus). Assim, mGltiplas wvacinacdes de virus recombi-
nantes, tais como vCP65, ao longo do tempo, sdo igualmente

possiveis, demonstrando assim a aplicabilidade dos vectores



PE0835133 - 212 -

poxvirus, e.g., recombinantes poxvirus-raiva, e especial-
mente este vector (ALVAC) e particularmente de vCP65, a
programas de vacinacdo anuais. Este modelo animal (i.e.,
gatos infectados com FelV) ¢ muitas vezes usado como
paralelo do homem infectado com HIV. Os gatos FelVe séo
considerados imunocomprometidos e mails susceptiveis aos

efeitos patogénicos dos agentes infecciosos.

TABELA 67. TITULOS NEUTRALIZANTES DO SORO (TITULOS RFFIT)

DOS GATOS DO GRUPO 1

Gato# |FeLV(+/-) FeLV Vax] Titulo da Titulos RFFIT (Logjp)
(s/n) vacina vCP65
Vax 1 Vax 2 |Dia 22-26%* Dia 36** |Dia 49***
1963 |- S 2,90 3,70 3,25
1965 |- s 3,34 4,16 4,88
1993 |- s 10" 10™! 0,65 3,11 3,16
1997 |- S 2,46 3,34 3,29
1953 |- S 2,42 4,07 3,90
GMT 2,3540, 9 3,6840,4 |3,7040,6
2050 |- s 10% 10%* 2,76 3,16 3,25
2078 |- S 2,99 4,03 3,56
2048 |- S X 3,03 3,16
1971 |- S 2,50 3,12 2,94
1999 |- S X 1,49 2,11
GMT 2,7540,2 2,9640,8 |3,0040,5

* Trés semanas pos—primeira vacinagdo

** Duas semanas pos—primeira vacinagdo

*** Quatro semanas pds-segunda vacinagdo

a Este Titulo é um titulo médio de duas leituras (3,56 e 3,81)

X Sem amostra
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TABELA 68. TITULOS NEUTRALIZANTES DO SORO (TITULOS RFFIT)

DOS GATOS DO GRUPO 2

Gato# |FeLV FeLV Vax] Titulo da Titulos RFFIT (Logjp)
(+/-) (s/n) vacina vCP65
Vax 1 Vax 2 |Dia 22-26* Dia 36** |Dia 49***
Bl - N 107 10%° 2,68 3,69
T2 - N 1,25 3,38
T1 + N 2,42 1,63
A2 + N 1,63 3,34
X2 + N 2,64 3,03
U3 + N 1,85 2,94
37 - N 2,29 2,64
39 - N 1,23 2,64
35 + N 2,02 2,20
23 + N 2,72 3,47
13 + N 2,72 3,07
15 + N 2,07 2,9
GMT 2,1240,5 2,8840, 4
88 - N 10%° 107° 1,67 2,64
67 - N 1,94 2,99
86 - N 2,37 2,72
84 + N 2,55 2,37
85 + N 2,20 3,29
82 + N 1,63 1,63
GMT 2,160, 3 2,6140,5
GMT” 2,1040,5 2,8040,5

* Trés semanas pods—primeira vacinagdo

** Duas semanas pos—primeira vacinacdo

*** Quatro semanas pds-segunda vacinagdo

? Este titulo é um titulo médio de duas leituras (3,56 e 3,81)

X Sem amostra
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Tabelas 69 e 70: Titulos neutralizantes do soro (titulos
RFFIT) de gatos FeLV@ versus FelLVe.
TABELA 69: GATOS FELVE DO GRUPO 2
Gato # RFFIT
Dia 22 Dia 36
Bl 2,68 3,69
T2 1,15 3,38
37 2,29 2,64
39 1,23 2,64
88 1,67 2,64
67 1,94 2,99
86 2,37 2,72
GMT 1,9040,5 29640, 4
TABELA 70: GATOS FELVE DO GRUPO 2
Gato # RFFIT
Dia 22 Dia 36
T1 2,42 3,38
Al 1,63 3,34
X2 2,64 3,03
U3 1,85 2,94
35 2,02 2,20
23 2,72 3,47
13 2,72 3,07
15 2,07 2,59
84 2,55 2,37
85 2,20 3,29
82 1,63 1,63
K2 1,83 X
Total 2,2440,4 22,8040, 6
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TABELA 71. TITULOS NEUTRALIZANTES DO SORO (TITULOS RFFIT)
DOS GATOS DO GRUPO 3
Gato# FelLv FelV Vax | Titulo da vacina Titulos RFFIT (Logo)
(+/-) (s/n) vCP65
Vax 1 Vax 2 Dia 22-26* |Dia 36** |Dia 49%**
Y1# N 10%° 10%° 0,58 0,63 0,37
U1© N 0,41 0,48 0,48
M1° S 0,39 1,06 0,53
x1° S 0,37 0,56 0,67
R5® s 0,35 0,37 0,35
c5° S 1,85 1,89 2,20
GMT 0, 6510, 5 0,83%0,5 |[0,7740,6
R4° N 10%7 10%7 1,46 3,12 3,08
E3° N 1,11 2,20 2,59
F2F S 1,98 2,72 2,86
12° S 1,76 2,37 2,59
K3° S 2,72 2,81 2,77
R2® s 0,89 1,67 1,81
GMT 1, 65406 2,4840,5 [26240,4
C6° N 10>¢ 10%¢ 2,33 >3,25 >3,12
B1° N 1,37 >3,25 >3,25
J1° S 2,11 2,51 2,55
Alc S 1,32 2,11 2,03
c4® S 2,77 2,90 2,94
Q1° S 1,28 2,42 2,59
GMT 1,86%0,6 2,7440,4 |2,7540,4
K2® N 10%° nenhum 1,85 X X
y2? N 1,37 1,37 1,54
Y3° s 2,51 2,16 2,64
Q2° S 2,29 2,29 2,38
D4” S 1,67 2,33 2,59
M2° S 1,85 1,85 2,20
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(continuacéo)
Gato# FelVv FelV Vax | Titulo da vacina Titulos RFFIT (Logig)
(+/-) (s/n) vCP65

Vax 1 Vax 2 Dia 22-26* |Dia 36** |Dia 49***
GMT 1,920, 4 2,00%0,4 |2,27%0,4
Q5% - N Controlo |Controlo [0, 35 0,52 0,35
E4® - N 0,58 0,60 0,35
13° - S 0,35 0,35 0,35
Q3° - S 0,35 0,39 0,35
Q4 |- S 0,37 0,35 0,35
R1® — S 0,35 0,35 0,35
GMT 0,3940,1 0,4310,1 |0,3510,0

* Trés semanas pds-primeira vacinacdo

** Duas semanas pds-segunda vacinacdo

*** Quatro semanas pds-segunda vacinacdo

¢ Vacinado com CP243 - recombinante herpes felino/vector ALVAC
® Vacinado com VP164 - recombinante herpes felino/vector NYVAC

¢ Controlo

EXEMPLO 19 - PROTECCAO DE CAES COM ALVAC-CDVHF (VCP258)

CONTRA A INFECCAO POR CDV

vCP2S8 estd discutido em USSN 08/416616, entregue
em 5 de Abril, 1995. A eficdcia protectora do virus
recombinante com HA e F de CDV, baseado em ALVAC, foi
avaliada por exposicdo de cdes a infeccdo com CDV vivo apds
vacinacéo. Nesta experiéncia, treze cées Beagle,
seronegativos para CDV, foram divididos em dois grupos de
vacinados (3 cdes para a dose de vacina de 10’ ufp de
vCP258 e 4 cdes para a dose de vacina de 10°° ufp) e num

grupo controlo ndo vacinado (6 cdes). A vacinacdo consistiu
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em duas inoculacdes subcutdneas com 10’ TCIDso/dose (grupo
1) ou 10°° TCIDso/dose (grupo 2) de vCP258 com trés semanas
de intervalo. No dia 42, todos os cdes foram infectados por
administracdo intracraniana de 1:10 do stock de NVSL CDV
para infeccdo. Os cdes foram observados diariamente, du-
rante 28 dias apdés infeccdo, para controlar a morbilid-

ade/mortalidade.

N&do foram observadas reaccbdes adversas locais ou
sistémicas em cdes vacinados com vCP258. Todos os cdes
controlos ndo vacinados desenvolveram sinais clinicos de
infeccéo por CDV incluindo anorexia, conjuntivite,
depressdo, perda de peso e desidratacdo entre 6 e 17 dias
pdés-infeccéo. Quatro picos febris (>103,5°F) foram
observados nos dias 1, 3, 8 e 13 dias pds-infeccdo. Quatro
dos 6 animais controlos tiveram manifestacdes clinicas mais
graves. De facto, um destes cédes morreu 12 dias apds a
infeccdo, enquanto os outros trés foram mortos entre 13 e
17 dias pds infeccdo. Os dois animais controlos sobre-
viventes, que tinham sintomatologia mais suave, omecaram a
recuperar e, de facto, comecaram a aumentar de peso 19 dias

apbdés infeccéo.

Significativamente, nenhum cdo em qualquer um dos
grupos de dose da vacina desenvolveu sinais clinicos de
infeccdo por CDV. Todos aumentaram de peso e apresentaram
comportamento normal durante o periodo de observacéo.

Ainda, ndo foram observados quaisquer periodos febris.
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A Tabela 72 apresenta as respostas seroldgicas
especificas de CDV em cada grupo em varios tempos antes da
infeccdo. Os titulos de anticorpos estdo expressos como a
diluicdo que confere 50% de neutralizacdo e representam o
titulo médio para cada grupo. E interessante que, apesar da
dose de vacina de 10>° TCIDsy nd&o induzir niveis
equivalentes de actividade neutralizante do soro contra
CDV, todos os cédes vacinados com esta dose mais baixa
ficaram totalmente protegidos contra a infecgdo com CDV

virulento.

