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(57) Resumo: METODOS DE ADMINISTRAGAO DE VACINA,
CALICIVIROSES DE FELINO, E TRATAMENTOS PARA IMUNIZAR
ANIMAIS CONTRA PARAOVIRUS FELINO E HERPES VIRUS DE
FELINO. A presente invengéo refere-se a uma vacina para imunizar
gatos contra virus de felinos. A presente invengéo também refere-se a
um clone de acido nucléico que codifica a proteina de capsideo do
calicivirus de felino isolado. A presente invengéao também refere-se a
uma vacina viva ou morta que compreende o calicivirus de felino
isolado, uma vacina de subunidade que compreende a proteina de
capsideo do calicivirus de felino isolado, uma vacina de acido nucléico
que compreende um clone de acido nucléico do calicivirus de felino
isolado, e uma vacina de vetor de virus recombinante que compreende
acido nucléico que codifica a proteina de capsideo do calicivirus de
felino isolado. A presente invengdo também refere-se a um méto- do
para identificar um calicivirus de felino Uutil para produzir uma
composi¢ao de vacina e a ensaios para diagnosticar gatos infectados
com calicivirus de felino. Também descrito € um método para imunizar
animais, especialmente gatos, contra doenga, em particular contra
calicivirus de felino (FCV). O mé- todo inclui administrar a um gato
quantidades terapeuticamente eficazes da primeira e segunda vacina
de FCV. A primeira vacina ¢é administrada oralmente ou
parenteralmente (por exemplo, subcutaneamente, intramuscularmente,
e outros). A segunda vacina ¢é administrada oralmente ou
oronasalmente N dias seguinte a administragdo da primeira vacina,
onde N é um nuUmero inteiro de 3 a 120, inclusive. Uma terceira
administragdo de vacina também pode ser dada. A presente invengao
também descreve métodos e materiais para tratar e imunizar animais
com vacina, e em particular gatos contra ambos FPV ou Parvovirus de
Felino que também foi chamado Panleucopenia ou FPL e contra outra
doenga, FHV ou HERPES VIRUS de Felino que também foi chamado
Virus de Rinotraqueite de Felino.
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Ploctyllid. &

Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "METODOS
DE ADMINISTRA(}AO DE VACINA, CALICIVIROSES DE FELINO, E TRA-

- TAMENTOS PARA IMUNIZAR ANIMAIS CONTRA PARAOVIRUS FELINO

E HERPES ViRUS DE FELINO".
CAMPO DE INVENCAO
A presente invengao refere-se ao fornecimento de modos para

administrar varias vacinas a varios animais. Descrevem-se varios calicivirus
de felino isolados (FCV). Descrevem-se métodos de apresentar vacinas de
FCV para gatos. A presente invengao também refere-se aos clones de acido
nucléico que codificam calicivirus de felino. Refere-se as proteinas de capsi-
deo de FCV, vacinas mortas ou vivas, uma vacina de subunidade que com-
preende a proteina de capsideo, uma vacina de acido nucléico, e uma vaci-
na de vetor de virus recombinante que compreendem &cidos nucléicos que -
codificam a proteinavde capsideo do calicivirus de felino isolado. A presente
invengdo também refere-se a um método para identificar um calicivirus de

felino dtil para produzir uma composigdo de vacina e ensaios para diagnosti-

car gatos infectados com calicivirus de felino. A presente invengdo também
fornece modos para administrar vacinas de FCV novas e velhas a felinos.
ANTECEDENTES DA INVENCAQ

o Calicivirus sdo reportados ser uma causa importante de doenga

em gatos. Uma ampla variedade de sintomas é observada tal como febre,
rinite, espirro, conjuntivite branda, escorrimento ocular, vesiculas nas narinas
externas, mucosa oral ou sobre a lingua, pneumonia, bronquite traquea‘l,
diarréia, sensibilidade muscular, stiff gate, e hiperestesia. As infecgdes bac-
terianas oportunistas acompanham freqlientemente infecgdes de FCV, o que
complica o tratamento e a recuperagdo. As infecgdes de FCV severas po-
dem levar a morte, especialmente em gatos juvenis. Deve-se notar que tais
sinais, embora reportadamente comuns 'em casos naturais, nem sempre sao
proeminentes em infecgdes experimentais. Parece que varias cepas de
campo de calicivirus de felino (FCV) ou diferem em seu potencial causador
da doenga, ou que a infecgdo concomitante com butros agentes influencia os

sintomas da doenca.
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As vacinas contra calicivirus de felino estiveram disponl'veis‘ du-
rante mais dé duas décadas. Embora numerosos sorotipos de FCV éxistam,
descobriu-se que certas cepas, tal como F9, induzem anticorpos cohtra uma
ampla faixa de cepas de FCV. Veja J. L. Bittle & W. J. Rubic, Am. J. Vet.
Res. 37:275-78 (1976). Como resultado, as vacinas mais antigas contra cali-
civirus de felino empregaram uma versdo modificada ou atenuada da cepa
de FCV-F9. Veja Patente dos Estados Unidos N° 3.937.812 por J. L. Bittle &
W. J. Rubic, que esta aqui incorporada por referéncia em sua totalidade.

Ao mesmo tempo onde as vacinas de FCV-F9 e outras vacinas
comercialmente disponiveis fornecem prote¢do de muitos isolados de cam-
po, ndo é verdade que estas vacinas previnem infecgao de todas as cepas.
Além disso, como FCV continua evoluindo; a vacina com base em FCV-F9
fornece protegdo contra cada vez menos isolados de campo (Lauritzen e
outros, 1997, Vet. Microbiology, 56:55-63). Além dissd, médicos veterinarios
expressaram preocupagdes sobre a eficicia de vacinas com base em um
unico soroﬁpo..Na realidade, estudos de campo sugerem vacinas derivadas
da cepa de FCV-F9 fornecerh imunidade insuficiente contra muitas cepas de
calicivirus de felino. Veja, por exemplo, N. C. Pederson e outros, Feline
Pract. 13(1):26-35 (1983); S. Dawson e outros, Vet. Rec. 132:346-50 (1993).
Os médicos também aumentaram as preocupagdes sobre a administragéo
de um virus vivo modifiéado que pode, em algumas circunstancias, causar
doenga em animais de outro modo saudaveis. Os pesquisadores reportaram
que a dosagem oral'inadvertida de uma vacina de FCV subcutanéamente_
administrada resultou em doenga aguda. Veja, R. C. Povey, Feline Pract,
7(5):12-16 (1977). H4, portanto, interesse continuo em desenvolver uma va-
cina que sozinha ou em combinagdo com outras vacinas, fornega a protegéo
desejada em vacinagdo de um gato. Foram descritos vérios isolados que
foram isolados de gatos e fornecem um meio de fornecer ampla protegdo em
gatos imunizados.

DESCRICAO DE INFORMACAOQ
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SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengao fornece cepas e refere-se aos varios calici-
virus de felino isolados (FCV). Também descreve métodos para apresentar
vacinas a animais e particularmente, vacinas de FCV a gatos. A presente
invengdo também refere-se aos clones de acido nucléico que codificam cali-
civirus de felino. Refere-se as proteinas de capsideo de FCV, vacinas vivas
e mortas, uma vacina de subunidade que compreende a proteina de capsi-

deo, uma vacina de acido nucléico, e uma vacina de vetor de virus recombi-

nante que compreende acidos nucléicos que codificam a proteina de capsi-
deo do calicivirus de felino isolada. A presente invengdo também refere-se a
um meétodo para identificar um calicivirus de felino Gtil para produzir uma
composicao de vacina e ensaios para diagnosticar gatos infectados com ca-
licivirus de felino. A presente invengdo também fornece modos para adminis-
trar vacinas de FCV novas e velhas a felinos. Também descritos aqui sdo
métodos e materiais para tratar e imunizar animais com vacina, e em particu-
lar gatos, contra ambos o FPV ou Parvovirus Felino que também foi chama-
do Panleukopenia ou FPL e contra outras doengas, FHV ou HERPES ViRUS
de Felino que também foram chamados Virus de Rinotraqueite de Felino.
Descritas abaixo sdo as novas combinagdes de vacinas, que quando apre-
sentadas a um felino da maneira descrita permite liberagdo oraI/oral e
subg/oral eficaz de ambos FPV e ou vacinas de FHV.

Em particular, a presente invengéo descreve as seguintes vaci-
nas para imunizar gatos contra calicivirus de felino. Uma proteina de'capsn’-
deo de FCV-21 ou uma proteina de capsideo de FCV-21 isolada, (SEQ ID
13) e sequiéncias que tém pelo menos cerca de 91,2%, 95% e 99% de iden-
tidade. Uma vacina de DNA que compreende seqiiéncias de acido nucléico
que codificam para uma proteina de capsideo de FCV-21 ou uma proteina
de capsideo de FCV 21 isolada onde o referido DNA compreende uma se-
quéncia (SEQ. ID 12) e seqiéncias que tém pelo menos cerca de 78,7%, e
79,2% de identidade de seqliéncia e permitindo substituigdes conservado-
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ras.

Uma vacina que compreende uma proteina de capsideo de
FCV-49 ou uma proteina de capsideo de FCV-49 isolada onde a referida
proteina de~capsu’deo compreende uma sequéncia de proteina de cepa FCV-
49 (SEQ ID 15) e seqiiéncias que tém pelo menos cerca de 92,7%, 95% e -
99% de identidade; onde a referida proteina de capsideo é fornecida em
uma quantidade eficaz. Uma vacina de DNA que cdmpreende sequliéncias de
acido nucléico que codificam para uma proteina de capsideo de FCV-49 ou ‘
uma proteina de capsideo de FCV-49 isolada onde o referido DNA compre-
ende uma sequéncia (SEQ. ID 14) e seqUiéncias que tém pelo menos cerca
de 78,9%, isto é, 79,4% (78,9 + 0,5) identidade de sequiéncia e permitindo
substituigdes conservadoras.

Uma vacina qu'e compreende uma proteina de capsideo de
FCV-26391-4, ou uma proteina de capsideo de FCV-26391-4 isolada, onde
a referida proteina de capsideo compreende seqiiéncias de proteina de cepa

FCV-26391-4. Uma vacina que compreende uma proteina de capsideo de

FCV-26391-4 onde a referida proteina de capsideo compreende a séqﬁéncia
de proiel'na (SEQ ID 17) e seqliéncias que tém pelo menos cerca de 91,8%,
95% e 99% de identidade. Uma vacina de DNA que compreende sequéncias
de acido nucléico que codificam para uma proteina de capsideo de FCV-
26391-4 ou uma proteina de capsideo de FCV-26391-4 isolada onde o 'refe-v
rido DNA compreende uma sequéncia (SEQ. ID 16) e seqliéncias que tém

~ pelo menos cerca de 78,4%, isto &, 78,9% (78,4 + 0,5) de identidade de se-

quéncia. |

Uma vacina onde o polinucleotideo é selecionado do grupo que
consiste essencialmente em SEQ ID NOs. 12, 14, 16. As vacinas ou podem
estar sozinhas ou em qualquer combinagao das seguintes: onde contém um
adjuvante, onde o componente de FCV esta vivo, onde 0 componente de
FCV é atenuado, onde o componente de FCV é inativado, que pode incluir
pelo menos uma outra cepa de calicivirus de felino selecionada do grupo
que consiste em FCV-F9, FCV-LLK, FCV-M8, FCV-255, e FCV-2280.
Uma vacina para imunizar gatos contra calicivirus de felino que
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compreende uma sequliéncia de nucleotideo de uma proteina de capsideo de
FCV seleciohada do grupo que consiste em um polipeptideo que tem 93%
ou mais de identidade com SEQ ID NO. 13, 15, ou 17, onde o isolado de
FCV néo é cepa de 213-95, e onde a seqiéncia de acido nucléico é opera-
velmente ligada a uma sequiéncia promotora heteréloga, em uma quantidade
eficaz para produzir uma resposta imune, e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel. Uma vacina para imunizar gatos contra calicivirus de felino qué
compreende uma sequéncia de nucleotideo de uma proteina de capsideo de
FCV selecionada do grupo selecionado do grupo que consiste essencial-
mente em SEQ ID NOS. 12, 14 e 16. Uma vacina onde a seqiiéncia de nu-
cleotideo esta em qualquer dos seguintes: um plasmideo, um vetor de virus
recombinante, ou qualquer outro vetor de nucleotideo. o

Uma vacina onde o vetor de virus recombinante é selecionado
do grupo que consiste em virus de herpes de felino, poxvirus de guaxinim,
poxvirus de canario, adenovirus, virus de Semliki Forest, virus de Sindbis, e
virus de vacinia. '

Também ha descrigdes de uma composigdo imunogénica que
compreende um veiculo veterinariamente aceitavel de excipiente e uma ce-
pa isolada de FCV que se liga a um anticorpo monoclonal selecionado dos
anticorpos monoclonais descritos aqui como 23, 26, 41, 44 e 56. Em aigu-
mas versdes da invengdo, a composigdo imunogénica que compreende um
veiculo veterinariamente aceitavel de excipiente e uma cepa isolada de FCV
seletivamente de liga a um anticorpo monoclonal selecionado dos anticorpos
monoclonais descritos aqui como 23, 26, 41, 44 e 56. Estas composigdes
imunogénicas incluem composigdes onde a cepa de FCV é inativada, onde a
referida cepa de FCV € uma vacina, e onde a composigdo compreende um
adjuvante.

As vacinas descritas aqui podem incluir pelo menos um outro
patogeno de felino, selecionado do grupo que consiste em virus de herpes
de felino, virus de leucemia de felino, virus de imunodeficiéncia de felino,
Chlamydia pssittaci, e parvovirus de felino, virus de raivas e Bordetella bron-
chiseptica. A vacina pode também compreender adicionaimente ou ser ad-



10

15

20

25

30

ministrada com um adjuvante.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengéo fornece um regime de vacinagéo que signi-

ficantemente reduz a mortalidade associada com calicivirus de felino (FCV)
e realga o perfil de seguranga de vacinas de FCV. Além disso, o regime de
vacinagao reivindicado induz um perfil de neutralizagdo cruzada de soro
mais amplo do que os protocolos de vacina de FCV-F9 existentes, que deve-

riam fornecer imunidade melhor através de cepas diferentes do calicivirus de _

felino.

“Um aspectd da presente invengao fornece um método para imu-
nizar animais com vacinas, em particular, um gato contra calicivirus de feli-
no. Duas outras doengas de felino, FPV e FHV também tém novos tratamen-
tos descritos aqui. O método compreende administrar ao gato quantidades
terapeuticamente eficazes de uma primeira vacina, uma segunda vacina, e,
opcionalmente a administragdo de uma terceira de vacina também pode ser

dada ou dentro de 120 dias como acima, ou mais frequentemente, depois de-

cerca de um ano como um reforgo anual. A primeira vacina é administrada

parenteralmente (por exemplo, subcutaneamente, intramuscularmente, etc.). |
A segunda vacina é administrada oralmente ou oronasalmente cerca de N

dias seguinte a administragdo da primeira vacina, e a terceira vacina é admi-

nistrada parenteralmente, oralmente, ou oronasalmente cerca de M dias se-

guinte a administragdo da primeira ou segunda vacina. Aqui, N e M séo in-

dependentemente nimeros inteiros de 3 a 120, inclusive. Também preferido

é onde N é cérca de 3 semanas e cerca de 2-4 semanas. Além disso, foi

apresentado um aspeéto da inveng¢éo onde certas vacinas identificadas po-

dem ser administradas como duas doses orais, sem necessidade de uma
primeira administragéo de parenteral. Reforgos anuais também s3o aconse-
lhados. ' |

BREVE DESCRICAQ DA LISTAGEM DE SEQUENCIA

SEQ ID NO. 1:

Iniciador de oligonucleotideo, DEL-653

SEQ ID NO. 2:
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Iniciador de oligonucleotideo, DEL-651
SEQID NO. 3:

Iniciador de oligonucleotideo, FCV-SR N2,
SEQ ID NO. 4:

~ Iniciador de oligonucleotideo, FCV-SR N3,

SEQ ID NO. 5:

Iniciador de oligonucleotideo, FCV-SR N4,

SEQ ID NO. 6:

Iniciador de oligonucleotideo, FCV-SR N5,

SEQID NO. 7: ,

Iniciador de oligonucleotideo, FCV-SR N6,

SEQID NO. 8: ,

Iniciador de oligonucleotideo, FCV-SR N9, -

SEQID NO. 9:

Iniciador de oligonucleotideo, iniciador 2,

SEQ ID NO. 10: | |

Iniciador de oligonucleotideo, FCV-SR C4,

SEQID NO. 11:

Iniciador de oligonucleotideo, FCV-SR CS8,

SEQID NO. 12: |

Sequéncia de DNA de gene de capsideo de FCV-21

SEQ ID NO. 13:

Sequéncia de aminoécido codificada de gene de capsideo de FCV-21
SEQ ID NO. 14: | '

Sequéncia de DNA de gene de capsideo de FCV-49

SEQ ID NO. 15: |

Seqléncia de aminoacido codificada de gene de capsideo de FCV-49
SEQ ID NO. 16:

Sequéncia de DNA de gene de capsideo de FCV-26391-4
SEQIDNO.17:

Sequéncia de aminodcido codificada de gene de capsideo de FCV-26391-4
DEFINICOES E ABREVIACOES
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"Cerca de", quando empregado com relagdo a uma variavel nu-
mérica mensuravel, refere-se ao valor indicado da variavel e a todos os valo-

res da variavel que estdo dentro do erro experimental do valor indicado (por

exemplo, dentro do.intervalo de confidéncia de 95% pela média) ou dentro
de 10 por cento do valor indicado, qualquer que seja o maior, a menos que
aproximadamente seja empregado em referéncia aos intervalos de tempo
em semanas onde "cerca de 3 semanas”, é 17-25 dias, e cerca de 2-4 se-

~manas é 10-40 dias.

“Imunidade ativa" inclui tanto imUnidade humoral e/ou imunidade
mediada por célula cohtra virus de felino induzido por vacinagdo de um gato
com a vacina da presente invengao.

"Anticorpo” refere-se a uma molécula de imunoglobulina que po-
de se ligar a um antigeno especifico como o resultado de uma resposta imu-
ne aquele antigeno. As imunoglobulinas sdo proteinas de soro compostas de
cadeias de polipeptide‘o "leves" e "pesadas" tendo regides "constantes" e
"variaveis", e séo divididas em classes (por exemplo, IgA, IgD, IgE, IgG, e
IgM) com base na composigdo das regides constantes. Um anticorpo que é
“especifico” para um determinado antl'geno indica que as regides variaveis |
do anticorpo reconhecem e ligam um antigeno especifico exclusivamente -
por exemplo, o anticorpo pode distinguir uma proteina de capsideo particular
de outras proten’nas conhecidas em virtude de diferengas mensuraveis em
afinidade de ligac&o, apesar da existéncia de identidade de seqiiéncia locali-
zada, homologia, ou similaridade entre proteinas de capsideo e outros poli- -
peptideos. Os anticorpos especificos também podem interagir com outras
proteinas (por exemplo, proteina A de Staphylococcus aureus, ou outros an-
ticorpos em técnicas de ELISA) por interagdes com sequéncias fora da regi-
ao variavel dos anticorpos, e, em particular, nas regides constantes da molé-
cula. Os ensaios de avaliagdo para determinar a especificidade de ligagao
de um anticorpo sdo bem conhecidos. Para uma discussao inclusiva de tais
ensaios, veja Harlow e outros (ed.), Antibodies: A Laboratory Mannual Capi-
tulo 6 (1988). Os anticorpos também podem reconhecer e ligar fragmentos

-de proteinas de capsideo de FCVs, contanto que os anticorpos sejam espe-
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cificos para proteina de capsideo de FCVs. Os anticorpos podem ser produ-
zidos empregando métodos conhecidos na técnica.

