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“FLAVIVIRUS =~ QUIMERICO  INATIVADO,  COMPOSICAOQ
IMUNOGENICA, VACINA, E, METODO DE PREVENCAO OU DE
TRATAMENTO DE UMA INFECCAO POR FLAVIVIRUS EM UM
ANIMAL”
REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica o beneficio sob 35 U.S. C. § 119 do
Pedido U.S. Provisério 60/693,629, depositado aos 24 de junho de 2005, que
€ por meio deste aqui incorporado em sua totalidade como referéncia.
CAMPO DA INVENCAO

Esta invengdo é referida aos métodos novos e melhorados de
prevencdo e tratamento de flavivirus e outra infecgio viral relacionada em
animais.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Flavivirus s@o virus de RNA de fita positiva, envelopados,
pequenos, que sdo preocupantes em ambientes médico e veterinario em todo o
mundo. Virus do Nilo Ocidental (WN, ou WNV), por exemplo, que é um
membro da familia de flavivirus, € o agente causador de encefalite WN, uma
doenga viral proveniente de artropode, ndo-contagiosa, infecciosa (In
Virology, Fields (ed.), Raven-Lippincott, New York, 1996, pp. 961-1034). O
virus tem sido encontrado em Africa, Asia Ocidental, Oriente Médio, e regido
do Mediterrdneo da Europa, e, recentemente, nos Estados Unidos. Mosquitos
tornam-se infectados com o virus apos se alimentarem sobre aves selvagens
infectadas, e entdo transmitem o virus através de picadas em humanos, aves, e
animais, tais como cavalos, ovelhas, gado bovino, e porcos.

Virus do Nilo Ocidental ¢ uma doenga infecciosa emergente.
Virus do Nilo Ocidental foi primeiro isolado em Uganda em 1937. Hoje ele ¢
mais comumente encontrado na Africa, Asia Ocidental, Europa, e Oriente
Médio. Contudo, ele fez seu primeiro surgimento reconhecido nos Estados

Unidos em 19'99. Em 2004, o virus havia sido encontrado em aves e
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mosquitos em cada estado exceto Alaska e Hawaii.

Outras doencas bem conhecidas causadas pelos flavivirus
incluem febre amarela, encefalite japonesa, Dengue, e encefalite de Sdo Luis.
Infec¢des de flavivirus sdo comumente transmitidas por carrapatos e/ou
mosquitos.

Os hospedeiros primarios para o virus do Nilo Ocidental sdo
apenas mosquitos e aves. Outras espécies animais, tais como humanos, e
animais, tais como cavalos, ovelhas, gado bovino, e porcos, e semelhantes sdo
consideradas apenas hospedeiros incidentais que se tornam infectados quando
um mosquito fémea infectado pica o hospedeiro incidental.

Pessoas que contraem o virus do Nilo Ocidental normalmente
experimentam apenas sintomas brandos incluindo febre, dor de cabega, dores
corporais, erup¢do de pele, e glandulas linfaticas inchadas. Se o virus do Nilo
Ocidental entra no cérebro, contudo, ele pode causar meningite ou encefalite
ameagadora da vida. Caso ameacadores da vida primariamente ocorrem em
pessoas idosas. Estudos recentes tém mostrado que o virus do Nilo Ocidental
pode ser transmitido através de transfusdes de sangue e de transplantes de

orgdo. Alguns peritos de saude também créem que ¢ possivel que o virus do

- Nilo Ocidental seja transmitido de uma mae para o seu filho ndo-nascido, e

através do leite da mama.

Ha muitos projetos em desenvolvimento para abordagens de
vacina de virus do Nilo Ocidental, incluindo vacinas quiméricas vivas (que
combinam genes de mais do que um virus em uma vacina Unica), vacinas de
DNA nu, e vacinas contendo coquetéis de proteinas do Nilo Ocidental
individuais, e semelhantes. Contudo, ndo ha abordagem fazendo uso de uma
vacina quimérica inativada.

Proteinas de flavivirus s@o produzidas por tradugfo de uma
Unica matriz de leitura aberta longa para gerar uma poliproteina, que sofre

uma série complexa de clivagens proteoliticas apos tradugdo por uma
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combinagdo de proteases virais e de hospedeiro para gerar proteinas virais
maduras. As proteinas estruturais de virus estdo arranjadas na poliproteina na
ordem de C-prM-E, onde "C" ¢ capsideo, "prM" é um precursor da proteina
M (membrana) ligada em envelope viral, e "E" ¢ a proteina de envelope. Estas
proteinas estdo presentes na regido N-terminal da poliproteina, enquanto que
proteinas ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, e NS5)
estdo localizadas na regido C-terminal do polipeptideo.

Em 2003, testes clinicos em humano de uma vacina de virus
atenuado, vivo do Nilo Ocidental foram iniciados por Acambis (Cambridge,
MA). A vacina atenuada, viva de Acambis € baseada em uma vacina ja usada
para prevenir febre amarela, uma doenga causada por um flavivirus diferente.

Uma vacina atenuada, viva de Acambis contém genes de dois
virus diferentes, virus de febre amarela e virus do Nilo Ocidental, e é um
exemplo de um virus quimérico. Esta vacina atenuada, viva de Acambis
compreende virus da Febre Amarela com uns poucos genes substituidos por
genes para proteinas de superficie de virus do Nilo Ocidental.

Detalhes de preparagfo desta vacina quimérica, atenuada, viva
de Acambis sdo proporcionados, por exemplo, em Patentes U.S. de Nos.
6.962.708 e 6.696.281 e Chambers et al., J. Virol. 73:3095-3101, 1999, que
sdo cada uma aqui inteiramente incorporadas em suas totalidades como
referéncias. Outros métodos de uso e de diagndstico para a vacina quimérica
atenuada, viva de Acambis sdo proporcionados em Patentes US de Nos.
6.682.883 e 6.878.372, que sdo aqui incorporadas em suas totalidades como
referéncias.

Os resultados de tais vacinas atenuadas, vivas tém se mostrado
bem sucedidas e testes continuam. Contudo, certos riscos podem acompanhar
o uso de uma vacina de virus atenuada, viva. Estes riscos sio até mesmo
pronunciados para individuos imunocomprometidos, os individuos idosos,

individuos gravidos, e outros individuos com um sistema imune estressado ou
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enfraquecido. Bastante freqiientemente, tem sido demonstrado que vacinas de
virus atenuadas, vivas estdo quer infra-atenuadas (causam doen¢a), quer
supra-atenuadas (falham em imunizar). Também é possivel que uma vacina
de virus viva otimamente atenuada reverta para uma forma virulenta
(causadora de doenga) através de mutagdo. Contudo, o YF-WN de Acambis
ndo tem mostrado indicagdo de reversdo para viruléncia. Ha preocupagdes
adicionais com as vacinas vivas atenuadas. Por exemplo, os virus vivos da
Dengue também sdo sensiveis ao calor, tornando dificil e custoso manter a
vacina em alguns paises tropicais e subtropicais onde a vacina pode ser mais
necessaria. Conseqilientemente, uma vacina é necessaria na técnica para tratar
e/ou prevenir com seguranga infec¢bes de flavivirus, tal como virus do Nilo
Ocidental, em individuos com estes e outros riscos similares. Particularmente
para aqueles que estdo imune comprometidos ou outros individuos mais sob
risco.

Contudo, o estado da técnica é que uma vacina de virus
quimérica inativada € indesejdvel e ndo seria efetiva. Patente US de No.
6.432.411 relatou que os esforgos para preparar vacinas de flavivirus mortas
tém encontrado sucesso limitado. Primariamente os estudos eram limitados
pela incapacidade. Primariamente os estudos eram limitados pela
incapacidade de obter rendimentos de virus adequados dos sistemas de cultura
celular. Rendimentos de virus de células de inseto estdo geralmente dentro da
faixa de 10" a 10° pfu/mL, bem abaixo dos niveis necessarios para gerar uma
vacina morta custo-efetiva. Rendimentos de células de mamifero incluindo
células Vero e LLC-MK2 foram mais altos, mas os rendimentos de pico, de
aproximadamente 10® pfi/mL de uma linhagem de célula Vero tnica, ainda
sd@o muito menores do que o necessdrio para alcangar um produto de vacina
verdadeiramente custo-efetiva.

Conseqiientemente, a técnica ensina modo de uso de flavivirus

inativados como candidatos de vacinas viaveis. Além disso, ndo ha
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ensinamento de uma vacina quimérica inativada para tratar ou prevenir
qualquer infecgdo por flavivirus.
SUMARIO DA INVENCAO

Varias modalidades da invengdo da presente invengio
compreendem uma vacina ou composi¢do imunogénica para o tratamento ou a
prevengdo de infeccdo por flavivirus em um animal.