TABELA 72. RESPOSTAS SEROLOGICAS ESPECIFICAS DE CDV

Grupo Dia 0 Dia 14 Dia 21 Dia 42
vacinal

1077 <1:3 1:16 1:21 1:50
1079 <1:3 1:19 1:19 1:151
Controlo <1.3 ND ND <1l:3

ND = ndo determinado

EXEMPLO 20 - EFICACIA EM CAES DE ALVAC-CDV (VCP258) FE

ALVAC-RAIVA (VCP65) QUANDO USADAS NUMA FORMA DE COMBINACAO

COM OUTROS PATOGENIOS CANINOS

Para determinar se ALVAC-CDV (vCP258) confere
eficdcia protectora quando usado numa combinacdo de vacina

com outros agentes patogénicos caninos foi realizado o
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estudo que se segue. ALVAC-CDV (vCP258) foi diluido para
doses de 10“6, 10%°% e 10°° TCIDsy por ml e misturado com
doses de vacina de Adenovirus canino tipo 2 (CAVy), Coro-
navirus canino (CCV), Parainfluenza canina (CPi), Parvo-
virus canino (CPV,;), Bacterina de Leptospira canicola-
icterohaemorragiae (LCI) e ALVAC-raiva (vCP65). Vinte e
quatro cé8es seronegativos e dois cdes seropositivos foram
inoculados, como se mostra na Tabela 73, com ALVAC-CDV
sozinho ou na combinacdo canina. Os cdes receberam duas
inoculacdes nos dias 0 e 21 pela via subcuténea. Colheu-se
sangue para determinacdo dos titulos neutralizantes do soro
contra CDV nos dias 0, 21 e antes da infeccdo. Os cées
foram infectados em dois grupos, aos 24 ou aos 50 dias apds
a segunda inoculacdo pela via intracraniana, sendo o virus
CDV da infeccdo fornecido pela USDA. Apds infeccgdo, os cées
foram observados até 5 meses para monitorizar os sinais de
infeccdo por CDV. Os resultados de serologia e infeccdo

estdo apresentados na Tabela 74.

Os resultados indicam que os cdes inoculados com
4,8 logip TCIDsy (vCP258) sozinho induziu um titulo médio de
anticorpos neutralizantes especificos de 1,2, enquanto que
doses de 5,5 logjp e 4,8 logiy na vacina de combinacgéo
canina induziram titulos médios de 1,0 e 0,7, respecti-
vamente. Todos 0os caes nestes grupos de vacinacédo
sobreviveram a infec¢do. Um cdo no grupo dque recebeu a
combinacéo mais 5,5 logip TCIDsg nao teve sintomas

especificos apds infeccgdo, enquanto que um cdo no grupo que
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recebeu a combinacdo mais 4,8 logip TCIDsy desenvolveu
sintomas especificos de infeccdo por CDV. As titulacdes de
virus, os titulos de anticorpos contra a raiva/morbili-
dade/mortalidade e perda/ganho de peso estdo apresentados

nas Tabelas 75 a 80.

Neste estudo, a resposta seroldgica a wvacinacdo
com a vacina de coronavirus canino e com a vacina ALVAC-
raiva foi também monitorizada. Significativamente, a
inclusé&o de ALVAC-CDV na vacina de combinacdo nédo
interferiu com a resposta seroldgica aos outros
componentes, especialmente aos componentes de coronavirus
canino e raiva. E, o componente do virus da raiva, vCP65

ndo interferiu com outros antigénios.

TABELA 73. ESQUEMA DE VACINACAO DE CAES INOCULADOS COM
ALVAC-CDV (VCP258) SOZINHO OU EM COMBINACAO COM OUTRAS

VACINAS CANINA

Grupo de vacinacdo Caes # Infeccdo no dia 44 | Infeccdo no dia 70
vCP258/dose 10%° 6 5 1
Combinacdo + vCP258/ dose 5 5 -
105,5

Apenas combinacdo 5 3 2
Combinacdo + vCP258/ dose 4 1 3
104,8

Combinacdo + vCP258/ dose 4 - 4
104,6

Cées seropositivos para CDV 2 - 2
Total 26 14 12
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TABELA 74. RESULTADOS DE SEROLOGIA E INFECCAO DE CAES
INOCULADOS COM ALVAC-CDV (VCP258) SOZINHA OU EM COMBINACAO

COM OUTRAS VACINAS CANINAS

Grupo de vacinagdo |Cées # |Titulo neutralizante de CDV|Morbilidade [Mortalidade

(titulo expresso como média)

Dia 0 [Dia 21 |Dia 44%|Dia

70

Combinacdo + 5 <0, 3 1,0 1,0 - 1/5° 0/5
vCP258/ dose 10°°
Combinacdo + 4 <0,3 0,8 0,7 - 1/4° 0/4
vCP258/ dose 10%°
Combinacdo + 4 <0,3 <0,3 0,6 0,5 4/4 4/4
vCP258/ dose 10%°
vCP258/ dose 10*° |6 <0,3  [0,9 1,2 1,3  |1/6 0/6
Apenas combinacdo |5 <0, 3 <0,3 <0,3 - 5/5 3/5
C3es seropositivos |2 N&o N&o N&o 2,1 0/2 0/2
para CDV feito |[feito |feito

a: Infeccdo nos dias 44 e 24 apds a segunda inoculacdo

b: Infeccdo nos dias 70 e 50 apds a segunda inoculacdo

c: Um cdo teve sintomas inespecificos de anorexia e depressdo

d: Um cdo apresentou sinais especificos de CDv (sintomas

entéricos/respiratdérios/nervosos)

TABELA 75. TITULACOES DO VIRUS DAS VACINAS (TITULO MEDIO

GEOMETRICO DE CINCO REPETICOES DO TESTE)

Componente ACPiPyCP65/LCI | "10%°" TCIDs) "10>%" TCIDs) "10%°" TCIDs,)
(TCIDs)

CP258-CDV 10%¢ 10%° 10°°
CAV, 10%°

ccv 10%°

CPi 10°°

CPVy, 10%°¢

CP65-raiva 10°°
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(continuacéo)
ACPiPyCP65/LCI | "10%°" TCIDs)
(TCIDsp)

"10>°" TCIDy)

"10>°" TCIDs)

Nota: Para fins de clarificacdo, sdo usadas as seguintes abreviaturas:

Antigénio

Esgana canina, Vector vivo da variola dos candrios (cCP258)

Adenovirus canino tipo 2 (CAV,)

Coronavirus canino (CCV)

Parainfluenza canina (CPi)

Parvovirus canino

(CPVyg)

Raiva canina, Vector vivo de variola dos candrios (vCP65)

Bacterina de Leptospira canicola-icterohaemorrhagiae (LCI)

TABELA 76. TITULOS DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES (LOGiy)
CONTRA O VIRUS DA ESGANA CANINA
Grupo Céo # Dia 0 1?/Dia 21 2%Dia 44 Resultados
vacinacdo [vacinacdo |Infeccdo da infeccdo
Combo 00 <0,3 0,9 0,8 P
10>° 31 <0,3 0,9 0,8 P
37 <0,3 0,8 1,0 S(U)
38 <0,3 1,2 1,1 P
39 <0,3 1,1 1,1 P
GMT <0, 3 1,0 1,0
STD 0,0 0,2 0,2
Combo 40 <0,3 0,7 0,5 P
10%® 42 <0,3 0,6 0,9 P
49 <0,3 0,8 0,5 Sinais
70 <0,3 1,0 1,0 p
GMT <0,3 0,8 0,7
STD 0,0 0,2 0,3
Grupo Cao # Dia 0 1%Dia 21 2°Dia 44 (Dia|Dia 70|Resultados
vacinacdo [vacinacdo |24 pds-22|Infeccdo da infeccéo
vacinacao
Combo 29 <0,3 <0, 3 0,6 0,6 D
10%¢ 43 <0,3 <0, 3 0,3 0,3 D
8 <0,3 <0, 3 0,6 0,6 D
57 <0,3 <0, 3 0,8 0,8 D
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(continuacéo)
Grupo Céo # Dia 0 1%Dia 21 2°Dia 44 Resultados
vacinacdo |vacinacdo |Infeccdo da infeccao
GMT <0,3 <0, 3 0,6 0,5
STD 0,0 0,0 0,2 0,3
Grupo Céo # Dia 0 1%Dia 21 2°Dia 44 (Dia|Dia 70[Resultados
vacinacdo |vacinacdo (24 pds-22|Infeccédo da infeccéo
vacinacao
Combo +35 <0,3 0,9 1,6 1,6 S (U)
10%® 69 <0,3 0,6 0,9 0,8 P
71 <0,3 0,5 0,5 1,3 P
96 <0,3 1,7 2,4 1,9 P
97 <0,3 0,9 1,5 1,5 p
98 <0,3 0,5 0,6 0,8 P
GMT <0,3 0,9 1,2 1,3
STD 0,0 0,5 0,7 0,4
Grupo Cao # Dia 0 Dia 21 Dia 44 Dia 70 Resultados
da infeccéo
Controlos |64" <0,3 <0,3 <0,3 D D
eChv
(Apenas
Combo)
94> <0,3 <0,3 <0,3 D D
95* <0,3 <0,3 <0, 3 D D
66° <0,3 <0,3 <0,3 <0,3 Sinais
74" <0,3 <0,3 0,5 0,8 Sinais
GMT <0, 3 <0,3 <0,3 N/A
STD 0,0 0,0 0,1 N/A
@CDv 2010 N/A N/A N/A 22,1 P
Controlos |[1976 N/A N/A N/A >2,1 P
GMT N/A N/A N/A 22,1
STD N/A N/A N/A 0,0

A = Infecgdo no Dia 44 (24 dias apds a segunda vacinacdo)
B = Infeccdo no Dia 70 (50 dias apds a segunda vacinacdo)
D = Morte

P = Protegido (sem morbilidade/mortalidade)

S(U) = Sinais inespecificos (anorexia, depressio)

Sinais = Sinais CDV; entéricos e/ou respiratdrios e/ou nervosos
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TABELA 77. TITULOS DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES (LOGio)
CONTRA CORONAVIRUS CANINO