"Antigeno” ou "imundgeno”, refere-sem a uma molécula Cjue con-
tém um ou mais epitopos (linear, conformacional ou ambos) que em exposi-
¢&o a um individuo induzird uma resposta imune que é especifica para aque-
le antigeno. Um epitopo é o sitio especifico do antigeno que se liga a um
receptor de célula T ou anticorpo especifico, e tipicamente compreende cer-
ca de 3 residuos de aminoécido a cerca de 20 residuos de aminoacido. O
termo antigeno refere-se aos antigenos de subunidadé - antigenos sépara-
dos e discretos de um organismo inteiro com o qual o ahtl’geno é associado
em natura - bem como bactérias, virus, fungos, parasitas ou outros micro-
bios mortos, atenuados ou inativados. O termo antigeno também refere-se
aos anticorpos, tal como anticorpos de antiidiétipo ou fragmentos destes, e
aos mimotopos de peptideo sintéticos que podem imitar um antigeno ou de-
terminante antigénico (epitopo). O termo antigeno também refere-se a um
oligonuclebtl'deo ou polinucleotideo que expressa um antigeno ou determi- -
nante antigénico in vivo, tal como em aplicagdes de imunizagdo de DNA.

"Excipiente" refere-se a qualquer componente de uma vacina
que nao seja um antigeno.

FELOCELL 3 é FELOCELL 4 sem Chlamydia psittaci. _

. FELOCELL 4 contém virus de riotraqueite de felino vivo modifi-
cado [FHV], calicivirus [FCV-F9], virus de panleucopénia [FPV] e Chlamydia
psittaci [FCp]. VFELOCELL 4 A contém virus de riotraqueite de felino vivo mo-
dificado [FHV], calicivirus [FCV-21], virus de panleucopénia [FPV] e Chlamy-
dia psittaci [FCP]. FELOCELL 4 A é FELOCELL 4 sem FCV-F9, porém com
FCV-21. FELOCELL 3 A é FELOCELL 3 sem FCV-F9, pé)rém com FCV-21.
Felocell® 4, Felocell 4, ou FELOCELL 4 ou aquelas palavras seguidas pelo
ndmero "3" ou "4" sdo vacinas onde qualquer variagao do nome Felocell é
possuido por Pfizer. ,

"Primeira vacina, "segunda vacina", "terceira vacina®, e similares,
referem-se as vacinas separadamente administraveis que podem ser iguais
ou diferentes, e que em geral podem ser administradas em qualquer ordem.
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. Desse modo, uma terceira vacina pode ser administrada a um individuo an-

tes ou depois de uma segunda vacina. ,
“Identidade" com respeito ao percentual de "identidade" de se-
quéncia de -amindécido com respeito aos polipeptideos, é aqui definida como
o percentual de residuos de aminoacido na seqiiéncia candidata que sdo
idénticas com os residuos nas sequiéncias alvos apds alinhar ténto as se-
quéncias quanto as entradas de introdugéo, se necessario, para obter o per-
centual maximo de identidade de sequiéncia. O percentual de identidade de |

sequéncia é determinado através de métodos convencionais. Brevemente, o

as duas seqléncias de aminoacido sdo alinhadas para otimizar as classifi-
cagbes de alinhamento empregando o algoritmo de Clustal W (Thompson e
outros; Nuc. Ac. Res. 22:4673-4680: 1994) e matriz de peso PAM250 (Da-
yhoft e outros, "Atlas of Protein Sequence and Structure.” National Biomedi-
cal Research Foundation. Washington, DC 5:345-358 (1978) e parametros
default quando fornecidos pelo programa MegAlign (DNASTAR, Inc.; Madi-

son, WI). A tabela de matriz de peso de PAM250 é apresentada como TA-

BELA 1-1 (os aminoécidos sdo indicados pelos cédigos de uma letra pav-

drbes).

TABELA 1-1

C S TP AGNDEU QHU RIKMTILTUVTFYW
C 12

S 0 2

T 2 1 3

P3 1 0 6

A2 1 1 12

G3 1 0-1 15

N4 1 0 -1 00 2

D-5 0 0 -1 01 2 4

E-5 0 0 100 1 3 4

Q-5 -1 -1 00 -1 1 2 2 4
H-3 -1 -1 0-1-22 1136
R4 0 -1 0230- 1126
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I 21 0 -2 -1-3 222 22 2 225

L6-3 -2 3 24 3 43 22 3 3 42 6
V2.1 01 0-1 22 2 222 2 2 4 2 4

F4 3 3.5 4 5 46 5 .5 2 4 5 01 2 <1 9
Y03 3 5.3 -5 24 4 40 4-42-1-12 17 10
w

% 2 56 -6 7 -4-7 7 53 2345 260 0 17
O percentual de identidade é entdo calculado como:
Numero.total de pares idénticos x 100

[comprimento da seqliéncia mais longa +numero de aberturas
introduzido na sequiéncia mais longa para alinhar as duas sequéncias]

"Resposta imune" em um individuo refere-se ao desenvolvimen-
to de uma resposta imune humoral, uma resposta imune celular, ou uma res-
posta imune humoral e uma celular para um antigeno. Uma “resposta imune
humoral" refere-se a uma que € mediada pelos anticorpos. Uma "resposta
imune celular" é uma mediada por linfécitos T ou outros mastécitos ou am-
bos, e inclui a produgéo de citocinas, quimiocinas e moléculas similares pro-
duzidas por células T ativadas, mastdcitos, ou ambos. As respostas imunes
podem ser determinadas empregando imunoensaios padrdo e ensaios de
neutralizagado, que sdo cohhecidos na técnica.

"Quantidade imunologicamente protetora” ou "quantidade eficaz
para produzir uma resposta imune" de um antigeno é uma quantidade eficaz
para induzir uma resposta imunogénica no recipiente que é adequado para
prevenir ou melhorar sinais ou sintomas de doenga, inclusive efeitos de sau-
de adversos ou complicagbes destes, causados pela infecgdo com o agente
de doenga e em particular com calicivirus de felino. Ou imuhidade humoral
ou imunidades mediadas por célula, ou ambas podem ser induzidas. A res-
posta imunogénica de um animal a uma composi¢ao de vacina pode ser
avaliada, por exemplo, indiretamente através da medicdo de titulos de anti-
corpo, ensaios de proliferagdo de linfdcito, ou diretamente através do monito-
ramento de sinais e sintomas apés o desafio com a cepa tipo silvestre. A
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imunidade protetora concedida por uma vacina pode ser avaliada medindo,
por exemplo, a redugdo nos sinais clinicos tal como mortalidade, morbidez,
numero de temperatura e condigéo fisica total e saude total e desempenho
do individuo. A résposta imune pode compreender, sem limitagdo, indugao
de imunidade celular e/ou humoral. A quantidade de uma vacina que é tera-
peuticamente eficaz pode variar dependendo do virus particular empregado,
ou da condig&o do gato, e pode ser determinada por um médico veterinario.

| A administragéo de “intranasal" refere-se & introdugdo de uma
substancia, tal como uma vacina, no corpo'de um ‘individuo através de ou
por via do nariz e envblve o transporte da substancia principalmente pela
mucosa nasal.

"Isolado”, quando empregado para descrever qualquer substan-
cia particularmente definida, tal como um polinucleotideo ou um polipepti-
deo, refere-se  substancia que é separada do ambiente celular original no
qual a substéncia tal como um polipeptideo ou acido nucléico normalmente é

encontrada. Como empregado aqui entao, por via de exemplo somente, uma:

cepa de célula recombinante construida com um polinucleotideo da ihvengéo
faz uso do acido nucléico "isolado". Alte‘rnativamente, a proteina de capsideo |
de FCV ou um fragmento imunogénico especifico pode ser empregado como
uma vacina, desse modo seria considerada ser isolada porque foi identifica-
da, separada e até certo ponto purificada quando comparada a como ela
pode existir em natura. Se a proteina de capsideo ou um fragmento imuno-
génico especifico desta é produzido em uma bactéria recombinante ou vetor
de expressdo de eucariota que produz o antigeno, ela é considerada existir -
como uma proteina isblada_ou como um &cido nucléico. Por exemplo, uma
cepa de célula recombinante construida com um polinucleotideo faz uso de
um &cido nucléico “isolado". _ '
"Anticorpo monoclonal" refére-se aos anticorpos produzidos por
uma unica cepa de células de hibridoma, todos voltados a um epitopo em
um antigeno particular. O antigeno empregado para preparar o0 anticorpo
monoclonal pode ser fornecido como uma protel’ha isolada do patégeno ou o
patdgeno inteiro. Um hibridoma é uma cepa de célula clonal que consiste em
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células hibridas formadas pela fusdo de uma célula de mieloma e uma célula
produtora de -anticorpo especifica. Em geral, os anticorpos monoclonais sio
de origem de camundongos; entretanto, o anticorpo monoclonal também
refere-se a uma populagédo clonal de.um anticorpo feito contré,'um epitopo

“particular de um antigeno produzido por tecnologia de exibi¢éo de fago ou

método que seja equivalehte'a exibicéo de fago ou células hibridas de ori-
gem de ndo camundongos. |
 "Dia N", periodo ou intervalo "N" de tempo ou "M dias" seguinte
um evento refere-sem, respectivamente, a qualquer hora no N2 ou Me dia
apos o-evento. Por exemplo, a vacinagéo de um individuo com uma segunda
vacina 3 dias seguinte a administragdo de uma primeira vacina significa que
a segunda vacina é administrada qualquer em qualquer hora a no 3? dia a-
pds a primeira vécina. Esta descrigédo é freqijentemente aplicada ao intervalo

eentre uma primeira e segunda vacinagao. Tipicamente, o intervalo N preferi-

do é cerca de 3 semanas, ou 17-25 dias, porém também comum é de cerca
de 2, 4 semanas ou 10-40 dias, e as invengdes aqui sdo eficazes com perio-
do "N" de tempo dentre 3 e 120 dias.

Administragéo "oral" ou "peroral" refere-se a introdugdo de uma
substéncia, tal como uma vacina, no corpo de um individuo através de ou
por via da boca e envolve engolir ou transportar pela mucosa oral (por e-
xemplo, absor¢ao bucal ou sublingual) ou ambos

Administragao "oronasal" refere-se a introdugdo de uma subs-
tancia, tal como uma vacina, no corpo de um individuo através de ou por via
do nariz e da boca, é;omo ocorreria, por exemplo, colocando-se uma ou mais
gotinhas no nariz. A administragéo oronasal envolve processos de trahsporte

- associados com administragéo oral e intranasal.

A "administragdo parenteral refere-se & introdugdo de uma
substéancia, tal como uma vacina, no corpo de um individuo através de du
por via de uma via que nio inclua o trato digestivo. A administragdo parente-
ral inclui administra¢éo subcuténea, administragdo intfamuscular, adminis-
tracao transcuténea; administragdo intradérmica, administragdo intraperito-
neal, administragdo intra-ocular, e administracao intravenosa. Com a finali-
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dade desta descrigao, a administragdo de parenteral exclui vias de adminis-
tracao que principalmente envolvam o transporte da substdncia por tecido
mucoso na boca, nariz, traquéia, e pulmoes.
~"Imunidade passiva" refere-se a prote¢do contra calicivirus de
felino fornecido a um gato como um resultado de vacinar o gato com uma
vacina que compreende anticorpos contra a cepa de FCV ou um componen-
te imunogénico ou fragmento de um componente deste.
| “Farmaceuticamente aceitavel’ refere-se as substancias, que
incluem-se no escopo do julgamento médicb preciso, adequadas para uso
em contato com os tecidos de individuos sem toxicidade, irritagdo, resposta
alérgica impropria, e outros, comensuraveis com uma relagdo risco para be-
neficio razoavel, e eficazes para seu uso pretendido.
"Anticorpo policlonal" refere-se a uma populagdo misturada de
anticorpos feita contra um patégeno ou antigeno particular. Em geral, a po-
pulagdo contém uma variedade de grupos de antico'rpo, cada grupo voltado

a um epitopo particular do patégeno ou antigeno. Para preparar anticorpos
“policlonais, o patégeno inteiro ou um antigeno isolado é introduzido por ino-

culagdo ou infecgdo em um hospedeiro' 0 que induz o hospedeiro a preparar |
anticorpos contra o patégeno ou antigeno.

A administragdo "respiratéria” refere-se a introdugdo de uma
substancia, tal como uma vacina, no corpo de um individuo através de ou
por via de inalagdo de uma substancia nebulizada (atomizada). Em adminis-
tragao respiratéria, 0 mecanismo de transporte primario envolve absor¢do da
substancia atomizada pela mucosa na traquéia, brénquios, e pulmées e é
entao diferente daquela administragao intranasal ou peroral. ‘

"Dosagem unica administrativa" significa administrar em ou cer-
ca do mesmo dia, isto é, todos os componentes administrados dentro de
cerca de 1 dia. Os componentes podem ou nao estar em um unico recipien-
te. |

"Especifico para“, quando empregado para descrever anticorpos
da invengao, indica que as regides varidveis dos anticorpos da invengao re-

.conhecem e ligam uma cepa de virus especifica exclusivamente (isto é, sdo
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capazes de distinguir uma proteina de capsideo de FCV particular de outras
proteinas cohhecidas em virtude de diferengas mensurdveis na afinidade de
ligagao, apesar da existéncia de identidade, homologia, ou simil_aridade de
sequéncia localizada entre a proteina de capsideo de FCVs e tais polipepti-
deos). Sera entendido que anticorpos especificos também podem interagir
com outras proteinas (por exemplo, proteina A S. aureus ou outros anticor-
pos em técnicas de ELISA) por interagéés com sequéncias fora da regido
variavel dos anticorpos, e, em patrticular, na regiéo constante da molécula.
Os ensaios de avaliagdo para determinar especificidade de ligagdo de um
anticorpo da invengdo sdo bem conhecidos e habitualmente praticados na
técnica. Para uma discusséo inclusiva de tal ensaio, Veja Harlow e outros
(Eds.), Antibodies: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory;

Cold Spﬁng Harbor, NY (1988), Capitulo 6. Os anticorpos que reconhecem e
ligam fragmentos das proteinas de capsideo de FCVs da invengdo também
sao contemplados, contanto que os anticorpos sejam especificos para prote-
ina de capsideo de FCVs. Os anticorpos da invengdo podem ser produzidos
empregando qualquer método bem conhecido e habitualmente praticados na
técnica. _
| O “fragmento imunogénico especifico” é significado uma porgao
de uma sequéncia que é reconhecivel por um anticorpo que é especifico
para a sequéncia, como definido em detalhes abaixo.

"Individuo” refere-se a qualquer animal tendo um sistema imune,
que inclui mamifero tal como gatos. |

*Vacina de subunidade" refere-se a um tipo de vacina que inclui
um ou mais antigenos, porém nem todos os antigenos, que sdo derivados
de ou homdlogos a, antigenos de um patégeno de interesse, tal como um
virus, bactéria, parasita ou fungo. Uma tal composigéo é substancialmente
livre de células de patégeno intactas ou particulas patogénicas, ou o lisado
de tais células ou particulas. Desse modo, uma vacina de subunidade pode
ser preparada de polipeptideos pelo menos parcialmente purificados, ou
substancialmente purificados, imunogénicos do patégeno ou seus analogos.
Os métodos para obter um antigeno ou antigenos na vacina de subunidade
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incluem técnicas de purificagdo padrao, producdo recombinante, ou sintese
quimica.

"TCIDso" refere-se a "dose infecciosa de cultura de tecido" e é
deflmdo como aquela diluicdo de um virus requerido para infectar 50% de
uma determinada batelada de culturas de célula inoculadas. Varios métodos.
podem ser empregados para calcular TCIDsg, incluindo o método de Spear-
man-Karber que é utilizado ao longo desta especificagdo. Para uma descri-

.¢ao do método de Spearman-Karber, veja B. W. Mahy & H. O. Kangro Viro-

logy Methods Mannual 25-46 (1996).

"Quantidade terapeuticamente eficaz", no contexto desta descri-
¢ao, refere-se a uma quantidade de um antigeno ou vacina que induziriam
uma resposta imune em um individuo (por exemplo, gato) recebendo o anti-
geno ou vacina que. seja adequado para prevenir ou melhorar os sinais ou
sintomas da. doerig:a; incluindo efeitos de saude adversos ou complicagtes
destes, causados por i'nfecgéo' com um patdgeno, tal como um virus (por

exemplo, FCV), bactéria, parasita ou fungo. Imunidade humoral ou imunida-

de mediada por célula ou tanto imunidade humoral quanto mediada por célu-
la pode ser induzida. A resposta imunogénica de um animal a uma vacina
pode ser avaliéda, por exemplo, indiretamente através da medigdo de titulos
de anticorpo, em saios de proliferagéo de linfécito, ou diretamente através do
monitoramento dos sinais e sintomas apds o desafio .com cepa tipo silvestre.
A imunidade protetora concedida por uma vacina pode ser avaliada medin-
do-se, por exemplo, a redugdo nos sinais clfnicos tal como mortalidadé,
morbidez, nimero de temperatura e condigao fisica total e desempenho e
saude total do individuo. A quantidade de uma vacina que é terapeuticamen-
te eficaz pode variar dependendo do virus particular empregado, ou da con-
digao do individuo, e pode ser determinada por um médico.

“Tratar" refere-se a reverter,Aaliviar, inibir o progresso de, ou pre-
venir um disturbio, condicdo ou doenga as quais tal termo se aplica, ou a
prevenir um ou mais sintomas de tal disturbio, condigdo ou doenga.

"Tratamento" refere-se ao ato de "tratar" como definido imedia-

tamente acima.



10

15

20

25

30

18

"Vacina" refere-se a uma composi¢do que inclui um antigeno e
abrange as entdo chamadas "vacinas de subunidades" como definido abai-
x0. A administrag@o da vacina a um individuo resulta em uma resposta imu-
ne. A vacina pode ser introduzida diretamente no individuo por QUalquer via

- conhecida de administragdo, incluindo parenteralmente, peroralmente, e ou-

tras.

PARTE 1

VACINAS, LINHAGENS DE VIRUS, PROTEINAS DE CAPSIDEO, E ANTI-
CORPOS DA INVENCAO B |
- A presente invencgdo fornece vacinas que sdo com base em ce-

pas de FCV vivas ou mortas selecionadas do grupo que consiste em FCV-
21, FCV-49 e FCV26391-4. A invencido adicionalmente fornece vacinas de
acido nucléico que codificam uma proteina de capsideo de FCV da cepa de
FCV da invengéo ou fragmentos imunogénicos especificos desta. A inven-
¢ao adicionalmente fornece proteina de capsideo isolada derivada das ’ce-
pas de FCV da invengéo ou fragmentos imunogénicos especificos destas.

Para cepas de FCV, uma boa resposta imune é induzida por e-
levagdo de determinante antigénico da proteina de 6apsideo. Aqui sado des-
critas e reivindicadas varias cepas de FCV que incluem protel’nés de capsi-
deo intimamente relacionadas e variantes destes. Especificamente, s&o des-
critas a cepa FCV-21 e seqliéncia de proteina (SEQ ID 13) e seqtiéncias que
tenham 91,2%, 95% e 99% ou mais de identidade; cepa FCV-49 e sequén-
cia de proteina (SEQ ID 15) e sequiéncias que tém 92,7%, 95% e 99% ou
mais de identidade; cepa FCV-26391-4 e sequéncia de proteina (SEQ ID 17)
e sequiéncias que tém 91,8%, 95% e 99% ou.mais de identidade. |

A vacina da presente invengdo é geralmente pretendida ser um
tratamento‘profilético que imuniza gatos contra doenga causada por cepas
virulentas de calicivirus de felino. Entretanto, a vacina é também pretendida
para o tratamento terapéutico de gatos infectados com uma cepa virulenta
de calicivirus de felino. Por exemplo, uma vacina que compreénde anticor-
pos, produzida imunizando-se um hospedeiro heterélogo deste com capsi-
deo de FCV ou componente imunogénico deste, é empregada para o trata-
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- mento terapéutico de um gato infectado com calicivirus de felino.

4 Entretanto, ainda vacinas que fornecem imunidade ativa, isto &,
vacinas que compreendem cepas de FCV selecionadas do grupo que con-
siste em FCV-21 ,v FCV-49 e FCV 26391-4, ou mutantes destes, ou proteinas
de capsideo derivadas das cepas de FCV da invengdo, ou um fragmento
imunogénico especifico de suas proteinas de capsideo, seriam esperadas
serem eficazes quando determinadas como um tratamento terapéutico con-
tra varias doencas. Desse modo, a imunidade que é fornecida pela presente
invengéo pode ser imunidade ativa ou |mun|dade passnva € 0 uso pretendido
da vacina pode ser profllactlco ou terapéutico.