A invengdo também proporciona métodos para prevenir ou
tratar infecgSes de flavivirus em animais suscetiveis, que envolvem
administrar aos individuos flavivirus quiméricos inativados. A inveng¢#o
também proporciona o uso de flavivirus quiméricos inativados na preparagio
de medicamentos para uso em tais métodos e vacinas e/ou composi¢des
imunogénicas. Em uma modalidade da invengdo, os flavivirus quiméricos
inativados pode incluir, por exemplo, as proteinas ndo-estruturais e de
capsideo de um primeiro flavivirus, e as proteinas prM e de envelope de um
segundo flavivirus.

Em uma modalidade, a presente inveng¢do refere-se a um
flavivirus inativado, compreendendo um primeiro flavivirus no qual as
seqiiéncias de nucleotideos codificadoras das proteinas de pré-membrana e de
envelope sdo substituidas por seqiiéncias de nucleotideos codificadoras de
proteinas de pré-membrana e de envelope de um segundo flavivirus. O
primeiro flavivirus pode ser virus de febre amarela, incluindo virus de febre
amarela derivado de cepa 17D. O virus quimérico pode compreender uma
seqiiéncia de sinal na terminagdo de aminoacido da proteina de pré-
membrana, e a seqiiéncia de sinal pode ser aquela do virus da febre amarela.
O segundo flavivirus pode ser virus do Nilo Ocidental.

Em outra modalidade, a presente invengdo refere-se a uma
composi¢do imunogénica compreendendo um flavivirus quimérico inativado,
compreendendo um primeiro flavivirus no qual as seqiiéncias de nucleotideos

codificadoras das proteinas de pré-membrana e de envelope sdo substituidas
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por seqiiéncias de nucleotideos codificadoras de proteinas de pré-membrana e
de envelope de um segundo flavivirus.

Em outra modalidade, a presente invengdo refere-se a uma
vacina compreendendo um flavivirus quimérico inativado, compreendendo
um primeiro flavivirus no qual as seqiiéncias de nucleotideos codificadoras
das proteinas de pré-membrana e de envelope sdo substituidas por seqiiéncias
de nucleotideos codificadoras de proteinas de pré-membrana e de envelope de
um segundo flavivirus. A vacina pode adicionalmente compreender i) um ou
mais virus vivos modificados; ii) um ou mais virus inativados; ou iii) um ou
mais antigenos bacterianos. A vacina pode adicionalmente compreender um
ou mais de virus inativado de encefalomielite oriental, virus inativado de
encefalomielite ocidental, virus inativado de encefalomielite venezuelana,
virus de tipo 1 inativado do herpes eqiiino, virus de tipo 4 inativado do herpes
eqliino, virus inativado da influenza eqiiina de cepa Kentucky 1993/A2, virus
inativado da influenza eqiiina de cepa Kentucky 2002/A2, virus inativado da
influenza eqliina de cepa New Market/2/93/A2 e uma fragdo de toxdide do
tétano.

Em outra modalidade, a presente invencgdo refere-se um
método de prevengdo ou de tratamento de uma infec¢do de uma infecgéo por
flavivirus em um animal, o método compreendendo administrar ao animal um
flavivirus quimérico inativado (ou sua vacina ou composigdo imunogénica)
compreendendo um primeiro flavivirus no qual as seqiiéncias de nucleotideos
codificadoras das proteinas de pré-membrana e de envelope sdo substituidas
por seqiiéncias de nucleotideos codificadoras de proteinas de pré-membrana e
de envelope de um segundo flavivirus. O primeiro flavivirus pode ser um
virus da febre amarela. O virus da febre amarela pode ser derivado da cepa
17D. O segundo flavivirus pode ser virus do Nilo Ocidental.

Em quaisquer modalidades da presente inven¢do, o virus

quimérico inativado pode estar presente em uma concentra¢do variando entre
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10% e 10® unidades formadoras de placa (pfu). Alternativamente, o flavivirus
quimérico pode ser administrado em uma dose variando entre 10® e 107 pfu.
Alternativamente, o flavivirus quimérico pode ser administrado em uma dose
variando entre 1 e 10 unidades de dose de antigeno relativas.

Em quaisquer modalidades da presente inven¢do, o virus
quimérico inativado pode ser administrado por uma rota subcutinea,
intramuscular, submucosal, mucosal, ou intradermal. em uma modalidade da
presente invengdo, o flavivirus quimérico inativado € oralmente administrado.

Outras caracteristicas e vantagens da inveng¢do serdo evidentes
a partir da seguinte descrigdo.

DESCRICAO DETALHADA

Como aqui usado, o termo “vacina(s)” significa e refere-se a
um produto, cuja administragdo € intencionada para gerar uma resposta(s)
imune(s) que pode prevenir e/ou minorar a severidade de uma ou mais
doencas infecciosas. Vacinas podem incluir um ou mais dos seguintes: uma
preparagdo de bactérias inativada ou atenuada viva, virus ou parasitas,
organismos inteiros inativados (mortos), células irradiadas vivas, fra¢Ges
brutas ou imunoégenos purificados, incluindo aqueles derivados de DNA
recombinante em uma célula hospedeira, conjugados formados por ligagdo
covalente de componentes, antigenos sintéticos, polinucleotideos (tais como
vacinas de DNA plasmideo), células vivas contendo vetor expressando
imunogenos heter6logos especificos, ou células pulsadas com imundgeno.

Como aqui usado, “virus quimérico” refere-se a um virus
possuindo um genoma contendo seqiiéncias de dois ou mais virus diferentes,
incluindo cepas virais diferentes. A nfo ser que seja enunciado de outro
modo, “quimera” refere-se a um virus quimérico. Um exemplo nio-limitante
de um virus quimeérico € a quimera YF/WN;, que € um flavivirus quimérico.

Como aqui usado, “flavivirus quimérico” refere-se a um virus

possuindo um genoma contendo seqiiéncias de dois ou mais flavivirus
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diferentes, incluindo cepas diferentes de flavivirus. Como descrito acima, um
exemplo ndo-limitante de um flavivirus quimérico é a quimera YF/WN.

Como aqui usado, "virus quimérico do Nilo Ocidental”,
“quimera do Nilo Ocidental”, “virus YF/WN” e “quimera YF/WN” referem-
se a um virus atenuado, vivo quimérico, compreendendo a cepa de vacina
17D de virus da febre amarela (YFV) no qual a seqiiéncia de nucleotideos
codificadora das proteinas de pré-membrana (prM) e de envelope (E) sdo
substituidas pelas seqiiéncias de nucleotideos codificadoras de proteinas prM
e E de Virus do Nilo Ocidental (WNV), de modo que as proteinas prM e E do
Virus do Nilo Ocidental sejam expressadas, e a proteina de capsideo do virus
quimérico seja do virus da febre amarela. O técnico experiente prontamente
reconhecera que flavivirus quiméricos compreendendo componentes de virus
da febre amarela e do virus do Nilo podem ser preparados de outros flavivirus
quiméricos especificos descritos neste paragrafo.

Virus quimérico do Nilo Ocidental (ou, virus YE/WN) pode
ser inativado usando técnicas bem conhecidas pelo técnico experiente. Por
exemplo, o virus quimérico do Nilo Ocidental (ou, virus YF/WN) pode ser
inativado com agentes quimicos inativadores ou outro meio fisico tal como
calor. Exemplos ndo limitantes de agentes quimicos inativadores incluem
etileno-imina binaria (BEI) ou formalina (uma solugdo 37% de formaldeido).

Virus vivo pode ser inativado usando BEI primeiro por
misturagdo de p6 de etileno-amina bindria (BEA) com uma solugio de
hidréxido de sédio. Apods geragdo de BEI no ambiente basico, a solugdo de
BEI ¢ adicionada em uma solu¢do contendo o virus vivo para dar uma
concentragdo final de BEI de 0,5 mM a 10 mM. Esta solugdo pode ser entio
incubada a de 4-37°C por 24-96 horas. Tiossulfeto de sédio pode ser entdo
adicionado apds o virus ser inativado para neutralizar qualquer BEI
remanescente.

Virus vivo também pode ser inativado com formalina (solugio
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37% de formaldeido). Aqui, formalina € adicionada em uma solugio contendo
virus vivo para dar uma concentra¢do final de formalina de 0,05 - 2% v:v
(formalina: solugdo viral viva). Esta solu¢do pode ser entdo incubada a de 4-
37°C por 24-96 horas.

Como aqui usado, o termo “antigeno” significa e refere-se a
um virus, uma bactéria, partes de um virus ou de uma bactéria ou uma
proteina estranha que atua para estimular o sistema imune em um animal. O
sistema imune pode ser estimulado para fazer com que células brancas do
sangue ataquem e destruam o antigeno ou para produzir uma molécula de
proteina, que ataca o antigeno e quer mata o antigeno quer torna-o inativo.
Como aqui usado o termo “anticorpo” significa e refere-se a uma molécula
contendo proteina que um sistema imune de animal produz que reage com um
antigeno para torna-lo inativo.

Como aqui usado, o termo “animal” significa e refere-se a
ambos animais humano e ndo-humano.