Grupo Céo # |Dia 0 1%|Dia 21  22|Dia 44
vacinacao vacinacdo Infeccédo
Combo + 10°° 00 <0,3 0,9 2,1
31 <0, 3 0,8 1,6
37 <0, 3 0,9 1,9
38 <0, 3 0,6 2,1
39 <0, 3 0,6 2,1
GMT <0, 3 0,8 2,0
DP 0,0 0,2 0,2
Combo + 10*° 40 <0,3 1,1 1,9
42 <0,3 0,6 2,1
49 <0, 3 1,0 2,1
70 <0, 3 1,5 1,2
GMT 0,3 1,0 1,9
DpP 0,0 0,4 0,4
Combo + 10%° 29 <0, 3 1,2 1,9
43 <0, 3 0,8 1,8
8 <0, 3 0,6 2,1
57 <0,3 0,6 2,1
GMT <0,3 0,8 2,0
STD 0,0 0,2 0,2
Grupo Cao # |Dia O Dia 21 Dia 70
Combo + 10%° 35 <0,3 0,6 0,6
69 <0, 3 0,6 <0, 3
71 0,3 0,6 <0, 3
96 <0, 3 <0,3 <0, 3
97 <0,3 <0,3 <0,3
98 <0,3 <0,3 <0,3
GMT <0,3 0,5 0,4
DP 0,0 0,2 0,1
Grupo Céo # |Dia O Dia 21 Dia 44 Dia 70
Controlos eCDV| 64 <0, 3 1,4 2,0 2,0
(Apenas Combo) 94 <0,3 0,4 2,1 2,1
95 <0, 3 0,8 2,1 2,1
66 <0, 3 0,9 1,5 2,1
74 0,3 1,2 1,7 2,1
GMT <0, 3 0,9 1,8 2,1
DP 0,0 0,3 0,3 0,1
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TABELA 78. TITULOS DE ANTICORPOS RFFIT (LOGio) CONTRA A
RATVA
Grupo Céo # Dia 0 1° Dia 21 22 Dia 44
vacinacao vacinacao Infeccao
Combo + 10°° 00 <1,0 2,2 2,8
31 <1,0 2,1 3,1
37 <1,0 1,8 2,8
38 <1,0 1,9 3,0
39 <1,0 2,0 3,0
GMT <1,0 2,0 2,9
DP 0,0 0,3 0,1
Combo + 10%* 40 <1,0 2,3 2,6
42 <1,0 2,3 2,4
49 <1,0 2,1 2,7
70 <1,0 2,2 2,8
GMT <1,0 2,3 2,6
DP 0,0 0,1 0,2
Combo + 10%° 29 s1,0 2,2 2,9
43 <1,0 2,5 2,8
8 <1,0 2,6 2,8
57 <1,0 1,5 2,4
GMT <1,0 2,2 2,7
DP 0,0 0,4 0,2
Grupo Céo # Dia 0 Dia 21 Dia 44 Dia 70
Infeccao
Combo + 10%° 35 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
69 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
71 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
96 <1,0 <1,0 s1,0 <1,0
97 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
98 <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
GMT <1,0 <1,0 <1,0 <1,0
DP 0,0 0,0 0,0 0,0
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Grupo Céo # Dia 0 1° Dia 21 22 Dia 44
vacinacao vacinacao Infeccao

Controlos ecDv] 64 <1,0 1,3 1,5 D
(Apenas Combo) 94" <1,0 3,1 2,1 D
95» <1,0 3,2 2,4 D

66° <1,0 ND 1,9 2,3

74" <1,0 ND 2,1 2,6

GMT <1,0 2,2 2,0 2,5

DP 0,0 0,9 0,3 0,2

A = Infeccdo no Dia 44 (24 dias apds a segunda vacinacio)
B = Infeccdo no Dia 70 (50 dias apds a segunda vacinacdo)
Nd = Nao efectuado

D = Morte

TABELA 79. MORBILIDADE/MORTALIDADE NO DIA 28 POS-INFECCAO
COM VIRUS DA ESGANA CANINA
Grupo # Caes Morbilidade | Mortalidade | # Caes que GMT de
infectados sobreviveram| anticorpos
contra CDV
na infeccéo
cp258 10%° 6 1/6" 0/6 6/6 1,30
Combo + CP258 10°° 5 1/5 0/5 5/5 0,98
Combo + CP258 10%° 4 1/4% 0/4 4/4 0,74
Combo + CP258 10%° 4 4/4™M1r 4/4 0/4 0,47
@Controlos 2 0/2 0/2 2/2 >2,7
Controlos  (Combo 5 3/3HH g /o1t 3/5 2/5% <0, 4
apenas)
I = Anorexia/depressdo/febre trés a quatro dias apds infeccdo = "sinais
inespecificos”

IT = Anorexia/perda de peso/diarreia com sangue/febre =

sinais entéricos de CDV

III = Perda de peso/febre/espasmo/mioclonina/ataques epilépticos/parese/tenesmo =

sinais nervosos de CDV

* = Os sobreviventes apresentaram sinais entéricos
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TABELA 80. PERDA/GANHO DE PESO APOS INFECCAO EXPRESSO EM

LIBRAS/PESO DE CORPO

Grupo Cao N° |Peso do corpo individual/lbs| Média de ganho/perda
(Dias pbds infeccéo) no fim da observcao
0 7 14 21
@Controlo 2010 25 26 29 29 +6,51bs
1976* 24 33 33 33 +6,5 lbs
©Controlo 66 35 32 30 30 -4,5 lbs
74* 25 20 20 21 -4,5 1lbs
Combo + CP158 10%° 29 12 D D D -2,5 LBS
43%* 15 12 D D
48 22 20 D D
57 20 18 D D
Combo + CP158 10%® 40 22 20 26 26 +4,5 LS
42 17 22 20 22
71 20 23 21 20
49%* 25 23 17 20

D = C&es que ndo sobreviveram a infeccéo.
* = Caes infectados pela via oronasal
** = Deste grupo, o cdo #49 foi o Gnico cdo que ndo apresentou sinais entéricos

de CDV e teve uma perda de peso de 5 lbs.

EXEMPLO 21 - VACINA CANINA DE COMBINACAO DA RAIVA COM O

RECOMBINANTE VCP65: AUSENCIA DE INTERFERENCIA DE VCP65, CDV

ROCKBORN E CPVy;,, NA VACINA DACPIPCP65 + LCI

Este exemplo demonstra que CPV (Px1,) e CDV
(Rockborn) podem ser usados indiscriminadamente com as
estirpes CPV e CDV (Onderstepoort) respectivamente, sem
causar qualgquer interferéncia com outros componentes da
vacina de combinacdo: DACPiPCP65 + LCI, que a adicdo de

CP65 & wvacina combo canina (DACPiP) ndo interfere com a
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imunogenicidade dos outros componentes e que a vacina de
combinacdo (DACPiPCP65) é segura em cdes para se obter uma
licenca para a vacina de combinagdo + LCI e o0s seus

produtos derivados.

Procedimento geral: Foram preparados sete lotes
de vacinas com vArios componentes antigénicos. Trinta e
oito  (38) cdes foram divididos em diferentes grupos
baseados na vacina que receberam e na resposta imune medida
por serologia. A eficdcia do coronavirus canino foi medida
por vacinacdo/infeccédo. Os titulos de anticorpos
neutralizantes (SN) foram wusados para demonstrar se a
interferéncia é ou ndo causada pela adicdo de diferentes
antigénios vacinais. Todas as vacinas foram reconstituidas
com LCI, autorizada pela USDA e testada satisfatoriamente

(32010), e injectadas em cées.

ABREVIATURAS
Componente Abreviatura

Virus da esgana canina, Rockborn (CDVg) Dr

Virus da esgana canina, Onderstepoort (CDVy) Dy
Adenovirus canino tipo 2 (CAV,) A
Coronavirus canino, MLV (CCVy) C
Parainfluenza canina Tipo 2(CPi) Pi
Parvovirus canino, (CPV) P
Parvovirus canino, (CPVyy) Pxr,

Variola dos canarios recombinante (CP65) CP65

Bacterina de Leptospira (L. canicola, L. LCI

icterohaemorrhagiae)
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MATERIAIS:

Animais. Fonte, idade: Dezassete (17) cdes de

varias idades foram adquiridos a Harlan Sprague Dawley
(HSD) . Cinco cédes, 12-16 semanas de idade, adgquiridos a
James A. Baker Institute of Animal Health, Cornell
University. Dezasseis cées, 8-10 semanas de idade,
adquiridos a Liberty. Estes animais eram seronegativos para
todos os componentes da vacina envolvidos nos seus

respectivos estudos.

vVacinas:

Todas as vacinas foram preparadas com diferentes
producdes de antigénio saidas do mesmo lote de virus de

partida.

Foram preparados quatro lotes de vacinas:

-- DrAPiP (lote A)
- DRAP:LPXL (lote B)
-— DoAPiPCP65 (lote C)

- DRAP:LPXLCP65 (lote D)

As vacinas atrds referidas foram formuladas com

0s seguintes componentes:
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Componente Titulo/ml (Logiog)
Dg 5,2
Do 5,4
A 7,4
C 6,06
Pi 7,5
P 7,0
Px1, 5,3
CP65 7,9

Foram produzidas mais duas vacinas:

- DRAP:LPXLCP65

-— DoAPiPCP65

Vacina DrAPiPyx,CP65

Componente Titulo/ml
Dr 5,2
A 7,4
C 6,6
Pi 6,9
Pyr, 5,3
CP65 8,0
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Vacina: DoAPiPCP65

Componente Titulo/ml
Do 5,4
A 7,4
C 3,1
Pi 6,9
P 7,0
CP65 8,0

Uma vacina que ndo incluiu a fraccgdo CDV

igualmente preparada:

Vacina: ACPiPyx CP65

foi

Componente Titulo/ml
A 7,4
C 6,2
Pi 6,8
Pxr 5,4
CP65 8,0

Titulacdo: Cada uma das fraccdes dos diferentes

lotes de vacinas foi titulada no dia da primeira vacinacéo

ou em ambos o0s dias da vacinacéo.

para trés a cinco repetigdes.

A titulacdo foi realizada
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Métodos: Vacinacdo: Todas as vacinas (1 dose =1

ml) foram administradas duas vezes pela via subcutdnea com
intervalos de 21 dias. Uma producdo (N° 32010) de LCI foi

usada como diluente para cada vacina.

Colheita de sangue: Colheu-se sangue dos cdes aos

0, 21 e 35-42 dias pds-vacinacéo.

Avaliacdo dos resultados: Titulos de seroneutra-

lizacdo: Amostras de soro derivadas de cada cdo e de cada
data de colheita foram testadas relativamente & presenca de
titulos de anticorpos neutralizantes do virus. A
seroconversdo interpretada pelo titulo de anticorpos foi
usada como um pardametro para medir a interferéncia.
Diferentes grupos de cédes foram usados por componente de
vacina estudado devido a alguns grupos terem Jja sido
expostos a determinados virus e terem titulos de anticorpos
elevados mesmo antes da vacinacdo: por exemplo, os cées HSD
que receberam os primeiros quatro lotes de wvacina (A-D)

foram confirmados como tendo tido um surto de parvovirus

canino nas suas coldénias antes de terem sido comprados.

Vacinacdo/Infeccdo (CCV): Doze (12) cdes vacina-

dos com uma combinacdo de CP65 e CCVy foram infectados com
CCV wvirulento no Dia 35 pds-vacinacdo e mortos no Dia 41.

