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"MUTANTES DE DELECGAO DO VIRUS DE HERPES BOVINO TIPO 1, VACINAS A
BASE DESSES MUTANTES E EQUIPAMENTOS DE DIAGNOSTICO PARA A
DETECCAO DE VIRUS DO HERPES BOVINO TIPO 1"

MEMORIA DESCRITIVA

Resumo

O presente invento diz respeito a um mutante de delec-
¢do do virus de herpes bovino tipo 1 gue apresenta uma delecgao
no gene da glicoprotelina gE. O mutante pode ainda apresentar uma
delecgdo no gene da gquinase de timidina e/ou no gene da glicopro-
teina gI, ou apresentar uma inser¢do de um gene heterdlogo; a um
dcido nucleico recombinante gque inclui o gene gE ou uma parte
deste; & glicoproteina dE, peptideos & base desta e complexos
formados pelas glicoproteinas gE e gI, e anticorpos contra estes;
a vacinas e equipamentos ("kits") de diagndstico gque incluem

gqualgquer um destes materiais.



AMBITO DO INVENTO

Este invente diz respeito aos campos da vacinag¢dao e do
diagnéstico relativamente a doengas gque sdo provocadas por
agentes patogénicos e envolve a utilizagdo, tanto dos métodos
classicos usados para chegar a uma vacina viva atenuada ou a uma
vacina inactivada, como os modernos métodos com base na tecnolo-

gia de recombinag¢do de DNA.

Mais especificamente, o invento diz respeito a vacinas
vivas atenuadas e a vacinas inactivadas para protec¢do de animais,
especialmente de gado bovino, relativamente ao virus de herpes
bovino tipo 1 ("bovine herspesvirus type 1" ou BHV-1), sendos
essas vacinas concebidas de modo tal gque ndo s6 sao seguras e
eficazes como criam também a possibilidade de distinguir, numa
populagdo vacinada, os animais infectados daqueles que n&o estéo

infectados.

Os "kits" de diagndstico que podem ser utilizados num
teste do tipo atrds referido para distinguir, numa populagio
vacinada, os animais infectados daqueles que ndo estdo infecta-

dos, constituem também um aspecto do presente invento.
ANTECEDENTES DO INVENTO

O BHV~1, incluindo o virus da rinotraqueiite bovina
infecciosa ("infectious bovine rhinotracheitis virus" ou IBRV) e
o virus da vulvovaginite pustular infecciosa ("infectious pustu-
lar vulvovaginitis virus" ou IPVV), desempenha um papel importan-
te no desenvolvimento de doengas respiratdérias e de afeccgdes
relacionadas com a fertilidade no gado bovino. Apdés infecgao
aguda, o BHV-1 permanece frequentemente no hospedeiro sob forma

latente. Um virus presente sob forma latente pode ser reactivado



sob a influéncia de, entre outros factores, stress, que pode ser,
ou niao, acompanhado por fendémenos clinicos - e posteriormente
excretado. Consequentemente, o gado infectado deve ser encarado
como constituindo durante toda a vida uma fonte potencial de
disseminacdo de BHV-1. Calcula-se que a infecgdo por meio de
BHV-1 ocorre de modo endémico em 75% das criagdes de gado holan-
desas. Especialmente o gado mais velho revela-se serologicamente

positivo.

Existem diversas vacinas 1inactivadas ("mortas") e uma
série de vacinas atenuadas ("vivas") para inoculag¢do contra
infecgdes provocadas por BHV-1. As vacinas inactivadas sao
preparadas matando o virus BHV-1, por exemplo mediante tratamento
térmico, irradiacdo ou tratamento com etanol ou formalina.
Todavia, estas vacinas conferem frequentemente uma protecgéo
insuficiente. As vacinas atenuadas s&o preparadas através de um
grande nimero de passagens em células homblogas (de bovino) ou em
células heterdlogas tals como células de porco ou cao, sendo por
vezes os virus tratadds também por métodos fisicos ou guimicos
nessa ocasiédo. Desse modo se desenvolvem mutagdes/delecges
desconhecidas no genoma do virus dque reduzem, frequentemente, as
propriedades de produgdo de doenga do virus. As vacinas vivas
atenuadas conferem uma melhor protecgdo do gue as vacinas inacti-
vadas, entre outras razdes porgue apresentam ao sistema imunita-
rio do hospedeiro uma maior guantidade de antigénios virais. Uma
outra vantagem importante das vacinas vivas consiste no facto de
poderem ser administradas por via intranasal, isto &, no 1local
onde ocorre a primeira multiplicagdo do virus tipo selvagem
("wild type") apds a infecgdo. E, contudo, persistem nas vacinas
vivas &reas onde sdo possiveis melhoramentos. Algumas vacinas
vivas parecem continuar a possuir propriedades abortogénicas, que
se manifestam em particular apdés administragao intramuscular.

Além disso, todas as vacinas vivas permanecem provavelmente num



estado de laténcia nas vacas vacinadas. Para mais, existe a
possibilidade de ocorrer um fendmeno de reversao e um regresso ao
estado de viruléncia no caso de a vacina diferir apenas ligeira-
mente do virus tipo selvagem. Mas um dos principais problemas
consiste no facto de as vacinas de BHV-1l ndo evitarem as infec-
¢des provocadas por virus tipo selvagem. O que significa que o

gado vacinado pode também disseminar BHV-1 tipo selvagem.

Para um programa de controlo de BHV-1 adequado, &
necessario dispor de uma vacina eficaz e segura que se distinga
do virus tipo selvagem, uma vez due a aplicagdo de uma vacina
eficaz pode reduzir consideravelmente a circulagdo de BHV-1 e um
teste que consiga distinguir entre uma vacina e um virus tipo
selvagem torna possivel a detecgdo (e posterior remogdo) do gado

infectado numa populag¢do vacinada.

Entretanto, tém sido desenvolvidas vacinas de BHV-1 que
parecem ser mals seguras do que as vacinas convencionais e que se
distinguem do virus tipo selvagem. Foi isolado um mutante de
delecgado de kinase de timidina gue & menos abortogénico, se torna
latente com menor frequéncia e ndo pode ser reactivado. Além
disso, e usando técnicas de recombinagdo de DNA, foi criada uma
vacina de BHV-1 que apresenta uma delecg¢dc no gene da glicopro-
teina gIII, o que permite distinguir esta vacina de BHV-1 tipo
selvagem utilizando técnicas seroldgicas. Todavia, persistem
algumas objec¢des relativamente a estas vacinas. Por um lado, o
gene de guinase de timidina estd implicado na replicag¢do viral e
um menor grau de replicagdo pode provocar um menor dgrau de
protecgdo. Por outro lado, a glicoproteina gIII & importante
para a produgdo de anticorpos protectores, o gue torna uma vacina
com deleccdo de gIII menos eficaz. Um problema pratico consiste
no facto de a administracgdo intranasal, dque geralmente proporcio-~

na a melhor protecgdo, de vacinas recombinantes ndo ser permitida



nalguns paises. Conseguentemente, existe a necessidade de uma
vacina gue seja nao sb segura como eficaz e que, contudo, possa
ser distinguida de BHV~1 tipo selvagem, sendo ainda desejavel que
pelo menos uma dessas vacinas se baseie num virus atenuado
seguindo uma via tradicional em vez de se basear num virus

construido por técnicas de recombinagdao de DNA.

Por intermédio de passagens em culturas de células,
obteve-se agora uma estirpe de BHV-1 que nd@oc possui o0 gene da
glicoproteina gE. Os primeiros resultados das nossas pesguisa
indicam que esse gene & bastante Otil para se estabelecer uma
distingdo seroldégica relativamente a BHV~-1l tipo selvagem e (ue
estd envolvido na expressido da viruléncia. Por conseguinte, a
sua delecgdo contribul para a seguranga e pode tornar supérflua a
utilizacdo de delec¢gdes de gquinase de timidina. A glicoproteina
gE parece ser menos importante na indugdo de protecgdo do que a
glicoproteina 9gIII. Uma estirpe de BHV-1 atenuada de modo
convencional que possa ser distinguida serologicamente de virus
tipo selvagem & tnica. A localizagdo e sequéncia de DNA do gene
gE agqui descritas pela primeira vez ndc eram previamente conheci-
das, tal como ndo eram conhecidos oligonucledtidos, polipéptidos
e olipéptidos que possam ser dele derivados. Um teste permitindo
estabelecer uma distingdo seroldgica com base no dene JdE &

igualmente tnico.

Uma vantagem importante deste mutante de delecgdoc de gE
"convencional” (a designagdo 'convencional® diz respeito a
utiliza¢do de um método convencional para isolar um virus atenua-
do) consiste no facto de gue serad possivel administré-lo por via
intranasal em paises onde tal & proibido, no que dis respeito a
vacinas recombinantes. Contudo, e tendo em conta os diferentes
pontos de vista existentes relativamente a questdo da seguranga,

foram também construidas, para além desta vacina de deleccdo de
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gt convencional, versdes recombinantes Dbem definidas. Estas
vacinas recombinantes apresentam também uma delecgdo de gE -
podendo apresentar ou ndo apresentar também uma delecgdo no gene
de guinase de timidina - e podem ser usadas também também como
vectores para expressd3o de genes heterdlogos. Todas estas
vacinas recombinantes podem ser distinguidas do virus tipo
selvagem por intermédio do mesmo teste gE-especifico. A utiliza-
cdo de um teste padronizado para um conjunto de diferentes
vacinas pode constituir uma grande vantagem no combate ao BHV-1,
enguanto esforgo internacional. Uma tal abordagem do problema
ndo tinha sido previamente descrita no campo das vacinas de
BHV-1.

A andlise seroldgica da reacgdo anti-BHV 1 em gado
revelou que uma fracg¢do importante dos anticorpos anti-gE é
dirigida contra um complexo formado pela glicoproteina gE e por
outro glicoproteina de BHV-1: a glicoproteina gI. O©0Os testes
seroldégicos que demonstram (também) a presenga desses anticorpos
especificos relativamente ao complexo podem, por conseguinte,
revelar—-se mals sensiveis do que os testes gque conseguem detectar
apenas anticorpos anti-gE. O gado vacinado com um Gnico mutante
de deleccdo de gE pode produzir anticorpos anti-gI gue podem
interferir com a detecgdoc de anticorpos anti-gI/gE. Consequente-
mente, este invento inclui também uma vacina com uma delecgdo

dupla de glI/gE.
SUMARIO DO INVENTO

Em primeiro 1lugar, este invento proporciona um mutante
de delecgdo de BHV-1 gue apresenta uma delecgdo no dgene da
glicoproteina gE. A expressdo "uma delec¢do no" pretende abran-
ger uma delecgdo da totalidade do gene.



Uma forma de realizacdo preferida deste invento é
constituida por um mutante de delecgdo de BHV-1 que apresenta uma
delec¢do no gene da glicoproteina gE que foi provocada por um
processo de atenuagdo, tal como o mutante de delecgdo Difivac-1

que adiante se descreve.

Outras formas de realizagdo preferidas do invento
consistem num mutante de delecg¢do de BHV-1 que inclui uma delec-
¢do no gene da glicoproteina gE que foi construida por meio de
técnicas de recombinagdo de DNA, tal como os mutantes de delecgao
1B7 ou 1B8 que adiante se descreven.

Uma outra forma de realizagdo preferida deste invento
consiste num mutante de delecgdo dupla de BHV-1l gue inclui uma
delecgdo no gene da glicoproteina gE e uma delecgdo no gene da
glicoproteina gI, tal como o mutante de delecgdo dupla de gI/ggE

Difivac-IE que adiante se descreve.

Além disso, com a finalidade de obter o méximo de
seguranga, prefere-se de acordo com o invento um mutante de
delecgdo de BHV-1 que apresenta uma delec¢dao no gene da glicopro-
teina gE e uma delecgdo no gene de guinase ‘de timidina. Este
invento abrange também um mutante de delecgdo de BHV-1 que
apresenta uma delecgdo no gene da glicoproteina gE, no gene da
glicoproteina gI e no gene de quinase de timidina.

0 invento proporciona uma vacina para vacinagdo de
animais, em particular mamiferos, mais especificamente gado
bovino, com o objectivo de os proteger de BHV-1, que inclui um
mutante de delecgdo tal como foi atras definido e um veiculo ou
adjuvante adequados. Essa compnsigdo pode ser uma vacina viva ou

inactivada.



O invento tem outra das suas formas de realizagdo num
mutante de BHV-1 que apresenta uma delecg@o no gene da glicopro-
teina gE e contém um gene heterdlogo introduzido por meio de
técnicas de recombinacdo de DNA. Este diz respeito, de preferén-
cia, a um mutante de BHV-1 que contém um gene heterdélogo introdu-
zido por meio de técnicas de recombinagdo de DNA no local do gene
da glicoproteina gE, gene heterdlogo esse gue estd sob o controlo
das sequéncias reguladoras do dgene gE e estd facultativamente
ligado & parte do dgene gE que codifica um péptido sinal. 0
referido gene heterdlogo pode também estar sob o controlo de um
promotor diferente de BHV-1, ou sob o controlo de um promotor
heterdlogo. Quando o mutante de BHV-1 apresenta outras deleccgdes
para além da delecgdo no gene da glicoproteina gE, tal como uma
deleccdo no gene de quinase de timidina e/ou uma delecg¢do no gene
da glicoproteina gI, o referido gene heterdlogo pode também ser
inserido no 1local desta(s) delecgdo(des) adicional(ais). As
insercdes mialtiplas sdo outras possibilidade, quer em conjunto no
local de uma delec¢do, quer distribuidas pelos locais de diversas

delecgbes.

0 gene heterdlogo introduzido codifica, de preferéncia,
uma proteina ou péptido ou proteina imunogénicos de outro agente
patogénico, ou uma citoguina que promove a reacgdo imunitaria.
Constituem exemplos de citoguinas adequadas a interleuquina 2, o

interferon-alfa e o interferon-gama.

0 invento proporciona também uma vacina (viva ou
inactivada) para a vacinag¢do de animais, em particular mamiferos,
mais especificamente gado bovino, a fim de os proteger de um
agente patogénio (diferente), que inclui um mutante de BHV-1
apresentando um gene heterdlogo dque codifica um péptido ou
proteina imunogénicos desse outro agente patogénico, e um veiculo

ou adjuvante adequados. E claro que a protecgéo' pode dizer



respeito a mais de um agente patogénico, isto &, a uma vacina
multivalente em gque o mutante apresenta uma diversidade de genes

heterdlogos.

0 invento diz ainda respeito a uma composi¢cdo que
inclui um &cido nucleico recombinante que inclui o gene da
glicoproteina gE de BHV-1, uma parte deste gene da glicoproteina
gE ou uma seguéncia de nucledtidos derivada deste gene da glico-
proteina gE. Esta composigdo pode incluir um vector de clonagem
ou expressdo apresentando uma inserg¢do de um A&cido nucleico
recombinante que inclui o gene da glicoproteina gE de BHV-1 , uma
parte deste gene da glicoproteina gE ou uma seqguéncia de nucled-

tidos derivada deste gene da glicoproteina gE.

Este invento inclui também uma composig¢ido que inclui a
glicoproteina gE de BHV-~1l, uma parte desta glicoproteina gE, um
péptido derivadce desta glicoproteina gE, ou um complexo das
glicoproteinas gE e gI, e uma composigdo que inclui um anticorpo
que & especifico relativamente a glicoproteina gE de BHV-1, a uma
parte desta glicoproteina gE, a um péptido derivado desta glico-
proteina gE ou a um complexo das glicoproteinas gE e gI. A
expressdo "anticorpo" deve ser entendida como dizendo respeito
tanto a uma preparagdo de anticorpo policlonal como a um anticor-
po monoclonal preferido para a maioria das aplicagdes. As
expressdes "uma parte da glicoproteina gE" e '"um péptido derivado
da glicoproteina gE" devem ser entendidas como referindo-se a
sequéncias de aminodcidos especificas de gE que, de um modo

eral, terdo um comprimento de pelo menos 8 aminoédcidos.
1

Este invento diz ainda respeito a um "kit" de diagnés-
tico para detecqgdo de Acido nucleico de BHV-1 numa amostra, em
particular numa amostra bioldgica tal como sangue ou soro sangui-

neo, células existentes no sangue, leite, fluidos do corpo tais
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como lagrimas, [luido de lavayen dos pulndes, fluido nasal,
esperma, em particular sémen, saliva, expectoracgdo ou tecidos, em
particular tecidos do sistema nervosc, proveniente de um animal,
em particular de um mamifero, mais especificamente de um bovino,
gue inclui uma sonda ou ‘"primer" de &cido nucleico com uma
sequéncia de nucledtidos derivada do gene da glicoproteina gE de
BHV-1, e um meio de detecgdo adegquado para um teste de deteccao

de A&cidos nucleicos.