Como aqui usado, o termo “cepa de vacina” significa e refere-
se a uma cepa viral adequada para uso em uma vacina ou composi¢do
imunogénica. Uma “cepa de vacina” pode compreender, mas ndo ¢é
necessariamente limitada a, uma cepa ndo-patogénica ou cepa relativamente
ndo-patogénica, uma cepa morta, e/ou uma cepa atenuada.

Como aqui usado, o termo "liofilizar," e suas conjugagdes,
significa e refere-se a secagem por congelamento. Como aqui usado, o termo
"origem animal " significa e refere-se a origem de animais. Igualmente, o
termo “origem ndo-animal” significa e refere-se a ndo-origem direta ou
indiretamente de animais.

Como aqui usado, o termo "estabilizar," e suas conjugagdes,
significa e refere-se a tornar ou manter estavel, firme, constante, e manter a
cerca de um dado nivel ou nivel substancialmente ndo flutuante, a cerca de

uma dada qualidade ou qualidade substancialmente ndo-flutuante e a cerca de
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uma dada quantidade ou quantidade substancialmente ndo-flutuante. Contudo,
¢ entendido que alguma flutuagdo no nivel, na qualidade, e/ou na quantidade
da composicdo estabilizada pode se encontrada. Modalidades da presente
invengdo sdo intencionadas para incluirem estabilizadores que permitem tais
flutuacdes. Sem limitagdo, estabilizadores incluem estabilizadores secos,
estabilizadores volumosos, crioprotetores, termoestabilizadores,
osmoprotetores, protetores de dessecagdo, e semelhantes. Tais termos
especialmente significam estarem incluidos dentro de estabilizadores da
presente invengao.

Como aqui usado, o termo "proteina" significa e refere-se a
uma cadeia molecular de aminoadcidos. Uma proteina ndo é de um
comprimento especifico e pode, ser requerido, ser modificada in vivo ou in
vitro, por, e.g. glicosilagdo, amidagdo, carboxilagdo ou fosforilagdo. Inter alia,
peptideos, oligopeptideos e polipeptideos estio incluidos dentro da definigdo
de proteina. Uma proteina ou um peptideo pode ser de origem bioldgica e/ou
sintética.

Como aqui usado, o termo "acido nucleico" significa e refere-
se a uma cadeia molecular de 4cidos ribonucleicos ou acidos
desoxirribonucleicos. Um 4cido nucleico nfo ¢ de um comprimento
especifico, portanto polinucleotideos, genes, matrizes de leitura aberta
(ORF's), sondas, iniciadores, ligantes, espacadores e adaptadores estdo
incluidos dentro da definicdo. Um 4&cido nucleico pode ser de origem
biologica e/ou sintética. O acido nucleico pode estar na forma de fita Ginica ou
de fita dupla. A fita unica pode estar na orienta¢do de senso ou de anti-senso.
Também estdo incluidos dentro da definicdo DNAs ou RNAs modificados.
Modificagdes nas bases do acido nucleico podem ser feitas, € bases tal como
inosina podem ser incorporadas. Outras modificagées podem envolver, por
exemplo, modifica¢des da estrutura principal.

Como aqui usado, um veiculo farmaceuticamente aceitavel é



10

15

20

25

11

entendido para ser um composto que ndo afeta adversamente a saide do
animal ou organismo a ser vacinado, pelo menos no na extensdo na qual o
efeito adverso € pior do que os efeitos vistos quando o animal nio esta
vacinado. Exemplos ndo limitantes de veiculos farmaceuticamente aceitaveis
incluem agua estéril ou uma solugdo salina fisiologica estéril. Em uma forma
mais complexa o veiculo pode ser um tamp3o.

Como aqui usado, o termo "carboidrato" significa e refere-se a
mono-, di-, oligo-, e polissacarideos.

Como aqui usado, o termo "felino" significa e refere-se a
qualquer animal de ou pertencente ao género Felis, ou a familia Felidae,
familia de gatos, tais como, mas néo limitados a, um gato, um ledo, um tigre,
um ledo da montanha, um puma, um jaguar, um lince, um ocelote e
semelhante.

Como équi usado, o termo "canino" significa e refere-se a
qualquer animal de ou pertencente ao género Canis, familia de cies, tal como,
mas ndo limitados a, um cdo, um lobo, e semelhantes.

Como aqui usado, o termo "eqiiino" significa e refere-se a
qualquer animal de ou pertencente ao género Equis, ou a familia Equidae,
familia de cavalos, tais como, mas ndo limitados a, um cavalo, uma mula, um
jumento, uma zebra, e semelhantes.

A presente invengdo geralmente refere-se as composig¢des para
e aos meétodos de prevengdo e tratamento de infec¢do por flavivirus em
animais. Os métodos da invengdo envolvem vacinagdo de animais que estdo
sob risco de desenvolvimento de ou possuem infec¢do por flavivirus com um
flavivirus quimérico inativado. Outros aspectos da invengédo sdo direcionados
aos métodos de prepara¢do de uma vacina ou composi¢do imunogénica
compreendendo um flavivirus quimérico inativado para o tratamento ou a
prevengdo de infecgdo por flavivirus em animais.

O técnico experiente prontamente reconhecera, contudo, que
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ha outros flavivirus e virus bem caracterizados proximamente relacionados
com os flavivirus que podem ser tratados ou prevenidos usando virus
quiméricos inativados descritos pela presente invengdo. Aqui, a invengio
também € direcionada aos virus quiméricos inativados descritos pela presente
invengdo. Conseqiientemente, a invenc¢do também ¢ direcionada aos virus
quiméricos inativados para tratamento ou prevengdo de doengas ou
enfermidades associadas com ou causadas por virus da familia Flaviviridae
ou Togaviridae. Exemplos ndo limitantes de géneros de virus caindo dentro
destas familias incluem virus pertencentes aos géneros Flavivirus, Pestivirus,
Hepacivirus ou Alphavirus. Exemplos ndo limitantes de virus ou doengas
causadas por virus pertencentes a estas familias ou géneros incluem virus da
encefalite, Encefalite Eqiiina Oriental, Encefalite Eqiiina Ocidental, Encefalite
Eqiiina Venezuelana, Kunjin, Encefalite do Vale Murray, virus da doenga
Louping, encefalite japonesa, Dengue (sorotipos 1-4), Febre Amarela,
Encefalite do Vale Murray, Encefalite de Sdo Luis, Encefalite de Rocio,
Wesselsbron, virus de Ilhéus; flavivirus de carrapatos, tais como encefalite de
Europa Central, encefalite siberiana, encefalite russa da primavera-verdo,
Doenga da Floresta de Kyasanur, Febre hemorragica de Omsk, virus
Powassan, Negishi, Absettarov, Hansalova, Apoi, e Hypr; bem como virus do
género Hepacivirus (e.g., virus da Hepatite C). Virus adicionais que podem
ser tratados ou prevenidos usando virus quiméricos inativados da presente
invengdo incluem aqueles pertencentes ao género Pestivirus (e.g., virus da
diarréia Bovina), e outros virus, tais como virus Lassa, Ebola, e Marburg ou
outros virus de RNA com uma constru¢do gendmica que seria compativel
com a incorporagdo na quimera.

Infecgdo por qualquer um dos virus acima descritos (ou
doencas causadas pelos mesmos) pode ser prevenida ou tratada com os virus
quiméricos inativados aqui descritos. Em particular, com virus quiméricos

inativados que compreendem um primeiro virus no qual uma ou mais
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proteina(s) estrutural(ais) do primeiro virus tém sido substituida(s) por uma
proteina (ou proteinas) estrutural correspondente de um segundo virus contra
o qual é almejada(o) protegdo ou tratamento.

Um aspecto preferido da invengdo € direcionado aos flavivirus
quiméricos inativados, métodos de preparagdo de flavivirus quiméricos
inativados, vacinas compreendendo flavivirus quiméricos inativados, e
métodos usando tais vacinas. Este aspecto da invengdo € direcionado aos
flavivirus quiméricos inativados que compreendem um flavivirus no qual uma
ou mais proteinas estruturais de um primeiro flavivirus tém sido substituidas
por uma ou mais proteinas estruturais correspondentes de um segundo
flavivirus, ao qual imunidade é desejada. Em uma modalidade da presente
invengdo, quimeras consistem da estrutura principal de um primeiro flavivirus
na qual as proteinas prM e E t€m sido substituidas por proteinas prM e E do
segundo flavivirus.