Os resultados do re-isolamento do virus nas fezes foram
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usados para demonstrar ndo interferéncia de vCP65 na

proteccgdo conferida pela vacina CCV.

Avaliacdo da seguranca: Apds cada administracdo

da wvacina, cada um dos cdes foi apalpado no local da
inoculacdo e observado, durante pelo menos duas horas pds-
vacinacdo, relativamente a qualquer reaccdo clinica adver-
sa, local ou sistémica. A observacdo continuou ao longo do

periodo do estudo.

Resultados: Os titulos de anticorpos (SN)
induzidos por CP65 ©preparada em combinacdo com CDV
(Rockborn ou Onderstepoort) e CPV (0Old MSV ou Px,) MSV sdo
equivalentes. CP65 adicionado aos outros componentes (D, A,
C, Pi, P) ndo interferiu com a resposta imune de qualquer
um deles. O CCV (MLV) na vacina de combinacdo protegeu cées
da infeccdo na presenca de todos os outros componentes,
incluindo CP65, independentemente dos MSVs de CDV ou CPV
usados. Ao longo da experiéncia, ndo foram observados

sinais clinicos, sistémicos ou locaism nos cdes.

Titulo dos componentes antigénicos presentes nas

vacinas: O titulo de cada antigénio nos diferentes lotes de
vacina testados na primeira vacinacdo e/ou segunda

vacinacdo estd nas Tabelas 8la, b e c¢ abaixo:
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TABELA 81A. TITULOS (LOG:o) DOS COMPONENTES VIRAIS:

TITULACAO REALIZADA NOS DIAS DE VACINACAO (Vi E V,*)

Lote | Vacinas Titulo/ml (Logy)

Dy D: A C Pi P Py, CP65
A D:APiP - 3,3-3,6% 5 - 5,8 6,0 —— -
B D:ACPiPy, - 3,5-3,6% 5,1 4,5 5,6 —— 5,0 -—
C DACPiPCP65 4,6.4,1* - 5,1 4,5 5,5 6,0 —— 6,0
D D:AP1P;; CP65 - 3,3-3,6* 53 4,4 5,4 - 3,8 5,8

TABELA 81B. TITULO (LOGi;) DOS COMPONENTES VIRAIS TESTADOS

NO DIA DA VACINACAO

Vacinas Titulo/ml (Logy)

Dy Dx A C Pi P Py, CP65
DrAP1P; CP65 - 4,5 5,9 3,1 3,7 - 4,7 6,4
D,ACPiPCP65 4,5 —— 5,2 3,1 4,3 7,0 - 6,4
ACPiPyCP65 - - 6,0 4,6 5,5 - 4,6 6,1

Os resultados mostram que:

- Os titulos de CP65 estdo, de um modo geral, entre MPD
(5,6) e o titulo esperado na altura (6,3).

- Os titulos de Dy estdo sempre acima do titulo adminis-
trado, 3,3 (Logio/ml).

- Os titulos de PXL estdo sempre acima do titulo adminis-

trado esperado, 3,3 (Logip/ml).

Titulos de anticorpos seroneutralizantes (RFFIT)
da raiva recombinate (CP65): Duas das vacinas em gque as

unicas diferencas foram uma alteracdo das estirpes CDV e
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CPV deram os titulos de anticorpos neutralizantes para a

raiva que se seguem (Tabela 82):

TABELA 82. TITULO DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES PARA O VIRUS

DA RAIVA (LOGyg) :

Vacina Céo # Titulos/ml (logi) (Dias pds-vacinacdo
(D 0O)V; (D 21)V, (D 42)

D:ACPiP,CP65/1CI 4804 1,1 1,3 1,4
4502 0,6 0,7 1,6

4503 1,2 1,1 2,1

4507 1,1 1,2 2,7

4801 1,0 13 2,4

4501 1,0 1,2 2,2

aMT 1,0 1,1 21

DP $0,2 30,2 £0,5
D,ACPiPCP65/LCT 4401 0,7 1,0 2,4
4803 1,2 1,2 2,0

4806 1,1 1,1 2,0

4901 1,2 ND 3,4

4902 1,0 13 3,1

4404 0,6 1,1 2,0

aMT 0,9 1,1 2,5

DpP +0,3 0,2 *0,6

Os anticorpos SN contra a raiva apresentaram bom
titulo de seroconversdo comparavel com os obtidos nos

Exemplos atréds descritos.

A andlise estatistica (teste t) mostrou que os
titulos de anticorpos neutralizantes contra a raiva nas

vacinas atrads descritas (Tabela 82) ndo sdo significa-
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tivamente diferentes: ambas as alteracgdes no lote de
partida do wvirus da esgana e no lote de partida do
parvovirus ndo tém interferéncia in vivo na eficdcia de

vCP65 em cdes.

Influéncia respectiva de CDV e CPV nos titulos SN

contra a raiva (CP65): Influéncia de CDV (Estirpe Rockborn)

nos titulos SN contra a raiva (CP65).

TABELA 83. TITULOS DE ANTICORPOS INDIVIDUAIS CONTRA A RAIVA
(RFFIT) EM DUAS VACINAS PRODUZIDAS COM E SEM CDVy ESTAO

APRESENTADAS NA TABELA 83 (ABAIXO):

Vacina Cao # Titulos/ml (log,,) (Dias pds-vacinacdo
(D O)V; (D 21)V,” (D 42)

ACPiP,CP65 64 <1,0 ND 1,5
94 <1,0 ND 2,1

95 <1,0 ND 2,4

66 <1,0 ND 1,9

74 <1,0 ND 2,1

GMT <£1,0 ND 2,0

DP 30,0 ND +0,3

DrACP1iPy CP65 4804 1,1 ND 1,4
4502 0,6 ND 1,6

4503 1,2 ND 2,1

4507 1,1 ND 2,7

4801 1,0 ND 2,4

4501 1,0 ND 2,2

GMT 1,0 ND 2,1

DP 30,2 ND $0,5

ND = ndo realizado
* = Titulacdo de anticorpos ndo realizada em V, porque O soro disponivel se

esgotou
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Quando CDV (Rockborn) foi adicionado a uma wvacina
canina Combo (ACPiPx;CP65), ndo foi induzida interferéncia
relativamente ao titulo de anticorpos seroneutralizantes

contra a raiva induzido por vCP65.

Influéncia de CPV (Px) nos titulos SN da raiva (CP65)

Mostrou-se que CP65 recombinante da raiva na
vacina de combinacéo (DoACP1iPCPG5S) é eficaz contra a
infeccdo pela raiva (como demonstrado nos Exemplos atras).
A Tabela 82 mostra que a mudanca da MSV da esgana de
Onderstepoort para Rockborn ndo afecta o titulo de
anticorpos SN contra a raiva induzido por vCP65. E
necessario salientar que a dose de CP65 era muito baixa
(abaixo do titulo estimado e perto de MPD). A auséncia
6bvia de interferéncia de CPV(Px,) na vacina da raiva
recombinante (vCP65) estd apresentada na Tabela 84 e

confirma os resultados apresentados na Tabela 82.

TABELA 84: TITULOS DE ANTICORPOS INDIVIDUAIS CONTRA A

RATVA.

Vacina Céo # Titulos/ml (logy,,) (Dias pds-vacinacdo
(D 0)V; (D 21)V, (D 42)

DACPiPCP65 Lote C H4B810 0,5 1,0 2,9
H3B808 1,1 1,1 2,1

H3L807 0,6 0,6 1,1

H4B822 1,0 1,3 2,9

(8513) * (2,4) (2,6) (2,7)
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(continuacéo)

Vacina Céo # Titulos/ml (logy,,) (Dias pds-vacinacdo
(D 0)V, (D 21)V, (D 42)

aMT 0,8 1,0 225

SD $0,3 0,3 0,9

D:ACPiPy;CP65 H4B815 1,0 1,2 1,7
H3L811 0,5 1,1 1,5

H4B820 1,1 1,2 2,3

8616032 1,2 1,2 1,3

GMT 1,0 1,2 1,7

SD $0,3 30,1 0,4

* 0 cdo #8513 foi excluido do estudo devido ao elevado titulo de anticorpos no

Dia O.

A mudanca da CPV para um novo lote de partida de
CPV (Px1y) ndo resultou em qualquer diferenca significa no
titulo de anticorpos SN para a raiva. Foil observada boa
seroconversdo em todos o0s cdes, mesmo apesar da dose de
CP65 ser préxima da Dose Minima Protectora no grupo

vacinado com o lote D que recebeu Dr e Pyr.

Influéncia da adicdo de raiva recombinante

(vCP65) nas outras fraccdes da Vacina Canina.

Influéncia de CP65 no titulo SN de CDV (estirpe

Rockborn) .
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TABELA 85: TITULOS SN CONTRA A ESGANA (LOGio/ML) :
Vacina Céo # Titulos/ml (log,,) (Dias pds-vacinacdo

(D 0)\, (D 21)V, (D 35)

DAPiP/ICI H3B801 <0, 3 2,3 2,7
(Lote B) H3K837 <0, 3 >2,9 >2,9
H4B803 0,5 >2,9 >2,9

8435 0,9 >2,9 >2,9

DRACPiP, /ICI (Lote B) H3B806 <0,3 >2,9 >2,9
H4B813 <0, 3 >2,9 2,7

H4B818 <0,3 2,7 2,6

1G1A 0,5 >2,9 >2,9

GMT (sem CP65) 0,4 2,8 2,8

SD 20,2 0,2 20,1

D:ACPiP,CP65/1CI (Lote H4B815 0,5 >2,9 >2,9
D) H3L811 0,3 >2,9 >2,9
H4B820 <0, 3 >2,9 >2,9

8616032 0,9 2,7 2,9

4804 <0, 3 >2,1 3,0

4502 <0, 3 >2,1 2,6

4503 <0, 3 >2,1 2,4

4507 <0, 3 >2,1 2,7

4801 <0,3 >2,1 2,7

4501 <0, 3 >2,1 2,7

4302 <0, 3 >2,1 2,8

4601 <0, 3 >2,1 2,6

5003 <0, 3 >2,1 2,9

3901 0,5 >2,1 2,9

3905 1,1 >2,1 2,7

4103 1,2 >2,1 3,0

GMT (com CP65) 0,5 2,3 2,8

SD 20,3 20, 3 20,2

A wvacina da raiva recombinante (vCP65) quando

incorporada em

diferentes

vacinas

combo caninas, ndo
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interfere com a producdo de anticorpos neutralizantes
contra CDV. Mesmo em titulos baixos, Dr combinada induz

excelentes seroconversdes em todos os animais.