Além disso, o invento diz respeito a um "kit" de
diagndéstico para detecgdo de anticorpos especificos relativamente
a BHV-1, numa amostra, em particular numa amostra bioclédgica tal
come sahgue ou soro sanguineo, saliva, expectoracgdo, fluidos do
corpo tais como lagrimas, fluido de lavagem dos pulmdes, fluido
nasal, leite, ou tecidos, proveniente de um animal, em particular
de um mamifero, mais especificamente de um bovino, gque inclui
glicoproteina gE de BHV-1, uma parte desta glicoproteina gE, um
péptido derivado desta glicoproteina gE, ou um complexo das
glicoproteinas gE e gI, e um meio de deteccdo adequado para um
teste de deteccdo de anticorpos. Um tal "kit" de diagndstico
pode incluir adicionalmente um ou mais anticorpos especificos
relativamente & glicoproteina gE de BHV-1 ou especificos relati-
vamente a um complexo das glicoproteinas gE e gI de BHV-1.

Este invento diz também respeito a um "kit" de diagnéds-
tico para detecgdo de proteinas de BHV-~1 numa amostra, em parti-
cular numa amostra bioldgica tal como sangue ou soro sanguineo,
células existentes no sangue, leite, fluidos do corpo tais como
lagrimas, fluido de lavagem dos pulmdes, fluido nasal, espernma,
em particular sémen, saliva, expectoragdo ou tecidos, em particu-~
lar tecidos do sistema nervoso, proveniente de um animal, en
particular de um mamifero, mais especificamente de um bovino, que

inclui um ou mais anticorpos especificos relativamente a



-A‘"\L"‘:"‘ o

glicoproteina gk de BHV~1 ou gue sdo especificos relativamente ao
complexo das glicoproteinas g€ e gI de BHV-1, e um meio de

deteccdo adeguado para um teste de detecgdo de proteilnas.

0 invento proporciona ainda um método de determinagdo
de infeccadao por BHV-1 num animal, em particular num mamifero,
mais especificamente num bovino, gue inclui o exame de uma
amostra proveniente do animal, em particular de uma amostra
bioldgica tal como sangue ou soro sanguineo, células existentes
no sangue, esperma, em particular sémen, saliva, expectoragdo,
fluidos do corpo tais como lagrimas, fluido de lavagem dos
pulmdes, fluido nasal, leite, ou tecidos, em particular tecidos
do sistema nervoso, para detecgdo da presenga de acido nucleico
que inclua o gene da glicoproteina gE de BHV-1, ou da presenca da
glicoproteina gE de BHV-1 ou de um complexo das glicoproteinas gE
e gI de BHV-1, ou da presenga de anticorpos que sdo especificos
relativamente & glicoproteina gE de BHV-1 ou especificos relati-
vamente a um complexo das glicoproteinas ¢E e gI de BHV-1, A
amostra a examinar pode provir de um animal gue n&o tenha sido
previamente vacinado com uma vacina de acordo com o invento ou de
um animal gue fol previamente vacinado com uma vacina de acordo

com o invento.
DESCRICAO PORMENORIZADA DO INVENTO

0 invento diz respeito a um conjunto de vacinas de
BHV-1, tanto vivas como inactivadas, que tém em comum o facto de
ndo apresentarem o gene da glicoproteina gE, na sua totalidade ou
parcialmente. Este conjunto inclui tanto um mutante de deleccdo
de gE natural como mutantes de delecgdo de JE construidos que
podem, ou nao, apresentar também uma delecc¢do do gene de guinase
de timidina e/ou do gene da glicoproteina gI, e mutantes de

deleccdo de gE construidos dque sdo usados como Vectores para
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genes heterdlogos. Este invento diz ainda respeito a seguéncias
de nucledtidos que codificam o gene da glicoproteina gE de BHV-1,
a oligonucledtidos derivados dessas sequéncias, & prépria glico-
proteina gE, a péptidos dela derivados e a anticorpos (monoclo-
nais e policlonais) que dirigidos contra a glicoproteina gE e a
péptidos deles derivados. 0 invento diz também respeito a
complexos das glicoproteinas gE e gI de BHV-1 e a anticorpos

dirigidos contra esses complexos.

Estes materiais de acordo com o invento podem ser

usados para:

1) vacinar gado contra as doengas provocadas por BHV-1, de
tal modo gue seja possivel distinguir entre os animais infectados
por BHV-1 e os animais vacinados; a vacina convencional e a

vacina construida podem ser usadas lado a lado;

2) vacinar gado contra doengas provocadas por BHV-1 e
doengas provocadas por outros agentes patogénicos, podendo
sequéncias provenientes destes gue codificam antigénios protecto-

res ser incorporadas nos mutantes de delecgao de BHV-1;

3) testar sangue, soro sanguineo, leite ou outros fluidos
do corpo provenientes de gado a fim de determinar serologicamente
ou recorrendo a técnicas de detecgdoc de &cidos nucleicos (por ex.
PCR) se os animais foram infectados por um BHV-1 tipo selvagemou

se foram vacinados com um mutante de delecgdo de gE.

Sintese de oligopéptidos, polipéptidos e glicoproteinas derivados
da sequéncia codificadora do gene da glicoproteina gE e do gene

da glicoproteina gI de BHV-1



Os resultados da analise da sequencia de DNA, descrita
nos exemplos, do gene da glicoproteina gE (Fig. 3A) e dos frag-
mentos de DNA isolado que codificam este gene tornam possivel,
recorrendo a procedimentos convencionais em biologia molecular,
nido sbé sintetizar péptidos da proteina gE (oligo ou polipéptidos)
como exprimir a proteina gE na sua totalidade ou numa porgao
consideravel por intermédio da via procaridtica (em bactérias) ou
da via eucaridtica (por exemplo, em células murinas). Por
intermédio destas vias é possivel obter antigénio especifico
relativamente a gE que pode, por exemplo, servir para produzir
anticorpos monoclonais ("monoclonal antibodies" ou Mabs) especi-
ficos relativamente a gE. Além disso, os antigénios especificos
relativamente a gE (e os Mabs especificos relativamente a dE)
podem ser usados em testes seroldgicos para permitir o estabele-
cimento de uma distingdo entre animais vacinados com uma vacina
de delecgdo de gE de BHV-1 e animais infectados com virus BHV-1

tipo selvagen.

Os resultados da andlise parcial da sequéncia de DNA do
gene da glicoproteina gI - descritos nos exemplos - e dos frag-
mentos de DNA isolado que codificam este gene, em conjunto com as
células eucaridticas que exprimem a glicoproteina gE, permitem a
expressdo do complexo gI/gE em cé&lulas eucaridticas (ver Figuras
13 e 14). Este complexo de glicoproteinas pode ser usado para
produzir anticorpos monoclonais especificos relativamente a
gI/gE. O complexo gI/gE pode também ser usado como antigénio em
testes seroldgicos para permitir diferenciar entre gado vacinado
com um mutante de delecgdo Unica de gE de BHV-1 ou com um mutante
de delecgdo dupla de gI/gE de BHV-1] e gado infectado com virus
BHV-1 tipo selvagem.
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Péptidos especificos de JE

Com base numa seguéncia gque codifica uma proteina
conhecida, e por intermédio de um sintetizador automatico, é
possivel preparar polipéptidos com n3ao menos de 40-50 aminoacidos.
Agora que foi revelada a sequéncia codificadora de proteina da
glicoproteina gE da estirpe Lam de BHV-1 (Fig. 3A), & possivel
sintetizar polipéptidos desta glicoproteina gE de BHV-1. Com
esses polipéptidos, e de acordo com métodos convencionais, &
possivel imunizar animals experimentails tals como murganhos ou
coelhos a fim de produzirem anticorpos especificos relativamente
a gE. Além disso, usando estes péptidos especificos de gE, &
possivel especificar de modo mais completo os locais onde os
anticorpos anti-gE reagem com a proteina gE (os epitopos),
utilizando, por exemplo o método PEPSCAN (Geysen et al., 1984,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 3998-4002). Os oligopéptidos
especificos de gE podem também ser usados em testes seroldgicos

que demonstram anticorpos anti-gE.
Expressdo procaridtica de gE

Para a sintese da proteina gE em bactérias (isto &,
para a expressdo procariética de gE), os fragmentos de DNA que
codificam a glicoproteina gE ou partes desta tém de ser clonados
em vectores de expressdo procaridtica. Os vectores de expressao
procariética sdo moléculas circulares de DNA gue permanecem no
interior de uma bactéria como moléculas gue se replicam separada-
mente (plasmideos). Estes vectores de expressdo apresentam um ou
mals genes marcadores ("marker genes") gue codificam uma resis-
téncia a um antibidtico, permitindo desse modo a selecgido das
bactérias que contém o vector de expressdo. Além disso, os
vectores de expressio incluem uma regido promotora (frequentemen-

te controléavel) atrds da gual podem ser ligados fragmentos de DNA
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gue sao depois expressos sob a influéncia do promotor. Em muitos
vectores de expressio procaridtica correntes, a proteina desejada
é expressa fundida com uma proteina denominada proteina veiculo
("carrier protein"). Com essa finalidade, est& localizada no
vector, atras do promotor, a sequéncia que codifica a proteina
veiculo, podendo o fragmento de DNA ser ligado imediatamente
adjacente a ela. As proteinas resultantes de fusdao sao, com
frequéncia, mais estdveis e mais fdceis de reconhecer e/ou de
isolar. O estado de equilibrio gue uma proteina resultante de
fusdo especifica pode atingir numa determinada estirpe bacteriana
difere de fusdo para fusio e de estirpe para estirpe. E wvulgar

experimentar diversas combinagodes.
Expressdo eucaridtica do gene da glicoproteina dE

Embora a expressdo procaridtica de proteinas apresente
certas vantagens, as proteinas ndo apresentam as modificagdes,
como glicosilagdo e outras analogas, due ocorrem nas células
eucariéticas. Consequentemente, as proteinas expressas eucario-
ticamente constituem, com frequéncia, antigénios mais adequados.
Para a expressao heterdéloga de proteinas em células eucaridticas,
tais como células murinas, utilizam-se vectores de expressdo
eucaridtica. Estes vectores sdo plasmideos gque ndoc sd se podem
multiplicar ndo apenas em bactérias E. coli mas também subsistenm
de modo estivel em células eucaridticas. Para além de um marca-
dor de selecgdo procariética, apgesentam também um marcador de
selecgdo eucaridtica. Tal como sucede com os vectores de expres-
s3o0 procaridtica, os vectores de expressdo eucaridtica apresentam
uma regijo promotora atrds da qual podem ser ligados os genes
desejados. Todavis, as seguéncias promotoras nos vectores
eucaridticos sdo especificas para células eucariéticas. Além
disso, a fusdo com proteinas veiculo sd raramente & utilizada em

vectores eucaridticos. Estes vectores s3o introduzidos nas



células eucaridéticas por um método de tranfecgdao convencional
(F.L. Graham e A.J. van der Eb, 1973, Virology 52, 456-467).
Para além dos vectores plasmideo eucaridticos existem também
vectores virais, em que o gene heterélogo é& introduzido no genoma
de um virus (por ex. retrovirus, virus de herpes e virus vacci-
nia). As células eucaridticas podem depois ser infectadas com
virus recombinantes.

De um modo geral, ndo & possivel prever qual o tipo de
vector e de célula gue sd8o mais adequados para um dgene especifi-

co. Na maloria dos casos sdo experimentadas diversas combinagdes

Expressdo eucaribdtica tanto da glicoproteina gE como da glicopro-

teina gl

A estrutura final de uma proteina depende da sua
sequéncia primdria de amino&cidos, do modo como se dobra sobre si
mesma, das modificagdes pds-translacionais, etc. Um factor
importante que contribuil para a estrutura de uma proteina consis-
te na sua interacg¢do com uma ou mais outras proteinas. Descobri-
mos que também a glicoproteina gE de BHV-1 forma um complexo com
pelo menos uma outra glicoproteina: a glicoproteina gI de BHV-1.
0 primeiro indicio da existéncia de um tal complexoc veio dos
nossos resultados com os Mabs anti-gE candidatos: 1, 51, 67, 75
e 78 (ver Quadro 2). Estes Mabs ndo reagiram com Difivac-1, nemn
com Lam gE-, sendo também incapazes de reconhecer células 373 que
exprimiam a glicoproteina gE. Todavia, estes Mabs reagiam com
células 373 que exprimiam gE apés infecgdo com Difivac-1, reve-
lando gque eram necessarios factores complementares para conferir
a4 glicoproteina gE a conformagdo antigénica adequada.para estes
Mabs. Nalgumas das nossas cxperiéncias de radio-imunoprecipita-—
cdo com Mab 81 verificémos a co-precipitagdo de uma proteina com

um peso molecular aparente de 63 kD. Tendo em conta gque a
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glicoproteina gE do virus de herpes simplex forma um complexo com
uma proteina de peso molecular comparadvel (glicoproteina gI de
HSV1)}, concluimos gue a g¢glicoproteina gE de BHV-1 forma um
complexo com o homdlogode BHV-1 da glicoproteina gI. Para
podermos estudar este complexo gE/gl de BHV-1 e para produzir
antigénio de gE com a estrutura antigénica adequada exprimimos
ambas as glicoproteinas numa Gnica célula eucaridética. Para tal,
aplicédmos os mesmos procedimentos descritos para a expressdo
eucaridtica da glicoproteina gE isocladamente. ©O Unico pré-requi-
sito adicional consiste na utilizagdo de vectores de expressao

com marcadores de seleccdo eucaridticos diferentes.
Testes seroldgicos

0Os métodos seroldgicos utilizados para estabelecer uma
distingdo entre gado vacinado com Difivac-1 e gado infectado com
BHV-1 tipo selvagem com base em anticorpos anti-gE baseiam-se, de
preferéncia, na utilizag¢do de anticorpos monoclonais dirigidos

contra gE. Estes podem ser utilizados dos seguintes modos:

a) De acordo com o principio descrito por Van Oirschot et
al. (Journal of Virological Methods 22, 191-206, 1988). Neste
procedimento ELISA para a detecgdo de anticorpos gI contra o
virus da doenga de Aujeszky, a demonstragcdo dos anticorpos &
feita por intermédio do seu efeito blogueador da reacgdo de dois
Mabs apresentando dois epitopos diferentes em gI. O teste &
levado a cabo tal como a seguir se descreve. Placas de micotitu-
lagdo sdo revestidas com Mab 1, permanecendo de um dia para o
outro a 37°C, apbés o gue sdo guardadas, por ex. a 4°C ou a —20°C.
0 soro a analisar é pré-incubado com antigénio em placas de
microtitulacao diferentes ndo revestidas, por ex. durante 2 h a
37°C. As placas revestidas com Mab 1 s&o lavadas, por ex. 5

vezes, apds o que se adiciona Mab 2 ligado a peroxidase de rabano
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("horseradish peroxidase" ou HRPO) d essdas placas. Depois as
misturas sorc-antigénio pré-incubadas sdo transferidas para as
placas em gue estdo os dois Mabs, a que se segue incubagido, por
ex. durante 1 h a 37°C. As placas sdo lavadas e adiciona-se
substrato a cada cavidade. Apdés por ex. 2 h & temperatura
ambiente, as placas sido analisadas espectrofotometricamente. Séao
incluidos em cada placa quatro soros de controlo negativos e
gquatro diluicdes em série de um soro positivo. 0O soro que
apresenta um valor de densidade 6ptica ("optical density" ou OD)
inferior a 50% do valor OD médio dos quatro soros de controlo
negativos que foram examinados na mesma placa & considerado

positivo.

b) De acordo com o principio de "Indirect Double Antibody
Sandwich" ou IDAS. Agul, as placas de microtitulagido sdo reves-
tidas com um Mab ou um soro policlonal dirigido contra a proteina
gE. A incubagaoc com uma preparagdo de antigénio de gE resulta na
ligacdo de JE ao revestimento. Os anticorpos especificamente
dirigidos contra 9gE no soro bovino a ser examinade subseguente-
mente ligam-se a gE. Este anticorpos 1ligados sdo reconhecidos
por um conjugado de imunoglobulina anti-bovina. Os anticorpos
neste conjugado ligam-se por meio de ligagdes covalentes & enzima
peroxidase. Finalmente, o conjugado ligado & visualizado por
adicdo de um substrato cromogénico. A especificidade da reacgédo
& verificada utilizando o mesmo procedimento com uma preparacio
de controlo gE-negativa no lugar da preparagdo de antigénio de
gE. Em cada placa de microtitulagdo incluem-se soros de controlo
positivos e negativos. O teste & valido se o soro positivo
apresentar um resultade positivo a um determinado valor de
diluigdo. Um soro & positivo se apresentar um valor OD superior

em 0,2 ao do soro de controlo negativo convencional.



c) pDe acordo com o principio 1IDAS, tal como foi descrito
em b), mas apds incubagdo do soro a examinar utiliza-se um
conjugado Mab anti-gE/HRPO em vez do conjugado de imunoglobulina
anti-bovina. Podem ser usados um soro de péptido anti-gE ou um
soro policlonal anti-gE em vez do Mab anti-gE. As placas séao
lavadas e a cada cavidade adiciona-se um substrato cromogénico.
Apds, por ex. 2 h a temperatura ambiente, as placas sdo analisa-
das espectrofotometricamente. Incluem-se em cada placa duatro
soros de controlo negativos e quatro diluigdes em série de um
soro positivo. O soro que apresenta um valor OD inferior em 50%
ao valor OD médio dos guatro soros de controlo negativos examina-

dos na mesma placa é considerado positivo.

d) De acordo com o principio de um procedimento ELISA de
blogqueamento, em que um antigénio de virus que pode apresentar-se
ou nido purificado & utilizado para revestir a placa de microtitu-
lacdo de um dia para o outro. Nestas placas, 0 soro a examinar &
incubado durante, por ex., uma hora ou durante mais tempo a 37°C.
Apds um procedimento de lavagem, adiciona-se as placas um Mab
anti-gE, a que se segue incubagdo durante, por ex., 1 h a 37°C.
Podem ser utilizados um soro de péptido anti-gE ou um soro
policlonal anti-gE em vez do Mab anti-gE. As placas s3o lavadas
e a cada cavidade adiciona-se um substrato cromogénico. Apbs,
por ex., 2 h a temperatura, as placas sdao analisadas espectrofo-
tometricamente. Incluem-se em cada placa quatro soros de contro-
lo negativos e gquatro diluigdes em série de um soro positivo. (o)
soro que apresenta um valor OD inferior em 50% ao valor OD médio
dos quatro soros de controlo negativos dque foram examinados na

mesma placa & considerado positivo.