Os virus quiméricos inativados que sdo usados na inven¢o
podem consistir de qualquer combinagdo de virus, desde que, como ¢
mencionado acima, o virus contra o qual imunidade € desejada seja a fonte
da(s) proteina(s) estrutural(ais) mencionada(s). Por exemplo, para vacinar um
animal, tal como um cavalo, contra infec¢do do virus do Nilo Ocidental, um
flavivirus quimérico consistindo de uma estrutura principal de flavivirus, tal
como o virus da febre amarela (YF), no qual as proteinas estruturais do virus
do Nilo Ocidental, tais como as proteinas prM e E, sdo inseridas pode ser
usado. Nesta quimera, as proteinas YF prM e E sdo substituidas por aquelas
de WN. Similarmente, se imunidade contra o virus da encefalite japonesa (JE)
for desejada, entdo as proteinas prM e E do virus JE podem ser inseridas em
um flavivirus de estrutura principal, tal como virus da febre amarela, no lugar
das proteinas de estrutura principal correspondentes. Outros flavivirus que
causam doenga em cavalos, e para os quais virus quiméricos podem ser

usados para induzir prote¢do, incluem virus Kunjin, de encefalite do Vale
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Murray, e de doenga Louping. Em todas as modalidades da presente invengio,
o virus quimeérico € entdo inativado. Exemplos de animais que podem ser
vacinados e/ou tratados com os virus quiméricos inativados da presente
invengdo compreendem humanos, cavalos, porcos, ovelhas, gado bovino,
animais domésticos, tais como cdes e gatos, e aves domésticas. Contudo, em
geral qualquer animal suscetivel & infec¢do do flavivirus para a qual protego
¢ almejada pode ser vacinado.

Assim, exemplos ndo limitantes de flavivirus que podem ser
usados na invengdo, como fontes de virus de estrutura principal ou insertos de
proteina estrutural, incluem flavivirus provenientes de mosquito, tais como
virus de encefalite japonesa, Dengue (sorotipos 1-4), Febre Amarela,
Encefalite do Vale Murray, Encefalite de Sdo Luis,, Nilo Ocidental, Kunjin,
Encefalite de Rocio, Wesselsbron, virus de Ilhéus; flavivirus de carrapatos,
tais como encefalite de encefalite de Europa Central, encefalite siberiana,
encefalite russa da primavera-verdo, Doenga da Floresta de Kyasanur, Febre
hemorragica de Omsk, doenga Louping, Powassan, Negishi, Absettarov,
Hansalova, Apoi, e Hypr; bem como virus do género Hepacivirus (e.g., virus
da Hepatite C). Virus adicionais que podem ser usados como a fonte de
proteinas estruturais inseridas incluem os virus do género Pestivirus (e.g.,
virus da diarréia Bovina), e outros virus, tais como virus Lassa, Ebola, e
Marburg.

Em geral, como descrito nas Patentes U.S. de Nos. 6.962.708 ¢
6.696.281, em uma modalidade para a prevengéo ou o tratamento de infecgdo
por flavivirus do Nilo Ocidental, tais métodos requerem substitui¢do de genes
codificadores de duas proteinas estruturais [prM e E e virus da vacina 17D de
febre amarela com os genes correspondentes do virus do Nilo Ocidental e
inativa¢do do virus quimérico. O virion inativado resultante possui o envelope
do Nilo Ocidental, contendo estruturas envolvidas em fixa¢do de virus-célula

e internalizagdo de virus, todos os determinantes antigénicos para
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neutralizagdo, e epitopo(s) para linfocitos T citotoxicos. A proteina de
nucleocapsideo (C), proteinas ndo estruturais, e terminagdes ndo traduzidas
responsaveis pela replicagdo de virus permanecem aquelas do virus 17D de
febre amarela original.

Uma modalidade preferida da presente invengdo refere-se a
uma composi¢do imunogénica e/ou vacina quimérica inativada para o
tratamento ou a prevencdo de infecgdo do Nilo Ocidental, em um animal
suscetivel a infecgdo do Nilo Ocidental. Detalhes de preparagdo de virus
quimeéricos incluindo o virus quimérico WN/YF que pode ser entdo inativado
e usado em vérias modalidades da inveng&o sdo proporcionados, por exemplo,
em Patentes U.S. de Nos. 6.962.708 e 6.696.281 e Chambers et al., J. Virol.
73:3095-3101, 1999, que sdo por meio deste aqui incorporados em sua
totalidade como referéncias. Patentes U.S. de Nos. 6.962.708 e 6.696.281 sdo
limitadas, contudo, aos virus quiméricos atenuados, as vacinas e aos métodos
de uso relacionados. Ndo hé ensinamento ou sugestdo de uso de um virus
quimérico inativado, de uso de um virus quimérico inativado em uma vacina,
ou de uso de um virus quimérico inativado em qualquer método relacionado.
Em contraste a estas patentes, todas as modalidades da presente invengdo sdo
direcionadas para os virus quiméricos inativados.

Vacina e composi¢des imunogénicas de acordo com as vdrias
modalidades da presente inveng@o podem ser preparadas e/ou comercializadas
na forma de um liquido, uma suspensdo congelada ou uma forma liofilizada.
Tipicamente, vacinas e/ou composigdes imunogénicas preparadas de acordo
com a presente invenc¢do contém um diluente ou veiculo farmaceuticamente
aceitdvel costumeiramente usados para tais composi¢des. Veiculos incluem,
mas ndo sdo limitados a, estabilizadores, conservantes e tampdes.
Estabilizadores adequados sdo, por exemplo SPGA, composi¢es Tween (tais
como as disponiveis em A.G. Scientific, Inc., San Diego, CA), carboidratos

(tais como sorbitol, manitol, amido, sacarose, dextrana, glutamato ou glicose),
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proteinas (tais como soro de leite em pd, albumina ou caseina) ou seus
produtos de degradagdo. Exemplos ndo limitantes de tampdes adequados
incluem fosfatos de metal alcalino. Conservantes adequados s3o timerosal,
mertiolato e gentamicina. Diluentes incluem agua, tamp&o aquoso (tal como
solugdo salina tamponada), alcoodis e poliois (tal como glicerol).

Se desejado, as vacinas inativadas de acordo com a invengdo
podem conter um adjuvante. Compostos ou composi¢gdes adequados para este
propésito incluem HAVLOGEN® (um adjuvante baseado em polimero de
acido acrilico, Intervet Inc., Millsboro, DE), poli(acidos acrilicos), hidroxido,
fosfato e 6xido de aluminio, emulsdo de 6leo-em-agua ou de dgua-em-dleo
baseada em, por exemplo um o6leo mineral, tal como BAYOL™ ou
MARCOL™ (Esso Imperial Oil Limited, Canadd), ou um 6leo vegetal tal
como acetato de vitamina E, e saponinas. Entretanto, componentes com
atividade adjuvante sd@o amplamente conhecidos e, geralmente, pode ser
utilizado qualquer adjuvante que ndo interfira com a eficacia ou a seguranga
da vacina e/ou composi¢do imunogénica.

Geralmente, a vacina pode ser administrada subcutinea,
intradermal, submucosal, ou intramuscularmente em uma quantidade efetiva
para prevenir infec¢do do flavivirus de interesse e/ou tratar uma infec¢do do
flavivirus. Uma quantidade efetiva € definida como uma quantidade de
material quimérico inativado imunizador que induzira imunidade nos animais
vacinados, contra desafio por um virus virulento. Em varias outras
modalidades, uma quantidade efetiva induzird imunidade nos animais
vacinados ou em sua progénie, contra desafio por um virus virulento.
Imunidade € aqui definida como a introdu¢do de um nivel mais alto
significativo de protegdo em uma populacdo do animal apds vacinagdo
comparado com um grupo ndo vacinado.

Além disso, em varias formulagdes das composi¢Ses

imunogénicas e/ou vacinas inativadas da presente inven¢do, excipientes,
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estabilizadores e semelhantes adequados podem ser igualmente adicionados.

O virus quimérico inativado pode ser formulado como uma
solugdo aquosa estéril contendo entre 10° e 10'? de unidades infecciosas
(como determinado antes da inativa¢do). Em uma modalidade, o virus
quimérico inativado pode ser formulado como uma solugdo aquosa estéril
contendo entre 10’ e 10" unidades infecciosas (conforme determinado antes
da inativa¢do). Unidades infecciosas incluem unidades formadoras de placa
(pfu) ou doses infecciosas de cultura de tecido (tcid). Alternativamente, o
virus quimérico inativado pode ser formulado como uma solugdo aquosa
estéril contendo entre 1 e 10 unidades de dose de antigeno relativas. O virus
quimérico inativado formulado pode ser proporcionado em um volume de
dose de 0,1 a 1,0 ml, a ser administrado, por exemplo, por rotas subcutinea,
intramuscular, submucosal ou intradermal. Outras modalidades podem ser
administradas por uma rota mucosal, tal como uma rota oral. Sele¢do de uma
quantidade apropriada de quimera a administrar pode ser determinada por
aquelas pessoas experientes na técnica, e esta quantidade pode variar devido a
numerosos fatores, incluindo sem limitagdo o tamanho, o tipo, e a saiude geral
do animal no qual a quimera € para ser administrada.

Para um entendimento maior da invengdo, referéncia deve ser
feita aos seguintes exemplos e reivindicagdes.