Influéncia da adicdo do recombinante da raiva

(CP65) no titulo SN de CPV (Pyxy) .

TABELA 86. TITULOS INDIVIDUAIS DE CPV (Pyxy) (LOGio/ML)

Vacina Cao# Titulos/ml (log,,) (Dias pds-vacinacdo
(D) V1 (D) Vy (Dss)
D:APiP/ICI 4302 1,5 2,4 3,3
4601 1,5 4,2 4,5
5003 ND 3,6 4,5
GMT (sem CP65) 1,5 3,4 4,1
DP 20,0 20,9 20,7
D:ACPiPyCP65/1LCT 4502 1,5 2,7 3,6
4503 1,8 2,4 4,5
4804 1,8 2,4 3,9
4501 1,8 4,5 4,5
4507 1,5 3,0 4,2
4801 1,8 2,4 3,6
ACPiPyuCP65/1CT 64 1,8 3,6 4,2
66 1,5 4,2 4,2
74 1,8 3,6 3,6
94 1,5 3,9 4,5
95 1,5 3,9 4,2
GMT (com CP65) 1,7 3,3 4,1
DP 20,2 20,8 20,4
V1l = Dia da primeira vacinacdo

V2 = Dia da segunda vacinacao

0 recombinante da raiva (vCP65), quando
adicionado a vacina Combo canina contendo DACPiP (P ou

Pxy), ndo teve interferéncia na producdo de anticorpos
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(SN)
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contra CPV em animais naive

Influéncia da adicdo de recombinante da raiva

(CP65) no titulo SN de CAV-2.

TABELA 87. TITULOS INDIVIDUAIS DE ANTICORPOS CONTRA CAV-2

(LOG10/ML)
Vacina Cao# Titulo/ml (log) contra CAV-2 (Dias pds—
vacinacéo
(D 0)V, (D 21)V, (D 35)
D:APiP/ICI H3B801 0,6 1,8 2,3
(Lote A) H3K837 <0,6 2,7 2,7
H4B803 <0, 6 >2,9 2,9
8435* (2,1) 2,4) 2,4)
DACPiPy/1CI H3B806 <0,6 2,3 2,4
(Lote B) H4B813 <0, 6 2,7 >2,9
H4B818 <0,6 2,1 2,6
1G1A <0,6 0,8 1,0
GMT (sem CP65) 0,6 22 24
SD 20,5 20,7 2,7
DRACPiPyCP65/1CT H4B815 <0,6 1,7 >2,9
(Lote D) H3L811 <0,6 2,0 >2,9
H4B820 <0, 6 1,7 >2,9
8616032 0,6 <0,6 0,9
GMT (cam CP65) 0,6 1,5 24
o' 20,0 20,6 2,0

* O cédo 8435 foi excluido dos célculos devido ao elevado titulo SN pré-existente

antes da vacinacdo.

A adicdo de CP65

as vacinas de

interfere com a resposta

seroldgicos.

combinacédo

(vacina recombinante da raiva)

caninas que possuem CAV-2 ndo

imune contra CAV-2 por métodos
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Influéncia da adicdo do recombinante da raiva

(CP65) no titulo SN de CPi.

TABELA 88. TITULOS INDIVIDUAIS DE ANTICORPOS CONTRA CPI

(LOG10/ML)
Vacina Cao# Titulo/ml (logy,) contra CPi (Dias pds-—
vacinacéo
(D 0)V; (D 21)V, (D 35)
D:APiP/ICI H3B801 <0,3 <0,3 1,2
(Lote A) H3K837 <0,3 <0,3 1,7
H4B803 <0,3 1,2 2,4
8435* 0,8 1,4 1,9
D:ACPiP, /1CI H3B806 <0,3 <0,3 0,9
(Lote B) H4B813 <0,3 <0,3 2,0
H4B818 <0,3 <0,3 1,2
1G1A <0,3 <0,3 <0,3
GMT (sem CP65) 0,4 0,6 1,5
DP 40,2 40,5 2,7
D:ACPiP,CP65/1CT H4B815 <0,3 >2,9 >2,9
(Lote D) H3L811 <0,3 22,9 22,9
H4B820 <0,3 22,9 22,9
8616032 <0,5 2,7 2,9
D,ACPiPCP65/1CI H4B810 <0,3 1,0 2,0
(Lote Q) H3B808 <0,3 <0,3 1,2
H3L807 <0,3 <0,3 1,0
H4B822 <0,5 <0,3 2,3
8513* (1,5) (2,4) (2,1)
GMT (com CP65) 0,3 1,7 2,3
oP 2,1 #,3 2,8

* 8513 foi excluido do cdlculo SN devido a titulo elevado no Dia 0

A adicdo de vCP65 a vacina existente com DgPx; néo
causa interferéncia nos titulos de anticorpos

neutralizantes de CPi.




PE0835133 - 243 -

Influéncia da adicdo do recombinante da raiva

(CP65) na imunogenicidade de CCV (por serologia):

TABELA 89. TITULOS INDIVIDUAIS DE ANTICORPOS CONTRA CCV EM

LOG1 /ML
Vacina Cao# Titulo/ml (logy) contra CCV (Dias pbds-—
vacinacéo
(D 0)V, (D 21)V, (D 35)
DRACPiPy,/LCI H3B806 <0,3 1,7 >2,1
(Lote B) H4B813 <0,3 >2,1 >2,1
H4B818 <0,3 >2,1 >2,1
1G1A <0,3 0,5 2,0
GMT (cam CP65) 0,4 1,6 2,1
DP 2,1 20,8 20,05
DrACPiP,CP65/1CT H4B815 <0,3 >2,1 >2,1
(Lote D) H3L811 <0,3 1,6 >2,1
H4B820 <0,3 >2,1 >2,1
8616032 <0,5 1,1 >2,1
GMT (cam CP65) << < <
DP 20,0 20,5 2,0

A Tabela 89 demonstra que a vacina recombinante
da raiva (CP65) quando adicionada aos componentes (DACPiP)
da DrACPiP autorizada n8o interfere com a imunogenicidade

conforme medido pelos titulos SN.

Infeccdo com Bv: A ndo interferéncia de CDV(Dg) e

CPVx;, na eficdcia de CCV na vacina DgACPiPyx; foli demonstrada

por vacinacdo/infeccdo nos Exemplos atrads apresentados.

Trés grupos de cédes foram vacinados com vacinas
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contendo vVvCP65 ou ndo contendo CP65 como se mostra na
Tabela 89 e discutido atrds. Todos os cdes foram infectados
com CCV seguindo o procedimento descrito nos Exemplos

atrés.

A eficédcia da vacina foi avaliada através do re-

isolamento de virus nas fezes dos cdes seis dias apds a

infeccéo.
TABELA 90: PROTECCAO APOS INFECCAO
Vacina Cao # Isolamento de CCV % de proteccdo apds infeccéo
(+)
D:APIP (controlo) 3901 + % (sem CCV, sem CP65)

3905 +

4103 +

4302 +

4601 +

5003 +

DRACPiPy;CP65 4501 - 75% (CCV + CP65)

4502 +

4503 -

4507 +

4801 -

4804 -

D:ACPiPCP65 4401 -
4404 +

4803 -

4806 -

4901 -

4902 -
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A Tabela 90 confirma que CP65 ndo interfere na
vacinacdo por CCV conforme avaliado pela proteccdo apds
infeccdo. Todas as vacinas de coronavirus canino contendo
CP65 protegem muito eficientemente os cdes contra uma

infeccdo muito grave que afectou todos os cdes controlos.

Encontrou-se que todas as vacinas neste Exemplo
sdo seguras para os cdes seguidos de perto apds vacinacéo.
N&do se observou reaccdo clinica, local ou sistémica, ao

longo do perido do teste.

Estas experiéncias demonstraram por métodos
seroldégicos que a adicdo da fracgdo recombinante da raiva,
vCP65, ndo causa qualquer interferéncia com qualquer um dos

outros componentes, incluindo Dz e Pyxi.

A  comparacdo das duas vacinas de combinacéo
completas liofilizadas DoACPiPyxCP65/LCI e DgACPiPyx CP65/LCI,
em que D, é alterado para Dg, mostrou gque ndo existe
interferéncia na resposta de anticorpos contra a raiva. O
nivel de anticorpos contra a raiva com DzACPiPyCP65 é ainda
maior ou igual ao nivel dos cdes vacinados com DgACPiPyx CP65

e que sobreviveram a infeccdo.

Para melhor demonstrar que Dr nédo interfere com a
resposta imune de vCP65, foi feita a comparacdo dos
anticorpos SN das duas vacinas com e sem Dy. Os resultados

em qualquer dos casos foram equivalentes indicando que a
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estirpe Dr ©pode ser adicionada ao resto da fraccéo

ACPiPxCP65.

Quando Parvovirus canino (Pxy) foi adicionado a
uma vacina de combinacdo completa (DRACPiPyxCP65) e compa-
rado com uma outra vacina de combinacdo (DoACPiPyxCP65), néo
foi observada interferéncia na serologia relativamente a

CP65.

A resposta imune humoral de parvovirus canino nas
vacinas de combinacdo (DACPiPCP65) em que P e Py foram
usados indiferentemente é equivalente em ambos 0s casos.
Ainda, os resultados confirmaram que a mudanca de um MSV de
parvovirus canino para um outro ndo interfere com as

respostas imunoldgicas dos cdes as outras fraccgdes.

A avaliacdo da ndo interferéncia de Dgr, Pxir e CP65
na proteccdo conferida pela vacina CCV MLV foi realizada pr
vacinacdo/infeccdo. O reisolamento fecal de CCV mostra que
a CPV (Rockborn) e CPV (Px;) MSV pode ser usada na wvacina
de combinacdo DRACPiPyx CP65. Ambas as vacinas de coronavirus
canino contendo CP65 protegeram, muito eficientemente, cédes
contra a infecc¢do por coronavirus que afectou 100% dos cées

controlos ndo vacinados (Tabela 89).

A vacina recombinante do vector variola dos
candrios e raiva (vCP65) combinada com os antigénios virais

D, A, C, Pi, P é segura e eficaz em cdes independentemente
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do MSV de Parvovirus canino ou de virus da esgana canina

usado.

Conforme avaliado por métodos seroldgicos, a
adicdo do recombinante da raiva vCP65 a DACPiP ndo causa
qualquer interferéncia nas outras fraccdes de virus

caninos.

Conforme avaliado pela infecgdo, a presenca do
recombinante da raiva (vCP65), Dz, Pxr, na vacina de
combinacdo ndo causa qualquer interferéncia na eficédcia do

componente CCV.