Em todos os procedimentos atrds descritos pode ser
usado antigénio de virus cultivado de modo convencional que

contenha gE, mas o mesmo sucede com antigénio de gE cuja
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expressdo tem lugar por meio de procariontes ou eucariontes. Em
alternativa, poderiam ser usados nos testes de diagndstico atras
referidos oligopéptidos com base na sequéncia de gE de BHV-1l, em
vez de antigénio convencional. Além disso, esses oligopéptidos
poderiam ser usados para o desenvolvimento de um designado
"cow-side test", de acordo com o principio descrito num artigo de
Kemp et al., Science 241, 1352-1354, 1988. Um tal teste basear-
-se—ia entdo numa ligacdo da sequéncia antigénica do oligopéptido
a anticorpos dirigidos contra gE, presentes em animais infectados.
Para um tal teste, o oligopéptido teria de ser ligado a um Mab

dirigido contra eritrécitos de bovino.
Analise de &acidos nucleicos usando a técnica PCR

Os oligonuclebdtidos (sondas e "primers'") podem, por
exemplo, ser usados numa reacgdo em cadeia de polimerase a fim de
se estabelecer uma distincdo entre animais vacinados e infectados.
A reacc¢do em cadelia de ﬁolimerase ("polymerase chain reaction" ou
PCR) & uma técnica por intermédio da qual os &cidos nucleicos de
um agente patogénico podem ser multiplicados bilides de vezes num
curto espago de tempo (De polymerase Kkettingreactie, P.F.
Hilderink, J.A. Wagenaar, J.W.B. van der Giessen e B.A.M. van der
Zeijst, 1990, Tijdschrift voor Diergeneeskunde deel 115,
1111-1117). Os oligonucledtidos de gE podem ser escolhidos de
tal modo gue num genoma positivo de gE se forme um produto
diferente daguele se forma num genoma negativo. A vantagem disto
consiste no facto de um animal que tenha sido vacinado com uma
vacina com delecgdo de gE também originar um sinal positivo num
teste PCR. Todavia, esta abordagem depende da presencga de acidos
nucleicos do virus numa amostra, por exemplo sangue, proveniente

do animal gue se pretende testar.
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Apdés uma infecgdo aguda por BIV-1, existe uma grande
probabilidade de poder ser feita no sangue a demonstragdo de
dcidos nucleicos especificos de BHV-1, mas ainda ndo se estabele-
ceu se os Acidos nucleicos de BHV-1 podem também ser demosntrados

no sangue durante o periodo de laténcia.
A utilizag&o de BHV-1 como vector

Para a expressdao de genes heterdlogos no genoma de
BHV-1, & necessario dispor de informagdes exactas acerca da 4&area
onde se pretende inserir o gene heterdlogo. Nao devem ser
perturbadas quaisquer sequéncias fundamentals, e as sequéncias de
regulagdo devem permanecer disponiveis para a expressdo do dgene
heterdlogo. Em principio, o gene da glicoproteina gE constitui
um local adequado para a expressao de genes heterdlogos. O gene
gE ndo & essencial, ndo existindo por conseguinte qualguer
objecgao a substituigdo do gene gE por um gene heterdlogo. Em
consequéncia disso, o gene heterdlogo pode ser posicionado de tal
modo gue se encontre sob a influéncia das sequéncias de regulagdo
do gene gE. Todavia, ndo é necessario utilizar as sequéncias de
regulagdo do gene gE. A expressao de genes heterdlogos pode ser
controlada, alternativamente, por outras sequéncias de regulagido,
por ex. mais fortes, de genes diferentes. E também possivel
ligar o gene heterdlogo ao péptido sinal (exportado) do gene (gE,
de tal modo gue a secregao do produto do gene heterdlogo possa
ser influenciada. E ébvio gque um conhecimento pormenorizado do
gene gE e da proteina gE confere a possibilidade de utilizacdo de
BHV-1 como vector de um modo muito controlado. Os vectores
desenvolvidos podem, além disso, ser distinguidos serologicamente
do tipo selvagem. A construgdo de mutantes de BHV-1 que exprimam
genes heterdlogos pode ser levada a cabo de modo andlogo aquele
gue foi utilizado para a construgdo de mutantes com delecgdo de

gE, tal como se descreve nos exemplos. Todavia, os fragmentos de
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delecgdo devem depolis ser substituidos por um fragmento apresen-

tando um gene heterdlogo no local da delecgao.
EXEMPLOS

1) Isolamento e identificagdo de um mutante com delecgéo

de gE natural
a) Isolamento de um mutante natural

Isolou-se DNA gendémico de uma série de vacinas atenua-
das de modo convencional de acordo com métodos conhecidos, que se
analisou utilizando enzimas de restricdo. Em particular, procu-
ramos desvios no genoma -que fossem adequados permitindo distin-

gulr o virus BHV-1 tipo selvagem.

A atencdo foi dirigida em particular para a regiao US
do genoma de BHV-1, uma vez que estdo provavelmente localizados
nessa regido - por analogila com o virus de herpes simplex - uma
série de genes que codificam glicoproteinas nao essenciais
[Identification of a herpes simplex virus 1 glycoprotein gene
with a gene cluster dispensable for growth in cell culture, R.
Longnecker, S. Chatterjee, R.J. Whitley e B. Roizman (1987),

Proc. Natl. Acad. Sci. 84, 4303-4307].

Um lote de uma vacina de BHV-1 proveniente da Universi-
dade de Zagreb, Jugoslavia (Lugovic et al., Veterinarski Arhiv
55, 241-245, 1985), apds um grande nimero de passagens em células
embriondrias de rim de bovino e células embrionarias de tragueia
de bovino (Ebtr) revelou apresentar uma regido US apresentando
desvio para além de uma regido Ug normal. Estas vacina parecia,

além disso, dar origem a formagdo de plaguetas pequenas e grandes

em células Etbr. A partir desta populacdo mista isolou-se um
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virus com uma regid&o U, apresentando desvio, por intermédio de

trés passos de diluigéoscom limitagdo, escolhendo~se de cada vez
plaguetas pequenas. O virus isolado por este método foi examina-
do adicionalmente e designado Difivac-1, tendo sido depositado no
Institut Pasteur, Paris, Franca, a 27 de Maio de 1992, com o

nimero de depdsito I-1213.
b) . Identificacao da delecgdo no gene gE em Difivac-1

Para uma andlise adicional deste desvio na regido U o

'
DNA gendmico de Difivac~-1 foi 1isclado de acordo com métgdos
convencionais e submetidos a uma andlise pela técnica "Southern
blot™ (Fig. 1A). A hibridagdo deste "blot" com um fragmento K de
HindIII tipo selvagem marcado com 32P confirmou que o fragmento,
localizado na zona central da regidao Us, era cerca de 1,0 kiloba-
se (kb) mais curto em Difivac-1. Além disso, foi possivel por
intermédio desta andlise obter a posigdo aproximada da parte que
faltava (Fig. 1B). Para uma andlise adicional desta delecgdo , a
regido US da estirpe Lam de BHV-1l tipo selvagem foi isolada e
clonada em vectores procaridticos. Com essa finalidade, e de
acordo com métodos convencionais, isolou-se DNA gendmico da
estirpe Lam (Fig. 2A) que foi clonado nos vectores pUC18, pACYC e
_ pBR322 (Fig. 2B). Conmpds-se um mapa fisico da area em volta da
suposta posigdo da delecgdo (Fig. 2C). Partindo deste mapa
fisico, construiram-se subclones adequados para a determinacgdo da
sequéncias de nucledtidos dessa area nos vectores pKUN19 e pUC18
(Fig. 2D). Usando esses subclones, determinou-se a sequéncia de
nucledtidos das duas cadeias em toda a adrea (indicada na Fig.
2C), recorrendo ao método Sanger. Esta sequéncia de nucleédtidos
(SEQ ID NO:1) foi analisada usando o programa PC/Gene. Partindo
da traducdo conceptual, verificou-se gue os nucledtidos (nt) 168
a nt 1893 pareciam codificar um guadro de leitura aberto ("open

reading frame") de 575 aminoacidos (Fig. 3A). Uma andlise
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ulterior revelou gue esta sequéncia de aminodcidos apresenta as
caracteristicas de uma glicoproteina transmembrana, tal como se
mostra na Fig. 3B. Na realidade, os primeiros 26 aminoacidos
(aa) sdo reconhecidos como constituindo um sinal de exportagéo
eucaridtico tipico ("export signal") e a d&rea entre aa 423 e aa
450 & reconhecida como constituindo uma regido transmembrana.
Além disso, existem nesta sequéncia trés locais potenciais de
glicosilacdo N-ligada. Esta sequéncia prevista de aminocdcidos
apresenta claras semelhangas com o gene da glicoproteina gE do
virus de herpes simplex (HSV); ver Figs. 42 e 4B. Estas e
cutras semelhangas justificam a conclusdo de gque o gene encontra-
do constitui © homdélogo de gE de BHV-1l. Por esse motivo, o gene
é designado gE. A fim de determinar até que ponto este gene gE
de BHV-1 falta em Difivac-1, o fragmento p318 foi isolado. o]
fragmento p318 comega hnho local Alul 55 nt antes do quadro de
leitura aberto de gE de BHV-1 postulado e termina 133 nt depois
dele. O DNA gendmico de Difivac-1 foi analisado com este
fragmento p318 usando a técnica de hibridagdo de "Southern blot".
Este procedimento revelou que o Difivac-l ndo continha quaisquer
sequéncias detectaveis de p318 (Fig. 5). Esta experiéncia
confirmou que © Difivac-1l apresenta uma delecgdo e demonstrou
claramente que essa delecgdo abrange a totalidade do gene gE.

Para determinar a dimens&@o e a posigdo da regido que
sofreu delecglo, clonaram-se em vectores procaridticos sequéncias
gendémicas abrangendo a regido Us de Difivac-1. Ver Figura 11C.
O fragmento EcoRI de 14,5 Kkb foi clonado no vector pACYC e
designado p775. 0 fragmento HindIII de 7,4 kb foi clonado
independentemnente no vector pUC18 e designado p728. A partir do
clone p728 isplaram-se dois subclones: o fragmento PstI de 1,4
kb no clone p737 e o fragmento AluiI-PstI de 350 bp no clonc
p754. A andlise com enzimas de restrigdo e a andlise por inter-

médio da técnica de "Southern blot" destes clones (resultados ndo
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apresentados) demosntram que a delecgdoc de gE em Difivac-1 tem um
comprimento de 2,7 kb, comeg¢ando imediatamente a 5’ do gene gE e

terminando na fronteira da regido U Estes 2,7 kb foram substi-

tuidos por uma duplicacdo de um segmento de 1 kb, localizado na
regiado Us que se opde ao gene gE, como extensdo/aberragao da
regido de repetigdo. Ver Figura 11B. Para confirmar os resulta-
dos desta andlise e determinar o ponto exacto de recombinagdo, a
sequéncia de nucledtidos da maior parte do fragmento inserido
("insert") do clone p754 fol determinada e comparada com seguén-
cias tipo selvagem. Ver Figura 12. Esta analise mostrou que o
ponto de recombinagdo se situa 77 bp a montante do coddo ‘'start"

do gene gE.
c) Avaliacdo da seguranga e eficdcia de Difivac-1

O Difivac-1 fol testadoc em vitelos de sete semanas
apresentando seronegatividade especifica relativamente a BHV-1 e
livres de agentes patogénicos. Sete vitelos foram vacinados por
via intranasal com 105 TCID50 em 2 ml, de gue se pulverizou 1 mnl
em cada narina. A oito vitelos de sete semanas apresentando
seronegatividade especifica relativamente a BHV-1 e livres de
agentes patogénicos, mantidos numa unidade de isolamento separa-
da, foram administrados 2 ml de meio de cultura por via intrana-
sal, tendo servido de animais de controlo ndo vacinados. Cinco
semanas apds a vacinacao, os vitelos vacinados e de controlo

foram submetidos a um desafio por via intranasal com 107 TCID

da estirpe Iowa, uma estirpe de BHV-1 extremamente virulentZ?
Seis semanas apds o desafio, todos os vitelos foram tratados por
via intramuscular com dexametasona durante 5 dias, a fim de serem
reactivados virus latentes putativos. A evolugdo dos sintomas
clinicos, temperaturas rectais e crescimento dos seus corpos foi

seguida. Procedeu-se ao 1isolamento dos virus a partir de
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recolhas de material nasal e os titulos dos anticorpos neutrali-

zantes foram determinados em soro.

Apés a vacinagdo, o comportamento, apetite, temperatura
rectal e taxa de crescimento dos vitelos permaneceram hormais,
mas os animais vacinados apresentavam descargas nasals de soro e
alguma hipersalivagéo. Nao foram observadas les®es na mnucosa
nasal. Verificou-se a excrecdo de Difivac-1 em recolhas de
material nasal apds a vacinagao (Fig. 17). Todos os vitelos
vacinados produziram anticorpos neutralizantes relativamente a
BHV-1.

Apds o desafio, todos os vitelos ndo vacinados apresen-
tavam sinais de apatia, perda de apetite, descargas oculares e
nasais, gengivas do maxilar inferior mais vermelhas, lesdes
graves das mucosas nasais até 14 dias apds o desafio e uma
interrup¢do do crescimento de 4 dias. O0s vitelos vacinados
apresentavam peqguenas lesbes das mucosas nasais que rapidamente
saravam e nao apresentavam gualguer interrupg¢do do processo de
crescimento. Nas Figs. 18, 19 e 20 apresentam-se os valores
clinicos, as temperaturas rectais e o desenvolvimento do processo
de crescimento didrios apds o desafio. Apds o desafio, todos os
vitelos libertavam virus pelo focinho, embora a gquantidade da
excrecdo e o periodo durante o qual ela ocorria fosse marcadamen-
te mais reduzidos nos vitelos vacinados (Fig. 21). Nos vitelos
vacinados teve lugar uma reacg¢do de anticorpos secunddria e os

vitelos ndo vacinados produziram todos anticorpos apds o desafio.

Apds a reactivagdo, o virus do desafio foi isolado a
partir de um vitelo vacinado e de 5 vitelos n&do vacinados. N&o

foi possivel reactivar Difivac-1.