Exemplo 1
Planejamento experimental
Animais:

Seis (6) cavalos mesti¢cos de um ano de idade, ambos machos e
fémeas, e soronegativos para o virus do Nilo Ocidental (WNV) foram
vacinados com uma vacina de combinag@o contendo os componentes virais
inativados de vacina PRESTIGE® V+VEE (disponivel na Intervet Inc,
Millsboro, DE) e quimera inativada de Febre Amarela - Nilo Ocidental (YF-

WN), todas combinadas com um adjuvante de poli(4cido acrilico). A vacina
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PRESTIGE® V+VEE contém virus inativado da Encefalomielite Oriental,
virus inativado da Encefalomielite Ocidental, virus inativado da
Encefalomielite Venezuelana, virus inativado do Herpes Eqiiino de tipos 1 e 4
(Rinopneumonite), virus inativado da Influenza (cepa Kentucky 1993, cepa
Kentucky 2002, e New Market-2-93), e fragdes de toxicoide do tétano.

A quimera atenuada viva YF-WN foi obtida de Acambis em
Cambridge, MA, e inativada com etileno-imina binaria (BEI). Inativagio foi
realizada primeiro por misturag@o do p6 de etileno-amina binaria (BEA) com
uma solucdo de hidréxido de sédio. Sob mistura¢do, a BEA se converte em
BEI. Esta solugdo liquida de BEI é adicionada em uma solugdo de virus
quimérico vivo para dar uma concentragdo final de BEI de 2 mM. A solugéo
de quimera / BEI foi incubada a cerca de 18-25°C por cerca de 3 dias.

Outros seis (6) cavalos mesti¢os de um ano de idade, ambos
machos e fémeas, e soronegativos para o virus do Nilo Ocidental (WNV)
foram vacinados com uma vacina de combinagdo contendo os componentes
virais inativados de vacina PRESTIGE® V+VEE (disponivel na Intervet Inc,
Millsboro, DE) e quimera Febre Amarela - Nilo Ocidental (YF-WN)
inativada com formalina.

A quimera YF-WN viva atenuada foi obtida de Acambis em
Cambridge, MA, e inativada com formalina (solugdo 37% de formaldeido).
Inativagéo foi realizada por mistura¢do de solugdo de formalina com uma
solugdo de virus quimérico vivo para dar uma concentragdo final de formalina
de 0,1% v:v com respeito a solugdo de virus quimérico vivo. A solugio de
quimera / formalina foi incubada a cerca de 18-25°C por cerca de 3 dias.

Outros seis (6) cavados mesticos de um ano de idade, ambos
machos e fémeas, e soronegativos para o virus do Nilo Ocidental (WNV) ndo
foram vacinados mas usados como controle.

Vacinagdo:

Cavalos receberam 2 x dose de 1 mL de vacina, intramuscular,
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administradas 3-4 semanas a parte.
Virus de desafio:

Virus do Nilo Ocidental (WNV), 5 log;o PFU/dose de 1 mL,

administrado por cavalo pela rota intratecal em 4 semanas apds segunda

5  vacinagdo.

Resultados:
Vacina® No. Resultados apds desafio com WNV:
Cavalos/ | >39,2°C | Sinais Viremia Histo.
grupo Clinicos
Virus YF/WN inativado por BE 6 0/6 0/6 0/6 0/6
Virus YF/WN inativado por formalina 6 0/6 0/6 0/6 1/6
Controles nio vacinados 6 4/6 5/6 5/6 5/6

Os resultados sorologicos do Exemplo #1 seguem:
Titulos de anticorpo neutralizador de virus (VN) para WNV
em cavalos vacinados com duas doses de YF-WN inativado e uma dose de

10 quimera YF-WN viva (de Acambis, Cambridge, MA)

Titulos de VN (reducéo de placa de 50%) nos dias apds a vacinagio e os desafios
Pés-Vacinagéo Pés-desafio (dias)
Vacina® PréVac Pos 1° Pos 2° 7 14 21
Virus Negativo 80 80 160 >1280 1280
YF-WN | Negativo 40 40 80 640 640
inativado | Negativo 5 20 80 >1280 >2560
por BEI | Negativo 5 5 5 1280 1280
Negativo 5 80 160 10240 2560
Negativo 5 5 320 5120 2560
Virus Negativo 160 160 640 >1280 1280
YF-WN | Negativo 160 160 >1280 640 1280
inativado | Negativo 160 160 320 >1280 1280
por Negativo Neg 40 320 5120 2560
formalin | Negativo 5 20 20 640 320
a Negativo 40 40 320 2560 2560
Virus Negativo 160 N/A 320 >1208 1280
YF-WN | Negativo 160 N/A 80 >1280 640
vivo Negativo 160 N/A 80 >1280 320
Negativo 40 N/A 1280 5120 2560
Negativo 5 N/A 80 5120 2560
Negativo 640 N/A 1280 20480 5120
Controle | Negativo | Negativo | Negativo 320 Morto Morto
Negativo | Negativo | Negativo 80 >1280 >2560
Negativo | Negativo | Negativo 5 640 640
Negativo | Negativo | Negativo 320 2560 1280
Negativo | Negativo [ Negativo 320 Morto Morto
Negativo | Negativo | Negativo 320 Morto Morto

? Valores de titulo sdo dilui¢do de numero de vezes representando a dilui¢do mais alta de
soro na qual reducdo de placa de 50% ¢ observada em relagdo ao controle. “Negativo”
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indica que ndo foi observada reducio de placa; “80” representa uma dilui¢do de 80 vezes,
“160” representa uma diluicdo de 160 vezes, etc., “N/A” € indicado onde ndo foi
administrada segunda vacinagdo; “Morto” refere-se aos cavalos.

® Quimera YF-WN inativada por BEI ou por formalina foi em combinagdo com vacina
PRESTIGE® V + VEE.

Resultados:

Os resultados sorologicos do Exemplo #1 ilustram os
resultados inesperados da vacina de quimera de Nilo Ocidental inativada da
presente invengdo. E sabido que virus vivos, tal como quimera YF-WN
atenuada viva de Acambis, produzem ambas repostas humorais (resposta de
anticorpo) e respostas mediadas por célula. Contudo, €é geralmente
considerado que virus inativados apenas produzem respostas humorais. Aqui,
YF-WN inativado produz uma resposta humoral alta, como é evidenciado dos
dados sorolégicos. Conseqiientemente, e inesperadamente, YF-WN inativado
desempenha tdo bem quando YF-WN vivo na geracdo de uma resposta
humoral. Em adicdo as vantagens descritas acima de uso de uma vacina
inativada em vez de uma vacina viva, as vantagens das vacinas inativadas da
presente invengdo sdo inesperadas.

Exemplo 2
Planejamento experimental:

Animais: cavalos

Seis (6) cavalos mestigos de um ano de idade, ambos machos e
fémeas, e soronegativos para o virus do Nilo Ocidental (WNV) foram
vacinados com uma vacina de combinagdo contendo os componentes virais da
vacina PRESTIGE® V+VEE (disponivel na Intervet Inc, Millsboro, DE) e
quimera inativada de Febre Amarela - Nilo Ocidental (YF-WN). A vacina
também continha um adjuvante de poli(acido acrilico). Vacina PRESTIGE®
V+VEE contém virus inativado da Encefalomielite Oriental, virus inativado
da Encefalomielite Ocidental, virus 1inativado da Encefalomielite
Venezuelana, virus inativado do Herpes Eqiiino de tipos 1 e 4

(Rinopneumonite), virus inativado da Influenza (cepa Kentucky 1993, cepa
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Kentucky 2002, e New Market-2-93), e fragSes de toxicoide do tétano.

A quimera YF-WN atenuada viva foi obtida de Acambis em
Cambridge, MA. O virus quimérico foi inativado com BEI e adicionado na
vacina PRESTIGE® V+VEE como descrito acima em Exemplo 1.

Outros seis (6) cavalos mesticos de um ano de idade,. ambos
machos e fémeas, e soronegativos para o virus do Nilo Ocidental (WNV) nio
foram vacinados mas usados como controle.

Vacinagdo

Cavalos receberam 2 x dose de 1 mL de vacina, intramuscular,

administradas 3-4 semanas a parte.

Virus de desafio

Cavalos foram desafiados pelo posicionamento de 8-17
mosquitos infectados com WNV sobre cada cavalo e permitindo que os

mosquitos se alimentassem por 10-15 minutos.

Resultados:
Vacina No. cavalos Resultados de pés-desafio com WNV:
/grupo >39,2°C Sinais Viremia Histo.
Clinicos
YF/WN inativado 6 0/6 0/6 0/6 0/6
Controles nfo vacinados 6 0/6 0/6 5/6 1/6
Exemplo 3

I. Visao geral experimental

O propdsito deste experimento foi estabelecer a
imunogenicidade do virus quimérico inativado do Nilo Ocidental contido em
uma vacina de combinagdo compreendendo os componentes antigénicos da
vacina PRESTIGE® V+VEE (disponivel na Intervet Inc, Millsboro, DE; i.e.,
virus 1nativado da Encefalomielite Oriental, virus inativado da
Encefalomielite Ocidental, virus inativado da Encefalomielite Venezuelana,
virus inativado do Herpes Eqiiino de tipos 1 e 4 (Rinopneumonite), virus
inativado da Influenza (cepa Kentucky 1993, cepa Kentucky 2002, ¢ New
Market-2-93), e toxicoide do tétano, todos combinados com um adjuvante de

poli(acido acrilico).
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Em particular, um proposito deste experimento foi para
estabelecer a ndo-interferéncia das outras fragdes de vacina com o virus do
Nilo Ocidental inativado.