A combinacdo de raiva canina re-hidratada induz
excelentes respostas imunes protectoras relativamente a

todos o0s componentes.

Exemplo 22 - Variola dos candrios/raiva (CP65):
estudo preliminar sobre a seguranca e imunogenicidade em

combinacdo com outros antigénios vacinais em gatos

Este exemplo demonstra a seguranca e
imunogenicidade de vacinas de combinacdoc da raiva e mostra
que o0s antigénios convencionais ndo interferem com a

imunogenicidade de vCP65; e demonstra a seguranca em gatos.

Procedimento geral: Vinte e cinco gatos (cincoo

gatos por grupo) foram vacinados com lotes experimentais de

vacina contendo 10%8-10°° TCIDso/dose de vCP65 em
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combinacdo com antigénios convencionais (FVR-C-P-FPn +
FeLV). Os cdes receberam uma ou duas doses de vacina,
subcutaneamente, e colheu-se sangue no Dia 0, Dia 18 e Dia

32 pbés-vacinacdo primaria.

Materiais: Animais: Foram usados wvinte e cinco

gatos em simulténeo no teste. Os gatos tinham
aproximadamente 14-16 semanas de idade quando da vacinacgdo
primadria. Tinham recentemente recuperado da infeccdo de
herpesvirus felino adquirida no fornecedor antes da

recepg¢do.

Vacina: Prepararam-se vacinas felinas experimen-
tais com cinco componentes (Lotes B e C; wver Tabela 92)
contendo rinotraqueite felina (FVR); calicivirus felino
(C); wvirus da panleucopenia felina (P); Chlamydia psittici
(FPn) e virus recombinante da variola dos canarios e raiva

(CP65) .

As vacinas liofilizadas foram re-hidratadas antes
da injeccdo usando uma vacina da leucemia felina
convencional (Cédigo do produto 1555.2; N° de Série 65026)
ou agua estéril. Esta série da vacina FelV teve resultados

de testes de poténcia relativa de 2,6, 2,8 e 2,6.

Os gatos foram vacinados como se mostra na Tabela

92.
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TABELA 92
Grupo Vacina Lote# # de Numero de
doses cdes
1 FVR-C-P-FPN+CP65/Felv B 1 5
2 FVR-C-P-FPN+CP65/Felv B 2 5
3 FVR-C-P-FPN+CP65/Agua B 1 4*
4 FVR-C-P-FPN+CP65/Agua B 2 5
5 FVR-C-P-FPN+CP65/FoLV C 2 5

Os gatos foram vacinados, subcutaneamente na area
escapular, uma ou duas vezes com dezoito dias de intervalo.
Foi necessédrio um intervalo mais curto entre as injeccgdes
para se dispor do tempo adequado para analisar os titulos
de anticorpos contra a raiva. Colheu-se sangue dos gatos
antes da vacinacdo e aos dias 18 e 32 pds-vacinacdo
primdria. Os soros foram analisados relativamente a
avaliacdo de anticorpos contra a raiva pelo teste rapido de
inibicdo dos focos de fluorescéncia (RFFIT). Os gatos foram
observados durante aproximadamente 15 minutos pds-injeccdo
relativamente a reaccdes adversas a vacina (i.e., dor ou
comichdo). Apalpou-se o local de wvacinacdo 18 e 32 dias
pés-injeccdo. Os virus vivos modificados FVR-C-P-FPn foram
titulados. O virus recombinante vCP65 foi titulado. Durante
a vacinacdo primadria, o gato FXI recebeu duas injeccdes de
10%® TCIDsy/dose; reduzindo assim o numero de gatos no

Grupo 3 para quatro animais.
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Resultados: Estdo apresentados de um modo geral

na Tabela 93.

TABELA 93
Grupo # de Titulo de CP65 (Dia 32) Titulo de
doses (TCID50/dose) anticorpos contra a raiva*

FVRCP FPn + 1 10%° 0,84 + 0,51
CP65/FelV

FVRCP FPn + 2 10%® 0,77 £ 0,43
CP65/FelV

FVRCP FPn + CP65/H,0 1 10%® 0,80 + 0,49
FVRCP FPn + CP65/H0 2 10%° 1,56 + 0,43
FVRCP FPn + 2 10°7 2,12 + 1,03
CP65/FelV

* GMI = Titulo da média geométrica por grupo (logy) duas semanas pds-reforco

As wvacinas foram tituladas para conterem as
seguintes quantidades de virus (Tabela 94). Os valores da
titulacdo de vCP65 estdo descritos como titulos das médias
geométricas de virus (Tabela 94). Os valores da titulacéo
de vCP65 estdo descritos como titulos das médias

geométricas de trés repeticdes.

TABELA 94
Antigénio Inoculacédo minima do Titulo da vacina

produto por dose experimental por dose

FVR 10°* TCIDs 10°"° TCIDs

FCV 10°'? TCIDs, 10°° TCIDs,

FPL 10%° TCIDsg 10°"° TCIDsg

FPn 10°'% TCIDs, 10%* TCIDs,

CP65 Provavelmente entre Lote B = 10%° TCIDs
10%° e 10°° TCIDsg Lote C = 10°° TCIDs
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Os titulos de anticorpos individuais e de grupo
estdo resumidos nas Tabelas 95. O titulo da média
geométrica (GMT) foi calculado para cada grupo e cada data.
O titulo de anticorpos contra a raiva do gato HB1 no Dia 0

foi erroneamente descrito como sendo de 1,58.

N&o foram observadas reaccdes adversas as
vacinas. Os locais de inoculacdo foram apalpados no Dia 18
e no Dia 32. Nido foram observadas inchacos ou anorma-
lidades. A maioria dos gatos vacinados pareceu asudavel
durante o ensaio. No entanto, nalguns gatos eram evidentes

sinais respiratérios crdnicos devido a infeccdo por Herpes.

Titulos de anticorpos contra a raiva 2> 1,0 logiog
indicaram uma resposta as vacinas. Os gatos nos Grupos 1, 2
e 3 tinham alguns gatos (2-3 por grupo) gque responderam
fracamente apds a vacinacdo. Estes gatos receberam uma ou
duas doses de vacina (104’8 TCIDso/dose) re-hidratada com a
vacina FelV convencional; ou uma dose re—-hidratada com

agua.

O grupo 4 teve dois gatos (FZ1 & HH3) que
responderam fracamente & wvacinacdo usando duas doses de
vacina (104’8 TCIDso/dose) re-hidratada com Aagua. Os
restantes gatos neste grupo (FU2, GR3 e HGl) responderam
bem com titulos individuais de anticorpos contra a raiva

21,8 pds-segunda vacinacéo.
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O grupo 5 recebeu duas doses de vacina (107°
TCIDsy/dose) re-hidratadas com FeLV. Este grupo teve a
melhor resposta global a vacinacdo (GMT = 2,2 = 1,03). No

entanto, um gato GQ3 ndo respondeu & vacinacéo.

Este exemplo demonstra a imunogenicidade e
seguranca das vacinas de combinacdo recombinantes da raiva
em gatos. Também mostra a resposta seroldgica de gatos
naives para o vector variola dos candrios a uma ou duas

doses de vCP65.

Este Exemplo também demonstra que de facto ndo
existe interferéncia entre <vCP65 e o0s componentes de
vacinas convencionais. Quando da comparacdo dos Grupos 2 e
4, parece que em doses baixas de vCP65 (i.e., 10%°
TCIDso/dose) a vacina FelLV usada nesta experiéncia (Cédigo
do produto 1555.20) pareceu suprimir ligeiramente os
titulos de anticorpos contra a raiva as duas semanas pbds-—
vacinagcdo secundaria. Uma vez que ndo se colheram mais
amostras depois do Dia 32, a resposta de anticorpos contra
a raiva nestes gatos podia simplesmente estar retardada. No
entanto, as vacinas contendo vCP65 a 10°°° TCIDso/dose, re-
hidratada com vacina FeLV convencional, foram imunogénicas

em gatos, demonstrando assim a auséncia de interferéncia.

Este exemplo indica que vCP65 (1Oa3 TCIDsg/dose),
em combinacdo com antigénios convencionais, é seguro e

induzird bons titulos de anticorpos contra a raiva apds
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duas doses em gatos (i.e., Grupo 5 GMT = 2,12 %+ 1,03).

Assim, pode-se concluir que:

Os recombinantes poxvirus-raiva (vCP65), em
combinacdo com antigénios convencionais sdo seguros em

gatos;

Os antigénios convencionais ndo interferem com a
imunogenicidade de recombinantes poxvirus-raiva (e.qg.,

vCP65), especialmente a 10°3 TCIDso/dose;

E duas doses do recombinante poxvirus-raiva
(e.g., vCP65) (10°° TCIDso/dose), combinadas com antigénios
convencionais e re-hidratados com vacina FelV, resultaram

na resposta mais elevada de anticorpos contra a raiva.

TABELA 95. TITULOS DE ANTICORPOS CONTRA A RAIVA,
INDIVIDUAIS E DE GRUPO, DE GATOS VACINADOS COM VACINAS DE

COMBINACAO EXPERIMENTAIS CONTRA A RAIVA (LOGo)

Gato ID# Grupo de Dia 0 (VAX 1) | Dia 18 (VAX | Dia 32 (2 semanas pds-—

vacinacao 2) VAX2)

G4 Grupo 1 0,40 1,23 1,04

GR2 Lote B 0,30 0,6 1,40

H14 10*® + Felv 0,60 1,31 0,30

H15 Uma dose 0,30 0,48 0,30

ED3 0,30 1,15 1,17

GMT 0,380,13 0, 9540, 38 0,84k0,51
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(continuacéo)
Gato ID# Grupo de Dia 0 (VAX 1) | Dia 18 (VAX | Dia 32 (2 semanas pds-—

vacinacéo 2) VAX2)
Gz4 Grupo 2 0,48 0,70 0,30
FY5 Lote B 0,48 0,48 0, 60
GHL 10%® + Felv 0,30 1,04 0,48
HJL Duas doses 0,30 0,93 1,15
FX1* 0,54 1,06 1,30
GMT 0,4240,11 0,8440,25 0,70, 43
FZ3 Grupo 3 0,30 1,04 0,48
HB1 Lote B a ser 1,15 1,36