A via de administragdo para qualquer uma das modalidades da
vacina da presente invengéo inclui, porém ndo esta limitada a, oronasal, in-
tramuscular, intraperitoneai, intradérmica, subcutéhea, intravenosa, intra-
anterial, intra-ocular,'e oral como também transdérmica ou por inalagdo ou
supositério. As vias preferidas de administragdo incluem oronasal, intramus-

cular, intraperitoneal, intradérmica, e injecdo subcutanea. A vacina pode ser

administrada por qualquer meio que inclua, porém que nio esteja limitado a,
seringas, nebulizadores, mister, diSpositivos de inje¢do sem agulha, ou pisto- |
las de gene de bombardeio de microprojétil (bombardeio Biolistic).

A vacina para qualquer uma das modalidades da presente in-
vengao é formulada em um veiculo farmaceuticamente aceito o de acordo.
com o modo de administragdo a ser empregado. Alguém versado na técnica
pode facilmente formular uma vacina que compreenda um FCV-21, FCV-49
ou FCV 26391-4 vivo ou mbrto, uma proteina de capsideo derivada de
quaisquer das cepas de FCV da invengdo, ou um fragmento imunogénico
destes, um vetor de virus recombinante que codifica a proteina de capsideo
de FCV-21, FCV-49 ou FCV-26391-4 ou um fragmento imunogénico especi-
fico desta, ou uma molécula de DNA que codifica a proteina de capsideo
derivada de. FCV-21, FCV-49 ou FCV 26391-4 ou um fragmento imunogéni-
co especifico deste. Em casos onde a injecdo intramuscular é preferida, uma
formulagéo isotdnica é preferida. Geralmente, os aditivos para isotonicidade

podem incluir cloreto de sédio, dextrose, manitol, sorbitol, e lactose. Em ca-
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sos particulares, as solugdes isotdnicas tal como salina tamponada de fosfa-
to sdo preferidas. As formulagdes podem também fornecer estabilizadores,
tal como gelatina e albumina. Em algumas modalidades, um agente vaso-

. constritivo € adicionado a formulagdo. As preparagdes farmacéuticas de a-
- cordo com a presente invengdo sdo fornecidas estéreis e livres de pirogénio.

Entretantd, é bem conhecido por aqueles versados na técnica que as formu-
lagOes preferidas para o veiculo farmaceuticamente aceito que compreen-
dem as vacinas da presente invengéo sao aqueles veiculos farmacéuticos
aprovados nos regulamentos promulgados pelo Departamento de Estados
Unidos de Agricultura, ou agéncia de governo equivalehte em um pais es-
trangeiro tal como Canada ou México ou qualquer uma das négc”)es européi-
as, para vacinas de calicivirus de felino vivo, vacinas de calicivirus de felino
mortas, vacinas de subunidade de polipeptideo (antigeno), vacina de vetor
de virus recombinante, vacinas de anticorpo, e vacinas de DNA. Portanto, o
veiculo farmaceuticamente aceito para produgdo comercial da vacina da
presente invengdo é um veiculo que ja é aprovado ou sera aprovado pela
agéncia de governo apropriada nos Estados Unidos da América ou pais es-
trangeiro. A vacina pode também ser misturada com um adjuvante que é
farmaceuticamente aceitavel. Em certas formulagdes da vacina da presente
invengdo, a vacina é combinada com outras vacinas de felino para produzir
um produto de vacina polivalente que pode proteger gatos contra uma ampla
variedade de doengas causadas por outros patdgenos de felinos. Realmen-
te, os fabricantes comerciais de vacinas de felino, como também usuéarios
finais preferem produtos de vacina polivalente. Portanto, em uma modalida-
de préferida, a presente invengao fornece uma vacina polivalente que‘imuni-
za gatos contra calicivirus de felino e pelo menos um outro patégeno de feli-
no, preferivelmente selecionada do grupo que consiste em virus de herpes
felino, virus de leucemia de felino, virus de imunodeficiéncia de felino, Cla-
midia de felino, e virus de panleucopenia de felino.

A inoculagao de um gato é preferivelmente por uma Gnica vaci-
nacdo que produz uma resposta imunogénica completa, ampla. Em outra
modalidade da presente invengdo, o gato é submetido a uma série de vaci-
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. nagoes para produzir uma resposta imune completa, ampla. Quando as va-

cinagbes sao fornecidas em uma série, as vacinagdes podem ser fornecidas
entre cerca de um dia a quatro semanas ou por mais tempo separadamente.
Em modalidades ‘particulares, 0 gato é vacinado em diferentes sitios simul-
taneamente. Os detalhes adicionais sobre a via e administragdo sdo encon--
trados abaixo na segéo intitulada "Métodos de Imunizar Gatos contra Calici-
virus".

‘ As composi¢bes de vacina opcionalmente podem incluir liquido, _
semi-s6lido, ou diluentes sdlidos (isto é, estéril e ndo toxico) farmaceutica-
mente aceitaveis compétl’veis com vacina que servem como veiculos farma-
céuticos, excipientes, ou meios. Os diluentes podem incluir agua, solugio,
salina, dextrose, etanol, glicerol, e similares. Os agentes isotdnicos podem
incluir cloreto de sddio, dextfose, manitol, sorbitol, e lactose, entre outros. Os
estabilizadores incluem albumina, entre outros. Qualquer adjuvante conheci-
do na técnica pode ser empregado na composicao de vacina, incluindo adju-

vantes com base em 6leo tal como o Adjuvante Completo de Freund e o Ad-

juvant Incompleto de Freund, adjuvantes com base em micolato (pdr exem-
plo, dimicolato de trealose), lipopolissacarideos bacterianos (LPS), peptido-
glicanos (isto é, muteinas, mucopeptideos, ou glicoproteinas, tal como N-
Opaca, dipeptideo de muramila [MDP], ou anélogos de MDP), proteoglica-
nos (por exemplo, extraidos de Klebsiella pneumoniae), preparagdes estrep-'
tocéeicas (por exemplo, OK432), Biostim® (por. exemplo, 01K2), o "Iscoms"
de EP 109 942, EP 180 564_e EP 231 039, hidréxido de aluminio, saponina,
DEAE-dextrana, 6leos neutros (tal como, migliol), éleos vegetais (tal como,

6leos de amendoim), Iipossomas, polidis de Pluronic®. Os adjuvantes inclu-
em, porém n3o estéo limitados ao, sistema de adjuvante RIB! (Ribi Inc.), a-
lume, gel de hidréxido de aluminio, colesterol, emulsdes de 6leo em agua,

emulsGes de agua em o6leo tal como, por exemplo, a'djuvantes completos e
incompletos de Freund, co-polimero de bloco (CytRx, Atlanta GA), SAF-M
(Chiron, Emeryville CA), adjuvante de AMPHIGEN®, saponina, Quil A, QS-21

(Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuti-

cals, Inc., Birmingham, AL) ou outras fragdes de saponina, lipidio A de mo-
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nofosforila, adjuvante de lipidio-amina Avridine, enterotoxina labil ao calor de
E. coli (recorhbinante ou caso contrario), toxina de célera, ou dipeptideo de
muramila, entre muitos outros. As composigdes imunogénicas podém tam-
bém incluir um ou mais outros agentes imunomoduladores tal como, por e-
xemplo, interleucinas, interferons, ou outras citocinas. As composigdes imu-
nogénicas também podem incluir gentamicina e Mertiolato. Ao mesmo tempo
onde as quantidades ‘e concentragdes de adjuvantes e aditivos uteis no con-
texto da‘presente_invengéo podem facilmente ser determinadas pelo técnico
versado, a presente invengdo contempla composigdes que compreendem de
cerca de 50 ug a cerca de 2000 pg de adjuvante preferivélmente de cerca de
500 pg/2 ml de dose da composigédo de vacina. Em outra modalidade prefe-
rida, a presente invengao contempla composi¢ées de vacina que compreen-
dem de cerca dé 1 ug/ml a cerca de 60 ug/ml de antibiético, e mais preferi-
velmente menos do que cerca de 30 pug/ml de antibiético.

As composigoes imunogénicas da presente invengdo podem ser
feitas em varias formas dependendo da via de administragdo. Por exemplo,
as composigdes imunogénicas podem ser feitas na forma de solugbes ou
dispersGes aquosas estéreis adequadas para uso injetavel, ou feitas em
formas liofilizadas empregando técnicas de liofilizagdo. As composigées i
munogeénicas liofilizadas sdo mantidas tipicamente a cerca de 4°C, e podem
ser reconstituidas em uma solugdo estabilizante, por exemplo, salina e/ou
HEPES, com ou sem adjuvante.

Além disso, as composigdes de vacina e imunogeénicas da pre-_
sente invengédo podem incluir um ou mais veiculos farmaceuticamente acei-
taveis. Como empregado aqui, "'um veiculo farmaceuticamente aceitavel”
inclui qualquer e todos os solventes, meios de dispersao, revestimentos, ad-
juvantes, agentes estabilizantes, diluentes, preservativos, agentes antibacte-
rianos e antifingicos, agentes isotonicos, agentes de retardamento de ad-
sor¢éo, e similares. O veiculo(s) deve ser "aceitavel" no sentido de ser com-
pativel com os componentes da invencéo e ndo danoso para o individuo a
ser imunizado. Tipicamente, os veiculos serdo estéreis e livres de pirogénio.
VACINAS VIVAS
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Em uma modalidade da vacina da presente invengdo, a vacina
compreende uma vacina de FCV viva, onde o componente de FCV é sele-
cionado do grupo que consiste em FCV-21, FCV-49 e FCV 26391-4. Porque
estas cepas foram isoladas em uma forma néo virulenta, elas sdo particu-
larmente preferidas para a prepara¢do de uma vacina viva que estimula o
sistema imune do gato sem causar doenga. ‘

Os métodos para atenuar os virus também sdo bem conhecidos

‘na técnica e incluem tais métodos como passagem consecutiva em cultura

de célula em uma cepa de célula adequada, ou mutagénese ultravioleta ou
quimica.’ |
VACINAS INATIVADAS

Em outra modalidade da presente invengéo, a vacina compreen-

de um vacina de FCV inativada ou morta que compreende uma cepa de FCV
selecionada do grupo que consiste em FCV-21, FCV-49 e FCV 26391-4. A
vacina de inativada é feita por métodos bem conhecidos na técnica. Por e-

xemplo, uma vez o virus é propagado a titulos elevados, seria facilmente

evidente por aquele versado na técnica que a massa antigénica do virus po-
de ser obtida por métodos bem conhecidos na técnica. Por exemplo, a mas-
sa antigénica do virus pode ser obtida por diluigdo, concentragdo, ou extra-
¢do. Todos estes métodos foram empregados para obter massa antigénica
virética apropriada para produzir vacinas. O calicivirus é inativado através de
tratamento com. formalina, betapropriolactona (BPL), ou com etileneimina
binaria (BEI), ou outros métodos conhecidos por aqueles versados na técni- -
ca. , |

A inativagéo através de formalina é realizada misturando-se a
suspensao de calicivirus com 37% de formaldeido a uma concentragdo de
formaldeido final de 0,05%. A mistura de calicivirus-formaldeido é misturada
por agitagdo constante durante cerca de‘ 24 horas a temperatura ambiente. A
mistura de calicivirus inativado é entdo testada quanto ao virus vivo residual
ensaiando-se para crescimento em uma cepa de célula de felino adequada
tal como células de CRFK.

A inativagéo por BEI é realizada misturando a suspensdo de ca-
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licivirus da presente invengdo com 0,1 M de BEI (2-bromo-etilamina entre
0,175 N de NaOH) a uma concentracédo de BEI final de 1 mM. A mistura de
calicivirus-BEI é misturada por agitagdo bonstante durante cerca de 48 horas -
a temperatura ambiente, seguido pela adicdo de 1,0 M de tiosSUIfato.d_e s6-
dio a uma concentragédo final de 0,1 mM. A mistura é continuada durante
umas duas horas adicionais. A mistura de calicivirus inativada é testada
quanto ao calicivirus vivo residual ensaiando-se para cresciménto em uma
cepa de célula de felino adequada tal como células de NLFK.

O calicivirus inativado acima mencionado da presente invengdo
é misturado com qualquer um dos veiculos farmaceuticamente para formular
vacinas de virus inativado para o nivel de dosagem apropriado. A vacina
inativada também pode incluir, além de um componente de FCV selecionado
do grupo que consiste em FCV-21, FCV-49 e FCV 26391-4 pelo menos uma
outra cepa de calicivirus de felino, preferivelmente selecionada do grupo que
consiste em FCV-F9, FCV-M8, FCV-255, e FCV-2280. Em uma modalidade
preferida, a vacina também inclui uma vacina para imunizar um gato contra
um ou mais outros patégenos de felino, preferivelmente selecionados do
grupo que consiste em virus de herpes de felino, virus de leucemia de felino,
virus de imunodeficiéncia de felino, Clamidia de felino, e virus de panleuco-
penia de felino.
VACINAS RECOMBINANTES

Em uma outra modalidade da presente invengdo, a vacina com-

preende um vetor de virus de recombinante que contém um acido nucléico
que codifica uma protel’na de capsideo de FCV descrita aqui ou um fragmen-
to imunogénico especifico desta.

Em uma modalidade particular, o vetor de virus recombinante é

um virus de herpes de felino que imuniza um gato contra tanto calicivirus de

~ felino quanto virus de herpes de felino. Em outra modalidade, o vetor de vi-

rus recombinante compreende um ou mais antigenos preferiveimente sele-
cionados do grupo que consiste em virus de herpes felino, virus de leucemia
de felino, virus de ‘imunodeficiéncia de felino, Clamidia de felino, e virus de
panleucopenia de felino, virus de raivas e Bordetella bronchiseptica.
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Para preparar um vetor de virus recombinante que expressa
uma proteina de capsideo de FCV ou um fragmento imunogénico especifico
desta, um cDNA que codifica a proteina de capsideo ou um fragmento imu-
nogénico especu’fico, desta € inserido no genoma de um vetor de virus tal
como virus de herpes, poxvirus, ou adenovirus. A Patente U.S. N2 5.716.822
por Wardley e outros descreve um método para inserir DNA que codifica a
proteina de capsideo de CFI-68 FIV de cepa de calicivirus de felino no gene
de timidina cinase de virus de herpes de felino. Outras vacinas de vetor de
virus recombinantes abrangidas pela presenfe invengdo, incluem, porém nao
estao limitadas aos adénovirus, virus adenoassociado, parvovirus, e Varios
vetores de poxvirus para expressar a proteina de capsideo de FCV ou um
fragmento imunogénico especifico desta. Em particular, a presente invengao
inclui vacinas de vetor de pbxvu’rus recombinante que expressam a proteina
de capsideo de FCV ou um fragmento imunogénico especifico desta feita de
acordo com os métodos ensinados em qualquer uma das Patentes dos Es-

tados Unidos N¢ 5.338.683 e 5.494.807 por Paoletti e outros, que ensinam

vacinas de virus recombinante que consistem em virus de vacinia ou poxvi-
rus de candrio que expressam antigenos estrangeiros; Patente dos Estados
Unidos N2 5.266.313 por Esposito e outros, que ensina vetores de poxvirus
de guaxinim recombinantes que expressam antigenos de virus de raivas; e a
Patente dos Estados Unidos N2 6. 010.703 por Maes e outros, que ensina
vetores de poxivirus racoon recombinantes que expressam o gD de virus de
herpes de felino ou antigenos de gB.

Para quaisquer dos vetores de virus recombinante acima men-
cionados, o cDNA que codifica a proteina de capsideo de FCV ou um frag-
mento imunogénico especifico desta é operavelmente ligado a um promotor
de eucariota na terminagéo 5' do ¢cDNA que codifica o antigeno e um sinal
de terminagdo de eucariota e sinal poli (A) na termihagéo 3' do cDNA que
codifica o antigeno. Como empregado aqui, o termo “operavelmente ligado"
significa que o polinucleotideo da presente invengéo (tal como uma molécula
de cDNA) e um polinucleotideo (DNA) contendo uma seqléncia de controle
de expressao, por exemplo, seqiéncia de terminagdo e promotora de trans-
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- crigao, sdo adequados em um vetor ou célula tal que a expresso do antige-

no codificado pelo cDNA seja regulada pela seqiiéncia de controle de ex-
pressao. Os métodos para clonar DNA, tal como o cDNA que codifica a pro-
teina de capsideo de FCV ou um fragmento imunogénico especifico desta, e

~operavelmente ligar o DNA que contém seqléncias de controle de expres-

sd0 a este, sdo bem conhecidos na técnica. Os exemplos de promotores
adequados para expressar a proteina de capsideo de FCV ou um fragmento
imunogénico especifico desta, nos vetores de virus recombinantes, séo os

~ promotores imediatamente precoces de citomegalovirus (CMV), o promotor

de repeticdo terminal longa de virus de sarcoma de Rous (RSV-LTR), o
promotor imediatamente precoce de virus simio 40 (SV40), e promotores
induziveis tal como o promotor de metalotioneina. Um exemplo de um DNA
que tem uma terminacg&o e sinal poli (A) é a regido poli (A) tardia de SV40.
Outro exemplo de um sistema de expressao viral adequado para produzir o
antigeno é o Sistema de Expressédo Sindbis disponivel de In’vitrogen. O uso
destes vetores e sistemas de expressao comercialmente disponiveis é bem .
conhecido na técnica. .
VACINA DE MOLECULA DE DNA OU ACIDO NUCLEICO

Em uma modalidade adicional ainda da presente invengao, a

vacina é fornecida como uma vacina de molécula de DNA ou &cido nucléico
que extraem uma resposta imune ativa no gato.' A vacina de molécula de
DNA consiste em DNA que tem uma sequéncia de acido nucléico que codifi-
ca a proteina de capsideo ou um fragmento imunogénico especifico desta de
uma proteina de capsideo de FCV descrita aqui.