Os resultados atrds referidos demonstram que Difivac-1
praticamente ndo induzia quaisquer sintomas de doenga em vitelos
jovens e ndo podia ser reactivado. O Difivac-1 reduzia acentua-
damente a gravidade da doenga e a quantidade de excregdo de virus

apds o desafio.

Em conclusdo, o Difivac-1 constitul uma vacina segura e
eficaz para utilizacdo em gado bovino contra infecgdes provocadas
por BHV-1.

2) Construgcdo de mutantes de delecgao de gE de BHV-1

recombinantes

A fim de se poder dispor de vacinas de BHV-1 diferen-
cidveis gque, de um ponto de vista molecular, estivessem mais ben
definidas do que Difivac-1 e gue, caso se desejasse, apresentas-
sem uma delec¢dao, por exemplo, no gene da quinase de timidina,
para além de uma delecgdc no gene gE, construiram-se, para além
de Difivac-1, mutantes de delecgdoc de gE recombinantes. Partindo
da posicdo determinada do gene da glicoproteina gE e utilizando
os fragmentos de DNA clonados que flangueiam o gene gE, foi
possivel construir um fragmento de delecgdo de gE. Utilizando
uma técnica convencional (F.L. Graham e A.J. van der Eb, 1973,
Virology 52, 456-467), fol possivel recombinar este fragmento de
deleccdo no genoma de uma estirpe de BHV-1 tipo selvagem, de que

resultou um mutante de delecgdo de gE.
a) A construgao do fragmento de delecgdo de gR

Para a construgdo do fragmento de delecgdo de gE,
teve-se como chjectivo a obtengido de um fragmentno a que, por um
lado, faltasse a totalidade da sequéncia gE e gue, por outro,

apresentasse uma sequéncia flangueadora com extensdo suficiente
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para permitir recombinagd@o com o genoma tipo selvagem. Do lado
5/ (a montante), foi escolhido o fragmento PstI-Asull de 1,2 kb
gue termina 18 nt antes do coddo "start" do gene gE. Para o
fragmento 3/ (a jusante) foi escolhido o fragmento EcoNI-DraI de
1,2 kb, que comega 2 nt antes do coddo 'stop" do gene gE (fig.
6) .

Para a construgado do fragmento de delecgdo de gE, o
fragmento PstI-Smal de 1,4 kb proveniente do fragmento HindIII K
de 8,4 kb da éstirpe Lam de BHV-1, localizado no lado 5’ do gene
gE, fol subclonado no local Smal e PstI do plasmideo pUCl1l8. Este
clone foi designado p515. O fragmento EcoNI-Smal localizado no
lado 3’ de gE e proveniente do clone HindIII-EcoRI de 4,1 kb foi
clonado no unico local Asull de p515. Deste modo se completou a
construcdo do fragmento de delecgdo de gE, tendo o clone assim
construido sido designado p519. Embora, em principio, a totali-
dade do fragmento inserido ("insert") PstI-Smal de p519 pudesse
ser usada como fragmento de delecgdo de gE, tal ndo era aconse-
lhdvel. De facto, o fragmento PstI-Smal prolonga-se por cerca de
100-150 pares de bases (bp) para o interior da sequéncia de
g* Este

fragmento de 100-150 bp pode, em principio, recombinar-se com a

repeticdo ("repeat sequence'") que flanqueia a regido U

sequéncia de repeticdo do outro lado da area Ug onde o gene JE
nao estd 1localizado, dando origem desse modo a produtos de
recombinacdo ndo desejados. Por esse motivo, fol escolhido o
fragmento PstI-Dral para a experiéncia de recombinag¢do, pelo que

100 bp da sequéncia de repeticdo sdo removidos.

b) Recombinacdo do fragmento de delecgdo de gE com o©O
genoma de BHV-1 tipo selvagem

Com o objectivo de levar a cabo a recombinacdo entre o
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fragmento de delecg¢do de gE construido e o gencma de BHV-1 tipo
selvagem, cotransfectaram-se quantidades da ordem dos microgramas
das duas moléculas de DNA para células embriondrias de traqueia
de bovino (Ebtr) de acordo com a técnica convencional de F.L.
Graham ¢ A.J. van der Eb (1973, Virologia 52, 456-467). Os
mecanismos de recombinagdo celular proporcionam a recombinacgdo de
uma pequema percentagem das moléculas de DNA (2-4%) que foram
incorporadas pelas células. Para efeitos de selecgdo dos mutan-
tes de delecgdo de gE recombinados, a mistura de virus que se
forma apds a transfecgdo & disseminada numa cultura fresca de
células de Ebtr. Na maloria dos casos, as diferentes populacgdes
de virus que desse modo se desenvolvem (plaquetas) tém origem num
virus. Para o isolamento dos mutantes de delecgdo de gE da
estirpe Lam de BHV-1, isolaram-se 230 dessas plagquetas gue foram
examinadas de acordo com nmétodos imunoldgicos convencionais,
recorrendo a anticorpos monoclonails especificos relativamente a
BHV-1 (Mabs) que ndo reagem com células infectadas por Difivac-1.
Estes Mabs s3o dirigidos contra é glicoproteina gE. Cinco das
230 plaquetas ndo reagiram com esses Mabs. Procedeu-se a uma
andlise adicional do DNA dessas 5 plaquetas.

c) Andlise do DNA dos mutantes de delecgdo de gE da
estirpe Lam de BHV-1 construidos

Preparagdes de DNA de 3 (1B7, 1B8 e 2H10) dos 5 mutan-
tes de delecgdo de gE candidatos atrés referidos foram analisados
adicionalmente wutilizando a técnica convencional de analise
"Southern blot" (Sambrook et al. 1989). Digestdes duplas destas
preparacdes de DNA com Pstl e Dral, seguidas por electroforese
sobre gel e hibridagdo pela técnica "Southern blot" com o frag-
mento de deleccao PstI-Dral de 2,3 Xb funcionando como sonda
revelaram que o gene gE do genoma das populagdes de virus 1B7 e

1B8 tinha sido removido exactamento do modo desejado; ver Figs.
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7A e 7B. A populacdo 2H10 apresentava um fragmento PstI-Dral que
se desviava dessa situacgdo. Hibridacdes pela técnica de
"Southern blot" com uma sonda especifica relativamente a gE
revelaram ndo existirem quaisquer sequéncias JE localizadas em
gualquer uma das trés preparagdes de DNA (resultados ndo apresen-
tados). As populagdes de virus BHV-1 1B7 e 1B8 foram considera-
das populacdes de mutantes de delecgdo de gE recombinantes. A
populagdao de virus BHV-1 1B7 foi testada relativamente as suas
possiveis propriedades como vacina.

d) Construgdo de mutantes de delecgdo dupla gquinase de
timidina/gE

Uma vez que os mnmutates de delecgdo recombinantes de
BHV-1 com uma delecg¢doc em apenas um gene podem ndo apresentar uma
viruléncia suficientemente reduzida, proporcionaram-se também
deleccdes no gene da guinase de timidina ("thymidine kinase" ou
TK) das estirpes Lam e Harberink de BHV-1. Estes mutantes foram
construidos de modo andlogo aguele que foi utilizado para os
mutantes de deleccdo de gE atrés referidos (resultadoé nao
apresentados). Estes mutantes de delecgdo de TK foram usados
para construir mutantes de delecgdo dupla TK/gE.

e) Construcdo de mutantes de delecgdo dupla glicoproteina
gl/glicoproteina gE

Uma vez que o gado vacinado com um mutante de delecgédo
inica gE pode produzir anticorpos anti-gI que podem interferir
com a detecgdo de anticorpos anti-gI/gE (situacgdo adiante anali-
sada), inventémos também uma vacina com uma delecgdo dupla gI/gE.
Um tal mutante de delecgio dupla gT/gF pode ser construido usando
os mesmos procedimentos que foram utilizados para a construgédo do

mutante de delecgdo Gnica gE. A analise parcial da sequéncia de
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nucledtidos da extremidade a montante do fragmento PstI de 1,8 kb
- que cobre a extremidade 5’ do gene gE - revelou um quadro de
leitura aberto apresentando uma homologia significativa relativa-
mente a homdlogos de gI encontrados noutros virus de herpes. Ver
Figuras 13 e 14. Utilizando o fragmento SmaI-PstI de 350 bp que
inclui a extremidade 5’ putativa do gene gI e o fragmento
EcoNI-Smal, situado a jusante do gene gE, & possivel construir um
fragmento de delecgdo de gE/gl. Este fragmento pode ser recombi-
nado com O genoma selvagem tipo selvadgem a fim de proporcionar um
mutante de delecc¢do de gI/gE de BHV-1l. Ver Figura 16. O0Os 80-90
aminoacidos que, em teoria, podem ainda ser produzidos, serao
incapazes de promover o aparecimento de anticorpos que possam, de
algum modo, interferir com a detecgdo de anticorpos anti-gI/gE.
Uma andlise mais completa da sequéncia de nucledtidos do gene gI
permitird construir uma delecgdo de gI que abranja a totalidade
da regido que codifica gI. Este mutante de delecgdo dupla gI/gE
foi baptizado Difivac-IE.

£) Avaliacao da seguranga e eficdcia dos mutantes Lam gE

e Lam gE ,TK

As propriedades come¢ vacinas das estirpes mutantes de
BHV-1 Lam gE e Lam gE ,TK foram testadas em vitelos com sete

semanas, seronegativos relativamente a BHV-1 e livres de agentes

patogénicos especificos. cada uma das estirpes mutantes foi
administrada a 6 vitelos por meio de pulverizagdo intranasal. A
cada vitelo fol administrada uma dose total de 10° TCID50 em 2 ml

de meio de cultura, de que s$e pulverizou 1 ml em cada narina.
Seis outros vitelos foram pulverizados por via intranasal com

meio de cultura sem virus, e serviram de animals de controlo ndo

vacinados. Cinco semanas apde a vacinagio , todos os vitelos,

tanto aqueles gue tinham sido vacinados como os controlos, foram
. . . , 7

submetidos a um desafio por via intranasal com 10° TCID da

50



estirpe Iowa, uma estirpe extremamente virulenta de BHV-1. Apds
a vacinacdo e apbés o desafio, a evolugado dos sintomas clinicos,
temperaturas rectais e pesos corporais fol seguida. Foi recolhi-
do material nasal a fim de se determinar o numero de dias de

libertagio de virus por via nasal.

Apds a vacinagdo, o comportamento, apetite, temperatura
rectal e taxa de crescimento dos vitelos permaneceu nornal. Em
todos os vitelos vacinados foram observadas descarga nasal de
soro e pequenas lesdes da mucosa nasal. Fol possivel 1isolar
virus a partir dos focinhos dos vitelos vacinados durante cerca
de 7 dias (Quadro 1).

Apbés o desafio, todos os vitelos ndo vacinados revela-
ram apatia, falta de apetite, descargas oculares e nasails,
gengivas do maxilar inferior avermelhadas, lesdes graves das
mucosas nasais e crescimento reduzido. Os vitelos vacinados com
Lam gE ,TK desenvolveram todos alguma descarga nasal e revelaram
ligeiras lesdes das mucosas nasais. Nem todos os vitelos vacina-
dos com Lam gE_ desenvolveram descargas nasais ou lesdes das
mucosas nasais. Nos vitelos vacinados ndo se observaram apatia,
falta de apetite ou outros sintomas clinicos da doenga. As
temperaturas rectais, o crescimento e os valores clinicos apds o
desafio sido apresentados nas Figs. 22, 23 e 24. O0s vitelos néo
vacinados libertaram virus pelo focinho durante o dobro do tempo

dos vitelos vacinados (Quadro 1).

0Os resultados atrads referidos demonstram gue as estir-
pes mutantes de BHV-1 Lam gE e Lam gE ,TK praticamente néo
induzem gquaisgquer sintomas clinicos da doenga em vitelos Jjovens.
Ambas as estirpes mulantes evitaram a doenga apdés o desafio e

reduziram o periodo de libertagdo nasal do virus em 50%.
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As estirpes mutantes de BHV-1 Lam gE e Lam gE ,TK sé&o
seguras e eficazes, podendo ser usadas na vacinagdo de gado

bovino contra infecg¢des provocadas por BHV-1.
3) Expressio procaridtica de gE

Para a expressao procaridtica do gene da glicoproteina
gE de BHV-1 tém sido utilizados, até agora, vectores de expressao
pGEX (D.B. Smith e K.S. Johnson, Gene 67 (1988) 31-40). 0s
vectores pPGEX codificam a proteina veiculo S~transferase de
glutationa ("glutathione S-transferase" ou GTS) de Schistosoma
japonicum que estd sob a influéncia do promotor tac gque pode ser
induzido a exprimir-se por meio de Isopropiltiogalactosideo
("Isopropylthiogalactoside" ou IPTG). Constitul um exemplo de
uma proteina de fusdo GST~gE o produto do material construido
PGEX~-2T600s3 (Fig. 8A). Neste material construido recorrendo a
técnicas de biologia molecular convencionais (Sambrook et al.,
1989), um fragmento Smal de 600 bp que codifica uma regido
N-terminal de 200 aminocacidos da proteina gE foi ligado atréds do
gene de GST. Este material construido fol concebido em triplica-
do, sendo ligado ao GST de cada vez um guadro de leitura diferen-
te do fragmento de 600 bp. Os trés materiais construidos foram
introduzidos na estirpe DH5a de Escherichia coli, induzidos com
IPTG e as proteinas gque se formaram foram tranferidas para
nitrocelulose apds electroforése sobre gel de poliacrilamida por
meio da técnica de "Western blotting". A detecgdo imunolédgica
com anticorpos anti-GST revelou que apenas o guadro de leitura
adequado (o N2 3) gque codifica a area da proteina gE origina a
expressdo de uma proteina de fusdo proeminente com a dimenséo
prevista de 27k (GST) + 20k (gE) = 47k. Trés dos Mabs isolados
por nés que ndoc reagem com Difivac-1l reconhecem a proteina de
fusdo de 47 kD GST-gE numa andlise pela técnica "Western blot";

ver figura 8B.
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4) Expressdo eucaridtica do gene da glicoproteina gE

Para a expressdo eucaridtica do gene da glicoproteina
gE foil escolhido, anteriormente e entre outros, o vector pRVHis.
O vector pEVHis apresenta, como marcador eucaridtico ("eukaryotic
marker"), o gene HisD que codifica a desidrogenase de histidinol
[EC 1.1.1.23] (C. Hartmann e R. Mulligan, 1988, Proc. Natl. Acad.
Sci. UsSa 85, 8047-8051) gue leva a células a sobreviverem &
concentragido tdéxica de histidinol 2,5 mM. Este vector inclui,
ainda, a regiido promotora do gene precoce imediato ("immediate
early gene") do citomegalovirus humano ("human cytomegalovirus”
ou HCMV), com locais de enzimas de restrigdo udnicos situados
atras dele. Para a construgdao de um vector de expresséao
pPEVHis/gE fol utilizado um fragmento gue incluia a totalidade da
regido codificadora do gene da glicoproteina gE. Esta tem inicio
no local Alul 55 bp antes do quadro de leitura aberto de gE que
foi postulado e termina 133 bp atras dele. Esta regido fol
clonada atras do promotor de HCMV do vector pEVHis, tendo desse
modo sido obtido o material construido ("construct") pEVHis/gE
(Fig. 9). O pEVHis/gE fol amplificado em células de E. coli DH5a
e purificado por meio de um gradiente de cloreto de «césio
(Sambrook et al., 1989). Este DNA purificado foi transfectado
para células Balb/C-3T3 de acordo com o método de Graham e Van
der Eb. As células transformadas foram seleccionadas com histi-
dinol, o gue permitiu o isolamento de vinte coldénias resistentes
ao histidinol. Estas coldnias foram examinadas com Mab 81 por
meio de um ensaio do tipo "Immuno Peroxidase Monolayer Assay"
(IPMA) . Quatro coldénias revelaram exprimir a proteina gE.
Destas quatro coldnias, foi wutilizado o clone 9 de 3T3 gE para
isolar um subclone apresentando uma elevada expressao de gE. 0
clone isolado por este métodu (denovminado 3T3gE 9.5) foi utiliza-
do para a caracterizacdo de anticorpos monoclonais anti-gE

candidatos.