10%% + Agua repetido
HH2 Uma dose 0,60 0,30 1,04
HI3 0,30 0,30 0,30
GMT 0,7040, 46 0, 8040, 49
FU2 Grupo 4 0,30 1,28 1,83
Al Lote B 0,48 0,95 1,0
GR3 10*° + Agua 0,48 0, 60 1,94
HGL Duas doses 0,70 1,15 1,84
HH3 0,74 1,20 1,18
GMT 0,54%0,18 1,040,27 1,56k0,43
GJ3 Grupo 5 0,30 0,78 2,86
GQ3 Lote B 0,30 0,70 0,78
Gzl 10°7° + Felv 0,30 0,95 1,28
GZ5 Duas doses 0,30 1,94 3,12
HH1 0, 60 1,89 2,55
GMT 0,36k0,13 1,250, 61 2,1241,03

* Recebeu duas doses de vacina (VAX;) erradamente
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ANEXO

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

(1) INFORMACAO GERAL:

i) REQUERENTE: Paoletti, Enzo
Maki, Joanne

(ii) TITULO DO INVENTO: Composicdes recombinantes de poxvirus-
raiva e composicdes de combinacdo e suas utilizacdes

(iii) NUMERO DE SEQUENCIAS: 55

(iv) ENDERECO PARA CORRESPONDENCIA:

(A) DESTINATARIO: Curtis, Morris & Safford, P.C.
(B) RUA: 530 Fifth Avenue, 25th Floor

(C) CIDADE: Nova Iorque

(D) ESTADO: Nova Iorque

(E) PAIS: Estados Unidos da América

(F) CcODIGO POSTAL: 10036

(v) FORMA LEGIVEL EM COMPUTADOR:

(A) TIPO DE MEIO: disquete

(B) COMPUTADOR: PC compativel com IBM

(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS

(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Versdo #1.30

(vi) DADOS DO PRESENTE PEDIDO:

(A) NUMERO DO PEDIDO: US 08/486969
(B) DATA DE PEDIDO: 7 de Junho de 1995
(C) CLASSIFICACAO:
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(viii) INFORMACAO SOBRE PROCURADOR/AGENTE:

(A) NOME: Frommer, William S

(B) NUMERO DE REGISTO: 25506

(C) NUMERO DE REFERENCIA/RESUMO: 454310-2600
(ix) INFORMACAO PARA TELECOMUNICACOES:

(A) TELEFONE: (212) 840-3333
(B) TELEFAX: (212) 840-0712

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:1:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:1:
TRETTRECTA GUTACOOEGER 20
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:2:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 28 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:2:
GTACATTSAT TRATRGATRG RONCTTAK 28
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:3:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 73 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:3:
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AGOTICOCET CTAACTRATA COSTCARGGAG ARAACRANALC CRATTTETAGE TAGCRSLCSC

CTAATTRACT RRT
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:4:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 69 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:4:

¥

ARGRCCCATT CATTRINCRE TROCNCITIT GOTPRGIIARS ACRTUARDOS CCORCGGARTT -

AATTGEATTA
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:5:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:5:
TTAGTT&ATT AGSCASCONRT 20
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:6:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 22 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:6:
COATTACTAT GeARGATOOR TT 22
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:7:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases

&0

T3

‘§0

&%
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(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:7:

3

TRATGATACT TCOTAGGUAL 20
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:8:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 41 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:8:
TRATTACTAR ATCTRARCTE GODRRGRIETOR MIRRATOUET T 41
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:9:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 39 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:9:

TAATGATOTA RADTCRAG!

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:10:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 16 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:10:

SATCOGARTTY CTAGCETY 18
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:11:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 12 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:11:
GUTTAAGSTO GA W
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:12:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 75 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:12:

TATGAGTANC TTARCTOTTT TEIIAATIAN AAQTATAYIC AMAAMATARS TUATATAANE

AGATUTGART POQTY

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:13:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 73 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:13:

ACTCATTGAR TTOAGAARAC AATTARTTIT CATATAAGTT TPITATICMA TATATTIALL
TAGRCITALG CRA : - ' '
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:14:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 49 pares de bases

(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADEIA: simples

&8

E

50
73
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(D) TOPOLOGIA: linear
(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:14:

ASARTERGR0E TOEATTRTTA SCTTTATATA ACTTATTIVY TOSATATAC

o
2]

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:15:
(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

A) COMPRIMENTO: 67 pares de bases

(A)
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(1i1) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:15:

ACROSEATGA TITTCTAAAL TATTICGAAA GITITATAGH TAGCTIGNATAS ARCRMANTAC
ATAATTT
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:16:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 51 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:16:

TETGOTTACT SAMAGATITC ATARATOTTT CAARATATCC ATCAACTATD T &t
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:17:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 46 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:17:

TOTARASATA ASTCACTTTY TATACTARGA TOTCCURGHE TGUART 3

o

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:18:

L1
&7
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(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 66 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:18:
PEVPITAPEY ATITARAAUAT TITTATTIAS TEAMANATRAT GRPIOTAGKRG HOCCEROGT
Qm ORG )
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:19:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

COMPRIMENTO: 50 pares de bases
TIPO: acido nucleico
CADEIA: simples

A
B
C
D) TOPOLOGIA: linear

)
)
)
)

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:19:

TITCTGYATA TITOTACCAR TTTAGATCTY ACTOASAATA TRTAACAATA e

53

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:20:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 44 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:20:
TETCATTTAS CATTATADTC ATATTAATAS ASATAATATY TATT 24
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:21:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
) COMPRIMENTO: 72 pares de bases
) TIPO: &cido nucleico
)
)

CADEIA: simples

(A
(B
(C
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

60
&8
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:21:

SATCOTEAST ACTTITOTAAT ATAATGATAT ATATTITCAC TTTATCTOAT TREAGRATAA

ARKCGATOTTA 23
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:22:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 72 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:22:

GROTCATHAL ACATTATATT ACTATATRATA AARGTGAAAT AGASTANACTY OTTATYTIRC
PAGAATOCTT AX

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:23:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 72 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:23:
GATCOAGATC TROCOHEARA AARATTATIT AMACTTOTCAT TAATAGOGAT TIGACSTATS
TAGOCTAOPR (8 ‘
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:24:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 72 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:24:

QTCTANAGHG CUUPITIENT ARTARARIGY ARAGTRAATTA TOOOTAKACY. SUALACTACG

CATIATCOTT AR

1

T2

50

72

3

F2

&g

T2
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:25:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 40 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:25:
GEGAGATITC TOEASCTGCA BGGURCORRA TOOTTT T DT £
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:26:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 40 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:26:
CLOTOTARAGE AGCTOGEACRT CCCRCHRERCTT ARGAAAAAEA $3
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:27:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 3209 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:27:

TEARPEPTAR ATOTTATACY TROGATEAAS CTATAAATAT GLATIGGAAAR AXVRATCORT

TIRAAGAARG GRYITCAMAYSE CTACRARALC TRARGCUATAA TATUTTAACY RAGUTYATIC

&0
130

1B
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ARARCATARR RATARTARAA GGRAMIGTRA
TAAATAPITA DARCACEIQT ATATCTATAC
mmm-'rm TORTAANTEC SRITTOSCNT
TTSRCAGATE TARCTIRATA SUTHORARAR
SEATACCAST TATARTATAC RAARATCRLY

TRARAGATER AGRTTANTRE GRATTIETAM

COACATEGTS TRAATTOTECS ATGLIPTATY

KRRCTTYRIG TATACPIAA PIOCHTAMAS
TAGAAGOTST TCACHAGOUG TRHTTGAARA
ATREACRUET GTCAUGLTAY CATGLNTART
RATHERTTCE MCNCTHEACRC CGANTHTGRT
ATOTTCAAGE ATACOIRMIGE TATARARATS
BOTHAATONA CAACTIOTNE TOTHCATERT
BAATATODETY TOARRRATREAR CIATGTARAC
TIERERRTGEE CAGSTERRICE @&&Qﬂﬁkﬁ%@
CCUSATIIAG NEMTTTCARA CACGGATCGE
ARARNTUTAN CANTOOMIAR ACTUCTATES
AACATSEEAS SERCIOCTTE I

ACACTACTTR ARAAARATAA ARTGTCCAGA
PICOATEOTAG AMAAGAAGES CECAGOCTAC
ICPPIGARAY ABATGOARAA TUATATACTS
AGRACARAR SAGSTACTTS RASTERTAOT
ASARITAGAG AMATAACALT TTATEALTTY
ASRITCATAR ATRACRORRR PRRPITRAGT
ACCRTHIOPTA AARRPRIAAN AAARRRPVDE
TTAAMRTITA TRAATACGCA TANTAATARA
ARATITARGA TPATTTACTEA TITRACTIAD
TOAANBANAN GTACATIRTY AGCARCHIGT
TATSCOOMPE TATGETTATY SATTCAGRTS
BARRCTTTAR TEAAGATERA RATOACHRCHE
AAGRAGRIGE COCGCTARAG TATACTRATHS
CRAUTIOTGE AMIAAGATAY AGTATACTOA

- 270 -

EﬁTCGﬁk&ﬁT &S?TT&E?CR Eﬁhﬁﬂ@&ﬁﬁ?.