Em uma modalidade preferida, a vacina de molécula de DNA
compreende a seqléncia de acido nucléico de SEQ ID NOs: 12, 14, ou 16,
ou um fragmento desta que codifica SEQ ID NOs: 13, 15 ou 17, ou um frag-
mento imunogéhico especifico de SEQ ID NOS: 13, 15 ou 17. O 4cido nu-
cléico que codifica a proteina de capsideo ou um fragmento imunogénico
es_pééifico desta, é operavelmente ligado a ou esta préximo de um promotor
transcricional. Isto permite a transcrigdo da proteina de capsideo,.ou um
fragmento imunogénico especifico desta, do &cido nucléico quando o &cido
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nucléico é inoculado nas células do gato. Preferivelmente, a molécula de
DNA é um plasmideo. Os promotores que sdo Uteis para vacinas de DNA
sd0 bem conhecidos na técnica e incluem, porém ndo estdo limitados, o
promotor de RSV LTR, o promotor imediatamente precoce de CMV, e o
promotor de antigeno de SV40 T. E também preferido que o acido nucléico
seja operavelmente ligado, a ou préximo do cédon de terminagdo da se-
quéncia que codifica a proteina de cépsn’deo ou um fragmento imunogénico
especifico desta, para um fragmento de &cido nucléico que compreende um
sinal de terminagéo de transcrigdo e sinal dé reconhecimento poli (A). A va-
cina de DNA é fornecida ao gato em um veiculo farmacéutico aceito ou em
um lipidio ou veiculo de lipossoma similar aquele descrito na Patente dos
Estados Unidos N2 5.703.055 por Felgner. A vacina de DNA pode ser forne-
cida ao gato por uma variedade de métodos tal como inje¢ao intramuscular,
injecéo por pistola de pressdo, ou bombardeio de biolistico. A preparagao de
DNA e métodos para seu uso sao fornecidos na Patente dos Estados Unidos

N 5.589. 466 e 5.580.859, ambas por Felgner. Finalmente, um método pa-

ra produzir DNA de plasmideo de grau farmacéutico é ensinado na Patente
dos Estados Unidos N¢ 5.561.064 por Marquet e outros. _ |

Ehtretanto, ao usar os métodos supramencionados, as vacinas
de 'DNA que expressam a proteina de capsideo de FCV ou um fragmento
imunogénico especifico desta, sdo empregadas para imunizar gatos contra
calicivirus de felino virulento. A vantagem da vacina de DNA é que a molécu-
la de DNA ¢é propagada convenientemente como um pl'asml’deo que é um
meio simples e econdémico de produzir uma vacina, e desde que a vacina
nao esteja viva, muitas das questdes reguladoras associadas com vacinas
de vetor de virus recombinante vivas ndo sao uma questao com as vacinas
de DNA. Alguém versado na técnica apreciaria que a vacina de DNA da pre-
sente invengao pudesse compreender écidos nucléicos sinteticamente pro-
duzidos que fossem feitos por métodos de sintese quimica bem conhecidos
na técnica.
PROTEINA DE CAPSIDEO DE FCV ISOLADA E PURIFICADA

Em uma modalidade ainda adicional da presénte invengao, a -
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vacina consiste na proteina de capsideo de FCV isolada e purificada ou um
fragmento imrunogénico especifico desta. Em particular, uma vacina onde a
proteina de capsideo de FCV ou um frégmento imunogénico especifico des-
ta compreende a seqliéncia de aminoécido de SEQ ID NO:13, 15, 17. Prefe-
rivelmente, a proteina de capsideo ou um fragmento imunogénico especifico
desta, € produzida em um vetor de expressao de eucariota ou bactéria re-

.combinante, que produz o antigeno que pode ser isolado e pode ser purifi-

cado pafa preparar a vacina. Por exemplo, a proteina de capsideo de FCV

ou um fragmento imunogénico especifico desta, é produzida em um micro-
organismo tal como bactéria, levedura, ou fungos, em uma célula eucariota

tal como uma célula de mamifero ou uma célula de inseto, ou por um vetor
de virus recombinante tal como adenovirus, poxivirus, virus de herpes, virus
de Sem_iiki Forest, baculovirus, bacteriéfago, virus de Sindbis, ou virus de
Sendai. As bactérias adequadas para produzir a proteina de capsideo de
FCV ou um fragmento imunogénico especifico desta, inclui Escherichia coli.,
Bacillus sUbtilis, ou qualquer outra bactéria que seja capaz de expressar po-
lipeptideos heterélogos. Os tipos de levedura adequados para expressar a
proteina de capsideo de FCV ou um fragmento imunogénico especifico des-
ta, incluem Saccharomybes cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Can-
dida, ou qualquer outra levedura capaz de expressar polipeptideos heterdlo-
gos. Os métodos para usar as bactérias acima mencionadas, células eucari-
dticas ou vetores de virus recombinante para produzir os antigenos para as
vacinas, sdo bem conhecidos na técnica. o |
Para produzir a vacina que consiste na proteina de capsideo ou
um fragmento imunogénico especifico desta, o acido nucléico que codifica a
proteina de capsideo de FCV ou um fragmento imunogénico especifico des-
ta, € clonado em um plasmideo, e 0 4cido nucléico é operavelmente ligado a
um promotor que efetua a exprésséo da proteina de capsideo ou um frag-
mento imunogénico especifico desta em um microorganismo. Os promotores
adequados incluem, porém ndo estdo limitados, promotor de fago T7, pro-
motor de fago T3, promotor de B-galactosidase, e o promotor de fago Sp6. A
expressao da proteina de capsideo de FCV ou um fragmento imunogénico
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- especifico desta, em um microorganismo permite a proteina de capsideo ser

produzida empregando tecnologias de fermentagdo que sdo comercialmente
empregadas para produzir quantidades grandes de polipeptideos antigéni-

cos recombinantes. Os métodos para isolar e purificar os antigenos sdo bem
~conhecidos na técnica e incluem métodos tal como filtragdo de gel, cromato- |

grafia de afinidade, cromatografia de permuta de ions, ou centrifugagao.
Para facilitar o isolarhento da proteina de capsideo de FCV ou

um fragmento imunogénico especifico desta, é feito um polipeptideo de fu- _

sd0 onde a proteina de capsideo ou um fragmento imunogénico especifico
desta € ligada a outro polipeptideo que permite o isolamento através de
cromatografia de afinidade. Preferivelmente, um polipeptideo de fuséo e feito
empregando sistemas infra de expressdo. Por exemplo, a seqtiéncia de 4ci-
do nucléico de cDNA que codifica a proteina de capsideo de FCV.ou um
fragmento imunogénico especifico desta, é ligada na terminagao 5' ou termi-
nagao 3' a um &cido nucléico que codifica um polipeptideo. Os acidos nu-

cléicos sd@o ligados na propria estrutura de leitura de cédon para permitir a-

producao de um polipeptideo de fusdo onde a terminagéo carboxila e/ou a-
mino d'a proteina de capsideo ou porg:éo desta é fundida a um polipeptideo |
que permite a recuperagao simplificada do antigeno como um polipeptideo
de fus&o. O polipeptideo de fusdo também pode prevenir o antigeno de ser
degradado durante a purificagdo. Ao mesmo tempo onde uma vacina que
compreende o polipeptideo de fusdo é eficaz, em alguns exemplos pode ser
desejavel remover o segundo polipeptideo apds a purificagdo. Portanto,
também é contemplado que o polipeptideo de fusdo contenha um sitio de
clivagem na jungao entre o antn’genb e o polipeptideo. O sitio de clivagem
consiste em uma seqiiéncia de aminoacido que é clivada com uma enzima
especifica para a seqliéncia de aminoacido no sitio. Os exemplos de tais
sitios de clivagem que sdo contempladds incluem o sitio de clivagem de en-
terocinase que ¢ clivado por enterocinase, o sitio de clivagem do fator Xa
que ¢ clivado pelo fator Xa, e o sitio de clivagem de GENENASE que é cli-
vado por GENENASE (GENENASE é uma marca registrada de New En-
gland Biolabs, Beverly, Massa). A seguir sdo métodos para produzir a prote-
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ina de capsideo ou um fragmento imunogénico especifico desta como um
polipeptideo de fusdo ou como um antigeno isolado livre do polipeptideo.

Um ex_émplo de um sistema de expressdo de procaric':ta" para
produzir a proteina de capsideo de FCV ou um fragmento imunogénico es-
pecifico desta como um polipeptideo de fusdo para uso em vacinas é o Sis-
tema de Fusdo de Gene de S-transferase de Glutationa (GST) disponibiliza-
do por Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, N.J. que usa o plasmideo
de vetor de expressdo pGEX-4T-1. O cDNA que codifica a protel’ha de cap-

sideo ou um fragmento imunogénico especifico desta, é fundido na prépria

estrutura de leitura de cédon com o DNA que codifica GST. A parte do GST
do polipeptideo de fusdo permite a purificagdo répida do polipeptideo de fu-
séo empregando cromatografia de afinidade glutationa Sefarose 4B Apos a
purificag'éo, a porgao de GST do polipeptideo de fusdo pode ser removida
por clivagem com uma protease de sitio especifico, tal como ,tr'ombina ou
fator Xa para produzir um antigeno livre do polipeptideo de 'GST. A proteina
de capsn’deo ou um fragmento imunogénico especifico desra, livre do poli- -
peptideo de GST, é produzida por uma segunda rodada de cromatografia de
afinidade de glutathione Sefarose 4B. '

Outro método para produzir uma vacina que compreende a pro-
teina de capsideo de FCV ou um fragmento imunogénico especifico desta, é
um meétodo que liga na estrutura o cDNA que codifica o antigeno e os co-
dons de DNA que codificam poli-histidina. A poli-histidina preferivelmente
compreende seis residuos de histidina que permitem purificagdo do 'pdlipep-_
tideo de fusao atrav_é's de cromatografia de afinidade de metal, preferivel-
mente cromatografia de afinidade de niquel. Para produzir a proteina de
capsideo ou um fragmento imunogénico especifico desta livre da poli-
histidina, um sitio de clivagem tal como um sitio de clivagem de enterocinase
é fundido na prébria estrutura de leitura entre os codons que codificam a po-
li-histidina e os cédons que codificam o antigeno. O antigeno é livrado da
poli-histidina através de clivagem com enterocinase, seguido por uma se-
gunda rodada de cromatografia de afinidade de metal que liga a poli-histidina
livre. Este método foi mostrado ser Util para preparar o antigeno LcrV. de Y.
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pestis qUe foi descrito em Motin e outros (Infecte. Immun. 64: 4313-4318
(1996)). O Sistema de Xpress, disponibilizado por Invitrogen, Carlsbad, Cali-
férnia, € um exemplo de um equipamento comercial que esté disponivel para
preparar e entao isolar a poli-histidina - proteina de fusdo de polipeptideo.
Ainda um outro método para produzir uma vacina que compre--
ende a proteina de capsideo de FCV ou um fragmento imunogénico especi-
fico desta, usa um método descrito por Motin e outros, Infecte. Immun. 64:

-3021-3029 (1995). Motin e outros descrevem um DNA que codifica um poli-

peptideo de fusdo que consiste no DNA qué codifica um antigeno ligado ao
DNA que codifica uma porgcdo de proteina A onde o DNA que codifica um
sitio de clivagem de enterocinase é interposto na prépria estrutura de leitura
de cdédon entre o DNA que codifica a proteina A e o antigeno. A proteina A
permite o polipeptideo de fus&do ser isolado através de cromatografia de afi-
nidade de IgG, e a proteina de capsideo livre da proteina A, é produzida a-
través de clivagem com enterocinase. A proteina A é entdo removida por
uma segunda rodada de cromatografia de afinidade de IgG.

Outro método para produzir uma vacina que compreende a pro-
teina de capsideo de FCV ou um fragmento imunogénico especifico desta é
com base nos métodos descritos na Patente dos Estados Unidos N¢
5.725.863 por Daniels e outros que estd aqui incorporada através de refe-
réncia em sua totalidade. Daniels e outros, método pode ser usado para'
preparar a Vacina de capsideo de FCV que consiste em molécula de entero-
toxina onde cada molécula tem inserido nela acima de 100 residuos de ami-
nodcido da proteina de capsideo de FCV. Outros métodos para a prepara-
¢ao de vacinas de polipeptl’deo de fusdo que podem ser empregados para
prepara as vacinas da presente invengdo sédo descritos na Patente dos Es-
tados Unidos N® 5.585.100 por Mond e outros e na Patente dos Estados U-
nidos N2 5.589.384 por Liscombe. Finalmente, o Sistema de Purificacdo e
Fusa@o de pMAL disponivel de New England Biolabs é outro exemplo de um
método para a prepara¢do de um pblipeptidéo de fusdo onde uma proteina
de ligagdo de maltose é fundida & proteina de capsideo ou um fragmento
imunogénico especifico desta. A proteina de ligagdo de maltose facilita o
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isolamento do polipeptideo de fusdo através de cromatografia: de afinidade
de amilose. A proteina de ligacdo de maltose pode ser ligada ao a'ntl’geno
por um dos sitios de clivagem supracitados que possibilitam o antigeno ser
feito livre da proteina de ligagdo de maltose. -

Embora métodos bacterianos sejam empregados para produzir a
proteina de capsideo de FCV ou um fragmento imunogénico especifico des-
ta para vacinas, pode ser desejavel produzir a proteina de capsideo ou um
fragmenfo imunogénico especifico desta em um sistema de expressdo de
eucariota. Um sistema particularmente (til é o sistema de expresséo de ba-
culovirus que é descrito na Patente dos Estados Unidos N2 5.229.293 por
Matsuura e outros, que esta aqui incorporado por referéncia em sua totalida-
de. Os vetores de expressdo de baculovirus adequados para produzir a pro-
teina de capsideo ou um fragmento imunogénico especifico desta sdo os
vetores de pPbac e pMbac de Stratagene; e o vetor de Bac-N-Blue, o vetor
de pBlueBac4.5, pBlueBacHis2-A,B,C, e o pMelBac dlspomvel de Invitrogen,
Carlsbad, Calif. |

Outro sistema de eucariota Util para expressar a proteina de
capsideo de FCV ou um fragmento imunogénico especifico desta para vaci-
nas € um sistema de expressdo de levedura tal como a Expresséo deA Prote-
ina de Levedura ESP e Sistema de Purificagdo disponibilizado por Stratage-
ne. Outro sistema de expresséo de levedura é qualquer um dos sistemas de
expressao com base em Pichia de Invitrogen. Os sistemas de expressdo de
mamifero também s&o abrangidos pela presente invengéo. Os exemplos de
sistemas de expressdo mamifero sdo o sistema LacSwitch Il, pBK Phage-
mid, sistema de vetor pXT1, e o sistema de vetor de pSG5 de Stratagene; (o}
sistema de vetor de expressdo de mamifero pTargeT, vetor de expressdo
mamifero pSl, vetor de expressdo mamifero pCl, e vetores de pAdVantage
disponibilizados por Promega Corporation, Madison, Wis.; e .0 Sistema de
Expressdo Mamifero Induzivel por Ecdysone-, pCDM8 pcDNA1.1, e pcD-
NA1.1/Amp dlspombmzado por Invitrogen.

A presente invengdo também inclui uma modalidade que consis-
te em vacinas que compfeendem a proteina de capsideo de FCV ou epito-



10

15

20

25

30

33

. pos particulares da proteina de capsideo como componentes de um sistema

de liberagao de esporo estavel ao calor feito de acordo com o método ensi- -
nado na Patente dos Estados Unidos N2 5. 800.821 por Acheson e outros,
que esta a_qui incbrporada por referéncia em sua totalidade. Portanto, a pre-
sente invengao fornece uma célula bacteriana geneticamente criada que |
contém um &cido nucléico que codifica a proteina de capsideo de FCV ou
um fragmento imunogénico especifico desta. Quando a vacina de esporo

bacteriana recombinante ¢ administrada oralmente ao gato, os esporos ger-

minam no trato gastrointestinal do gato e as bactérias expressam a proteina
de'capsideo ou um fragmento imunogénico especifico desta que entra em
contato com o sistema imune do gato e elicia uma resposta imune. A vacina
tem a vantagem de ser estavel ao calor: portanto, pode ser armazenada a
temperatura ambiente durante um periodo indefinido de tempo.

VACINAS DE IMUNIDADE PASSIVA

Embora as modalidades anteriores da presente invengéo forne-

cem imunidade ativa contra calicivirus de felino, a presente invengao tam-

bém compreende vacinas que fornecem imunidade passiva a calicivirus de
felino. Uma vacina que elicia imunidade passiva contra calicivirus de felino |
consiste em ahticdrpos policlonais ou anticorpos monoclonais que sdo contra
a proteina de capsideo de FCV, um fragmento imunogénico especifico des- |
ta, ou o virus de FCV inteiro. |
Para preparar uma vacina de imunidade passiva que compreen-
de anticorpos de policlonais, a proteina de capsideo de FCV desta, ou um
fragmento imunogénico eSpecifico desta é injetada em um hospedeiro ade-
quado para preparar 0s anticorpos, preferivelmente o hospedeiro é um cava-
lo, porco, coelho, ovelha, ou cabra. Os métodos para produzir as vacinas de
anticorpo policlonal destes hospedeiros sdo bem conhecidos na técnica. Por
via de exemplo, a proteina de capsideo bu um ffagmento imunogénico espe-
cifico desta ou capsideo de FCV de calicivirus inteiro é misturado com um
'adjuvante, tal como completo de Freund ou o TiterMax menos t6xico dispo-
nibilizado por CytRx Corp., Norcross, Ga., que foi administrado entdo ad

hospedeiro por métodos bem conhecidos na técnica. A produgao de anticor-
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po € monitorada e quando anticorpo suficiente foi produzido, o soro é remo-
vido do hospedeiro e preferivelmente o anticorpo é recuperado do soro.
A vacina de imunidade passiva pode compreender um ou mais

- anticorpos monoclonais contra um ou mais epitopos da proteina de capsideo
~de FCV ou virus de FCV inteiro. Os métodos e hibridomas para produzir an-

ticorpos monoclonais sdo bem conhecidos na técnica. Ao mesmo tempo on-
de os anticorpos monoclonais podem ser feitos empregando tecnologias de
hibridoma bem conhecidas na técnica, os anticorpos monoclonais contra o

“ antigeno também podem ser feitos de acordo com os métodos de exibigdo

de fago como descrito na Patente dos Estados Unidos N° 5.977.322 por
Marks e outros, que esta aqui incorporada por referéncia em sua totalidade.
Os anticorpos felinizados contra a proteina de capsideo ou porgao desté po-
dem ser feitos de acordo com os métodos que foram empregados para hu-
manizar anticorpos como aqueles descritos nas Patentes dos Estados Uni-
dos N%-5.693.762 e 5.693.761 ambas por Quenn e outros, que estao aqui
incorporadas por referéncia em sua totalidade. Um kit de exibigdo de fago
que é util para reparar anticorpos monoclonais é o Sistema de Anticorpo Fa-
go Recombinante disponibilizado por Amersham Pharmacia Biotech.
ANTICORPOS, POLICLONAIS E MONOCLONAIS

Esta invengao também compreende, descreve e reivindica vérios

anticorpos monoclonais muito importantes. Estes anticorpos foram desen-
volvidos aqui para identificar rapidamente e em alguns casos definir as ce-
pas virais descritas adui. Exemplos particulares de anticorpos monoclonais e
suas descri¢des, podem ser encontrados nos seguintes exemplos. Em parti-
cular, veja EXEMPLO 1-2 e TABELA 1-2, e especialmente EXEMPLO 1-8,
TABELA 1-4, _

Os seguuntes exemplos sao pretendidos promover, porém néo
I|m|tar um entendimento adicional da presente invengéo
EXEMPLOS PARTE 1
EXEMPLO 1-1 |
ISOLAMENTO E CRESCIMENTO DE FCV-21

A cepa 21 de calicivirus de felino (FCV) (FCV-21) foi coletada
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em junhb de 1993 de uma exibigdo de gato Ann Arbor, Michigan. Foi diluido

. em microtubos de 96 cavidades contendo 1% de meio e diluicdes de 1:10

foram feitas. 100 ul da amostra diluida foram adicionados a 100 ul de células
de CRFK em um‘é placa de 96 cavidades.

O virus de FCV-21 foi purificado trés vezes por diluigdo limitada -
em placas de 96 cavidades. O sobrenadante viral da purificacdo final foi re-
movido e empregado para infectar células de CRFK crescidas a 75% de con-
fluéncia em um frasco T25. Quando 100% de CPE foram observados, a sus-
penséb era congelada/descongelada trés vezes e aliquotada em frascos fri-
os (1ml/frasco). O tituld desta matéria-prima viral foi determinado ser 1,5 x
10° de TCIDs/ml. |

FCV-21 foi depositado com a American Type Culture Collection
(ATCC), 10801 Blvd. University, Manassas, VA, 20110, E.U.A., e nimero de
acessdo de ATCC designado PTA
EXEMPLO 1-2 ‘
IMUNOFLUORESCENCIA E ELISA DE FCV-21 USANDO VARIOS ANTI-

| CORPOS MONOCLONAIS PREEXISTENTES OU COMERCIAIS

Para o ensaio de imunofluorescéncia (IFA), uma matéria-prima
viral de FCV-21 foi empregada para infectar uma placa de 24 cavidades se-
meada com células NLFK crescidas a aproximadamente 90% de confluén-
cia. Em aproximadamente 20 horas apos a infecgdo, a placa foi lavada duas
vezes com 1x PBS, e fixada com 80% de acetona. Véarios anticorpos mono-
clonais foram diluidos a cerca de 2 ug/ul e adicioados as cavidades individu-
ais da placa (0,2 ml/cavidade). Apds uma incubagéo de 1 hbra em tempera-
tura ambiente (RT) com agitacao, cada cavidade foi lavada duas vezes com
1x de PBS, e anticorpo secundario (anticamundongos FITC, 10 ug/ml) foi
adicionado. Apés cobrir a placa com folha de aluminio e incubar durante 30
minutos a RT com agitagdo, cada cavidéde foi lavada duas vezes com 1x de
PBS, e secada em ar. Cada cavidade foi observada entdo sob um microscé-
pio de fluorescéncia quanto a sua intensidade de manchamento ¢com FITC.