5 k.——::_. - 35 -

5) Expressdo eucaridtica da glicoproteina gE de BHV-1 e da
glicoproteina gI de BHV-1 na mesma célula

A fim de exprimirmos a glicoproteina gI de BHV-1 na
mesma célula da glicoproteina gE de BHV-1 determinamos em primei-
ro lugar a posigdo putativa do gene gI de BHV-1. Uma vez que o
gene da glicoproteina gI do virus herpes simplex se situa imedia-
tamente a montante do gene da glicoproteina gE, inferiu-se que o
gene gI de BHV-1 se situaria numa posi¢do correspondente. Para
testar esta hipdtese, determinou-se a sequéncia de uma regido de
283 nucledtidos, localizada cerca de 1 Kb a montante do inicio do
gene gE de BHV-1l. A traducgdo conceptual desta regido revelou gue
o segundo quadro de leitura codifica uma sequéncia de 94 aminoa-
cidos que & homdloga da glicoproteina gI do virus herpes simplex
(figuras 13 e 14). Uma vez gue o segmento homdélogo se situa a
cerca de 80 amino&cidos do coddo ‘“start", calcula-se que o
"start" putativo do quadro de leitura aberto do gene gI de BHV-1
se situe cerca de 250 nt a montante da regido cuja sequéncia foi
determinada. Daqui inferiu-se que o fragmento Smal de 1,7 kb que
se inicia 400 nt a montante da regido cuja sequéncia foi determi-
nada e que termina no interior do gene gE deveria conter a
totalidade da regido codificadora do gene I de BHV-1. Este
fragmento Smal de 1,7 Kb foi <clonado no vector eucariético
MSV-neo (Ver figura 15). Este vector inclui o promotor forte do
Virus de Sarcoma Murino ("Murine Sarcoma Virus" ou MSV) e o gene
selector neo due codifica a resisténcia ao antibidtico "G-418
sulphate Geneticin". O material construido resultante MSVneo GI
foi amplificado em células E. coli DH5¢ e foi transfectado para
células 3T3gE 9.5 utilizando o método de Graham e Van der Eb. As
células transfectadas foram seleccionadas com 400 ug de
Geneticin/ml de meio de cultura e as coldnias resistentes foram
isoladas e testadas com Mabs anti-gE candidatos que ndo reagiam
com células 3T3gE 9.5. A partir daqui seleccionadmos o clone
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3T3gE/gI R20 que reagia com, por ex., Mab 66, tdo bem como o
BHV-1 tipo selvagen.

6) Caracterizacdao dos Mabs anti-gE candidatos

ProdQuziram-se Mabs relativamente a BHV-1 tipo selvagem,
gue se seleccilonaram em relagdo & sua incapacidade para reagirem
com células embriondrias de traqueia de bovino ("embryonic bovine
trachea cells" ou Ebtr) infectadas com Difivac-1. Estes Mabs sao

examinados relativamente & sua reactividade em relacdo a

a) o mutante de delecgdo Lam gE ;
b) o produto de expressdo procaridtica atras descrito
num teste do tipo "Western blot";

c) as células Balb/c-3T3 exprimindo gE atrd&s descri-
tas;

a) células referidas em c¢) e infectadas com Difivac-i,
e

e) células Balb/c-3T3 exprimindo o complexo gE/gI.

Para os testes de reactividade referidos em a, c, d e e
foi utilizado um teste do tipo "Immuno Peroxidase Monolayer
Assay" (IPMA). Os resultados apresentados no Quadro 2 revelam
que produzimos Mabs dirigidos contra gE (n® 2, 3, 4, 52, 66, 68,
72 e 81) e Mabs (n® 1, 51, 53, 67, 75 e 78) gque podem ser dirigi-
dos contra dominios de conformag@o antigénicos no complexo gE/gI.
Um teste IPMA competitivo para estabelecimento de um mapa
("mapping") dos dominios antigénicos reconhecidos pelos diferen-
tes Mabs revelou a presenga de pelo menos 4 dominios antigénicos
na glicoproteina gE e o facto de o complexo gE/gI formar prova-
velmente um dominio (Quadro 2).
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Detecgdo de anticorpos anti~gE em gado infectado com
BHV-1

Para investigar> se no soro de gado infectado estao
presentes anticorpos anti-gE, levou-se a cabo um teste deo tipo
IPMA com blogueamento indirecto ("indirect blocking IPMA") nos 16

gE-Mabs candidatos e nos 8 soros seleccionados gue se seguem:

- 2 soros de bovinos vacinados com Difivac-1 e
submetidos a um desafio com a estirpe virulenta Iowa, gue foram
recolhidos 14 dias apds o desafio;

- 2 soros de bovinos infectados experimentalmente
com virus BHV~1 subtipo 1, gque foram recclhidos 20 meses apbs a
infecgdo. Um dos bovinos fol infectado através de contacto;

- 2 soros de bovinos infectados experimentalmente
com virus BHV-1 subtigo 2b, que foram recolhidos 20 meses apds a
infecgdo. Um dos bovinos foil infectado através de contacto;

- um soro de um vitelo livre de agente patogénico
especifico vacinado com uma vacina de mutante ts e submetido 3
semanas mais tarde a um desafio com o virus BHV-1 subtipo 2b, gque
foi recolhido 7 semanas apds o desafio;

- um soro de um vitelo gnotobidtico vacinado com uma
vacina de mutante ts e submetido 3 semanas mais tarde a um
desafio com virus BHV-1 subtipo 2b, que fol recolhido 7 semanas

apds o desafio.

0 Quadro 2 mostra que todos estes soros continham
anticorpos contra os dominios antigénicos III e IV em dE, e
contra o dominio antigénico I que estd provavelmente localizado
no complexo gE/gl. Podemos concluir gue gE parece constituir um
marcador seroldgico adequado para estabelecer a distingdo enlre

gado infectado com BHV-1 e gado vacinado.



X/ o

7) Detec¢do de &cidos nucleicos de BHV-1 por meio da
técnica PCR utilizando "primers" especificos relativamente a gE-
de BHV-1

Partindo da sequéncia de nucledtidos do gene gE de
BHV-1 que foi determinada, seleccionou-se um par de 'primers"
adequado para utilizagdo num procedimento PCR, usando o programa
de seleccdo de "primers") de Lowe et al. (T. Lowe, J. Sharefkin,
S. Qi Yang e C.W. Dieffenbach, 1990, Nucleic Acids Res. 18,
1757-1761) . Estes "primers"” foram designados P3 e P4 e estéo
representados na Fig. 10. Os "primers" estdc separados entre si
por 159 nt e ddo origem & amplificagdo de um fragmento de 200 nt.
As condigdes para utilizagdo da técnica PCR foram optimizadas
recorrendo & utilizacdo dos "primers" P3 e P4 e de DNA de BHV-1
isolado. Isto implicou, em particular, a variagdo da concentra-
¢cd&o de MgClZ, da concentracgdo de glicerol e das condigbes dos

ciclos. A solugdo tampdo Optima encontrada para utilizacdo de P

3
e P, na amplificagd&o de DNA de BHV-~1l consiste em Tris pH 8,0 10
mM, KCl 50 mM, gelatina a 0,1%, MgCl2 2,6 mM e glicerol a 20%.
As condigdes de ciclo optimas encontradas (Perkin Elmer Cetus

DNA Thermal Cycler) s&do, para os ciclos 1-5, de 1 min. 98°C, 30
seg. 55°C e 45 seg. 72°C, e para os ciclos 6-35, de 30 seg. 96°C,
30 seg. 55°C e 45 seg. 72°C. Apdés a amplificagdo por meio da
técnica PCR, o fragmento de DNA de 200 nt obtido foi submetido a
electroforese sobre um dgel de agarose a 2%, ‘"blotted” sobfe
nitrocelulose e, subsequentemente, submetido a uma andlise pela
técnica "Southern blot". A sonda marcada com 32P dCTP usada para
a andlise por meio da técnica "Southern blot" & o fragmento TaqgIl
de 137 bp, gue estd localizado entre os locais de ligagdao do
"primer” (Fig. 10). Na sequéncia de uma auto-radiografia dos
filtros hibridizados, foi possivel observar uma banda de 200 bp.
Utilizando esta via, a amplificagdo de apenas 10 genomas de BHV-1

(aprox. 1,5 x 10”15 ug de DNA) proporciona ainda assim um sinal
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que pode ser detectado de modo adeguado (resultado ndo apresenta-
do). De modo andlogo, desenvolveu-se um procedimento PCR utili-
zando "primers" com base na sequéncia codificadora da glicopro-
teina gIII de BHV-1 (D.R. Fitzpatrick, L.A. Babiuk e T. Zamb,
1989, Virology 173, 46-57). Para que fosse possivel estabelecer
uma distincdo entre DNA de BHV-1 tipo selvagem e uma vacina de
mutante de deleccdo de gE, amostras de DNA foram submetidas tanto
a andlise PCR especifica relativamente a gE como a andlise PCR
especifica relativamente a gIII. Num teste deste tipo, verifi-
cou-se gue uma preparagdo de DNA de Difivac-1 era positiva

relativamente a gIII e negativa relativamente a gE.

Uma vez que a detecgdo de DNA de BHV-1 no sémen de
bovinos ira& constituir uma utilizacgdo importante do procedimento
PCR especifico relativamente a BHV-1, tentou-se utilizar a
técnica PCR especifica relativamente a gE em sémen de bovinos
infectado com BHV-1. Todavia, existem componentes desconhecidos
no sémen que exercem um efeito de inibigdo forte sobre a reaccio
em cadeia de polimerase. Foi, por conseguinte, desenvolvido um
protocolo para isolar o DNA de BHV-1 do sémen de bovinos. Para
isolar o DNA do sémen de bovinos, 30 gl de sémen foram incubados
com 1 mg/ml de proteinase K (pK) num volume total de 300 ul de
Nacl 0,15 M, Na-Sarkosyl a 0,5% e DTT 40 mM, a 60°C. Passada 1
hora, a amostra foi deixada arrefecer para o valor da temperatura
ambiente, adicionaram-se 300 pul de Nal 6 M e o conjunto foi
incubado durante 5 minutos. O DNA foi isolado a partir desta
mistura por meio de uma extracgdo convencional com clorofér-
mio/isoamiletanol, e precipitado com 1 volume de isopropanol. o]
precipitado foi lavado com NH,Ac 2,5 M/etanol a 70% e suspenso de
novo em Tris pH 7,4 10 mM, EDTA 1mM, Tween 80 a 0,5% e 0,1 mg/ml
de pK para uma nova incubag¢do durante 1 hora a 60°C. Esta

preparacao de DNA pode ser submetida directamente & técnica PCR.
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DESCRICAO DAS FIGURAS
Figura 1

Anilise pela técnica de "Southern blot" das estirpes Difivac e
Iowa de BHV-1

A. Imagem de um auto-radiograma resultante de uma
andlise pela técnica "Southern blot" do DNA gendmico de Difivac-1
e Iowa. Nas pistas 1 e 3, o DNA de Difivac-1 fol aplicado apds
digestao com as enzimas de restricgdo HindIII e Pstl, respectiva-
mente. Nas pistas 2 e 4, o DNA de Iowa foi aplicado apdés diges-
tdo com as enzimas de restrigdo HindIII e PstI, respectivamente.

As dimensdes dos fragmentos sdo indicadas em kilobases (kb).

Isolou-se o DNA viral centrifugando o meio de cultura
(70 ml/garrafa de rolamento ("roller Dbottle") de cerca de 450
cmz) com células Ebtr infectadas com virus durante 2 horas
através de uma almofada de sucrose a 25% (p/p), em Tris pH 7,4 10
mM, NacL 150 mM e EDTA 1 mM a 20 krpm no rotor SW27 da ultracen-
trifugadora Beckman L5-65. A partir do grénulo de virus assinm
obtido isolou-se o DNA de acordo com técnicas convencionais (J.
Sambrook, E.F. Fritsch e T. Maniatis, 1989, Molecular cloning: a
laboratory manual, 228 edigdo, Cold Spring Harbor laboratory
Press, Nova Iorgque). Este DNA fol submetido a digestdes com
enzimas de restricdoc provenientes de Boehringer Manheim nas

solugbes "SuRE/cut buffers" fornecidas pelo fabricante.

Apbs separacdo sobre um dgel de agarose a 0,7% para
efeitos de electroforese horizontal e "blotting" sobre um filtro
de nitrocelulose (Schleicher & Schuell, Inc.), o filtro foi
pré~hibridizado durante 6 horas a 42°C em formamida a 50%, 3 X%
SSC (1 x 8SC = NaCl 0,15 M e citrato de Na 0,015 M, pH 7,4), 50
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rl de DNA de esperma de salmdo desnaturado (Sigma)/ml e albumina
de soro bovino a 0,02%, polivinil pirrolidona a 0,02% e ficoll a
0,02% e e dodecilsulfato de Na ("sodium~-dodecylsulphate" ou SDS)
a 0,1%. Depois levou-se a cabo a hibridagdo, adicionando a essa
csolugdo o fragmento HindIIT K marcado com 32P dCTP (Amersham) (A
escolha do fragmento HindIII K baseia-se em: clonagem e estabe-
lecimento do mapa dos locais de clivagem do DNA de virus de
herpes bovino 1 (estirpe Cooper), John F. Mayfield, Peter J.
Good, Holly J. VanOort, Alphonso R. Campbell e David A. Reed,
Journal of Virology (1983) 259-264). Apds 12-14 horas de hibri-
dacao, o filtro fol lavado durante 2 horas em SDS a 0,1% e o,1 X
SSC a 60°C. O fragmento Hind III K foi clonado no vector pUC18
de acordo com procedimentos convencionais de hibridagdao (J.
Sambrook, E.F. Fritsch e T. Maniatis, 1989, Molecular cloning: a
laboratory manual, 22 edigdo, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Nova Iorgue). Apbds a digestdo com HindIII do clone
pUC/8,4 HindIIIK o vector pUCl1l8 foi novamente separado do frag-
mento HindIII K de 8,4 kb por meio de electroforese sobre gel de
"Low Melting Point Agarose" (BRL, Life Technologies, Inc.) a
0,7%, e isolado da agarose por meio de procedimentos convencio-
nais de extraccgido com fenol e precipitagdo com etanol. O frag-
mento HindIII XK isolade fol marcado com "Random Primed DNA
labeling Kit 1004.760" da Boehringer Mannheim. A auto-radiogra-
fia dos filtros hibridizados foi obtida mediante exposicao
durante 36 horas de um filme Kodak XAR a -70°C, utilizando um

ecra reflector.

B. Mapas fisicos do fragmento HindIII K de 8,4 kb de
Iowa e do fragmento HindIII de 7,4 kb de Difivac~l. Tendo enm
conta a co-migracdo dos fragmentos PstI de 6 kb e a auséncia do
fragmento PstlI de 1,8 kb em Difivac-1l, a delecgdo & postulada na

drea tracejada.
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Figura 2

Subclonagem dos fragmentos de BHV-1 tipo selvagem em redor da

regido em falta em Difivac-1

Em A sdao mostrados os componentes do genoma de BHV-1:

a regido Unica Longa ("Unigue Long" ou U a regido Unica Curta

)i
("Unique Short" ou US) a as duas gequéncias de repeticgao
("repeats") (Ir e Tr). Este mapa baseia-se na andlise publicada
da estirpe Cooper (John F. Mayfield, Peter J. Good, Holly J.
VanOort, Alphonso R. Campbell e David A. Reed, Journal of

Virology (1983) 259-264).

Em B s3do0 apresentados os fragmentos da regiéo US que
foram clonados em vectores procaridéticos: um fragmento EcoRI de
15,2 kb em pACYC, um fragmento HindIII de 8,4 kb em pUC1i8 e um
fragmento EcoRI-HindIII de 2,7 kb e de 4,1 kb em pBR322. 0]
isolamento dos fragmentos de DNA viral fol 1levado a cabo de
acordo com os procedimentos gque s&o referidos nas legendes da
Fig. 1A. A clonagem destes fragmentos nos varios vectores foi
executada de acordo com procedimentos convencionais (J. Sambrook,
E.F. Fritsch e T. Maniatis, 1989, Molecular cloning: a
laboratory manual, 22 edigado, Cold Spring Harbor Laboratory

Press, Nova Iorque).

Em C apresenta-se um mapa fisico da regido onde se

localiza a deleccgdo postulada em Difivac-1.