Vinte (20) cavalos machos e fémeas foram vacinados duas
vezes pela rota intramuscular (IM) trés a quatro semanas a parte com uma
dose de 1,0 mL de uma vacina de combinag&o compreendendo virus inativado
da Encefalomielite Oriental, virus inativado da Encefalomielite Ocidental,
virus inativado da Encefalomielite Venezuelana, virus inativado do Herpes
Eqiiino de tipos 1 e 4 (Rinopneumonite), virus inativado da Influenza (cepa
Kentucky 1993, cepa Kentucky 2002, e New Market-2-93), e toxicoide do
tétano, todos combinados com um adjuvante de poli(acido acrilico). Dez
cavalos adicionais serviram como cavalos de controle ndo vacinados. 21 Dias
ap6s a 2° vacinagdo, os cavalos vacinados e nio-vacinados de controle foram
desafiados pela rota intratecal com WNV virulento. Dois grupoé separados de
10 cavalos vacinados e 5 cavalos de controle foram seqiiencialmente
vacinados e desafiados. Amostras de sangue para avalia¢do sorologica foram
colhidas antes da vacinagéo, apds a vacinagéo, e apds o desafio e testadas para
titulos de anticorpo neutralizador de virus (VN) para WNV. Amostras de
sangue foram colhidas apos o desafio para isolamento de WNV. Titulos
neurais foram colhidos no momento da necropsia para exame histoldgico.

Desafio dos cavalos com WNYV virulento pela rota IT resultou
em sinais de doenga neuroldgica que sdo consistentes com aqueles observados
em cavalos infectados sob condi¢des naturais de campo. Apds desafio,
cavalos vacinados mostraram uma redugdo estatisticamente significativa em
sinais clinicos de doenga neuroldgica causada por WNV comparado com
controles ndo vacinados e uma redugdo estatisticamente significativa de
presenca de virus em fluidos corporais entre cavalos vacinados e cavalos de
controle. Estes resultados estabeleceram a ndo-interferéncia das outras fragdes

de vacina sobre a fragdo de Quimera de Flavivirus Morta. Dados adicionais
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estabeleceram a ndo-interferéncia da fracdo de Quimera de Flavivirus Morta
sobre as outras fragdes de vacina.
I1. Materiais e Métodos
A. Animais

Trinta (30) cavalos mestigcos e de sexo misto e de seis a nove
meses de idade foram usados. Cavalos foram identificados por uma marca
extremamente fria. Foram usados apenas cavalos com titulos de anticorpo
neutralizador de virus (VN) de <5 para WNV conforme determinado por um
teste de neutralizagdo de redugdo de placa de 50%. Cavalos vacinados e de
controle foram alojados juntos em instala¢Ges a prova de insetos e de roedores
durante o periodo de vacinagdo e movidos para outra instalagdo para desafio
com WNYV virulento.
B. Vacinas

A vacina continha quimera YF/WN em combinagdo com virus
da Encefalomielite Oriental (EE), virus da Encefalomielite Ocidental (WE),
virus da Encefalomielite Venezuelana (VE), virus do herpes eqiiino de tipo 1
(EHV-I), virus do herpes eqiiino de tipo 4 (EHV-4), cepa Kentucky 1993/A2
de virus da influenza eqiiina (EIV), cepa Kentucky 2002/A2 de EIV, e cepa
New Market/2/93/A2 de EIV, e fragcdes de toxodide de tétano. a vacina
continha adjuvante de poli(acido acrilico).

Duas vacinas foram usadas para demonstrar ndo-interferéncia.
Uma vacina continha uma dose imunizadora de quimera inativada YE/WN e
uma dose de liberagdo padrdo dos virus inativados restantes ou das fra¢des de
toxdide de tétano. A outra vacina continha uma dose de liberagdo padrio de
quimera inativada YF/WN e uma dose imunizadora minima dos virus
inativados restantes ou das fragdes de toxdide de tétano. Em cada caso, o(s)
componente(s) presente(s) na dose de liberag@o padréo ndo interferiu com o(s)
componente(s) presente(s) no nivel de dose imunizadora minima.

C. Vacinacio
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Os cavalos eram de 6 a 9 meses de idade no momento da
primeira vacinag@o. Cavalos foram aleatoriamente separados em grupos pelo
uso de um gerador de numeros aleatérios e aclimatizados por um minimo de
sete dias. Vinte cavalos foram vacinados IM no pesco¢o com duas doses de 1
mL da vacina trés semanas a parte. Dez cavalos foram usados como controles
ndo vacinados. Dois grupos (cada um contendo 10 vacinados e 5 controles)
foram seqiiencialmente vacinados.

D. Teste cego

Pessoal do projeto que observaram os sinais clinicos e
realizaram o teste de laboratdrio nas amostras clinicas ndo sabiam qual grupo
os cavalos pertenciam.

F. Observacoes e retirada de amostras apos a vacinag¢io

Temperaturas corporais retais foram medidas e rea¢des no sitio
de inje¢do foram observadas nos dias 1 a 10 apds a vacinagdo. Temperaturas
corporais de > 39,2°C sdo consideradas uma temperatura elevada. Rea¢des no
sitio de injecdo foram classificadas de acordo com um método de
classificag@o. Quaisquer observagdes ou reagdes sistémicas de saude anormal
foram registradas. Sangue para soro foi retirado nos dias 0, 7, e 21 dias apds a
vacinagdo e 21 dias ap6és a segunda vacinagdo. Titulos de anticorpo
neutralizador para WNV em amostras de soro foram determinados pelo uso
de um teste de neutralizagdo de redugdo de placa de 50%.

G. Desafio de cavalos com WNY virulento

21 Dias ap0ds a segunda vacinagdo, cavalos foram desafiados
por administrag@o IT de 1 mL de cepa NY99 de WNY virulento. Resultados
cinco titulagdes repetidas do material de desafio foram 5,0, 5,1, 5,1, 5,0, ¢ 5,0
para uma média de 5,0 e 5,1, 5,1, 5,0, 5,0, e 5,1 para uma média de 5,1 log;,
PFU/mL de dose, para grupos de desafio 1 e 2, respectivamente.
Temperaturas corporais retais foram registradas nos dias 1 a 21 apds o

desafio. Desafio de cavalos de controle ndo vacinados com WNV pela rota IT
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resultou em sinais clinicos de doenga que sdo observados em cavalos
naturalmente infectados com WNV sob condi¢des de campo. Cavalos foram
observados durante periodo de pds-desafio de 21 dias para sinais clinicos de
doenga neurologica, nas seguintes categorias: mudangas em atividade mental,
paresia, fasciculagdo, e ataxia / recubito. Para cada categoria, sinais clinicos
foram classificados como 0 = nenhum, 1 = muito suave e poderia estar nio
notado, 2 = moderado e 3 = severo.

Sob confirmagdo de doenga clinica severa, foram feitas
tentativas para matar os animais dentro de 24 horas. Cavalos foram
submetidos a eutandsia por razdes humanitarias devidos aos sinais
persistentes de doenga do Nilo Ocidental, ou sinais agudos siibitos juntamente
com recubito e/ou incapacidade de locomogdo sem auxilio como de acordo
com Center for Veterinary Biologies Notice No. 04-09, datado de 1 de abril
de 2004. Quaisquer outras observagdes de saiide anormais foram registradas.
Amostras de sangue para sorologia foram retiradas no momento do desafio e
em 7, 14, e 21 dias apds o desafio. Amostras de sangue para isolamento de
virus foram retiradas dias 1 a 10 apds o desafio. Sangue para sorologia,
isolamento de virus, e tecidos para histopatologia foi tirado no momento da
necropsia. Lesdes histopatologicas em tecidos neurais foram classificadas
como 0 =nenhuma, 1 = muito suave / suave, 2 = moderada, e 3 = severa.

II1. Resultados
A. Animais e vacinac¢ao

Temperaturas corporais de 39,2°C foram registradas para um
dia ap6s a primeira vacinagdo para trés cavalos vacinados e para dois dias
para um animal de controle. Temperaturas corporais > 39,2°C nfo foram
registradas para qualquer cavalo vacinado ou de controle apds a segunda
vacinag@o. Todos os cavalos estavam com saide geral boa no inicio do
estudo. ReagGes no sitio de vacina¢do foram avaliadas de acordo com um

método de classificagdo (0 (sem reagdo) a 5 (reagdo sistémica)). Apds a
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primeira vacinacdo, rea¢des suaves no sitio de injecdo, de classifica¢es de 2
ou menores, foram registradas em um ou dois dias para trés cavalos. Outro
cavalo vacinado teve uma reagdo suave que persistiu durante 10 dias apos a
primeira vacinagdo mas ndo causou qualquer dor ou resultou em relutincia
para movimento. Reagdes suaves no sitio de injegdo, de classificagdes de 2 ou
menores, também foram observadas apos a segunda vacinagdo que persistiu
por 1 a 6 dias apds a vacinag@o. Nenhuma das rea¢des no sitio de injegdo apds
a primeira ou a segunda vacinagdo foram observadas como dolorosas. Nio
foram observadas reagdes sistémicas em qualquer um dos cavalos apds a
primeira ou segunda vacinag3o.
B. Sorologia apos a vacinacio e apds o desafio com WNV

Dados soroldgicos para cavalos vacinados e de controle sdo
resumidos nas seguintes tabelas.
Grupo de vacinados: titulos de anticorpo neutralizador de redu¢o de placa de

50% (PRNT50%) para WNV apds 1° e 2° vacinagdes e ap6s desafio.