Para o ensaio de ELISA, uma placa de ELISA de 96 cavidades

foi coberta com 200 ul de um anticorpo policlonal de coelho anti-FCV (Pfizer
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No.16), diluida 1:1500 em tamp&o de carbonato de sédio (1,59 g de Na2CO3
e 2,93 g de NaHCOS dissolvidos em 1 litro de agua). A placa foi incubada
durante a noite a 4°C. A placa foi lavada trés vezes com 1x de PBS ‘(pH 7,4)
contendo 0,05% de Tween-20 (PBST), entdo bloqueada com 200 ul de 1%
de Caseina em PBST durante 1 hora a 37°C. Varios anticorpos monoclonais
foram diluidos a cerca de 0,1 ug/ml e adicionados as cavidades individuais
(100 ul/cavidade). Cada amostra foi feita em triplicata. Apos a incubagao a
37°C durante 1 hr, cada cavidade foi lavado 3 vezes com PBST, e incubada

com 100 ul de IgG anticamundongo de Cabra AffiniPure conjugado por pero-

xidase diluido em 1:200 (H+L) (Jackson ImmunoResearCh, cat. No.715-035-
150) durante 1 hora a 37°C. Cada cavidade foi entdo lavada 3 vezes com
PBST, seguido pela adigdo de 100 ul de substrate de peroxidase ABTS (K-
PL, Gaithersburg, Maryland, cat. N® 50-66-18) a cada cavidade. Apds apro-
ximadamente 10 minutos a RT a placa foi lida a 405-490 nm (comprimento
de onda dual) com um leitor de ELISA. A atividade especifica foi calculada
com base na relagao de sinai/ruido. .

Os conjuntos de dados dos ensaios de IFA e ELISA se correla-
cionaram bem entre si (TABELA 1-2), e indicou que FCV-21 é imunologica-
mente distinto de F9, uma cepa de vacina de FCV geralmente emprégada.
Dois anticorpos monoclonais (FCV 1-43 e MAB791P) reagiram com F9, po-
rém nao com FCV-21 (TABELA 1-2).
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TABELA 1-2 |
SUMARIO DAS AFINIDADES DE VARIOS ANTICORPOS MONOCLONAIS
PARA FILAMENTOS DE FCV F9 E FCV-21

Catalogo/
fonte ID N° IFA ELISA
F9 |Fov21| F9 | Fov2t

Substancia quimica ' 4+ ++ 17 16
1 | exata YVS7401

Substéancia quimica - - 1 1
2 |exata - | YVS7402

Substancia quimica | MED- | 8 3
3 |exata CLA309
4 | Chemicon MAB8962 | ++ ++ 23 24
5 | Cortex Biochem CR1260M | + + 11 12

Custom Monocolo- +++ +++ 27 24
6 | nals, Int. S1-9

Custom Monocolo- +++ - 5 1
7 | nals, Int. FCV 1-43 :
- | Custom Monocolo- ]+ +++ 5 13
8 | nals, Int. FCV8-1A :
9 | Maine Biotech MAB790P | ++++ | ++++ 26 26
10 | Maine Biotech MAB791P | +++ |- 4 1
11 | Novocastra Lab NCL-1G9 | +++ +4++ 17 5
12 | In-house (Pfizer) 1-4 mAb - - 1 1
13 | In-house (Pfizer) 1-12mAb | ++4+ | +++ 12 1
14 | In-house (Pfizer) . | 3-3 mAb ++++ |+ 22 25
15 | In-house (Pfizer) 3-5 mAb ++++ |+ 21 22

Soro de | ++++ | ++++

16 | In-house (Pfizer) coelho
17 | Biocor/Pfizer S1.9AIA | +44++ | ++++ 29 33

EXEMPLO 1-3. ANALISE DE SEQUENCIA DE CAPSIDEO DE FCV-21
'RNA total foi isolado do sobrenadante de uma cultura e célula

infectada com FCV-21 empregando reagente TRizol (Invitrogen; Carlsbad,
CA). Uma preparacdo de cDNA da "primeira cepa" foi sintetizada empregan-
do iniciadores aleatérios e transcriptase inversa Superscript Il (Invitrogen). A
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reagcdo de PCR foi realizada empregando polimerase XL rTth (Applied Bi--
osystém; Foéter City, CA) e iniciadores de oligonucleotideo DEL-653 (SEQ
ID NO. 1) e DEL-651 (SEQ ID NO. 2). O produto de PCR resultanfe foi se-
quenciado empregando substancia quimica de BigDye e um Analisador Ge-
nético ABI377. A seq[]é_ncia de capsideo completa é listada como SEQ ID
NO. 12 para seqiiéncia de nucleotideo e SEQ ID NO. 13 para seqiiéncia de
aminoécido codificada. '

EXEMPLO 1-4. ISOLAMENTO E CRESCIMENTO DE FCV - 49

A cepa 49 de calicivirus de felino (FCV) (FCV-49, também cha-
mado PHA-49) foi coletada em 1993 de uma amostra dé gato da Filadélfia,
PA. O espécime foi diluido em microtubos de 96 cavidades contendo 1% de
midia, e foram feitas 1:10 diluigbes. 100 ul da amostra diluida foram adicio-
nados a 100 ul de células CRFK em uma placa de 96 cavidades. O virus de
FCV-49 foi purificado trés vezes por dilui¢éo limitada em placas de 96 cavi-
dades. O sobrenadante viral da purificagdo final foi removido e empregédo
para infectar células de CRFK crescidas a 75% de confluéncia em um frasco
T25. Quando 100% de CPE foram observados, a suspensdo foi congela-
da/descongelada trés vezes e aliquotada em frascos frios (1 ml/frasco). O
titulo desta matéria-prima viral foi determinado ser 6,8 x 107 TCIDso/ml.

FCV-49 foi depositado com a American Type Culture Collection
(ATCC), 10801 Bivd. University, Manassas, VA, 20110, E.U.A., e nimero
acessdo ATCC designado PTA '
EXEMPLO 1-5. ANALISE DE SEQUENCIA DE CAPSIDEO DE FCV-49

RNA total foi isolado do sobrenadante de uma cultura de célula

infectada por FCV-49 empregando reagente TRIzol (Invitrogen; Carlsbad,
CA). Uma preparagdo de cDNA da "primeira cepa" foi sintetizada empregan-
do iniciadores aleatérios e transcriptase reversa Superscript Il (Invitrogen). A
reacao de PCR foi realizada empregando a polimerase XL rTth (Applied Bi-
osystem; Foster City, CA) e iniciadores de oligonucleotideo DEL-653 (SEQ
ID NO:1) e DEL-651 (SEQ ID NO:2). O produto de PCR resuliante foi se-
quenciado empregando substancia quimica de BigDye e um Analisador Ge-
nético ABI377. A seqiiéncia de capsideo completa é mostrada como SEQ ID
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- NO. 14 para sequéncia de nucleotideo e SEQ ID NO. 15 para seqiiéncia de

aminoacido codificada.
EXEMPLO 1-6. ISOLAMENTO E CRESCIMENTO DE FCV -26391-4

A cepa de calicivirus de felino (FCV) 26391-4 (FCV-26391-4) foi
coletada em 2003 da Sociedade Humanitaria de Municipio de Baia (Cidade -
de Panama, Flérida). Foi purificada uma vez por diluicdo limitada em uma
placa de 96 cavidades contendo meid de DMEM (Invitrogen) com 2% de so-
ro boyino fetal. O virus purificado foi entdo empregado para infectar um fras- _
co de T150 contendo células NLFK (Nordeh Lab Feline Kidney). Uma vez
que 100% de CPE foi alcangado, a suspensao foi congelada/descongelada e
aliquotada em frascos frios (0,85 ml/frasco). O titulo viral desta matéria-prima
foi determinado ser 5,6 x 107 TCID50/m.

FCV-26391-4 foi depositado com a American Type Culture Col-
lection(ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, VA, 20110, USA,e nimero
de acessdo ATCC designado PTA
EXEMPLO 1-7. ANALISE DE SEQUENCIA DE CAPSIDEO DE FCV 26391-4

RNA total foi isolado do sobrenadante de uma cultura de célula

infectada por FCV 26391-4 empregandb um Kit de Isolamento de RNA Viral
QlAamp (Qiagen; Valencia, CA). Aproximadamente 1 ug de RNA viral foi
empregado em RT-PCR (SuperScript One-Step RT-PCR with Platinum Taq;
de Invitrogen). As condi¢des de reagéo foram: 30 minutos a 50°C; 2 minutos
a 94°C; seguido por 40 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C,
e 2 min a 70°C; seguido por uma incubagéo final a 72°C durante 10 min, e
armazenamento a 4°C. Os iniciadores empregados foram FCV-N2 (SEQ ID
NO. 3) e iniciador 2 FCV (SEQ ID NO. 9). O produto de PCR foi entdo se-
quenciado empregando vérios iniciadores de oligonucleotideo (SEQ ID NO.
3,4,5,6,7,8,9, 10, e 11). A seqiiéncia do capsideo inteira para FCV
26391-4 é mostrada como SEQ ID NO. '16 para sequéncia de nucleotideo e
SEQ ID NO. 17 para seqliéncia de aminoécido codificada.

As sequéncias de aminoacido dos genes de capsideo de FCV-
21, FCV-49 e FCV-26391-4 foram alinhadas com todas as sequéncias de
capsideo FCV de tamanho natural disponiveis em GenBank. O alinhamento
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foi criado empregando o algoritmo de ClustalW (Thompson e outros, 1994),
a matriz de peso PAM250 (Dayhoff -e outros, 1978), e parametros de pro;
grama default (MegAlign; DNASTAR, Inc; Madison, WI). A identidade entre
as sequéncias de proteina de capsideo de FCV-21 e FCV 213-95, a mais
elevada entre todas as entradas em GenBank, é 90,7%. As seqliéncias de
capside FCV-49 e FCV 213-95 sdo 92,2% idénticas. As sequéncias de cap-
sideo FCV 26391-4 e FCV CFI-68 sdo 91,3% idénticas a cada outra.

~ Uma Unica sequéncia de capsideo é apresentada para FCv-21,
FCV-49, e FCV 26391-4, e é com base no seqtienciamento direto dos produ-
tos de PCR obtidos. Entretanto, cada uma destas seqijéncias representa a
media, ou seqiiéncia de consenso, entre uma populagdo de quasispecies
virais, que € conhecida por existir dentro das populagdes virais RNA (para
uma reviséo, veja Domingo e outros, Virus Res. 82:39-44; 2002). As quasis-
pecies sao um resultado direto de erros que ocorrem durante a reprodugdo
de genoma dé RNA, gerando progénie que tem mutag¢des dentro de seu ge-
noma. Poftanto, € esperado que variantes menores das sequiéncias de cap- -
sideo para estas e outras sequéncias de gene de capsideo de FCV existam
naturalmente. Entretanto, a distribuicdo de mutagdes dentro de cada é tal
que elas tenham pouco/nenhum efetuar sobre a identidade total entre as
cepas, incluindo FCV-21, FCV-49, e FCV 26391-4 . .
EXEMPLOS 1-8. GERACAO DE ANTICORPOS MONOCLONAIS ESPECI-
FICOS PARA FCV-21. ‘
A. Purificagdo de FCV-21. Cerca de 200 ml de sobrenadante de cultura de

célula de células de NLFK infectadas com FCV-21, foram centrifugados
a 3.000 rpm durante 30 minutos a 10°C. 25 ml do sobrenadante foram
transferidos em tubos centri’fugos Beckman Ultraclear, e 10 mi de uma
solugéo de sacarose a 10% foram revestidos no fundo do tubo. Os tu-
bos foram éntéo centrifugados a 27.000 rpm durante 2 horas a 15°C.
Seguinte a centrifugagéo, os sobrenadantes foram removidos e descar-
tados, e os pélétes foram ressuspensos em 250 ul de agua estéril. A
concentraga@o de proteina foi determinada ser 7 mg/ml empregando o
Kit de Ensaio de Proteina Micro BCA (Pierce Chemical Cia., Rockford,
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). |
IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS E GERACAO DE CLONES DE CELU-

LA DE HIBRIDOMA

~Cercé de 100 ug de proteina de virus FCV-21 purificada foram
injetados em cada camundongo junto com o adjuvante de Freund. Oito ca-
mundongos foram vacinados. Duas imunizagdes de reforgo foram realizadas
com 100 ug de FCV-21 purificado com adjuvante de RIBI em intervalo de 4
semanas. As 'resposta_s imunes para esses oito camundongos foram deter-
minadas ter titulo de 31250 ou acima de ELISA empregando FCV-21 purifi-
cado. A fusdo de célula foi realizada para criar clones de hibridoma. Sessen-
ta e oito de tais clones de célula foram crescidos e o sobrenadante testado
quanto a sua reatividade com FCV-21.

Para este ELISA uma placa de 96 cavidades de ELISA foi re-
vestlda com 100 ul de FCV purificado a uma concentragao de 5 ug/mi, dilui-
da em 1xPBS. A placa foi secada durante a noite a 37°C descoberta em uma
incubadora nao umedecida. O virus na placa foi fixo aplicando-se 0,1 ml de
metanol e incubando a temperatura ambiente durante 5 minutos. A placa foi
entdo lavada 8 vezes com agua destilada, em seguida bloqueada com 200 ul |
de 10% de soro caseiro em 1x PBS durante a noite a 4°C. A placa foi lavada
novamente por 8 vezes com agua destilada. Varias diluigdes de amostras de
soro de camundongos foram adicionadas as cavidades individuais (100
ul/cavidade). Cada amostra foi feita em triplicata. Apés incubagéo a 37°C
durante 1 hr, cada cavidade foi lavado 3 vezes com PBST, e incubada com
100 ul de IgG antlcamundongos de Cabra AffiniPure conjugado por peroxi-
dase diluido 1:200 (H+L) (Jackson ImmunoResearch, cat. N® 715-035-150)
durante 1 hora a 37°C. Cada cavidade foi entdo lavada 3 vezes com PBST,
seguido pela adi¢do de 100 ul de substrato de peroxidase ABTS (KPL, Gai-
thersburg, Méryland, cat. N° 50-66-18) a cada cavidade. Apés aproximada-}
mente 10 min a RY, a placé foi lida a 405-490 nm (comprimento de onda
dual) com um leitor de ELISA. Atividade especifica foi calculada com base
na relagao de sinal/ruido.

REATIVIDADE DE ANTICORPOS MONOCLONAIS ESPECIFICOS DE
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FCV-21

Os sobrenadantes dos clones de célula de hibridoma acima fo-
ram empregados para testar quanto a sua reatividade a FCV-21 como tam-
bém F9 em ensaio de ELISA sanduiche. Brevemente, uma p,IéCa ELISA de
96 cavidades foi coberta com 200 ul de um anticorpo policlonal de coelho
anti-FCV (Pfizer No.16), diluido 1:1500 em tampao de carbonato de sddio
(1,59 g de Na;COs e 2,93 g de NaHCO; dissolvido em 1 litro de agua). A
placa foi incubada durante a noite a 4°C. A placa foi lavada trés vezes com
1x PBS (pH 7,4) contendo 0,05% de Tween-20 (PBST), em seguida blogue-
ada com 200 ul de 1% de Caseina em PBST durante 1 hora a 37°C. Os so-
brenadantes F-9 e FCV-21 e foram adicionados a cada cavidade em diluicao
de 1:10. Apéds ihcubagéo a 37°C durante 1 hora, as placas foram lavadas e
varios sobrenadantes de hibridoma e sua varias diluigdes forém adicionadas
as cavidades individuais (100 ul/cavidade) em triplicata. As placas foram en-
tao incubados a 37°C durante 1 hr, lavadas 3 vezes com PBST, e incubadas
com 100 ul de IgG anticamundongo de Cabra AffiniPure conjugado por pero-
xidase diluido 1:200 (H+L) (Jackson ImmunoResearch, cat. Ne 715-035-150)
durante 1 hora a 37°C. Ap6s lavagem, 100 ul de substrato de peroxidase
ABTS (KPL, Gaithersburg, Maryland, cat. N2 50-66-18) foram adicion'ados a
cada cavidade. Apos aproximadamente 10 min a RT a placa foi lida a 405--
490 nm (comprimento de onda dual) com um leitor de ELISA. Atividade es- -
pecifica foi calculada com base na relagéo de sinal/ruido. |
TABELA 1-3. < ,
AVALIACAQ DE ELISA DE VARIOS SOBRENADANTES DE CELULAS DE
HIBRIDOMA QUANTO A SUA REATIVIDADE ESPECIFICA PARA FCV-21 |
VS. F9.

: 1:50 diluicao de
mADb n&o diluido | {1:10 diluicado de mAb mAb
mAb\Virus || PHA-21 F9 PHA-21 F9 PHA-21 F9
1 sup 30 | 1 3 - 1 2 1
2A sup 2. 1 |
2B sup 3 1
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‘mAb nao diluido

1:50 diluigao de

1:10 diligdo de mAb||  mAb

mAb\Virus || PHA-21 F9 PHA-21 F9 PHA-21 F9
3 sup 29 3 21 1 16 1
4 sup 1 1

5 sup 1 1

6 sup 1 1
17 sup 26 3 22 1 17 1.
18 sup 9 8 3 1

9A sup 1 -1

9B sup 1
110 sup 15 13 10 6

11 sup 1 1

13 sup 27 22 19 14

14A sup 2 2

14B sup 3

15 sup 1 1

16 sup 21 2 5 1 2 1
17 sup 20 1 14 1 12 1
18 sup 27 22 25 11
20 sup 1 1
21 sup 17 9 7 2 2 1
22 sup 2 ,
23 sup 12 1 10 1 10 1
24 sup 14 14 1
26 sup 1 1

27 sup 15 7 8 3

28 sup 1 2
29 sup 24 8 23 1 29 1
30 sup 17 7 13 1 18 1
31 sup 19 19 16 11
32 sup 28 16 21 12 18 10
33 sup 20 17 15 13
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1:50 diluicao de
- mAD néo diluido | |1:10 diluigdo de mAb mAb '

mADb\Virus || PHA-21 F9 PHA-21 F9 PHA-21 | - F9
34 sup 20 18 15 13

{35 sup 14 12 9 6
36 sup 17 5 15 1 21 1
37 sup 12 3 1 1 1
38 sup 6 5 |
39 sup 23 15 17 6
40 sup 16 3 10 1 13 1
41 sup 19 7 14 1
42 sup 13 1 15 1 17 1
43 sup 1 1

44 sup 9 4 4 1
45 sup 1 1

46 sup 8 4 3 2
47 sup -4 3 ,
48 sup 11 11 5
49 sup 12 13 8 7
50 sup 1 1

151 sup 2 2
52 sup 10 .
53 sup 12 2 10 1 3 1
54 sup 1 1
55 sup 19 18 25 15
56 sup 8 4 6 1
57 sup 1 1
58 sup 2 8
59 sup 18 1 20 1 16 1
60 sup 31 1 35 1 21 1
61 sup 18 4 33 1 29 1
62 sup 1 1
63 sup 1 1
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1:50 diluicao de
mAb n&o diluido | [1:10 diluicdo de mADb mAb
mAb\Virus || PHA-21 | F9 PHA-21 F9 || PHA-21| F9

64 sup 1 1

165 sup 3 5

66 sup 4 5 |

67 sup 21 12 22 3

69 sup | 1 1

.E. Anticorpos monoclonais especificos para FCV-21 e ndo outras cepas
de FCV. Dezoito clones de célula de hibridoma (3, 7, 17, 23, 27, 29, 30,
36, 37, 40, 41, 42, 44, 53, 56, 59, 60 e 61) foram escolhidos para se-
rem também testado quanto a sua especificidade para FCV-21. Onze
virus de FCV foram empregados no ensaio (FCV-21, 49, 26391-4,
F9, CFI-68, 33585, 89391, 255, J-1, 2280 e H). Novamente, ELISA
sanduiéhe foi empregado, como descrito acima. Os resultados sio
resumidos na TABELA 1-4,

TABELA 1-4.