Em D indicam-se alguns subclones desta regido, que
foram utilizados para analises adicionais. Os dois fragmentos

PstI foram clonados em pKUN19 e os restantes fragmentos em pUCls.
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Figura 3

A: Sequéncia de nucledtidos compreendendo 2027 nucled-

tidos da regido U, da estirpe Lam de BHV-~1 em redor da localiza-

¢@o postulada quesfoi eliminada em Difivac-1, tal como se indica
na Fig. 2C [do local de reconhecimento de Alul no extremo esquer-
do ao local de reconhecimento de HincII no extremo direito]. A
sequéncia de nucledtidos nos fragmentos de insercd@o ("inserts")
dos subclones apresentados na Fig. 2D foi determinada mediante
andlise das duas cadeias usndo o método de sequenciag¢do didesoxi
de Sanger et al. (F. Sanger, S. Nicklen e A.R. Coulson, 1977,
Proc. natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-5467). Com esse fim, foi
utilizado o "T7 sequence kit" da Pharmacia, de acordo com o
procedimento especificado pelo fabricante. Para efeitos de
marcac¢do radiocactiva, utilizou-se [3551 dATP (Amersham). A
andlise da seguéncia das regibes ricas em GC com artefactos de
compressdo foi repetida com a variante 7-deaza-dGTP do "kit" da
Pharmacia. Por debaixo da sequéncia de nucledtidos indica-se,
utilizando o cddigo de trés letras, a sequéncia de amino&cidos
(aa) do quadro de leitura aberto de 575 residuos aa, que foi
encontrada apds traducdo conceptual da sequéncia de nucledtidos.
Esta traducdo basela-se no coédigo universal e foi determinada
utilizando o programa para computador PC/gene (PC/gene versao
1,03, Novembro 1987). Este quadro de leitura aberto de 575 aa
inicia-se com metionina no nt 168 e termina com o coddo "stop" no
nucledtidos 1893.

A ané&lise estrutural do guadro de leitura aberto de 575
residuos aa fol também levada a cabo com o programa de computador
PC/gene. Os primeiros 26 aa formam um sinal de exportagao
eucariotica idenlificado na figura pela designagio I'"péptido
sinal" ("signal peptide"). Com um valor de 6,2, a clivagem desta
sequéncia-sinal é prevista entre aa 26 e aa 27. A sequéncia de
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575 aa apresenta trés locais possiveis de glicosilagdo N-ligada
("N-bound glycosylation sites" ou NXT/S) indicados por uma 1linha
sob os residuos aminodcidos. De acordo com o método de Rao e
Argos, existe uma regido transmembrana entre aa 423 e aa 450,
indentificada na figura pela designagdo "hélice transmembrana"
("transmembrane helix"). As sequéncias (locais) de reconhecimen-
to para as enzimas de restrigdo Asull, Smal, HindIII e EconNI
estdo sublinhadas. O peso molecular calculado deste polipéptido
é de 61212.

B: Representagdo esquematica das caracteristicas

estruturais do quadro de leitura aberto de 575 aa atras referido.
Figura 4

Comparacdo de aminodcidos entre a seguéncia de aminodcidos do
gene gE de BHV-1l e a sequéncia de aminoacidos do gene gE do virus
herpes simplex (HSV) e de outros genes gE homdlogos [gl de virus
da pseudo-raiva ("pseudo-rabies virus" ou PRV) e gpI de virus

"varicella-zoster™ (VZIV))

As sequéncias utilizadas nesta comparagdo provém das
seguintes publicagdes; HSV: Sequence determination and genetic
content of the short unique region in the genome of herpes
simplex virus type 1. D.J. McGeoch, A. Dolan, 5. Donald e F.J.
Rixon (1985) Journal Mol. Biol 181, 1-13. VZV: DNA seguence of
the Ug component of <the varicella-zoster virus genome. A.J.
Davidson (1983), EMBO Journal 2, 2203-2209. PRV: Use of
lambdagtll to isolate genes for two pseudorabies virus
glycoproteins with homology to herpes simplex virus and
varicella-zoster virus glycoproteins. E.A. Petrovskis, J.G.
Timmins e L.E. Post (1986) Journal of Virology 60, 185-1937].

Estas sequéncias foram comparadas usando o0 programa de analise de



. 5 ‘-——“-’ - 45 -
‘—'-'

sequéncias Multalin (F. Corpet, 1988, Nucl. Acids Res. 16,
10881-10890) .

Em A mostra-se um diagrama em que as quatro sequéncias
de aminonacidos s3o apresentadas de modo esquemdtico. Aqui, as
partes transmembrana (TM) previstas s&o mostradas umas debaixo
das outras. Para além das sequéncias-sinal de exportagdo previs-
tas (SP) e dos possiveis locais de glicosilagdo N-ligada (I),
apresentam-se duas areas conservadas em que a posicdo relativa

dos residuos cisteina permanece com freqguéncia inalterada (CCC).

Em B apresentam-se os resultados da comparag¢do, por
meio do programa Multialin, das regides ricas em cisteina locali-
zadas centralmente nas quatro versodes de (JE. Os asteriscos
indicam amino&cidos idénticos e dois pontos indicam aminoacidos

analogos.
Figura 5

Desenho das fotografias obtidas numa andlise "Southern blot" de

Difivac~1 e Iowa

Imagem A: DNA gendmico de Difivac-1 e Iowa resultante
de digestdes com as enzimas de restrigdo Bst (1,2), EcoRI (3,4) e
HindIII (5,6), separado sobre um gel de agarose a 0,7%, "blotted"
sobre nitrocelulose e hibridizado com um fragmento HindIII K
marcado com 2P da estirpe Lam de BHV-1 de acordo com os procedi-

mentos especificados nas legendas da Fig. 1A.

Imagem B: "Blot" sobre nitrocelulose do mesmo gel que
foi utilizado em A, hibridizado com a sonda p318 especifica
relativamente a gE de BHV-1. Esta sonda inclui a totalidade da
regido Alul-HincII indicada na Fig. 2C.
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Figura 6
Construcgdo do fragmento de delecgdo de gE de BHV-1

Em A mostra-se a posicdo do gene gE e os clones utili-
zados. Os componentes do genoma de BHV-1 s&o: a regido Unica

Longa ("Unique Long" ou U a regido Unica Curta ("Unigque

)i
Short" ou US) e as duas seqﬁéncias de repetigao (IR e TR). Para
se obter a regido localizada do lado 5’ do gene gE, o fragmento
PstI-Smal de 1,4 kb do fragmento HindIII k de 8,4 kb da estirpe
Lam de BHV-1 foi subclonado no local Smal e PstI do plasmideo
pUC18. Este clone foi designado p515 e & apresentado em B. 0
fragmento EcoNI-Smal localizado no lado 3’ de gE, proveniente do
clone HindIII-EcoRI de 4,1 kb, foi clonado no local Unico Asull
de p515. Para gue a ligagdo da parte EcoNI & parte Asull, o
clone p515 foi digerido com Asull, e depois tratado com enzima
Klenow (Boehringer Mannheim) e dCTP, a fim de proporcionar um
residuo de citosina na parte Asull de acordo com métodos conven-
cionais (Sambrook et al., 1989). Esta citisina adicional &
identificada por um asterisco em D. Depols, o p515 foi também
digerido com a enzima Smal, apdés o gque o fragmento EcoNI pdbde ser
ligado a este vector. O <clone assim construido foi designado
pP519.

Figura 7

A. Desenho de uma fotografia obtida numa andlise pela
técnica "Southern blot" de preparagdes de DNA de 1B7, 1B8 e 2H10.
0 isolamento do DNA, as digestdes com enzimas de restricado, o
"blotting” e a hibridagdo foram executados de acordo com os
procedimentos descritos nas legendas da Fig. 1A, Apds uma dupla
digestao com PstI-Dral das preparagdes de DNA 1B7, 1B8 e 2H10, os

fragmentos foram separados sobre gel de agarose a 0,7% e
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subsequentemente submetidos a "blotting" sobre um filtro de
nitrocelulose. Este filtro foi hibridizado com o fragmento de
32? dCTP, utilizado como
sonda. Nas pistas 1 a 3, as amostras 1B7, 1B8 e 2H10, respecti-

delec¢do PstI-Dral de 2,3 kb marcado com

vamente, foram separadas. Na pista 4 aplicou-se DNA da estirpe
Lam de BHV-1 tipo selvagem e na pista 5 o fragmento de deleccao
de 2,3 kb.

B. Mapa fisico do fragmento EcoRI de 15,2 kb da
estirpe Lam de BHV-1l. O mapa mostra a posigdo dos locais  de
reconhecimento PstI, Dral e HindIII e a posigdao da sonda de

hibridagao referida em 7A.

Figura 8

Expressdo procaridética de gE de BHV-1

Para a expressdo procaridtica de gE de BHV-1, o frag-
mento Smal de 600 bp do gene gE foi fundido em trés guadros de
leitura & regido de codificacdo do gene de glutationa-S-transfe-
rase de Schistoscoma Japonicum no vector pGEX-2T (D.B. Smith e
K.S. Johnson, Gene 67 (1988) 31-40). As moléculas recombinantes
com a orientacdo apropriada (syn) do fragmento Smal foram identi-
ficadas por intermédio de uma andlise com enzimas de restricdo em
gue se utilizaram métodos convencionais. Os clones de E. coli
DH5a com esta estrutura construida por fusao foram designados
PGEX-2T600s1, pPGEX-2T-600s2 e pGEX-2T600s3.

A. Diagrama de uma das estruturas construidas
PGEX-2T600s. No lado NH2 da regiao que codifica o produto de
fusao GST-gE esta localizada a regifo promotora tac que pode secr

induzida por Isopropiltiogalactosideo (IPTG)
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("Isopropylthiogalactoside (IPTG) inducible tac promoter region").

B. Desenho das fotografias obtidas numa andlise pela
técnica "Western blot" de preparacdes totais de proteina de
células DH5a transformadas com pGEX-2T600s. Culturas de células
DH5a mantidas de um dia para o outro e tranfectadas com as
estruturas construidas pGEX-2T600sl, pGEX-2T600s2 e pGEX-2T600s3
foram continuadas a 1/10 em meio Luria-Bertani (LB) com 50ug/ml
de ampicilina e apds 1 hora de crescimento 1induzidas com IPTG
durante 5 horas. Estas culturas induzidas foram centrifugadas
durante 5 minutos a 6000 x g e incorporadas em 1 x layermix (SDS
a 2%, glicerol a 10%, mercaptoetanol a 5% e azul de bromofenol a
0,01%) [1,5 ml de cultura sdo incorporados em 500 ul de layermix]
e aguecidas a 95°C durante 5 minutos. Depois 50ul por pista
foram separados num gel de poliacrilamida a 12,5% vertical de
acordo com procedimentos convencionais, e subsequentemente
submetidos a um processo de "semi-dry blotting" para um filtro de
nitrocelulose utilizando o sistema LKB-multiphor II Nova Blot sob

as condicdes especificadas pelo fabricante.

Nas pistas M aplicou-se proteina-marca pré-tingida
("prestained marker protein", BRL Life Technologies, Inc. 236k,
112k, 71k, 44k, 28k, 18k e 15K) e nas pistas 1, 2 e 3 as prepara-
¢des totais de proteina das células DH5a transfectadas com os
trés guadros ("frames") respectivos: pGEX-2T600sl, pPGEX-2T600s2
e pGEX~-2T600s3.

Na imagem A, pode ver-se o resultado da andlise pela
técnica "Western blot'" com soro anti-GST. Para o obter, o filtro
foi incubado de acordo com procedimentos convencionais (E. Harlow
e D. Lane, 1988, Antibodies: a laboratory manual, Cold Spring
harbor Laboratory, New York) em solugdc tampdo de bloqueamento

(PBS + leite em pbé a 2% e Tween 20 a 0,05%) e, subsequentemente,
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como soro de coelho anti-GST policlonal. Depois o filtro foi
lavado e incubado com soro de imonoglobulina de cabra anti-coelho
conjugado com peroxidase de rabano ("horseradish peroxidase
(HRPO) conjugated goat-anti-rabbit immunoglobulin serum"). Em
seguida, 0s anticorpos de cabra ligados foram detectados imuno-
quimicamente com cromogénio (diaminobenzidina, cloronaftol e
Hzoz). 0 produto de fusdo GST gue & indicado por uma seta tem a
dimensdo calculada de aproximadamente 47 k apenas no quadro

("frame") 3.

Na imagem B, pode ver-se o resultado da analise pela
técnica "Western Dblot" com anticorpo monoclonal Mab 4, dque
reconhece a proteina gE. Para tal, um filtro duplo tal como na
imagem A fol blogueado, incubado com Mab, lavado e incubado com
soro de coelho anti-rato conjugado com HRPO ("HRPO conjugated
rabbit-anti~mouse serum"). Depois, os anticorpos de coelho
ligados foram detectados imunoquimicamente com cromogémio. A
banda gue é visivel na pista 3 (quadro 3) tem a dimensdo de 47 X

e & indicada por uma seta.
Figura 9

Constru¢do do plasmideo pEVHisgE para a expressdo eucaridtica do
gene gE de BHV-1

Para a expressdo eucaridética do gene gE, a totalidade
da regifo codificadora de gE fol clonada na orientagdo adequada
atrds da regido promotora de HCMV do vector de expressio pEVHis,
utilizando procedimentos convencionais (Sambrook et al., 1989).
Para tal, o fragmento Alul de 394 bp gque comega 55 bp antes do
quadro de leitura aberta do gE foi clonado em pUC18 e designado
p201. Depois, apdés a digestdo com HincII de p20l1, o fragmento

HincII de 1740 bp, gque inclui a maior parte do gene gE, foi



clonado em p201. Dagui resultou o plasmideo p318 gue no
"polylinker" de puUC18 inclui a totalidade da &area codificadora de
gE, desde o local Alul 55 bp antes do coddo "start" de gE até ao
local HincII 133 bp atrds do coddo "stop" de gE. Utilizando os
locais das enzimas de restrigio no "polylinker" do vector, este
fragmento fol separado de p318 com as enzimas BamHI e SphI.
Primeiro, o p318 foi digerido com Sphl e depois o local SphIl foi
preenchido utilizando polimerase de KXlenow e dNTPs. Apés a
digestdo com BamHI, o fragmento inserido ("insert") de 1,9 kb foi
separado do vector pUCl8 em Low Melting Point Agarose (Agarose de
Baixo Ponto de Fusdo) e ligado no vector pEVHis que tinha sido
digerido com BamHI e EcoRV com essa finalidade. O plasmideo que

assim se formou fol designado pEVHis/gE.
Figura 10

Posicdo dos "primers" especificas relativamente a gE e sonda para
o procedimento PCR de detecg¢do de DNA de BHV-1

Na figura mostra-se a sequéncia de &cidos nucleicos do
gene da glicoproteina gE de BHV-1l, do nucledtide 1272 ao 2027 [a
sequéncia foi extraida da da Fig. 3]. Os IMprimers" para o
procedimento PCR especifico relativamente a gE foram designados
P, e P4. 0s locais de ligagdo do "primer" para P, e P4 estdo

szblinhados. A sequéncia de nucledtidos 3de P, é
5/ ~ACG-TGG~TGG-TGC~CAG-TTA-GC-3’ (SEQ ID NO:2). A sequéncia de
nucledtidos de P, €& (complementar & sequéncia de ligacgcdo do
"primer" atrés referida) 5’-ACC-AAA-CTT-TGA-ACC~CAG-AGC~-G-3’ (SEQ
ID NO:3). A sonda que foi wusada para a hibridagdo pela técnica
"Southern blot" para a detecgdo do DNA amplificado por meio da
técnica PCR & o fragmento Tagl de 137 bp localizado entre os

locais de ligagdo do "primer", estando indicadas as extremidades
g
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deste fragmento. Para efeitos de comparagdo com a Fig. 3,

indicam-se também os locais HindIII e EcoNI.
Figura 11

Estabelecimento de um mapa ("mapping") da delecgdo de gE de

Difivac-1

A representa o mapa fisico do fragmento EcoRI de 15,5
kb da estirpe Lam de BHV-1 tipo selvagenm. B representa o mapa
fisico do fragmento EcoRI de 14,5 kb de Difivac-1l. Ambos os
fragmentos EcoRI cobrem a totalidade das regides Unicas Curtas
("Unigue Short") dos genomas dos virus respectivos. A posicgao do
gene gE e a posigado putativa do gene gI sdo indicadas por caixas
abertas. Os mapas A e B estdo dispostos de tal forma gue os
fragmentos PstI de 6 kb no interior de cada mapa se apresentam
alinhados. Em ambos os mapas, as sequéncias de repetic¢do interna
e terminal ("internal repeat and terminal repeat") foram indica-
das por caixas tracejadas. As setas por baixo das sequéncias de

repeticdo indicam a orientagdo dessas sequéncias.

Em A a parte da regido Us que falta na estirpe

Difivac-1 estad indicada.