Titulos de PRNTS0% para WNV nos dias apés vacinagio e desafio”:
Po6s-Vacinagio Po6s-Desafio

Cavalo Dia 0 Dia 7 Dia 21" Dia 42° Dia 7 Dia 14 Dia 21
No.
201 Neg. Neg. Neg. Neg. >1280 >1280 >1280
205 Neg. Neg. Neg. 40 640 >1280 >1280
209 Neg. Neg. Neg. 5 5 NS NS
211 Neg. Neg. Neg. 5 80 >1280 >1280
212 Neg. Neg. Neg. 10 640 >1280 >1280
214 Neg. Neg. Neg. 20 640 >1280 >1280
217 Neg. Neg. Neg. 10 >1280 >1280 >1280
218 Neg. Neg. Neg. 20 >1280 >1280 >1280
220 Neg. Neg. Neg. Neg. 20 >1280 >1280
223 Neg. Neg. Neg. Neg. 320 >1280 >1280
227 Neg. Neg. Neg. Neg. 640 >1280 >1280
229 Neg. Neg. Neg. Neg. 20 >1280 >1280
230 Neg. Neg. Neg. 5 160 >1280 >1280
232 Neg. Neg. Neg. 20 10 >1280 >1280
233 Neg. Neg. 20 20 20 >1280 >1280
234 Neg. Neg. Neg. 10 20 >1280 >1280
235 Neg. Neg. Neg. 5 80 >1280 >1280
238 Neg. Neg. Neg. 10 40 >1280 >1280
248 Neg. Neg. Neg. 160 160 >1280 >1280
254 Neg. Neg. Neg. Neg. 320 >1280 >1280

? Valores de titulo sdo dilui¢do de niimero de vezes representando a dilui¢fio mais alta de soro na
qual redugio de placa de 50% € observada em relag@o ao controle.
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®=Dia 21 ¢ o dia de 2* vacinagdio, ° = Dia 42 & 21 dias ap6s a 2° vacinagdo e dia de desafio
Neg. = Negativo, NS = Sem amostra, submetido & eutanasia
Grupo de controle: titulos de anticorpo neutralizador de redugdo de placa de

50% (PRNT50%) para WNV apds 1% e 2° vacinagdes e apds desafio.

Titulos de PRNT50% para WNV nos dias apds vacinagéo e desafio®:
Pés-Vacinagio : Pés-Desafio
Cavalo| Dia0 Dia 7 Dia21° | Day42° Dia 7 Dia 14 Dia 21
No.
202 Neg. Neg. Neg. Neg. >1280 NS NS
204 Neg. Neg. Neg. Neg. 640 >1280 >1280
206 Neg. Neg. Neg. Neg. 40 NS NS
208 Neg. Neg. Neg. Neg. 20 640 >1280
216 Neg. Neg. Neg. Neg. 20 >1280 >1280
219 Neg. Neg. Neg. Neg. >1280 NS NS
221 Neg. Neg. Neg. Neg. 320 NS NS
225 Neg. Neg. Neg. Neg. 40 >1280 >1280
231 Neg. Neg. Neg. Neg. 40 >1280 >1280
239 Neg. Neg. Neg. Neg. >1280 >1280 >1280

* Valores de titulo sfo diluigdo de numero de vezes representando a dilui¢fio mais alta de
soro na qual redug@o de placa de 50% € observada em relagdo ao controle.

®=Dia 21 é o dia de 2° vacinagdo, ® = Dia 42 é 21 dias apés a 2° vacinagio e dia de desafio
Neg. = Negativo, NS = Sem amostra, submetido a eutanésia

Todos os cavalos vacinados e de controle foram soronegativos
para WNV no momento da vacinagdo e 7 dias apds a primeira vacinag¢do. A
falta de uma resposta anamnésica para WNV em cavalos vacinados apos a
primeira vacinagdo indicou nenhuma exposigdo prévia ao WNV. Titulos de
anticorpo neutralizador de virus de redugdo de placa para WNV foram
detectados em um cavalo vacinado apds a primeira vacina¢io e foram
detectados em 14 de 20 cavalos vacinados 21 dias ap6s a segunda vacinag3o.

Todos os cavalos de controle ndo vacinados permaneceram
soronegativos durante todo o periodo de primeira e segunda vacinagdes. Estes
resultados demonstraram que os cavalos de controle ndo foram expostos ao
WNV durante o periodo de vacinagdo, que estabelece a validade do estudo.
Niveis altos de anticorpo neutralizador de virus para WNV foram detectados
em ambos os cavalos vacinados e de controle apds desafio.
C. Temperaturas corporais retais e sinais neurologicos em cavalos ap6s
desafio com WNYV virulento

Temperaturas corporais individuais de cavalos ap6s desafio
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foram observadas. Seis dos 20 cavalos vacinados exibiram temperaturas
corporais de > 39,2°C por um ou dois dias individuais apés o desafio e trés
destes seis cavalos vacinados exibiram temperaturas corporais de > 39,2°C
por dois ou mais dias consecutivos. Sete de 10 cavalos de controle nio
vacinados exibiram temperaturas corporais > 39,2°C em qualquer dia apés
desafio e todos os sete destes cavalos de controle exibiram temperaturas >
39,2°C por dois ou mais dias consecutivos. Temperaturas apés desafio foram
comparadas por uma analise de variancia de medidas repetidas usando um
modelo que incluiu os efeitos de tratamento, dias, e a interacdo de tratamento
e dias. Houve uma diferenga significativa (P<0,05) em temperaturas corporais
entre cavalos vacinados e cavalos e controle nos dias 8 a 10 apds desafio.
Quatro de 10 cavalos de controle foram submetidos & eutandsia no dia 10 apés
desafio devido a severidade dos sinais clinicos de doenga.

Desafio de cavalos de controle ndo vacinados com WNV pela
rota intratecal (IT) resultou em sinais clinicos de doenga que estdo
consistentes com aqueles observados em cavalos naturalmente infectados com
WNV sob condi¢gdes de campo. Sinais clinicos que incluiram mudangas em
atividade mental, paresia, fasciculagdo, e ataxia / rectbito também foram
observados. Apods desafio, 7 de 10 (70%) cavalos de controle ndo vacinados
demonstraram sinais moderados a severos de doenga neuroldgica de WNV
por dois ou mais dias consecutivos ou demonstraram uma condi¢io de satide
total severa devido a infeccdo de WNV de tal modo que eutandsia foi
autorizada por razdes humanitarias. Cavalos foram submetidos & eutanasia por
ragOes humanitarias devido aos sinais persistentes de doenga do Nilo
Ocidental, ou sinais agudos subitos juntamente com recubito e/ou
incapacidade para locomogdo sem auxilio.

A definigdo de caso de infeccdo com WNV e resultado
primario para demonstragdo de doenga causada por WNV foi definida como

cavalos possuindo sinais moderados ou severos de doenga por dois ou mais
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dias consecutivos em qualquer uma das categorias de: mudangas em atividade
mental, paresia, fasciculagdo, e ataxia / reciibito ou qualquer animal no qual
eutanasia foi requerida devido a condigdo de saude geral severa do animal
como um resultado da infeccdo de WNV. Estes critérios tiveram que ser
satisfeitos com o objetivo de o resultado primario ser uma falha; caso
contrario, o cavalo foi considerado um sucesso.

Apenas 5 de 20 (25%) dos cavalos vacinados demonstraram
sinais moderados ou severos de doenga neurologica de WNV por dois dias
consecutivos apos desafio ou foram submetidos & eutanasia comparados com
7 de 10 (70%) dos cavalos de controle. Analise para o resultado priméario foi
realizada em SAS com o Procedimento FREQ. Andlise da propor¢do de
cavalos atendendo a defini¢do de caso mostrou que houve uma diferenca
significativa (P<0,02) entre os cavalos vacinados e de controle. A razio impar
indicou que os cavalos vacinados foram 6 vezes mais propensos para serem
protegidos contra sinais neurolégicos de doenga de WNV. Uma proporgio
estatisticamente maior (P<0,95) de cavalos de controle foi submetida a
eutanisia devido aos sinais de doenga de WNV em comparagdo com o0s
cavalos de controle.