REATIVIDADE DE SOBRENADANTES MONOCLONAIS CONTRA VARIAS

LINHAGENS DE FCV. '

Yr de Nao
isolagdo {1993|1993| 2003 {1960 |conhecido| 2000 | 2000 | 1970|1984 1983 | 1990 |

mAb\Virus| 21 | 49 |263914| F9 | CFl-68 33585/ 89391 | 255 | J-1 12280 H

3sup |21 |18 | 1 1 2 1 1 1 | 111 |25
7sup |22 |21 1 1 5 1 1 1 2 |1 |24
17sup |14 [12 | 1 1 8 1 1 1 |11 8
23sup {10 | 1 | 1 1 1 1 1 1] 1|1 1
27sup | 8 | 9| 3 3 | 10 4 | 4 |23 | 4|2 2
29sup |23 [18 | 9 1| 13 1 1 1 | 2| 1 8
30sup |13 (13 | 7 | 1 5 1 1 |1 | 3]2 6
36 sup 15 8 7 1 1 1 1 1 1 1 1
37 sup 3 3 2 1 2 1 1 1 1 1 1
40 sup 10 10 2 1 2 1 1 2 2 1 1

41 sup 14 1

—t
b
—h
e
—
—h
—
-t
-t
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Yr de Nao _ i
isolagdo |19931993| 2003 {1960 |conhecido| 2000 | 2000 | 1970|1984 | 1983 | 1990
mAb\Virus| 21 | 49 |263914| F9 | CFI-68 |33585| 89391 | 255 | J-1 | 2280 | H
a2sup |15 |21 1 1 1 1 1 1 1] 1 2
44 sup 4 1 1 1 1 1 1 1 - 1 1 1
153sup |10 |20 2 1 21 1 1 |1 17 | 1 14
56sup | 6 | 1 1 1 1 1 1| 1] 1 1
59sup |20 | 4 | 1 | 1 1] T (R I R T P
6osup |35 | 7 | 1 1 1 1 10 11 2
Bisup |33 |21 | 12 1] 25 1 1 3 |1 8

Como demonstrado acima, as cepas de célula de hibridoma 23,
41, 44 e 56 sao especificas para FCV-21, e nao qualquer outro FCV testado.
Portanto, esses anticorpos monoclonais podem ser empregados .como uma
ferramenta diagnéstica para FCV-21. Além disso, hibridoma 36 parece reagir
com cepé de FCV de vacina somente (FCV-21, 49, 26391-4) e nao qualquer
outra cepa de FCV. | ,

As cepas de célula de hibridoma 23, 36, 41, 44 e 56 foram tddas
depositadas com a Americah Type Culture Collection (ATCC), 10801 Bivd.
University, Manassas, VA, 20110, E.U.A., e nimeros de acessdo ATCC de-
signado: o
PTA-7349 (23)

PTA-7350 (36)

PTA-7353 (41)

PTA-7351 (44)

PTA-7352 (56)

EXEMPLO 1-9.

ANALISE DA NEUTRALIZACAO CRUZADA DE SORO DE _SOROS DE
FCV-21 E FCV-49 CONTRA VIRUS DE FCV ISOLADOS EM 1993.

A. Titulagdo de anti-soro homélogo. Anti-soro convalescente contra doze

isolados de FCV foi elevado em gatos livres de patdgeno especifico
(SPF), e coletad_o apds uma inoculagéo primaria e secundéria. O inécu-
lo de virus variou de acordo com os titulos de matéria-prima, variando
de 10* a 10° TCID50/gato. Os gatos foram inoculados inicialmente, re-
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forcados 3 semanas depois, e entdo foram sangrados para soro que 2
semanas apés o reforco. Os doze isolados incluiram F9, CFI-68,
. LSO12, JOKE3, JOK92, e isolados de campo 18, 21, 49, 50, 54, 27, e
11. Os isolados de campo foram selecionados com base em uma ana-
lise filogenética das sequiéncias da regido hipervariavel de cada se-
quéncia de proteina de capsideo da cepa. O isolados mais divergentes
foram escolhidos para o estudo. _
’ Os soros foram inativados por calor a 56°C durante 30 minutos, _
e titulados contra seu virus homélogo empregando um virus constante stan- ,
dard - técnica de soro variante (Griest 1979, Mahy 1996). Brevemente, os
meios (100-150 pl) foram adicionados a cada cavidade de uma placa de cul-
tura de tecido de 96 cavidades. O soro (100-150 ul) foi adicionado a cada
cavidade da fila de topo (1 2 ou 1:4 diluigao de soro inicial; F9 e LSO12 em
1:4), e 100 pl foram transferidos para placa apés a misturar (1:2 diluigdes)
com um pipetador de multicanal. O dGltimo em 100 pl foi descartado. 50 pl de
virus homélogo titulado (diluido a 200 TCIDs¢/50 pl) foi adicionado a cada:
cavidade, e as placas foram incubadas durante 2 h a 37°C em uma incuba-
dora de CO,. Apés incubagdo, 50 pl de uma diluigdo de 1:10 de células
CRFK em suépenSéo foram adicionados a cada cavidade. Uma placa de -
titulo de virus foi montada empregando o virus diluido para garantir que um
indculo apropriado foi adicionado a cada cavidade. 50 pl de virus foram em-
pregados na fila de topo contendo 150 ul de meio; o resto da placa conteve
180 pl/cavidade, e diluicdes de 10-dobras foram realizadas abaixo da placa '
com 20 pl. As placas foram incubadas durante 4 dias, e a férmula de Karber
foi empregada para calcular o soro e titulos virais (no caso de titulos de soro,
a proporgao de cavidades protegidas para desprotegidas foi empregada na
equacao). , ,

Quando titulando o soro, o TCleo foi definido como os 50% de
diluicdo de finalidade neutralizante (Griest 1979). Uma unidade de anticorpo
(AU) foi definida como a diluigdo mais elevada daquele anti-soro capaz de
neutralizar 32-320 TCIDs do virus homélogo em 50% das culturas de teste.
Portanto, o TCIDs, obtido é igual a 1 AU. As neutralizagdes cruzadas de vi-
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rus foram realizadas contra as concentragbes de soro de 25,5, 10e 20 AU.
B. Ensaio de neutralizacdo cruzada de virus.
Cada campo viral isolado, como também cepas F9, LSO12,

- JOKB63, JOK92, SA113 e CFI-68, foi testado contra cada dos doze anti-soros

de FCV em um ensaio de neutralizagdo cruzada. Cada virus requefeu cinco
placas de 96 cavidades. Cada soro foi diluido a 2,5, 5, 10 e 20 AU e semea-
do em réplicas de oito abaixo da placa (trés seros/placa para um total de
quatro piacas), e uma placa de titulo de virus (ajustada do mesmd modo

como para titulagbes de soro). As diluicdes de anti-soros foram preparadas

em DMEM primeiro diluindo-se o soro a 20 AU, e em seguida realizando di-
luigdes de 2 dobras até 2,5 AU. Uma aliquota de cada diluicdo (100 pl) foi
entdo adicionada a cada coluna de cavidades na placa. Os virus foram rapi-
damente descongelados a 37°C, colocados em gelo, e entdo diluidos a 200
TCIDso/cavidadel (mantidos no gelo). Para manter a consisténcia, um‘pro-
cesso de diluicdo de trés etapas foi usado para a maioria das matérias-
primas Virais, nunca indo mais elevado do que uns 1:100 em qualquer etapa.
A matéria-prima de virus diIUida (50 wI) foi adicionada a todas as cavidades
das placas de soro e tituladas como descrito previamente. As placas foram
incubadas a 37°C em uma incubadora de CO, durante 2 hr apés o que 50 p!
de diluicao 1:10 de uma suspensao de célula CRFK previamente crescida
para confluéncia foram adicionados a cada cavidade. As extremidades das
pipetas e cubas do reservatério foram alteradas ap6s cada série de cinco
placas. As placas foram classificadas apos 4 dias. Em alguns casos, o virus
pré-titulado, préfdiluidO‘foi empregado.

TABELA 1-5.

RESULTADOS DA NEUTRALIZACAO CRUZADA DE SORO

Soro | JOK63 | JOK92 | CFIe8 | LSO12 F9 11
virus | 2,5/5/10/ | 2,5/5/10/ | 2,5/5/10/ | 2,5/5/10/ | 2,5/5/10/ | 2,5/5/10/
20" 20 20 20 20 20
LSO12 |--nn NnNNN
Fo ---- ---- ---n -
Jok92 |[----




49

JOK63

JOK92

CFle8

LSO12

F9

11

2,5/5/10/
20*

---n
--nn
--nN

2,5/5/10/
20

- - - -

2,5/5/10/
20

--nN
---n
--nn
nnnN
---n

2,5/5/10/
20

---n
---n
--n-

---n

--nn
--nN

2,5/5/10/
20

NNN
nNn
NNN

-nN

2,5/5/10/
20

---n
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Soro | JOK63 | JOK92 | CFle8 | LSO12 F9 11

virus | 2,5/5/10/ | 2,5/5/10/ | 2,5/5/10/ | 2,5/5/10/ | 2,5/5/10/ | 2,5/5/10/
20" . 20 20 20 20 20
38 .
39
41 --n
42 ---- ---- ---- ---- nnn ----
47 --N
48 NNN |----
49 ----  |nNN  |----
50 --nN  |---- --nN  [--nN [N
54 N
55 .- ---- .- —.e- - —---
56 “--- ---- n-nn |--nn N ----

* 2,5, 5, 10, 20 unidades de anticorpo empregadas em SN N= 8/8 cavida-

des protegidas

n=4-7/8 cavidades protegidas = 0-3/8 cavidades protegidas

vazio= soro insuficiente/nao feito
TABELA 1-5 (CONTINUACAO)

soro 18 21 27 49 50 54

virus 12/5/10/20*| 2,/5/10/20 | 2,5/10/20 | 2,5/0/20 2'5/10/20, 2,5/5/10/20 | |
LSO12| ---n NNN NNN --nN

F9 ---- | NNN ---- |'aNN | ---n
JOK92| ---- --n ---- nnN ---- ----
CFie8 | ---- NNN NNN
JOK63| ---- NNN | --nn
SA11I3| NNNN| -nN NNN -nnn

3 NNN -NNN

4 --n -NN | NNNN ---n
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SOro

18

21

27

49

50

54

virus

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
27
28
29
30
34
36
38
39
41
42
47
48
49

2,/5/10/20*

- - - -
- -- -
- - - -
- - - -
- " - o-
- - - -

2,/5/10/20
-nn
-Nn-

nnn
nnN
-nn

---N

2,5/10/20

--nn

--Nn

---n

2,5/0/20
NNN
--N

. nNnNN

NNN

- --nN

2,5/10/20

NNNN

---n

---n
---n

2,5/5/10/20
--nN
nnnn
-nnN

~-nnn

-nnN
-nnN
--;n
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soro | 18 21 27 49 50 54
virus |2/5/10/20*| 2,/5/10/20 |2,5/10/20 | 2,5/0/20 | 2,5/10/20 | 2,5/5/10/20
50 ---- | NNN ---- | NNN [N | --nN
51 ---- | NNN --n
52 ---« | NNN | ----
53 [ nNN ---- nnN | ----

54 --n -nN .- 3

556° | ---- | NNN cee- | NN | ----
56 --nN | nnN ~«-= | NNN | ---- ---n

*2,, 5, 10 20 unidades de anticorpo empregadas em SN
N= 8/8 cavidades protegidas
n= 4-7/8 cavidades protegidas
-= 0-3/8 cavidades protegidas
vazio = soro insuficiente/nao feito

Os dados de neutralizagéo cruzada s&o resumidos na TABELA
1-5. Cada ponto de dados representa dito cavidades de réplica ensaiadas.
“N", *n", ou " represente a proporgcdo de cavidades protegidas para nao
protegidas, que € uma indicacdo da extensdo de neutralizacdo cruzada. Os
resultados da neutralizagdo de soro correspondendo a cada soro monoes-
pecifico testado contra seu vifus homélogo é realgado na TABELA. Estes
soros deveriam neutralizar completamente; a maior parte deles neutraliza.
As poucas excegdes, notavelmente JOK63, JOK92 e 11, mostram neutrali-
zagao completa é valores AU mais alios, porém ndo a 2,5 AU. Isto é prova-
vel devido a erros de diluigdo. O resultado mais significante desta série dve‘
dados é o grau elevado de neutralizagédo cruzada exibida por soros FCV-21
e FCV-49, particularmente o ultimo. Os padrdes de neutralizagdo cruzada
destes soros parecem ser semelhantes aqueles de F9. (Deveria ser notado
que a série de dados para F9, e para FCV-21 e FCV-49 a 20 AU, é incom-
pleto devido a quantidades insuficientes de soros). Embora existam algumas
diferencas em padroes de neutralizagdo entre os trés soros (FCV-21, FCV-
49, e F9), os isolados 11, 38 e 39 nao foram neutralizados consistentemente
por quaisquer dos trés.
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- EXEMPLO 1-10.

ANALISE DE NEUTRALIZACAO CRUZADA DE ANTI-SOROS FCV-21 E E

FCV-49 CONTRA VIRUS DE FCV ISOLADOS EM 2003.

‘Os ahtiesoros de FCV neste estudo foram gerados inoculando
10° a 106 dCIDs¢/ml de FCV intranasalmente em gatos (4-5 gatos/grupo).
Uma inoculag@o de reforgo foi realizada 3 semanas ap6s empregar a mesma
quantidade de virus. Os soros foram coletados 2 semanas pés-reforgb e tra-

‘tados com calor a 56°C durante 30 minutos.

As amostras de soro de cada dds gatos vacinados foram empre-
gadas no ensaio de neutralizagéo de soro contra cada das 26 cepas de FCV
(TABELA 1-6). As amostras de soro foram diluidas a 1:8 e seguidas por dilu-
icOes seriais de 2 dobras consecutivas para 1:16384 (total de 12 diluigdes)
em 600 ul de volume. FCV com faixa de titulo entre 50-500 TCIDsy/ml em
600 ul foram misturados com amostras de soro diluidas juntas e incubados a
temperatura ambiente durante 45 minutos. Em seguida, 200 ul de amostra

foram transferidos em cada cavidade da placa de 96 cavidades semeada

com células de CRFK em quadruplicagdo. As placas foram incubadas a
37°C, 5% de CO. durante 6 dias e o titulo de neutralizagéo de finalidade foi
determinado. Tanto o titulo de neutralizagdo de soro (SN) quanto o titulo- -
reverso de virus de desafio foram calculados pelo método de Spearman-
Karber (Spearman C, 1908, Brit J Psychol 2:227-242; Karber G, 1931, Arch
exp Path Pharmak 162: 480-487).

Os dados de neutralizagdo de soro foram analisados com titulos
de corte de >23 e >15 e >10. Os resultados sdo mostrados na TABELA 1-7.
Os dados sugerem FCV-21, FCV-49 e FCV 26391-4 tenham perfis de neu-
tralizagd@o cruzada mais amplos, e sdo entdo melhores candidatos de vacina
do que a cepa de vacina de FCV real, F9.
TABELA 1-6. |
26 LINHAGENS DE FCV EMPREGADAS NOS ESTUDOS DE NEUTRALI-
ZACAO CRUZADA

Linhagem Ano Local
12217-02 2002 NY
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Linhagem Ano Local

19306 ' 2003 FL
26391-4 2003 FL

- |27086-2 2003 FL
32561-1 2003 EM
32561-14 2003 EM
32561-15 2003 EM
32561-7 2003 EM
36069-2 2003 MT
84883-02 2002 NY
F9 1960 Na&o Conhecido
J-1 1984 CT
H 1990 AZ
2280 1983 Nao Conhecido
255NVSL 1970 ‘Nao Conhecido -
94580 2000 NY
100869-1 2000 Ontario
33585 2000 MA
88287 2000 PA
89391 2000 PA
101920-1 2002 NY
17932-17 2003 RI
30101-2 2003 MT
41927-8 2003 co
FCV-21 1993 M
FCV-49 1993 PA
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TABELA 1-7. , |
ANALISE DE NEUTRALIZACAO CRUZADA DE FCV-21. ECV-49. E FCV
26391-4 COMPARADO COM F9

A. | Candidato sobre F9
% (titulo SN >23) % de aumento (IN)
FCV-21IN 43,9 S 689
FCV-49 IN 339 30,4
FCV 26391-4IN || 28,9 | 11,2
F9 IN 26
B, Candidato sobre F9
% (titulo SN >15) % de aumento (IN)
FCV-21 IN 51,5 825
FCV-49 IN 37,7 18,9
FCV 26391-4 IN 39,4 24,3
F9 IN 31,7
C, : “Candidato sobre F9
% (titulo SN >10) % de aumento (IN)
FCV-21IN = 74,6 B
FCV-49 IN 63,1 15,2
FCV 26391-4 IN 635 15,9
F9 IN 54,8

EXEMPLO 1-11. | |
CLASSIFICACAO CLINICA E MORTALIDADE PARA GATOS VACINADOS
COM COMPONENTES DE FELOCELL 4 COM E SEM FCV-21.

Gatos de pélo curto domésticos, cerca de 8 semanas de idade,

foram vacinados com componentes de FELOCELL® 4 que contém virus de
rinotraqueite de felino vivo modificado [FHV], calicivirus [FCV-F9), virus de
panleucopenia [FP] e Chlamydia psittaci, com ou sem outra cepa de FCV,
FCV-21. Os regimes de vacinacdo avaliados incluiram: uma vacinagao sub-
cutanea inicial seguida por reforcos subcutaneos no dia 21 (SQ/SQ); uma
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vacinagdo subcutanea inicial seguida por uma imunizagéo de reforgoIOraI no
dia 21 (SQ/Oral); ou uma vacinag&o oral inicial seguida por uma segunda
vacinagéao oral no dia 21. A vacinagéo oral foi obtida por administfag:éo da
vacina na boca. No dia 42, todos os gatos foram desafiados com apfoxima-
damente 1 mL de FCV-33585 sistémico virulento (3 log de TCIDs¢/mL). To-

dos os gatos foram monitorados para sinais clinicos (temperatura, escorri-

mento soroso de conjuntivite, escorrimento mucopurulenta de cohjuntivite,

escorrimé’rito soroso de rinite, escorrimento mucopurulenta de rinite, espirro,

ronqueiras audiveis, respiragdo de boca aberta com tosse, anorexié, desi-

dratag&o, uma Ulcera oral < 4 mm, ulceras orais mUltiplas, Ulceras orais > 4
mm, salivagdo, Ulcera externa sem sangramento, Ulceras externas com san-

gramento) da doenga durante 14 dias ap6s o desafio. Os gatos que exibem

sinais clinicos severos pds-desafio que foram consistentes com‘ patogé'nese

de calicivirus foram eutanizados.

Como mostrado na TABELA 1-8, a adi¢éo da nova cepa FCV-21
significantéménte aumenta a eficacia de FELOCELL 4, com ou sem:a pre- -
senca de FCV-F9. A vacinagdo de SQ/SQ e vacinagdo de SQ/Oral parece
ser eficaz para prevenir infecgdo de FCV. Além disso, é demonstrada a efi-
cacia até mesmo contra infec¢do de FCV com vacinagdo Oral/Oral com adi-
¢éo de FCV-21 e auséncia de F9 em FELOCELL 4 e FELOCELL 3 (FELO-
CELL 3 é FELOCELL 4 sem Chlamydia psittaci).

Para TABELA 1-9, os regimes de vacinagdo avaliados incluiram
uma vacinagao subcuténea inicial seguida por duas imunizagdes de reforgo
orais no dia 21 e dia 42 (SQ/Oral/Oral). E demonstrado que a adicao de
FCV-21, com ou sem FCV-F9 em FELOCELL 4, significantemente diminuiu
as classificagbes clinicas e mortalidade.
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EXEMPLO 1-12.