C representa a posigdo dos fragmentos de Difivac-1
clonados que foram utilizados para estabelecimento do mapa da
delecgao de gE e para obteng@o do mapa fisico apresentado em B.
As setas por baixo dos fragmentos inseridos dos clones p728, p737
e p754 indicam as regides cujas sequéncias foram estabelecidas

para se determinar o ponto de recombinagdo.
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Abreviaturas:

A = Alul, E = EcoRI, P = PstI, H = HindIII, r = ponto
de recombinacdo, IR = sequéncia de repetigdo interna ("internal
repeat”), TR = sequéncia de repeticdo terminal ("terminal

repeat").
Figura 12

Determinacdo do ponto de recombinagido exacto na regido US de

Difivac-1

Para determinar as fronteiras exactas da delecgdo de gE
encontrada na estirpe de Difivac~1l, foram determinadas as sequén-
cias do clone p754 e das extremidades dos clones p728 e p737. Os
fragmentos inseridos nestes clones foram indicados na Figura 11.
Os procedimentos utilizados para estabelecer as sequéncias foram

descritos nas legendas da Figura 3.

Em A apresenta-se a seguéncia da maior parte do. frag-
mento Alul - PstI. Esta sequéncia inicia-se na regido promotora
do gene gE. Uma caixa TATA putativa foi sublinhada. No ponto r
( = ponto de recombinagdo), esta regido promotora funde-se com
uma sequéncia encontrada também no local oposto da regido US’
designada: sequéncia de repetigdo invertida ("inverted repeat").
0 ponto de recombinagido exacto foi determinado comparando a
sequéncia de repetigdo encontrada na regido promotora de gE com a
copia da‘sequéncia de repetigdo encontrada no local oposto da
regido Ug- © ponto onde estas sequéncias divergem foi identifi-
cado em B (I) por meio de um ‘r‘., Fez-se uma comparagdo seme-
lhante com a sequéncia promotora dc gE encontrada em Difivac-1 e
o promotor de gE encontrado na estirpe Lam tipo selvagen. o]

ponto em que estas sequéncias divergem foli identificado em B (II)
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também por meio de um ‘r’. Os pontos de recombinagdo encontrados

sdo iguais.
Figura 13
Andlise parcial da sequéncia do gene gl de BHV-1

A sequéncia de 284 nucledtidos no interior da regido de
codificacdo de gI de BHV-1 fol determinada wutilizando o clone
PstI de 1,8 kb da estirpe Lam de BHV-1 que penetra tanto no gene
gl como no gene dE de BHV-1 (ver Figura 11). Os procedimentos
utilizados para estabelecer a sequéncia foram descritos nas
legendas da Figura 3. A sequéncia fol traduzida com base no
cédigo universal por melo do programa de computador PC/gene
versdo 1,03 (Novembro, 1987). A sequéncia de aminodcidos codifi-
cada pelo segundc quadro de leitura & indicada por meio do cbédigo
de uma Gnica letra sob a sequéncia de nucledtidos. Esta sequén-
cia de aminodcidos & hombéloga da regido codificadora de outros

homdélogos de gI de virus de herpes (ver Figura 14).
Figura 14

Comparac¢ado de aminodcidos entre a sequéncia parcial de aminodci-
dos do gene gI de BHV-1 putativo e as partes correspondentes das
regides codificadoras do gene gI do virus de herpes simplex
("herpes simplex virus" ou HSV1), do gene gpé63 do virus de
pseudo-raiva ("pseudorabies virus" ou PRV) e do gene dgpIV do

virus "varicella-zoster" (VZV).

A sequéncia PRV inicia-se no aminoacido 82, a sequéncia
HSV1l inicia-se no aa 80 e a seguéncia VZV inicia-se no aa 76 das
suas respectivas regides codificadoras. As sequéncias utilizadas

foram publicadas nos artigos referidos nas legendas da Figura 4.
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A comparac¢do foi levada a cabo usando O programa para computador
Multalin. Os asteriscos indicam aminodcidos idénticos e os ‘:’

indicam aminodcidos andlogos.
Figura 15

Construcgdo do plasmideo MSVneoGI para a expressao eucaridética do
gene gI de BHV-1

A posicao putativa do gene gl de BHV-1 foi determinada
com base na comparacido de aminodcidos da seguéncia parcial do
gene gl de BHV-1. Com base nesta determinagdo, inferiu-se que o
fragmento Smal de 1,7 kb deveria conter a totalidade da regido
codificadora do gene gE de BHV-1. A posigdo deste fragmento Smal
de 1,7 kb & indicada em A. as extremidades rombas ("blunt ends")
deste fragmento Smal de 1,7 kb foram ligados "“linkers" BamHI,
recoorrendo a procedimentos convencionais. O produto resultante
foi digerido com BamHI e ligado no vector de expressdo eucaridti-
ca MSV-neo. O vector MSV-neo tem um local Gnico BamHI atras de
MSV-LTR, que apresenta uma intensa actividade promotora. Este
vector fol descrito em Rijsewijk et al., 1987 EMBO J. 6, 127-131.

Figura 16
Construcgado de um fragmento de delecgdo dupla gI/gE de BHV-1

A posigdo do gene da glicoproteina gE e a posigdo
putativa do gene da glicoproteina gI na regido Ug de BHV-1 sdo
representadas no diagrama A. 0 Dblocos tracejados indicam as
sequéncias de repeticédo gque ladeia a regiao Us. B representa o
mapa fisico de alguns locais dc cnzimae de restrigio essenciais
relativamente & posig¢do de ambos os genes., Para construir o

fragmento de delecgdo gI/gE o clone pl.7-Smal/o contendo o
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fragmento Smal de 1,7 kb que abrange ¢ gene gl tem de ser digeri-
do com PstI. As extremidades do local Pstl do fragmento inserido
smaI-PstIl de 350 bp remanescente sdo tornadas rombas utilizando
técnicas de biologia molecular convencionais. As extremidades do
fragmento EcoNI-SmaT (ver Figura 6B), isolado a partir do frag-
mento HindIII-EcoRI de 4,1 kb descrito na Figura 6A sdo também
tornadas rombas e o fragmento & ligado ao local Pstl modificado.
Este processo & representado em diagrama em C e D. O fragmento
SmaI-Dral de 1,4 kb pode ser isolado a partir do clone p6IE

resultante para ser recombinado com DNA de BHV-1 tipo selvagem.

Abreviaturas:

E = EcoRI, H = HindIII, S = Smal, P = PstI, ENI =
EcCoNI, D = Dral, kb = kilobase e Uy = Onica Curta ("Unique
Short") .
Figura 17

Libertacdo média de virus por via nasal em vitelos apds vacinagéo
. = vacinados com Difivac-1l, 0 = controlos ndo vacinados

Figura 18

Valores clinicos didrios médios em vitelos apds desafio com uma
estirpe virulenta de BHV-1, chave tal como na Fig. 17.

Figura 19

Temperatura rectal média em vitelos apdés desafio com uma estirpe
virulenta de BHV-1, chave tal como na Fig. 17.
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Figura 20

Crescimento médio da vitelos apds desafio com uma estirpe viru-
lenta de BHV-1, chave tal como na Fig. 17.

Figura 21

Libertacdo média de virus por via nasal em vitelos apdés desafio
com uma estirpe virulenta de BHV-1, chave tal como na Fig. 17.

Figura 22

Temperatura rectal média em vitelos apds desafio com uma estirpe
virulenta de BHV-1

= vacinados com Lam gE , 0 = vacinados com Lam gE /TK , x =
controlos ndo vacinados.

Figura 23

Crescimento médio da vitelos apdés desafio com uma estirpe viru-
lenta de BHV-1, chave tal como na Fig. 22.

Figura 24

Valores clinicos didrios médios em vitelos apds desafio com uma

estirpe virulenta de BHV-1, chave tal como na Fig. 22.
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QUADRO 1
Libertacdo de virus por via nasal em vitelos apds vacinagdo com

Lam gE ou Lam gE /TK e apds desafio com uma estirpe de BHV-1

virulenta destes vitelos vacinados e de controlo

N2 médio de dias de libertacdo de virus por via nasal

Grupo

Apbés vacinacéao Apbs desafio
Controlo 0 10,33 * 1,51
Lam gE~ 7,00 £ 0,89 4,83 + 1,17

Lam gE /TK 7,17 * 1,33 5,17 + 0,98
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QUADRO 2

Caracterizagao de gE-Mabs

Mah REACTIVIDADE DE gE-MABS CANDIDATOS COM
‘ Difivac-1 Lam Prok. 3T3 3T3 gE 3T3 Grupo Gado
3T3/EBTR gE gE Difivac-1 gE/gI Ag Ab
1 - - nd - + ? +
. 2 - - - + + + II -
3 - - + + + ? -
4 - - + + + ? -
42 - - nd - - ? v? +
51 - - nd - + + IIT +
52 - - + + + + ? -
53 ~ - nd - + + ITI +
59 -~ - nd - - + III +
66 - - nd + + + IIT +
67 - - nd - + + ITI +
' 68 ~ - - + + + v +
72 - - - + + + +
75 - - nd - + ? I +
. 78 - - nd - + ? nd -
81 - - - + + + II17? -~

+ : Todos os 8 soros testados apresentam um valor de
. percentagem de blogueamento > 50% num andlise IPMA de
bloqueamento indirecto ("indirect blocking IPMA").
+ : Os soros apresentam um valor de percentagem de bloqueamento
de + 50%.
Os soros apresentam um valor de percentagem de blogueamento
< 50%.

.o
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS
SEQ ID NO:1

COMPRIMENTO: 2027 nucledtidos, 575 aminoacidos

TIPO: nucledtido e aminoacido
TIPO DE CADEIA: unica

j---->eliminado em Difivacl
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Puvull

CTC GCC GAC CTG CaC CIC TCG GCG CAG CIT GGT CGT AAC GCG ACCT GGG 599

Leu Ala Asp Pro His Val Ser Ala Gln Leu Gly Arg Asn Rla Thro Gly
130 135 140

GTG CIG ATC GTG GCT GCA GCCT GAG GAG CGAC GGT GGT GTG TAC TTC CIG 647
Val Leu Ile Ala Ala Alz Ala Glu Glu Asp Gly Gly Val Tyr Phe Leu

145 130 155 160

TAC GAC CGG CTC ATC GGC GAC GCC GGC GAC GAG GAG ACG CAG TTG GCG 695
Tyr Asp Arg Leu Ile Gly Asp Ala Gly Asp Glu Glu Thr Gla Leu Ala

163 170 175

CTG ACG CTG CaAG GTC GCG ACG GCC GGC GCG CAG GGC GCC GG CGG Ga 743

Leu Thx Leu Gln Val Ala Thr Ala Gly Ala Gln Gly Ala Ala Arg Asp
180 . 185 130

GAG GAG AGG G2a CCA GCG ACCT GGS CCC aCC CCC GGC CCG CCG CCLC cac 751

Glu Glu Arg Glu Prz Ala Thr Gly Pro Thr Prxo Gly Pro Pro Pro His
195 200 205

CGC ACG ACG ACA CGC GCG CCC CCG CGG CGG CAC GGT €¢CG €GBT T7C CGC 839

Arg Thr Thxr Thr A-g Ala Pro Pro Arg Arzg His Gly Ala Arg Phe Axg
210 215 220
Smal

TG CTG CCG TAC CAC TCC CAC GTA TAC ACC _QCCG ¢EC GAT TCC TTT CTG 887
val Leu Pro Tyr His Ser His Val Tyr Thr Pro Gly Asp Ser Phe Leu

225 230 235 240
CTA TCSG GTG CGT CTG CaG TCT GAG TTT TTC GAC GAG GCT CCC TTC TCG 935
Teu Ser Val Azg Leu Gla Ser Glu Phe Phe Asp Glu Ala Pro Phe Ser

243 250 255
GCC AGC A GAC T3ZCZ TAC TTC CTG CGG ACG GCC GGLC GAC TEC GCS CTC 983
Ala Sar Ile Asp Trp Tyr Phe Leu Arg Thz Ala Gly Asp Cys Ala Leu
2580 265 270
ATC CGC ATA T&C GAG 2C5 TCC ATC TTC CAC CCTT GAG CCA CCG GCC e 1031
Iie Azg Ile Tyr Glu Thrz Cys Ile Phe His Pro Glu Ala Pzo Ala Cys
275 230 285

™5 CAC CCC GIT CaC GG CAG TGC AGC 7T7C GCG TTG CCG TAC CCL TcCc 1079
Tey His Pro Ala Asp ala Gln Cys Ser Phe Ala Ser Pro Ty- Arg Ser
290 2593 3C0
AG ACZ GTG TAC AGC CZTG CT5 TAC GAG CAG TCGC CGT CCG GAC CCT GCC 1127
Glu Thro Val Tyr Ser Arg Leu Tvr Glu Gin Cys Arg Pro Asp Pro Ala

303 310 315 320



GT CGC TGS CCS CAC GG TCT GAG GGC GCC GCG TaC GGG GCG Cc Gt 1175
Gly Arxg Trp Pzo His Giu Cys Gilu Gily Ala Ala Tyr Ala Ala P-o Val

323 330 33s8

TG CAC CTG CGT CTCT GCT AT aaC AGC C7A GAC CIG GTC TTT GAC GacC 1223
Ala His Leu Arzg Pro Ala Asg Bso Sex Val Asp Leu Val Phe asp Aso

340 345 350
=G CCG GCT GTG GCC TCC GGG CT7 TAC GIC TTT GTG CIG CAG TAC aac 1271
Ala Pxro Ala Ala Ala Ser Gly Leu Tyr Val Phe Val Leu Glz Tyr Asn

S35 360 363

Hincdilr
GGC CaAC CTG Ca:_GIOT TGS GAC TAC AGC CTa GTC GTIT ACT TCG GAC C37 1319
Gly His Val Glu Ala Trp Asp Tyr Serx Leu Val Val Thx Ser Asp Azg

370 375 380

TTG GTG CGC GTG GTT 2CC GAC CaC ACG CGC CCC GAG GCT GCA GLC cCc 13€7
Leu Val Axg Ala Val Thr 3sp #is Thr ar-g Pro Giu Ala Ala Ala Ala
38S 330 385 400
GAC GCT CCTT CGAZ CZa GGC CC2 CCG CTC ACT AGCT GAG CCG GLT CGZT &L 1415
Asp Ala Pro Glu

G
Pro Giy Pro 2ro Leu Thar Ser Glu Pro Ala G
405 4

CCCT ACC GGG CLT GCG CCC TGS CTT GTG GTG C7TG GTE GGC GTZ CT7T GGa 1463
Pro Thr Gily Pro ala Pro Ts-p Leuw Val Val Leu Val Gly Ala Leu Gly
420 425 430

o~

cIC CGTT C3G CGTG TCGC GCC 1511
Leu Val Azg Val Cyvs 2ala
43

GC CGEC GCA AGC CAG a3C CGT aCT TAC GAT ATC CTC AL CCT T7C GGG 1533
Azg Azg Ala Ser- Gln Lys Azg Thr Tyro xsp Ile Leu Asn Pz Phe Giy
350 433 4e0

- -

TAC ACCZ ACC TTG CCC ARCC CC5 CTC GAC CGTG GTG GTG 1207
222 Yal Twrz Thro Serz Leu P:z - Pro Lauw 2szp Val Val val
283 4373 373 430

CZx GTT AZSC CAC G3C G 777 TCCT CTCT Gal G GaC 70T TTT GCZ GAT 1535
2o Val Ser Asg Asp Glu 2ne S22z Leuw Asp Glu Asp Ser Phe Alz AsD
433 496 455



G&C GaC

& GAC GGG CCC GCT AGC 2AC CCC CCT GLG GAT GCC
ASp Asp S G

sp Asp Asp Gly Pro Ala Ser Asn Pro Pro Ala Asp Ala
00 503 518

TAC GRXC CTC GCC GGT GTT CCTA GAG CCA ACT AGT GGG TTT GCG CGA GCC
Tyz Asp Leu Ala Gly Ala Pro Glu Pro Thr Ser Gly Phe Ala Azg Ala
5% 520 525

CCC GCC ALC GGT ACG CGC TCG AGT CGC 7TCT GGG TTC A”A GTT TGG TIT
Pro Ala 2s- Gly Tw- A-g Ser Ser A-g Ser Gly Phe Lys Val Trp Phe

£

30 S3s 340

AGG GAC CCG CTT GXA GACT CGAT CGCC GCG CCA GCG CGG ACC CTG GCT GCa
Arg AsSp Pzo Leu Glu Asp Asp Ala Ala Pzo Ala Arg Thr Pro Ala Ala
S$45 530 555 560

EcCoNI
CCA GAT T2AC ACC GTC GTA GCA GCG CCa CTC AAG TCC AT CTC CEC TG
Pzo Asp Tvr Thro Val val Ala 2la Arg Leu Lys Ser Ile Leu Arzg *
563 570 575

e s aiotoioll alolelola sl ol e T el elatal ey

P Vel BB e alalelolalrl] - o~
QGCGETTTCCCT CLCCCCCGICl GOTGTCRIET CT3ACtEEAAA GCACCCTCELET CGTAGEELTICC
- 3 smAm AR~ MRS S (s S (s e,
ATATAMATCSE AGCGECTCACA CAXAGICTCC TCCCGOTCGCT TCCGRAGSTAT GGEACGaAGTCCA

CAn\ P latehaioto el
A e e

SEQ ID NO:2

COMPRIMENTO: 20 nucledtidos
TIPO: nucledtido

TIPO DE CADEIA: unica

ACGTGGTGGT GCCAGTTAGC 20

SEQ ID NO:3

COMPRIMENTO: 22 nucledtidos
TIPO: nucledtido

TIPO DE CADEIA: unica

ACCAAACTTT GAACCCAGAG CG 22

Lisboa, 25 de Agosto de 1992

—

J. PEREIRA DA CRUZ

Agente Oficial da Propriedade Industrial

RUA VICTOR CORDON, 10-A 32
1200 LISBOA
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REIVINDICACDES

12 -~ Mutante de delecc@o do virus de herpes bovino
tipo 1, <caracterizado por apresentar uma delecgdo no gene da

glicoproteina gE.