D. Isolamento de virus do soro apés desafio com WNY virulento

Resultados de WNV isolado de soro de cavalos apds desafio
também foram observados. WNV foi recuperado do soro de 6 de 20 cavalos
vacinados e de 10 de 10 cavalos de controle nos dias 1 a 4 apds desafio.
Significativamente (P<0,05) mais controles foram mais virémicos em
comparagdo com os cavalos vacinados e os cavalos de controle foram
significativamente (P<0,01) virémicos mais dias em comparagdo com o0s
cavalos vacinados.

E. Histopatologia de tecidos neurais em cavalos vacinados e cavalos de
controle apos desafio com WNYV virulento

No momento de necropsia, tecido neural de ponte, medula, e
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hipotalamo / tdlamo foram colhidos e analisados para histopatologia devido a
encefalite viral. Em geral, houve histopatologia reduzida em cavalos
vacinados em comparagdo com cavalos de controle mas ndo houve uma
diferenga estatisticamente significativa.
IV. Conclusao

Desafios de cavalos com WNV virulento pela rota IT resultou
em sinais de doenga neurologica que estio consistentes com aqueles
observados em cavalos infectados sob condigdes naturais de campo e estdo
consistentes com doenga neuroldgica observada em estudos com uma vacina
monovalente para WNV. Apds desafio, cavalos vacinados mostraram uma
reducdo estatisticamente significativa em sinais clinicos de doenga
neurologica causada por WNV em comparagéo com cavalos de controle ndo
vacinados e uma redugdo estatisticamente significativa de presenga de virus
em fluidos corporais entre cavalos vacinados e cavalos de controle. Estes
resultados atendem aos critérios para demonstragdo satisfatoria da
imunogenicidade de fracdo de Quimera de Flavivirus Morta, Virus do Nilo
Ocidental contida em uma vacina compreendendo os componentes de
PRESTIGE® V+VEE vacina (disponivel na Intervet Inc, Millsboro, DE; i.e., -
virus da Encefalomielite Oriental (EE), virus da encefalomielite ocidental
(WE), virus de encefalomielite venezuelana (VE), virus do herpes eqiiino de
tipo 1 (EHV-I), virus do herpes eqiiino de tipo 4 (EHV-4), cepa Kentucky
1993/A2 de virus da influenza eqiiina (EIV), cepa Kentucky 2002/A2 de EIV,
e cepa New Market/2/93/A2 de EIV, e fragdes de toxdide de tétano. Estes
resultados estabeleceram a néo-interferéncia de outras fra¢es de vacina sobre
a fragdo de Quimera de Flavivirus Morta.

Embora a invencdo tenha sido descrita em conexdo com
modalidades especificas e seus exemplos, sera entendido que ela é capaz de
outras modificagdes e as reivindicagdes apendidas sdo intencionadas para

cobrirem quaisquer variagdes, usos, ou adapta¢des da inven¢do seguindo, em
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geral, os principios da invencdo e incluindo tais desvios da presente descrigdo
como provenientes dentro do conhecimento ou da pratica costumeiros dentro
da técnica a qual a invengdo pertence e como pode ser aplicado as
caracteristicas essenciais descritas aqui acima sejam quer agora existentes
quer posteriormente ocorrentes. Além disso, embora as modalidades da
invengdo tenham sido descritas com caracteristicas dimensionais e/ou
medi¢des e/ou componentes especificos, sera entendido que as modalidades
sdo capazes de caracteristicas dimensionais e/ou medi¢des e/ou componentes
diferentes sem se desviarem dos principios da invengdo e as reivindica¢des
apendidas sdo intencionadas para cobrirem tais diferencgas. Ainda mais, todas
as patentes, publicagdes impressas, e semelhantes aqui mencionadas sio por

meio desta aqui incorporadas como referéncias.



10

15

20

25

REIVINDICACOES

1. Flavivirus quimérico inativado, caracterizado pelo fato de

compreender um primeiro flavivirus no qual as seqiiéncias de nucleotideos
codificadoras das proteinas de pré-membrana e de envelope s3o substituidas
por seqiiéncias de nucleotideos codificadoras de proteinas de pré-membrana e
de envelope de um segundo flavivirus.

2. Flavivirus quimérico inativado de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o primeiro flavivirus € virus da
febre amarela.
3. Flavivirus quimérico inativado de acordo com a

reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de que o virus da febre amarela é

derivado da cepa 17D.
4. Flavivirus quimérico inativado de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o virus quimérico compreende

uma seqiiéncia de sinal na terminagdo de aminoacido da proteina de pré-
membrana, e a seqiiéncia de sinal é aquela do virus da febre amarela.

5. Flavivirus quimérico inativado de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o segundo flavivirus € virus do

Nilo Ocidental.

6. Composi¢do imunogénica, caracterizado pelo fato de

compreender o virus quimérico inativado como definido na reivindicagéo 1.

7. Flavivirus quimérico inativado de acordo com a

reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o virus quimérico inativado
estd presente em uma concentragdo variando entre 10° e 10° unidades
formadoras de placa (pfu).

8. Vacina, caracterizada pelo fato de compreender o virus

quimérico inativado como definido na reivindicagio 1.

9. Vacina de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizada pelo

fato de que o virus quimérico inativado esta presente em uma concentracio
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variando entre 10% e 10® unidades formadoras de placa (pfu).
10. Método de prevengdo ou de tratamento de uma infec¢do

por flavivirus em um animal, caracterizado pelo fato de compreender

administrar ao animal um flavivirus quimérico inativado compreendendo um
primeiro flavivirus no qual as seqiiéncias de nucleotideos codificadoras das
proteinas de pré-membrana e de envelope sdo substituidas por seqiiéncias de
nucleotideos codificadoras de proteinas de pré-membrana e de envelope de
um segundo flavivirus.

11. Método de acordo com a reivindica¢do 10, caracterizado

pelo fato de que o primeiro flavivirus € virus da febre amarela.

12. Método de acordo com a reivindicag¢do 11, caracterizado

pelo fato de que o virus da febre amarela € derivado da cepa 17D.

13. Método de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado

pelo fato de que o segundo flavivirus € virus do Nilo Ocidental.

14. Método de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado

pelo fato de que o flavivirus quimérico é administrado em uma dose variando
entre 10% e 10® unidades formadoras de placa (pfu).

15. Método de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizado

pelo fato de que o flavivirus quimérico € administrado em uma dose variando
entre 10% e 107 pfu.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado

pelo fato de que o flavivirus quimérico inativado € administrado por uma rota
subcutanea, intramuscular, submucosal, mucosal, ou intradermal.

17. Método de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado

pelo fato de que o flavivirus quimérico inativado é oralmente administrado.

18. Vacina de acordo com a reivindicagéo 8, caracterizada pelo

fato de adicionalmente compreender
1) um ou mais virus vivos modificados;

11)  um ou mais virus inativados; ou



10

15

iil) um ou mais antigenos bacterianos.

19. Vacina de acordo com a reivindicag8o 8, caracterizada pelo

fato de adicionalmente compreender um ou mais de virus inativado de
encefalomielite oriental, virus inativado de encefalomielite ocidental, virus
inativado de encefalomielite venezuelana, virus do herpes eqiiino inativado de
tipo 1, virus do herpes eqiiino inativado de tipo 4, cepa KY93/A2 do virus da
influenza eqiiina inativo, cepa KY02/A2 do virus da influenza eqiiina inativo,
cepa NM/2/93/A2 do virus da influenza eqiiina inativo e uma fra¢io de
toxoide de tétano.

20. Método de acordo com a reivindica¢do 10, caracterizado

pelo fato de que o flavivirus quimérico inativo estd presente em uma vacina
que também inclui um ou mais de virus inativado de encefalomielite oriental,
virus inativado de encefalomielite ocidental, virus inativado de
encefalomielite venezuelana, virus do herpes eqiiino inativado de tipo 1, virus
do herpes eqiiino inativado de tipo 4, cepa KY93/A2 do virus da influenza
eqliina inativo, cepa KY02/A2 do virus da influenza eqiiina inativo, cepa
NM/2/93/A2 do virus da influenza eqiiina inativo e uma fragio de toxoéide de

tétano.
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RESUMO

“FLAVIVIRUS =~ QUIMERICO  INATIVADO, = COMPOSICAO

IMUNOGENICA, VACINA, E, METODO DE PREVENCAO OU DE

TRATAMENTO DE UMA INFECGCAO POR FLAVIVIRUS EM UM
ANIMAL”

Modalidades da presente invengdo geralmente proporcionam

uma composi¢do imunogénica e/ou vacina de virus quimérico inativada para o

tratamento ou a prevengfo de infecgdo viral. Em adigdo, varias outras

modalidades da presente invengdo geralmente se referem aos métodos de

prevengdo e de tratamento de infecgdo viral em tais animais com a

composi¢do imunogénica e/ou vacina inativada. Outras modalidades

compreendem métodos de preparagdo de uma vacina ou composi¢do

imunogénica para o tratamento ou a prevengdo de infecg¢do viral em tais

animais.
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