ANALISE DE NEUTRALIZACAO CRUZADA DE SOROS DE GATOS VACI-

NADOS COM COMPONENTES DE FELOCELL 4 COM E SEM FCV-21

‘As amostras de soro de cada gato no estudo descritas em E-
XEMPLO 1-11, foram coletadas seguinte a segunda vacinagao, porém antes
de 85 desafios. As amostras foram tratadas com aquecimento a 56°C duran-
te 30 minutos, e avaliados no ensaio de neutralizagdo de soro contra cada
das 26 cepas:de FCV como previamente descrito no EXEMPLO 1-10 (TA-
BELA 1-6). |
| - Os dados de neutralizag&o de soro foram analisados com titulos
de corte de >23 e >15, e uma média dos dois titulos de corte foi calculada
(Ave.). Os resultados sdo mostrados na TABELA 1-10. Os dados indicam
que todas as formulagdes de vacina que contém FCV-21 tiveram perfis de
neutralizagao cruzada mais amplos do que as vacinas contendo a cepa de
FCV-F9 tradicional (~60% vs. 40%). Isto resultou em um aumento aproxima-

do de 50% no numero das cepas de FCV neutralizadas.
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Como também mostrado na TABELA 1-10, a adigdo das novas
cepas de FCV 21 significantemente aumentou o perfil de neutrallzagao cru-
zada de FELOCELL 4, com ou sem a presenca de FCV-F9. Os perfls de
neutralizagdo cruzada mais amplos foram observados com vacinagéo de
SQ/SQ e vacinagdao de SQ/Oral. Além disso, sdo demonstrados os perfis de
neutralizagao cruzada reak;ados com vacinagao de Oral/Oral com a presen-
cade FCV 21, porém ndo F9, em FELOCELL 4 e FELOCELL 3.

Na TABELA 1-11, os regimes de vacinagdo avaliados mclunram
uma vacinagao subcutanea inicial seguida por duas imunizagGes de reforgo
orais no dia 21 e dia 42 (SQ/Oral/Oral). Os resultados indicam que a adicao
de FCV-21, com ou sem FCV-F9 em FELOCELL 4; resultou em perfis de
neutralizagdo cruzada significantemente mais amplos (40% de aumento a-

proximado).
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Descricdo numerada da invengéo. Descrigdo adicional das in-
vengOes e exemplos. 1. Uma vacina para imunizar gatos contra calicivirus de
felino que compreende uma proteina de capsideo de FCV-21 ou uma protei-

- na de capsideo de FCV-21 isolada. 2. Uma vacina para imunizar gatos con-
' tra calicivirus de felino que compreende uma proteina de capsideo de FCV-

21 ou uma proteina de capsideo de FCV-21 isolada onde a referida proteina
de capsideo compreende sequéncia de proteina (SEQ ID 13) e sequéncias
que tém pelo menos cerca de 91,2%, 95% e 99% de identidade: onde a refe-
rida proteina de capsideo é fornecida em uma quantidade eficaz para‘ produ-
zir uma resposta imune, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel. 3. Uma
vacina de DNA por imunizar gatos contra calicivirus de felino que cdmpreen-
de seqﬁénbias de &cido nucléico que codificam para uma prdteina de capsi-
deo de FCV-21 ou uma protéina de capsideo de FCV-21 isolada‘onde o re-
ferido DNA compreende uma sequéncia (SEQ. ID 12) e seqﬁéncias'que tém
pelo menos cerca de 78,7%, e 79,2% de identidade de sequéncia e permi-
tindo subsiituigées conservadoras. 4. Uma vacina para imunizar gatos contra -
calicivirus de felino que compreende uma proteina de capsideo de FCV-49
ou uma proteina de capsideo de FCV-49 isolada, onde a referida proteina de
capsideo compreende uma sedﬂéncia de proteina de cepa FCV-49. 5. Uma
vacina para imunizar gatos contra calicivirus de felino que compreende uma
proteina de capsideo de FCV-49, ou uma proteina de capsideo de FCV-49
isolada, onde a referida proteina de capsideo compreende 'seqijéncia de pro-
teina (SEQ ID 15) e sequiéncias que tém pelo menos cerca de 92,7%, 95% e
99% de identidade; onde a referida proteina de capsideo é fornecida em
uma quantidade eficaz para produzir uma resposta imune, e um veiculo far-
maceuticamente aceitavel. 6. Uma vacina de DNA para imunizar gatos con-
tra calicivirus de felino que compreende seqliéncias de acido nucléico que
codificam para uma proteina de capsideo de FCV-49 ou uma proteina de
capsideo de FCV-49 isolada, onde o referido ADN compreende uma se-
quéncia (SEQ. ID 14) e sequéncias que tém pelo menos cerca de 78,9%,
isto €, 79,4% (78,9 + 0,5) de identidade de seq(iéncia e permitindo substitui-
¢Oes conservadoras. 7. Uma vacina para imunizar gatos contra calicivirus de
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~ felino qué compreende uma proteina de capsideo de FCV-26391-4, ou uma

proteina de capsideo de FCV-26391-4 isolada, onde a referida proteina de
capsideo compreende seqiiéncias de proteina de cepa FCV-26391-4. 8.
Uma vacina para imunizar gatos contra calicivirus de felino que compreende
uma proteina de capsideo de FCV-26391-4 onde a referida proteina de cap-
sideo compreende seqiiéncia de proteina (SEQ ID 17) e seqliéncias que tém
pelo menos cerca de 91,8%, 95% e 99% de identidade onde a referida prote-

1ina de capsideo ¢ fornecida em uma quantidade eficaz para produzir uma

resposta imune, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel. 9. Uma vacina
de DNA para imunizar gatos contra calicivirus de felino que compreende se-
quéncias de acido nucléico que codificam para uma proteina de capsideo de
FCV-26391-4 ou uma proteina de capsideo de FCV-26391-4 isolada, onde o
referido DNA compreende uma sequéncia (SEQ. ID 16) e sequiéncias que
tém pelo menos cerca de 78,4%, isto &, 78,9% (78,4 + 0,5) de identidade de
sequéncia. 10. A vacina de quaisquer das reivindicagdes 1-3, onde o polinu-

cleotideo é selecionado do grupo que consiste essencialmente em SEQ ID
'NOS. 12, 14, 16. 11. A vacina de quaisquer das reivindicacdes 1-3, também

compreendendo ou sozinho ou em quaiquer combinagdo os seguintes: onde
contém um adjuva'nte, onde o componente de FCV esta vivo, onde o com-
ponente de FCV ¢ inativado, onde o componente de FCV é inativado, que
pode incluir pélo menos uma outra cepa de calicivirus de felino selecionada
do grupo que consiste em FCV-F9, FCV-LLK, FCV-M8, FCV-255, e FCV-
2280. 12. A vacina das reivindicagoes, 1, 4, e 7, onde a vacina inclui pelb
menos um outro patégeno de felino, selecionado do grupo que consiste em
virus de herpes felino, virus de leucemia felino, virus de imunodeficiéncia
felino, Chlamydia pssittaci, e parvovirus de felino, virus de raiva e Bordetella
bronchiseptica. 13. Uma vacina para imunizar gatos contra calicivirus de feli-
no que compreende uma sequéncia de hucleotl’deo dé uma proteina de cap-
sideo de FCV selecionada do grupo que consiste em um polipeptideo que
tem 93% ou mais de identidade com SEQ ID NO.13, 15, ou 17, onde o isola-
do de FCV néao é a cepa 213-95, e onde a seqﬁéncia de acido nucléico é
operavelmente ligada a uma seqléncia promotora heterdloga, em uma
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quantidade eficaz para produzir uma resposta imune, e um veiculo farma-
ceuticamente aceitavel. 14. A vacina da reivindicagdo 13, onde a sequiéncia
de nucleotideo é selecionada do grupo que consiste essencialmente em
SEQ ID NOS. 12, 14 e 16. 15. A vacina da reivindicagdo 13, onde a sequén-

‘cia de nucleotideo esta em qualquer dos seguintes: um plasmideo, um vetor

de virus recombinante. 16. A vacina da reivindicagéo 13, onde o vetor de
virus recomblnante e selecionado do grupo que consiste em vnrus de herpes
felino, poxnvnrus de guaxinim, poxivirus de canario, adenovirus; virus de Se-

mliki Forest, virus de Sindbis, e virus de vacinia. 17. Uma composngao imu-

nogénica que compreende um veiculo veterinariamente aceitavel de excipi-

ente e uma cepa isolada de FCV que se liga a um anticorpo monoclonal se-
lecionado dos anticorpos monoclonais descritos aqui, tal como 23, 26, 41, 44
e 56. 18. Uma composigao imunogénica que compreende um veu’éulo veteri-
nariamente aceitavel de excipiente e uma cepa isolada de FCV que seleti-
vamente se liga a um anticorpo monoclonal selecionado dos anticorpos mo-
noclonais desbritos aqui, tal como 23, 26, 41, 44 e 56. 19. As composicdes
imunogénicas da reivindicagdo 17 e 18, onde a cepa de FCV é inativada,
onde a referida cepa de FCV é uma vacina, e onde a composicdo compre-
ende um adjuvante. 26.‘Um método por imunizar um gato contra calicivirus
de felino que compreende: administrar ao gato uma dose eficaz de uma va-
cina de quaisquer das reivindicagbes 1-14, onde a vacina adicionalmente
compreende um adjuvante. '
PARTE 2 . , ‘
ESTA SECAO ABAIXO FORNECE INFORMACAO DETALHADA SOBRE
OS METODOS DE IMUNIZAR ANIMAIS CONTRA VIiRUS E EM PARTICU-
LAR GATOS CONTRA CALICIVIRUS

‘A menos que de outro modo indicado, as descri¢6es abaixo u-
sam as definigbes fornecidas acima e abaixo.

Descritos aqui sdo métodos e materiais para tratar e imunizar
animais com vacina e em particular gatos contra calicivirus de felino (FCV).
O método inclui administrar ao gato, quantidades terapeuticamente eficazes

de primeiras e segundas vacinas que sdo capazes de induzir uma resposta
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imune, e em particular no gato contra. FCV. A primeira vacina é tipicamente
administrada parenteralmente, porém em algumas situagdes pode ser admi- -
nistrada oralmente, a0 mesmo tempo onde a segunda vacina é administrada
oralmente ou oronasalmente N dias seguinte 4 administragdo da primeira
vacina. Estas vacinas s&o tipicamente administradas parenteralmente pri-
meiro porque elas tipicamente causam lesdes orais se inicialmente adminis-

tradas oralmente. Surpreendentemente, sdo descritas cepas FCV-21, FCV-

49 e FCV 26391-4 que sio tdo seguras e eficazes que elas podem ser ad-
“ministradas como uma primeira administrag&o oral seguida por uma segunda

administra¢ao oral. Aqui, N € um nimero inteiro de 3 a 120, inclusive, porém
é tipicamente um nuimero inteiro de 7 a 42, inclusive, ou de 14 a 28, inclusi-
ve, preferido é cerca de 3 semanas e também cerca de 2-4 semanas. Alter-
nativamente, a segunda vacina pode ser administrada ap6s o gato ter de-
senvolvido um titulo de neutralizagéo de soro de FCV de cerca de 1:6, 1:9,
1:12, 1:15, 1:18, ou maior.

O método também pode incluir uma ou mais administra¢bes pa-

‘renterais, orais ou oronasais adicionais de uma vacina de FCV M dias de

administragio seguinte a primeira vacina ou a segunda vacina onde M é um
ndmero inteiro de 1 a 120, inclusive. Desse modo, os regimes de vacinagao
representativos incluem (1) administragdo subcutdnea de uma primeira vaci-
na de FCV, seguido por administragdo oral de uma segunda vacina de FCV; |
(2) administragdes subcutaneas sucessivas de primeiras e terceiras vacinas
de FCV, seguido por administragao oral de uma segunda vacina de FCV; e
(3) administragdo subcutanea de uma primeira vacina de FCV, seguida por
administragdes orais sucessivas das segundas e terceiras vacinas de FCV.
Como descrito acima, a primeira vacina é administrada parente-
ralmente (por exemplo, subcutaneamente), a Segunda vacina é administrada
oralmente ou oronasalmente, e uma terceira vacina opcional pode ser admi-
nistrada parenteralmente, oralmente ou oronasalmente. Qualquer dispositivo
pode ser empregado para administrar as vacinas, incluindo seringas, conta-
gotas, dispositivos de inje¢do sem agulha, e outros. Para administragao oro-
nasal, uma seringa carregada com uma canula pode ser empregada para
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colocar gotas da vacina no nariz e boca do gato.

O método pode empregar qualquer vacina que seja capaz de
induzir uma resposta imune no gato contra FCV, contanto que a 'primeira
vacina seja adaptada para ser administrada parenteralmente e a segunda

“vacina seja adaptada para ser administrada oralmente ou oronasalmente.

Como notado acima, a teréeira vacina opcional € adaptada para ser adminis-
trada parenteralmente, peroralmente, ou oronasalmente. As primeira, se-
gunda, e terceira vacinas opcionais podem ser iguais ou diferentes e cada
compreende, independentemente, um antigeno ou antigenos derivados de

uma ou mais cepas de FCV. As vacinas Uteis desse modo incluem vacinas

de virus vivo, vacinas de virus vivo modificado, e vacinas de virus inativado.
As vacinas de FCV vivo e vivo modificado contém cepas de FCV que nédo
causam doenga em gatos e foram isolados na forma n&o virulenta ou foram
atenuadas empregando métodos bem conhecidos, incluindo passagem em
série em umai cepa de célula adequada ou exposi¢éo a luz ultravioleta ou um
mutégeno'qun’mico. As vacinas de FCV inativado ou morto contém cepa de
FCV que foi inativada através de métodos conhecidos, incluindo tratamento
com formalina, betapropriolactona, etilenoimina binario, e outros. As vacinas
exemplares incluem aquelas contendo cepas néo virulentas selecionadas de
FCV-F9, FCV-M8, FCV-255, FCV-2280, FCV-21, FCV-49, FCV 26391-4,
etc., ou sozinha ou em combinagéo.

Outras vacinas Uteis derivadas de uma ou mais cepas de FCV
incluem vacinas recombinantes e vacinas DNA (isto é, vacinas de subunida-
de). As vacinas recombinantes incluem vetores de virus recombinante, cada
contendo um &cido nucléico que codifica um antigeno derivado de uma cepa
de FCV. Tais vetores podem ser preparados inserindo um cDNA que codifica
um antigeno derivado de uma cepa de FCV (por exemplo, uma proteina de
capsideo) no genoma de um virus ndo virulento, incluindo cepas de virus de
herpes, poxivirus, adenovirus, e similares. Para vetores de virus, o cDNA é
operavelmente ligado a um promotor de transcrigdo de eucariota na termina-
¢ao 5' do antigeno que codifica a seqiiéncia e é operavelmente ligado a um
sinal de terminac&o de eucariota e sinal de poli(A) na terminagdo 3' do anti-
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~ geno que codifica a sequéncia, de forma que o promotor de transcricdo e

sequéncias de terminagdo regulem a expressdo do antigeno. Os promotores
de transcrigao Uteis incluem promotor de repeticdo terminal longa de virus de
Rous sarcoma (RSV-LTR), promotor de imediatamente precoce Citomegalo-
virus (CMV), promotor de antigeno T do virus vacuolizante dos simios 40
(SV40), e promotores induziveis, tal como promotor de metalotioneina. Para
uma descri¢do de vacinas recombinantes de FCV, veja Patente dos Estados

‘Unidos N2 5.716.822 por Wardley e outros, que estd aqui incorporada por

referéncia em sua totalidade.

~As vacinaskde DNA incluem moléculas de DNA (por exemplo,
plasmu’deos) tendo uma seqléncia de acido nucléico que codifica um antige-
no de FCV, tal como uma proteina de capsideo de FCV ou um fragmento
imunogénico especifico des’ta, que elicia uma resposta imune no gato contra
FCV. O &cido nucléico que codifica seqiéncia é operavelmente ligado a um
promotor transcriptional que permite a expressdo do DNA quando é inocula-

do nas células do gato. Os promotores Uteis incluem o promotor de RSV-
LTR, o promotor imediatamente precoce principal de CMV, e o promotor de

antigeno T de SV40. Adicionalmente, o &cido nucléico pode ser operavel-
mente ligado, em ou préximo do cédon de terminagdo da sequéncia que co-
difica o antigeno de FCV, a um fragmento de &cido nucléico que compreen-
de um sinal de term'inagéd de transcri¢do e sinal de reconhecimento de po-
li(A). Para uma descricdo das vacinas de DNA, a Patente dos Estados Uni-
dos N2 5.580.859, Patente d_os Estados Unidos N2 5.589.466, e Patente dos
Estados Unidos N? 5.703.055, por Felgner e outros

| Outras vacinas Uteis incluem aquelas contendo um ou mais anti-
genos de subunidade, tal como uma proteina de capsideo de FCV ou um
fragmento imunogénico da proteina de capsideo, que foi isolada e purificada.
O antigeno de subunidade pode ser produzido em Um vetor de expressao
recombinante que produz o antigeno in vitro empregando os métodos descri-

tos acima. O antigeno resultante é subseqlientemente isolado e purificado.

Os vetores de expressdo Uteis incluem varios microorganismos, incluindo

bactérias, leveduras e fungos, como também eucariotas, tal como células de
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inseto e mamifero. Outros vetores de expressdo uteis incluem virus, tal co-
mo adenovirus, poxivirus, virus de herpes, virus de Semliki Forest, baculovi-
rus, bacteriéfagos, virus de Sindbis, virus de Sendai, e similares. A'expres-
sao do antigeno de subunidade de FCV em um microorganismo per'mite a

‘produgéo da proteina antigénica que usa tecnologias de fermentacéo de es-

cala comercial. Varios métodos podem ser empregados para isolar e purifi-
car os antigenos, incluindo filtragdo de gel, cromatografia de afinidade, cro-
matografia de permuta de ions, centrifugagéo, e similares.

Uma ou mais das vacinas também pode.conte’r antigenos para
imunizar gatos contra um ou mais patdgenos, além de FCV, incIYUindo, virus
de herpes de felino, virus de leucemia de felino, virus de imunodeficiénCia de
felino, virus de panleucopenia de felino, e Clamidia de felino.

Outros componentes de vacinas podem incluir excnpnentes far-
maceuticamente aceitaveis, incluindo veiculos, solventes, e diluentes, agen-
tes isotdnicos, agentes de protecao, estabilizadores, conservantes; os agén-
tes imunomoduladores (por exemplo, interleucinas, interferons, e outras cito-
cinas), agentes vaso-construtores, agentes antibacterianos, agentes antifun-
gicos, e outros. Os veiculos, solventes, e diluentes tipicos incluem agua, sa-
lina, dextrose, etanol, glicerol, e similares. Os agentes isotdnicos representa-
tivos incluem cloreto de sodio, dextrose, manitol, sorbitol, lactose, e outros.
Os estabilizadores uteis incluem gelatina, albumina, e similares.