REPEATCUEN TROTCTRIAG mm:l’x
AFITAMGAGR NICYIOTOAT mwa
mm?m AORERGTIGS mm‘r
TETTARATAN CRGCATIOTR m@n
QOTRIGATAN AMCAGATECY GCAMIRITOS
ACTATGACAN TRARARGOCN TRTATOICAA
TRTSTEITIC RGANTATIAYS ASATTACIAT
TREXTTAATS ATOARGARAR THMARAALEA
CAACAAMATY ATACMIIONA GREFGLTTAL
QACRAPGERY CTULAMEAT STIRPIGIAC
ACTUTACNAT CYOLTOIYGA BATOROTSTA
TEGATQAGG? APEGASCTAN ACCTOTAGET
GRENTOTTER SRURNURITA CARARTRGNG
ARTUTTOTTT ACAGCUGAGE UTTRAUELCY
AATTTOATTA AACTIITATT GGCTCATRCS

PEAROPOCTE PACATATMIC COTATCARAT

AMIRARGOETE CISRMRONGH STTHIOTEEATY

CRASNAYCYS CAARTATEGA AARANGIAGC
ACTEOCARAS ATTCATCTTO CURGCTHTAA
BYMPCANCAN AGGAGCASAT CEAAACTACA
TRIPOGARTE SRTTAARGAR AJTIACTCTS
CYTRSTTEIA SANBAGATRE ANSTATANTS
ARARTICRATR nmanswwma&lwwvawmwnha
ATITSTACEE TIAARATART ACHTRAGATS
AATRGATTAT ACTTATIACE YUCASAGATR
AABCATOTAR ARTUCATART PIOTARATRA
TASTAPATET TACAATGHEAG ATTRACHCT

ATETTETRER ARMERRRGTY ATTERATATE

ATEATEIATTE TPETAAATIT OTTTTARANE
TIACRERGTR PRAGTOTATA QT&C&R&TEG

ARATRFNNTY AGXTTATGNT TRATIMARRD

240
0y
B6G
238
354
540
&0
130
T30
T80

208
ga0
igze
AR
F3&d
1308
126G
I3
2388
TG
1504
1550
1630
15990
1A
1800
1860
1330
1¢RG
il 3
RLOG

ALEH
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CARATRARTC
STTTAGARTR
TAGRAGATTA
TAATCREAGR
CTEATEARAT
 AAGTAANTTA
AACAGEATAT
CTAARGATRA
TRACTOTALY
TOMAMATCTE
ARAAATAGOA
TRGGACTATA
GOTCATARAA
ARATTOEDIT
GAATCTTART
SRTCATONSY
PTTATTINIA
TAMBOCRETT

(2)

(1)

(11)

(x1i)

SUTTCOOGGEE AATTCTAGOT AGUTAGY T

(2)

(1)

(11)

AGATCCATAT
CTTTTCATTR
TGTT%&EéﬁT
ASTTCTARAN
CRACRAGEAL
CAAGRATET?
GRPARAGCTE
POTTATTRAR
ACEAATAACY
ATTGACATCA
TETAAGAACT
ARCARTGAAN
AMATFCATTS
CARGGRPTCA
TATTATAAGE
ACTACATATY

AGRNTITCIA

(A
(B
(C
(D

TIPO

) COMPRIMENTO:
) TIPO:

) CADEIA:
) TOPOLOGIA:

DE MOLECULA:

- 271 -

CTARAGETAY TROUTINECA CATAMATITCA
TATTIOTTIA CAGCTORAGA DORABAARMT
CUTARTRAGA TUARATTGRA PERGTOTENG

GEAMNTARAR ATCTAACTOM 'PUASEATATA

GAACTGAATA TAGCTAMCT ATTGTTAGAT

TACGATRCTT CAGCTOPOCA TAGABIGCD
TTARTOGATC ATCGAGCTCA TOTARALTOT
ARARARTAAY ATCACHTITA GTRAATATTAR
COAGTOONTA TCAACATAAT ACTAKDIPTA
AGTTAGATS TOANMATEAS ATTATGAART
TACTAGRATG TTTTAPCAAT AATCATATEA
COATTARAMA TTATAARART CATTTCCCTA
CTGARAGTAT ACTAAGACAC GAATYATTOS

ATANTAMAATT GOOTTRCEAS ATTCRGTACR

AMARGATECRT STTECCAATN ATRTACARCH
TEATETTCAT TOTOTTIATA TACTATRACAC

FTTATCTAS

INFORMACAO PARA SEQ ID NO:28:

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

29 pares de bases
acido nucleico

simples

linear

CDNA

DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:28:

INFORMACAO PARA SEQ ID NO:29:

CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

Tow®

TIPO

COMPRIMENTO:
TIPO:
CADEIA:
TOPOLOGIA:

DE MOLECULA:

46 pares de bases
acido nucleico

simples

linear

CDNA

TCTATTOCTA -

ATATCGATAS

ATARTAGCTA

ARMACATYSG

*Aﬁ§' e

ATTSUTRGEN.
TRAACTATIG

ARTATATTAR

TREXPFCTCR -

TARGGRATAC
ATACKETATS
TATATANIAL

ATREITTRT

TTATRCTORK

ARGETREATR
GETATITRIY

ACRARATIOR

233p
3388
a3sh
2408
2450
3830
%38
2840
Fdile
3T6Q
830
2BAS

284G

3000

3060
IR
31%¢
3209
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(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:29:

ATTCTO8 AR GOTTDD

GUT &GRCTAGYTTY TATAAX 48
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:30:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 50 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:30:
GATCTTTATA AARACTAGCT AGUTAGALTT CCCOOESAGE TTY TGARAGY B
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:31:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 71 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:31:
CTGRARTTAT TRCATTATOR CONTATOORT TRAGTITOTA TCOTAATREY TOODLNGENY

CRETTGTITG T
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:32:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 48 pares de bases
(B) TIPO: Acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:32:
CATTADRATR CaAACTTAAC GRATATCHU: ATAATRASAT AT T &G SR
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:33:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

&0

73
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(A) COMPRIMENTO: 73 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:73:
ACCCOTIODE STTTTTCCHT TETETTITEE GAMARTICOCT ATTPACACGEA POCCAGACAR

SCTTAGATOT ORE
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:34:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 51 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(x1) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:34:

CTGARATOTA AGCTTGTOTR GRATORTETA SATARGRART TT

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:35:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 45 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:35:
CHACGEAALS SOCARAAGED FTACAAAGAR GABAGICTEA GRART 35
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:36:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 11 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

50

T3
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(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:36:
CRSTOCGORG 6 1
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:37:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 42 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:37:
TITTTOTAGS OTGOABON0G ARATATUATS CAGTEGTTAR AL 42
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:38:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:38:
CACCTTRAGE ATCTACTRIC G 2%
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:39:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:39:
GERETITCAGS QRCARTTC 18
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:40:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
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(A) COMPRIMENTO: 20 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:40:
GFATTRASTOT SARTAATIGY S
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:41:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 42 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:41:
TIVITOTAGS CTGOAGOO0GE GRATATUATG CAGTEGETTAR AT e
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:42:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:42:
GERGTTINAGS GEOARTTE 18
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:43:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:43:

ATETOOACTO GTEEIGSTEY T 1
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:44:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 24 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:44:
STECATEATE ACARGATYAT TATC 24
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:45:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:45:
CTRTGGAATY GGESATRES g
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:46:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 53 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:46:

ASSRACTROAS CUOGREGARGS TTACRASAAT TASANAARAT TTRTTTOAGY ATO

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:47:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 36 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

53
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(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:47:

GGTATG

TAS ATTY

DA GGEACSTCGRR GATETG R33
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:48:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 55 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:48:
CATTATOGCE ATATOUETIA AQTTTGTATL STARATRAGAC GATATARGAT GRGAL
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:49:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:49:
ALTATTTITOA ATAGTRAC 18
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:50:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 18 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:50:

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:51:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
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(A) COMPRIMENTO: 54 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:51:

BARARGOTTS TREARRATTC QT TRACRAAS ATCATTAT&A TORIGRGHRGA TGAG

i
o

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:52:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 17 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:52:
TTTATATTRT SETTATA i
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:53:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

A) COMPRIMENTO: 17 pares de bases

)
) TIPO: Acido nucleico
) CADEIA: simples

) TOPOLOGIA: linear

B
C
D
(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:53:

STARARCGAD RGDRGY

e
=

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:54:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:54:

ATGATEACAD GTOTACATITY Py
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(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:55:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:

(A) COMPRIMENTO: 21 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico

(C) CADEIA: simples

(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:55:

TETTACATAA CGTAlTICaR &

¥}
s

Lisboa, 6 de Novembro de 2008
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REIVINDICAGCOES

1. Composicdo destinada a induzir uma resposta

imunoldgica compreendendo:

(1) um  virus recombinante da wvariola dos
canarios, que foi modificado de forma a ter uma viruléncia
atenuada no hospedeiro; e que contém um DNA exdgeno numa
regido ndo essencial do genoma viral, o referido DNA
exdgeno codificando e expressando pelo menos um epitopo da

glicoproteina G da raiva; e

(i1) pelo menos um antigénio suplementar, em que
o antigénio suplementar é qualquer um de entre: o antigénio
da doenca do virus da esgana canina, antigénio de adeno-
virus canino tipo 2, antigénio de coronavirus canino,
antigénio da parainfluenza canina, antigénio de parvovirus
canino ou antigénio da bacterina de Leptospira canicola-
icterohaemorrhagiae; ou qualquer combinacdo destes anti-

génios.

2. Composicédo de acordo com a reivindicacdo 1,
na qual o virus da variola dos canadrios é uma estirpe de
vacina Rentschler que foi atenuada através de mais de 200
passagens seriadas em fibroblastos de embrides de galinha,
um lote de partida principal derivado deste foi submetido a
quatro purificac¢des de placas sucessivas em agar, a partir
das quais um clone de placa foi amplificado por cinco

passagens suplementares.



PE0835133 -2 -

3. Composicdo de acordo com a reivindicacédo 2,
na qual o virus da variola dos candrios é um virus ALVAC

recombinante.

4, Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1
ou 2, na qual o antigénio do virus da esgana canina é HA

e/ou glicoproteinas de CDV.

5. Composicdo de acordo com a reivindicacdo 1,
na qual o antigénio suplementar é fornecido a partir de uma

composicdo liofilizada.

6. Composicdo de acordo com a reivindicacédo 1,
na qual o antigénio suplementar é fornecido por um outro

virus recombinante da composicédo.

7. Composicdo de acordo com a reivindicacédo 1,
na qual o antigénio suplementar ¢é fornecido pelo DNA
codificador do antigénio suplementar presente no virus
recombinante, o DNA codificando ainda pelo menos um epitopo

da glicoproteina G da raiva, que & igualmente expresso.

8. Composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, compreendendo gqualquer um de
entre virus da esgana canina, antigénio do adenovirus
canino tipo 2, antigénio de coronavirus canino, antigénio

de parainfluenza canina e antigénio de parvovirus canino.
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9. Utilizacdo de uma composicgdo de acordo com
qualgquer uma das reivindicacdes 1 a 8, na preparacdo de um
medicamento para o tratamento imunolédgico de um individuo
ou animal ou para induzir uma resposta imunolédgica num

individuo ou animal.

10. Utilizacdo de um virus recombinante da
variola dos candrios modificado (i) como definido nas
reivindicacdes 1 a 8 para a preparacdo de um medicamento
compreendendo pelo menos um antigénio suplementar (ii) como
definido em qualquer uma das reivindicag¢des 1 a 8, para o
tratamento imunoldégico de um individuo ou animal ou para

induzir uma resposta imunoldégica num individuo ou animal.

11. Produtos compreendendo um virus recombinante
da variola dos canarios (i) como definido em qualquer uma
das reivindicagdées 1 a 8 e pelo menos um antigénio
suplementar (ii), como definido em qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 8 para co-administracdo ou administracdo

sequencial.

Lisboa, 6 de Novembro de 2008
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