28 - Mutante de delecgdo do virus de herpes bovino
tipo 1, <caracterizado por apresentar uma delecgcdo no gene da
glicoproteina gE, delecgdo essa que foi provocada por um procedi-
mento de atenuagio.

32 - Mutante de delecgdo Difivac-1 do virus de herpes
bovino tipo 1, caracéerizado por apresenta uma delecgdo no gene
da glicoproteina ¢E, delecgdo essa que fol provocada por um
procedimento de atenuacgéo.

42 -~ Mutante de delecgdo do virus de herpes bovino
tipo 1, caracterizado por apresentar uma delecgdo no gene da
glicoproteina gE, delecgdo essa gue foli construida por meio de
_técnicas de recombinacdo de DNA.

5a - Mutante de delecgdo 1B7 ou 1B8 do virus de herpes
bovino tipo 1, caracterizado por apresentar uma delecgdo no dene
da glicoproteina gE, delecgao essa que foi construida por meio de
técnicas de recombinagcdo de DNA.

62 - Mutante de delecgcdo do virus de herpes bovino
tipo 1, caracterizado por apresentar uma delecgdo no gene da
glicoproteina gE e uma delecgdo no gene da quinase de timidina.
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72 - Mutante de deleccdo do virus de herpes bovino
tipo 1, caracterizado por apresentar uma delecgdo no gene da

glicoproteina gE e uma delecgdo no gene da glicoproteina gI.

82 - Mutante de delecgdo do virus de herpes bovino
tipo 1, caracterizado por apresentar uma delecgdo no gene da
glicoproteina gE, uma delecgdo no gene da quinase de timidina e

uma deleccdo no gene da glicoproteina glI.

92 - Mutante do virus de herpes bovino tipo 1, carac-
terizado por apresentar uma delecgdo no gene da glicoproteina gE
e conter um gene heterdlogo introduzido por meio de técnicas de

recombinagdo de DNA.

102 - Mutante do virus de herpes bovino tipe 1, carac-
terizado por, na posigdo do gene da glicoproteina gE, conter um
gene heterdlogo introduzido por técnicas de recombinagdo de DNA,
o gual estid sob o controlo de sequéncias de regulagdo, por
exemplo, da do gene gE ou de um gene heterdlogo, e estda faculta-
tivamente ligado & parte do gene JE gue codifica um peptideo

sinal.

112 - Mutante do virus de herpes bovino tipo 1, carac-
terizado por, para além de uma delecgdo no gene da glicoproteina
gE, apresentar uma delecgdo no gene da quinase de timidina, uma
delecgdo no gene da glicoproteina gI, ou as duas, e conter um
gene heterdlogo introduzido por meio de técnicas de recombinagédo

de DNA na posig8o de pelo menos uma dessas delecgdes.

1228 - Mutante do .virus de herpes bovino tipo 1, carac-
terizado por apresentar uma delecgdo no gene da glicoproteina gE
e conter um gene heterdlogo dgue foi introduzido por meio de

técnicas de recombinagdo de DNA e que codifica uma proteina ou



peptideo imunogénicoe de outro agente patogénico ou que codifica
uma citoguina.

132 - Composigdo, caracterizada por compreender um
dcido nucleico recombinante que contém o gene da glicoproteina gE
do virus de herpes bovino tipo 1, uma parte deste gene da glico-
proteina gE ou uma sequéncia de nucledétidos derivada deste gene
da glicoproteina gE.

142 - Composicdo, caracterizada por compreender um
vector de clonagem ou de expressdo apresentando uma insergdo de
um &cido nucleico recombinante que contém o gene. da glicoproteina
gE do virus de herpes bovino tipo 1, uma parte deste gene da
glicoproteina gE ou uma sequéncia de nucledtidos derivada deste

gene da glicoproteina gE.

152 - Composigdo, caracterizada por compreender glico-
proteina gE do virus de herpes bovino tipo 1, uma parte desta
glicoproteina gE, um peptideo derivado desta glicoproteina gE, ou
um complexo formado pelas glicoproteinas gE e gI do virus de
herpes bovino tipo 1. ‘

162 - Composigdo, caracterizada por compreender um
anticorpo que & especifico relativamente & glicoproteina gE do
virus de herpes bovino tipo 1, a uma parte desta glicoproteina
gE, a um peptideo derivado desta glicoproteina gE, ou a um
complexo formado pelas glicoproteinas gE e gI do virus de herpes
bovino tipo 1.

178 - Composicdo, caracterizada por compreender um
anticorpo monoclonal que & especifico relativamente & glicopro-
teina gE do virus de herpes bovino tipo 1, a uma parte desta
glicoproteina gE, a um peptideo derivado desta glicoproteina dgE,



ou a um complexo formado pelas glicoproteinas gE e gI do virus de

herpes bovino tipo 1.

182 - Composigdo, caracterizada por compreender um
anticorpo policlonal gue & especifico relativamente & glicopro-
teina gE do virus de herpes bovino tipo 1, a uma parte desta
glicoproteina gE, a um peptideo derivado desta glicoproteina gE,
ou a um complexo formado pelas glicoproteinas gE e gI do virus de

herpes bovino tipo 1.

192 - Composigdo de vacina para a vacinagao de animais,
em particular mamiferos, mails especialmente bovinos, com o
objectivo de os proteger do virus de herpes bovino tipo 1,
caracterizada por compreender um mutante do virus de herpes
bovino tipo 1 de acordo com gualquer uma das Reivindicagdes 1-12,

e um veiculo ou adjuvante adequados.

208 - Composicdo de vacina para a vacinagdo de animais,
em particular mamiferos, mais especialmente bovinos, com o
objectivo de os proteger de um agente patogénico, caracterizada
por compreender um mutante do virus de herpes bovino tipo 1 que
apresenta uma delecgdo no gene da glicoproteina dE e contém um
gene heterdlogo dque foi introduzido por meio de técnicas de
recombinacdo de DNA e gue codifica uma proteina ou peptideo
imunogénicos do agente patogénico, e um veiculo ou adjuvante

adeguados.

212 - Equipamento ("kit") de diagndéstico para a detec-
¢do de Acido nucleico de virus de herpes bovino tipo 1 numa
amostra, em particular numa amostra bioldédgica tal como sangue ou
soro sanguineo, células existentes no sangue, leite, fluidos do
corpo tais como lagrimas, fluido de lavagem dos pulmdes, fluido

nasal, esperma, em particular sémen, saliva, expectoragdo ou



tecidos, em particular tecidos do sistema nervoso, proveniente de
um animal, em particular de um mamifero, mais especialmente de um
bovino, caracterizado por compreender uma sonda ou iniciador de
dcido nucleico com uma sequéncia de nucledtidos derivada do gene
da glicoproteina gE do virus de herpes bovino tipo 1, e um meio
de detec¢do adequado para um teste de detecgdao de acidos nuclei-

Ccos.,

222 - Equipamento de diagndéstico para a detecgdo de
anticorpos especificos relativamente ao virus de herpes bovino
tipo 1, numa amostra, em particular numa amostra bioldgica tal
como sangue ou soro sanguineo, saliva, expectoragdo, fluidos do
corpo tais como lagrimas, fluido de lavagem dos pulmdes, fluido
nasal, leite ou tecidos, proveniente de um animal, em particular
de um mamifero, mais especialmente de um bovino, caracterizado
por compreender glicoproteina gE do virus de herpes bovino tipo
1, uma parte desta glicoproteina gE, um peptideo derivado desta
glicoproteina gE, ou um complexo formado pelas glicoproteinas gE
e gI do virus de herpes bovino tipo 1, e um meio de detecgdo
adequado para um teste de detecg¢do de anticorpos.

2328 ~ Equipamento de diagnéstico de acordo com a
reivindica¢do 22, caracterizado por compreender ainda um ou mais
anticorpos especificos relativamente & glicoproteina gE do virus
de herpes bovino tipo 1, ou a um complexo formado pelas glicopro-
teinas gE e gI do virus de herpes bovino tipo 1.

242 ~ Equipamento de diagnéstico para a detecgdo de
proteina do virus de herpes bovino tipo 1, numa amostra, em
particular numa amostra biolégica tal como sangue ou soro sangui-
neo, células existentes no sangue, leite, fluidos do corpo tais
como lagrimas, fluido de lavagem dos pulmdes, fluido nasal,

esperma, em particular sémen, saliva, expectoragdo ou tecidos, en



particular tecidos do sistema nervoso, proveﬁiente de um animal,
em particular de um mamifero, mais especialmente de um bovino,
caracterizado por compreender um anticorpo especifico relativa-
mente & glicoproteina gE do virus de herpes bovino tipo 1, ou a
um complexo formado pelas glicoproteinas gE e gI do virus de
herpes bovino tipo 1, e um meio de detecgdo adeguado para um

teste de detecgdo de proteinas.

252 - Método de determinagdo da infecgdo por virus de
herpes bovino tipe 1 num animal, em particular num mamifero, mais
especialmente num bovino, caracterizado por compreender o exame
de uma amostra proveniente do -animal, em particular uma amostra
bioldgica tal como sangue ou soro sanguineo, células existentes
no sangue, esperma, em particular sémen, saliva, expectoragio,
fluidos do corpo tais como lagrimas, fluido de lavagem dos
pulmdes, fluido nasal, leite ou tecidos, em particular tecidos do
sistema nervoso, relativamente & presenga de &cido nucleico que
inclua o gene da glicoproteina gE do virus de herpes bovino tipo
1 ou & presenca da glicoproteina gE do virus de herpes bovino
tipo 1 ou de um complexo formado pelas glicoproteinas gE e gI do
virus de herpes bovino tipo 1, ou & presenga de anticorpos
especificos relativamente & glicoproteina gE do virus de herpes
bovino tipo 1, ou a um complexo formado pelas glicoproteinas gE e
gI do virus de herpes bovino tipo 1.

2628 - Método de determinagdo da infecg¢do por virus de
herpes bovino tipo 1 num animal, em particular num mamifero, mais
especialmente num bovino, caracterizado por compreender o exame
de uma amostra proveniente do animal, em particular uma amostra
bioldgica tal como sangue ou soro sanguineo, células existentes
no sangue, esperma, em particular sémen, saliva, expectoracdo,
fluidos do corpo tais como lagrimas, fluido de lavagem dos

pulmdes, fluido nasal, leite ou tecidos, em particular tecidos do



gictema nervoso, relativamente & presenga de acido nucleico que
inclua o gene da glicoproteina gE do virus de herpes bovino tipo
1 ou a presenca do gene da glicoproteina gE do virus de herpes
bovino tipo 1 ou de um complexo formado pelas glicoproteinas gE e
gI do virus de herpes bovino tipo 1, ou a presenga de anticorpos
especificos relativamente a glicoproteina dE do virus de herpes
bovino tipo 1 ou a um complexo formado pelas glicoproteinas gE e
gI do virus de herpes bovino tipo 1, sendo a amostra a analisar
proveniente de um animal que fol vacinado com uma preparagdo de

vacina de acordo com a reivindicagdo 19.

Lisboa, 25 de Agosto de 1992

;_\

SRR

J. PEREIRA DA CRUZ

Agente Oficial da Propriedade Industtial

RUA VICTOR CORDON, 10-A 3¢
1200 LISBOA
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A .

memmeeeececccacae> gE regil0 ProOmMOLOra--s==--cececccemccacaaoaaa>

5’ GAGCGGCCCCACCGLCGICEEGTIGIIAAATGGGTCTCGCGUGGLTCGTGGTICCACACCGLCGTAGAA
r

ceemm->|<e---e----- Sequéncia de repetigao invertida...ea..o.aii.. ...

CCACGCGC | TGCGAGGCEGGECTIGSTGGCTGECGACTCTITAAGGEGTGCCGCCACGAGCAAGAAGACGST

es=e==msc--------Sequéncia de repetigdo invertdde---------- coesescecaa

CIGTATGCTATGCTCICGICGGACTATTTICCGGTGETGOOCTCGTCCAAGCCIITICOTGET AXAGTT 3

B(I

. . ., r Sequéncia de
Fronteira da sequéncia  curta unica | repeticido invertida
de repetlgao OpOStAt . GGCACCSSICICSGA| TECCAGEESTIGITTISS
(sequéncia invertida) * k[

Regido recombinada

it N ot N atakl sdatalel Kol alelod N aloloiatalelal ol ol
. CCuvnur.:benG\.uvl TGICAGGTGEGSTTICSG

TH

8(I)

r

Regiao recombinada : CCGTGAGAACTACCGC | TGICACTTTIGSECTIES
*Wm*“'l x* x * =

Registo gE tipo : CCGGAGaACTAGCGLIGAGCTTCSCTGICINTS

selvagem | g= lider -..>

FIG.12
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CTACCACGCCGCGGGCGACTGCTTCGTTATGCTGCAGACGACCGCGTTCGCCTCCTGCCC
Yy #H A A G A CPF V ML Q TT AT F AS C P
70 80 90 10? 110 120

| | |

CGCGTCGCGAACGACGCCTTITCGCTCCTGCCTGCACGCCGACACGCGCCCCGCTCGCAG

@

R vV A N D AVF R S CUL HAD TR P A R §

13? 14? 150 160 170 18?

CGAGCGGCGCGLCGAGCGCCGLGGTCGAAAACCACGTGCTCTTCTCCATCGCCCATCCGLG

E R R A S A AV ENUHWV L F S I A H P R

19? 20? _21? 220 230 240
CCCAATAGACTCAGGGCTCTACTTTCTGCGCGTCGGCATCTACGGCGGCACCGCGGGCAG
» I b § ¢ L ¥ rr L RV G I Y G G T A G s

250 26 27? 280

F] e—O

CGAGCGCCGCCGAGACGTCTTTCCCTTGGCCGCGTTTGTACACA

E R R R DV F P L A A F V H

FIG. 13
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Tabela de composigao

de simbolos:

BHV1

PRV

HSV1

vZv

BHV1

PRV

HSV1

vzv

DAYHOFF .DAT ;" gap penalty": 8

1 10 20 30 40 S0
YHAAGD . CFVMLQTTAFASCPRVAN. AFRSCLHADTRP ‘&RSERRASAAVENHVLFSIA
* s dd s ke gk drdede Ak *e
RLDP‘('.RA CYTREYAAEYDLCPRVHHEAFRGCLR. KR EPLA.RRASAAVEARRLLFVS
* e wk K 1 * *k *
"1GHK CP‘{WHVVTVI‘ACE"{RPA.VAFALCRATDSTH SP‘&YPTLL"ILAOQPLLRVO
* * ke kow: Kk R T3 % * vk
YADTVAFCFRSVQVIRYDGCPRIRTSAFIS C‘LYIQ{SWHYG\ISTDRISTEPDAGV‘{IKI T
1 10 20 30 40 50

60 70 80 90 93
HPRPIDSGLYFIRVGIYGG. TAGSERRRDVFPLW
Tk ok ok ok ok kk * * * *
RPAPPDAGSYVIRVR. .NG. 'I"'DLFVL"'ALVPP“\GRPHLL
* *k dekkkk P *
RATRDYAGVY‘VLRWVGDAPNAS LFV‘LG‘(AIAAEG
s dekkekdk ke kekke - *
;(PGI\IDAGVYVLI.VRLDHSRS TDGFILGVNVYTAG
70 80 90 94

FIG.14
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