As vacinas também podem incluir um ou mais adjuvantes que
aumentam a resposta imune ao antigeno. Os adjuvantes representativos
incluem adjuvantes com base em éleo, tal como o Adjuvante Completo de
Freund e o Adjuvante Incompleto de Freund, adjuvantes com base em mico-
lato (por exemplo, dimicolato de trealose), lipopolissacarideos bacterianos
(LPS), peptidoglicanos (isto €, mureinas, mucopeptideos, ou glicoproteinas,
tal como N-Opaba, dipeptideo de muramila, ou analogos deste), proteoglica-
nos (por exemplo, extraidos de Klebsiella pneumoniae), preparagoes estrep-
tocécicas (por exemplo, OK432), Biostim® (por exemplo, 01K2), Iscoms (por
exemplo, veja Pedido de Patente Europeu N EP 109942, EP 180564 e EP
231039), hidroxido de aluminio, saponina, dietilaminoetil-dextrana, dleos
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- neutros (por exemplo, migliol), 6leos vegetais (por exemplo, éleos de amen-

doim), lipossomas, polidis de Pluronic®. Outros adjuvantes incluem, porém -
nao estao limitados ao, sistema de adjuvante RIBI (Ribi Inc.), alume, gel de

hidroxido de aluminio, colesterol, emulsées de 6leo em agua, emulsdes de

agua em oleo, co-polimero de bloco (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron,
Emeryville CA), adjuvante de AMPHIGEN®, saponina, Quil A, Qs-21 (Cam-
bridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals,
Inc., Birmingham, AL) ou outras fragdes de saponina, lipidio A de monofosfo- »
rila, adjuvante de lipidio-amina Avridine, entérotoxina labil ao calor de E. coli
(recombinante ou caso bontrério), toxina de cdlera, ou dipeptideo de murami-
la, entre outros. |

Os tamanhos de dose das vacinas de FCV tipicamente variam
de cerca de 1 mL a cerca de 2 mL, inclusive. Cada dose contém uma quan-
tidade terapeuticamente eficaz do antigeno de FCV ou antigenos que podem
variar, dependendo da idade e condigéo geral do gato, da via de administra-
¢éo, da natureza do antigeno de FCV, e outros fatores. Para vacinas que
contém virus vivo modificado ou virus atenuados, uma dose terapeuticamen-
te eficaz geralmente varia de cerca de 106 TCIDs, a cerca de 108 TCIDs,
inclusive. Para vacinas que contém antigenos de subunidade, tal como pro-
teina de capsideo de FCVs, uma dose terapeuticamente eficaz geralmente
varia de cerca de 10 pg a cerca de 100 p g, inclusive. Os outros componen-‘
tes das vacinas podem ser ajustados para modificar as propriedades fisicas
e quimicas das vacinas. Por exemplo, os adjuvantes compreendem tipicé-
mente de cerca de 25 g a Cerca de 1000 pg, inclusive, de uma dose de
1 mL. Similarmente, os antibiéticos compreendem tipicamente de cerca de 1
Mg a cerca de 60 pg, inclusive, de uma dose de 1 mL.

As vacinas de FCV sdo fornecidas em varias formas que depen-
dem da via de administragéo, exigénciés de armazenamento, e outros. Por
exemplo, as vacinas podem ser preparadas como solugcdes ou dispersdes
aquosas adequadas para uso em seringas, conta-gotas, etc. ou podem ser
preparadas como pds liofilizados que sdo reconstituidos em salina, tamp&o

de HEPES, e outros, antes do uso.
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PARTE 2

EXEMPLOS E TABELAS

Os seguintes exemplos sdo pretendidos serem ilustrativos e ndo

- limitantes, e representam algumas modalidades especificas da presente in-

vengao.

EXEMPLO 2-1. REGIME DE VACINACAO SUBCUTANEA/ORAL COM FE-
LOCELL® 4 E FEL-O-VAX® | | |

~ Gatos pélo curto domésticos, 4-5 meses de idade, foram vacina-
dos com FELOCELL® 4 (Pfizer Inc.; virus de rinotraquevl’te de felino vivo mo- -

| dificado [FHV], calicivirus [FCV], virus de panleucopenia [FP] e Chlamydia‘

psittaci), com FEL-O-VAX® (Fort Dodge; FHV morto, FCV, FP, e C. psittaci),
ou com diluente estéril (grupo de controle). Os regimés de vacinagéo avalia-
dos incluiram: uma vacinag¢ao subcutanea inicial séguida por reforgos subcu-
taneos nos dias 21 e 42 (SQ/SQ/SQ); uma vacinag¢do subcutanea ihicial se-
guida por duas imunizagbes de reforgo orais nos dias 21 e 42
(SQ/Oral/Oral); bu uma vacinagao subcutanea inicial seguida por uma se-
gunda vacinagao subcuténeé no dia 21, e um aumento oral no dia 42. Todas
as doses foram 1 mL. A vacinagao oral foi obtida por administragdo da vaci-
na na boca. No dia 99, todos os gatos foram desafiados com éproxvimada-
mente 3,5 mL de FCV-33585 sistémico virulento (4,8 log de TCID50/mL). O
desafio foi realizado administrando-se aproximadamente 3 mL da dose em
comida de gato enlatada, e 0,05 mL por instilagdo nasal. Todos os gatos fo-
ram monitorados quanto aos sinais clinicos da doenga durante 14 dias pds-
desafio. Os gatos que exibem sinais clinicos severos pds-desafio que esta-
vam de acordo com a patogénese de calicivirus foram eutanizados.

Como mostrado na TABELA 2-1, o grupo vacinado pelo regime
SQ/Oral/Oral teve uma taxa de mortalidade de somente 10%, a0 mesmo
tempo onde o gfupo de controle teve uma taxa de mortalidade de 90%. O
grupo vacinado pelo regime SQ/SQ/SQ teve uma taxa de mortahdade de
50%, a0 mesmo tempo onde o grupo vacinado pelo regime SO/SQ/OraI teve
taxa de mortalidade de 20%. Estes resultados sugerem que vacinacdo de
SQ seguida por um reforgo Oral significantemente aumenta a efetividade da
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- vacinagdo de FELOCELL® 4 contra desafio de FCV virulento. Ndo somente

as taxas de mortalidade diminuem de 50% (SQ/SQ/SQ) para 10%
(SQ/Oral/Oral) ou 20% (SQ/SQ/Oral) quando a vacinagao oral foi uma parte
do regime, porém como mostrado na TABELA 2-2, a severidade dos sinais
clinicos, tal como lesdes de pele (SL), inapeténcia (IA), depressdo (DP), dl-
ceras orais (OU), deficiéncia fisica (LN), espirro (SZ), escorrimento nasal
(ND) e olhos aguados (WE), diminuiu também.

‘"TABELA 2-1.

MORTALIDADE DE GATOS DESAFIADOS COM FCV-33585 VIRULENTO
SEGUINTE A VACINAGAO (EXEMPLO 2-1)

-T2 SQ/SQ/SQ | 100 | 100 {100 {100 | 100 |25 100 |25

TABELA 2-1
Grupo | Vacinagéo Desafio
Tratamento - azligmdaeis Rotina a,r\fmdeﬁs , Morfaz)l/idade,
f1 Controle | 10 SQ/SQ/S‘Q 10 20
T2 | FELOCELL®4 5  sQ/sq/sQ | 4 50
T3 | FELOCELL®4 10  SQ/SQ/Oral | 10 o
T4 FELOCELL®4 10  SQ/Oral/Oral 10 10
5 FEL-O-VAX® 5 sQ/sQ/sQ 5 60
TABELA 2-2.

SINTOMAS CLINICOS (% DE ANIMAIS) SEGUINTE A VACINAGAO E
SUBSEQUENTE AO DESAFIO DE FCV-33585 (EXEMPLO 2-1)

TABELA 2-2
Grupo| Rotina | SL | IA | EP | QU LN SZ | ND | WE
T SQ/SQ/SQ |50 | 100|100 |70 100 |30 9 (70
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TABELA 2-2
Grupo Rotina SL|IA | EP| OU | LN SZ | ND | WE

T3 SQ/sQ/Oral |70 |70 |50 |60 70 20 30 (10
T4 SQ/Oral/Oral | 10 |40 |20 |40 50 10 30 |0

T5 SQ/SQ/SQ |40 [80 |60 |60 |60 40 60 |20

EXEMPLO 2-2. ,
TITULOS DE NEUTRALIZAGAO DE SORO DE FCV MEDIOS SEGUINTE A
VACINACAO SQ/ORAL

As amostras de sangue tomadas dos gatds do EXEMPLO 2-1,

~ foram coletadas nos dias de estudo 0, 21, 42, 63, 98 e 113, e avaliadas em

um ensaio de neutralizagdo de soro (SN) quanto a sua capacidade de neu-
tralizar FCV. As amostras de soro foram diluidas 1:8, seguido por 2 vezes de
diluicoes em séries para 1:16384 (total de 12 diluicdes) em 600 pL de volu-
mes. O calicivirus de felino com um titulo de 50-500 TCIDsy/mL em 600 pL
foi misturado com as amostras de soro diluidas e incubado & temperatura
ambiente durante 45 minutos. Em seguida, 200 uL de cada amostra diluida = -
foram transferidos em cavidades separadas de placas de 96 cavidades se-
meadas com células‘de Rim Felino Crandel (CrFK) em quadruplicagéo. As
placas foram incubadas a 37°C, sob 5% de CO. durante 6 dias em cujo tem-
po os titulos de neutralizagao de finalidade foram determinados. Tanto o titu-
lo de neutralizagdo de soro (SN) quanto ao titulo reverso de virus de desafio
foram calculados empregando o método de Spearman-Karber. Veja, C.,
Spearman, Brit. J. Psychol. 2:227-242 (1908) e G. Karber, Arbo'. Exp.Path._
Pharmak. 162:480-487 (1931). Como mostrado na TABELA 2-3, FELO-
CELL®4 administrado através dos regimes de vacinagcao SQ/OraI/OraI ou
SQ/SQ/Oral, teve titulos de SN de FCV significantemente mais elevados.
Estes dados se correlacionam com a reducgéo significante nas taxas de mor-
talidade descritas no EXEMPLO 2-1
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TITULOS DE SN DE FCV MEDIOS (NEUTRALIZACAO DE SORO) EM VA-
~ RIOS DIAS DE ESTUDO (EXEMPLO 2-2)

' TABELA 2-3

Vacinagéo ngt\)/sl\ggdiso,: ge al:frr?aeis
Grupo| Rotina 0 21 42 63 98 113 | Dia 113
TI |sQ/s@/isQ | 3 2 4 3 4 7340 |1
T2 = [ sQ/sQ/sQ 3 18 17 24 29 5986 |2
T3 |SQ/SQ/Oral | 3 27 36 310 1032 5783 |8
T4 |SQ/Oral/Oral| 3 18 431 877 1980 5787 |9
T5 |sQ/sq/sQ | 4 3 6 8 15 3563 |2

* Medido no dia 0, dia 21, dia 42, dia 63, dia 98, e dia 133 pés-vacinagao.
EXEMPLO 2-3. .
EFETIVIDADE DA ADMINISTRAGAO SQ/ORAL DE FELOCELL® 4 E FEL-

O-VAX® CONTRA ViRUS DE PANLEUCOPENIA DE FELINO

As amostras de soro dos gatos do EXEMPLO 2-1 também foram
analisadas quanto aos seus titulos de FP médios.- Como mostrado na TA-
BELA 2-4, todos os gatos eram soronegativos no comego do estudo. Subse-
qlientemente, os titulos médios do grupo de controle permaneceram em 1
durante a durag&o dos intervalos da amostragem (dias 21 e 42). Entretanto,

os titulos médios dos outros quatro grupos de vacinagdo aumentaram signi-

- ficantemente.

TABELA 2-4.
TITULOS MEDIOS DE ANTICORPO DE SORO PARA ViRUS DE PANLEU-
COPENIA DE FELINO (EXEMPLO 2-3)

TABELA 2-4
~ Vacinagdo Titulo de FP de Soro Médio *
Grupo Rotina 0 21 42
T SQ/SQ/sQ 1 1 1
T2 SQ/SQ/sQ 1 5782 5782
K] SQ/SQ/Oral 1 5595 5793
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TABELA 2-4
Vacinagao Titulo de FP de Soro Médio *
Grupo Rotina 0 21 - 42
T4 SQ/Oral/Oral 1 5499 - 5693
T5 SQ/SQ/SQ 1 2360 4887

o Medido no dia 0, dia 21, e dia 42 pés-vacinagao.

EXEMPLO 2-4.

SINTOMAS CLINICOS PARA GATOS VACINADOS COM FELOCELL®
POR VARIAS ROTINAS DE ADMINISTRACAO

A administragdo oronasal (ON) de FELOCELL®4 foi obtida por
instilagdo de gotas nas narinas do animal. Como indicado na TABELA 2-5,
grupos de' 10 gatos (T1, T2, T3), 6-7 meses de idade, foram vacinados e re-
forgcados no dia 21 de acordo com os regimes mostrados na TABELA 2-5:
vacinagao subcuténea e reforgo (SQ/SQ); vacinagdo subcutianea e reforgo

“oronasal (SO/ON); ou vacinagé@o oronasal e reforco (ON/ON). A vacina foi

subcutaneamente administrada no lado direito do pescogo (1 mL); a adminis-
tracao oronasal foi liberada por 0,5 mL de vacina em cada narina. Comegan-
do no dia 1, todos os gatos foram observados diariamente para condigées de
saude gerais.

TABELA 2-5.

SINTOMAS CLINICOS PARA GATOS VACINADOS COM FELOCELL® 4
POR ROTINAS DIFERENTES DE ADMINISTRACAO (EXEMPLO 2-4)

TABELA 2-5
Vacinagao Sintomas Clinicos, % ,
Grupo| Rotina NU ou Sz ND WE 1A
T1  |sasq 0 0 0 0 0 50
T2 | SQ/ON 0 0 20 0 0 20
T3 | ON/ON 10 30 90 50 60 20

Como mostrado na TABELA 2-5, os gatos que receberam am-
bas vacinagGes oronasalmente tiveram niveis elevados de sintomas clinicos,
incluindo dlceras nasais (NU), Ulceras orais (OU), espirros persistentes (S2),
escorrimento nasal (o ND), olhos aguados (WE) e inapeténcia passageira
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(IA). Os gatos vacinaram pelo regime SQ/ON, entretanto, exibiram menos
sintomas clinicos do que gatos vacinados com ON/ON-, sem indicacdo de
Ulceras nasais, Ulceras orais, escorrimento nasal, ou olhos aguados. Além
disso, os individtjos no grupo SQ/ON exibiram menos espirros do que os
gatbs no grupo de ON/ON. O perfil de seguranga do grupo de SQ/ON foi si-
milar aquele do grupo de SQ/SQ.

EXEMPLO 2-5. '

O EFEITO DE ROTINAS DE VACINACAO DIFERENTES EM RESPOSTAS }
SOROLOGICAS AOS ANTIGENOS DE FELOCELL® 4

" As amostraé de soro de gatos matriculados no estudo descritos
no EXEMPLO 2-4, foram ensaiadas quanto & reatividade sdrolégica aos va-
rios antigenos virais presentes na vacina de FELOCELL® 4. Os titulos de
anticorpos de neutralizagdo de soro médios para FCV, FHV e FP foram de-
terminados para os dias de estudo 0, 21 e 42. Como mostrado na TABELA
2-6, todos os trés regimes de vacinagéo resultaram em uma resposta imune
forte a FP. A resposta imune a FHV foi apenas detectavelmente devido as
dificuldades com o ensaio. Entretanto, os titulos de neutralizagdo de sbro
contra FCV foram significantemente mais elevados nos grupos ON/ON e
SQ/ON, quando comparado ao grupo de SQ/SQ. Estes resultados sugerem
que os gatos nos grupos ON/ON e SQ/ON fossem protegidos contra um de-
safio de FCV virulento, porém que o grupo de SQ/SQ pode ndo ser.
TABELA 2-6. , ,
RESPOSTAS SOROLOGICAS DE GATOS VACINADOS COM FELO-
CELL® 4 POR ROTINAS DIFERENTES (EXEMPLO 2-5)

TABELA 2-6
Vacina | Titulo de FCV* | Titulo de FHV* Titulo de FP*
Grupo | Rotina | 0 21 42 0 21 42 0 21 42
T1 sSQ/sQ |8 4 7 3 3 3 3 10884 10441
T2 SQ/ON |3 14 151 |3 3 5 3 11113 11585
T3 ON/ON 3 75 491 |3 4 16 3 5333 10960

* Medido no dia 0, dia 21, e dia 42 pds-vacinagéo.
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EXEMPLO 2-6.

TITULOS DE NEUTRALIZACAO DE SORO CONTRA FCV-F9 ADMINIS-
TRADO POR UMA ROTINA SQ OU ON |
Seis gatos por grupo foram vacinados com o antigeno de FCV-

- F9 presente na vacina de FELOCELL® 4, SQ ou ON. Trés semanas sequin-

tes a vacinagéo inicial, todos os gatos foram reforgados com o mesmo anti-
geno pela mesma via como previamente, Todas as doses eram ‘de 1 mL. As
amostras de soro foram coletadas trés semanas apos a imunizagdo do refor-
¢o. Como mostrado na TABELA 2-7, os titulos de neutralizagdo de soro fo-
ram determinados para estas amostras contra um paihel de 26 cepas de
FCV. As cepas de FCV escolhidas para o painel foram selecionadas com
base na diversidade genética (como determinado pela sequéncia da sua re-
giao hipervariavel de capsideo), como também distribuicdo geogréfica. Além
disso, o fenétipo de viruléncia de cada cepa também foi considerado. As
amostras de soro de gatos vacinados ON com F9 neutraliza'rarri mais cépaS'
de FCV nos 26 painéis do membro, quando comparadas com as amostras
de gatos vacinados com SQ. Ao empregar 23 como o valor de corte para
titulos de neutralizagdo, a vacinagdo ON resultou em titulos em ou acima do
corte para 26% dos membros do painel, a0 mesmo tempo onde a vaéinagéo
SQ re‘sultou em somente 16% atendendo aos critérios. Para um corte de
titulo de 15, a vacinagdo ON produziu 32% de membros de painel em ou
acima do corte, SQ produziu somente 17%.

TABELA 2-7. : A
TiTULOS DE NEUTRALIZAQAO CRUZADA DE SORO PARA SORO GE-
RADO SQ VS. ON PARA FCV-F9 CONTRA 26 PAINEIS VIRAIS DE FCV
(EXEMPLO 2-6)

, TABELA 2-7
FCV-F9 % Pos. (> 23*) % Pos. (> 15*)
Inoculagao SQ 16 17
Inoculagédo ON 26 32
ON sobre SQ (%) 163 188
SQ sobre ON (%) , 62 53
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* Titulo de neutralizagao > 23 como valor de corte; ou titulo de neutralizagdo
de >15 como valor de corte.
EXEMPLO 2-7. .
CLASSIFICA(;()ES CLINICAS E MORTALIDADE PARA GATOS VACINA-
DOS COM DUAS DOSES DE FELOCELL® 4 OU COMPONENTES DE FE-
LOCELL® 3 E FCV-21 VIVO MODIFICADO. |

Gatos pélo curto domésticos, cerca de 8 semanas de idade, fo-

ram administrados com vacinas contendo virus de rinotraqueite de felino
vivo modificado (FHV), virus de pa'nleucopenvia (FP), Chlamydia psittaci, e (1)
FCV-F9 (FELOCELL®4 ou FELOCELL®3), (2) FCV-F9 e FCV-21 (FELO-
CELL® 4 mais FCV-21, ou FELOCELL® 3 mais FCV-21), ou (3) FCV-21 (FE-
LOCELL® 4A ou FELOCELL®3A). Os regimes de vacinagao incluiram: uma
vacinagao subcutinea inicial seguida por reforgos subcutdneos no dia 21
(S8Q/SQ); uma vacinagdo subcuténea inicial seguida por uma imunizagéo de
reforgo oral enﬁ dia 21 (SQ/Oral); ou uma vacinagdo oral inicial seguida por

~ uma segunda vacinagao oral no dia 21 (Oral/Oral). Cada gato dentro dos

regimes dosando diferentes (grupos T1 a T10, 10 gatos por grupo) recebeu
1 mL de vacina. A vacinagédo oral foi obtida por administracdao da vacina na |
boca. No dia 42, todos os gatds foram desafiados com aproximadamente
1 rriere FCV-33585 sistémico virulento (3 long de TCIDsy/mL). Durante 14
dias pos-desafio, todos os gatos foram monitorados quanto aos sinais cll'ni-v
cos da doenga, incluindo temperatura elevada, escorrimento soroso de con-
juntivite, escorrimento mucopurulenta de conjuntivite, escorrimento Soroso
de rinite, escorrimento mucopurulenta de rinite, espirro, ronqueiras audiveis,
tosse, respiragao de boca aberta, anorexia, desidratagéo, Ulcera oral Gnica <
4 mm, ulceras orais multiplas, ulceras orais > 4 mm, salivamento, Ulcera ex-
terna sem sangramento, e externas Ulceras com sangramento. Os gatos que
exibem sinais clinicos severos pés-deséfio que estavam de acordo com pa-
togénese de calicivirus, foram eutanizados.

Como mostrado na TABELA 2-8, quando comparado com a va-
cinagdo SQ/SQ, um regime de vacinagéo SQ/OréI diminuiu a mortalidade de
44% para 10% e melhorou a classificaggo clinica média de 12 para 5,5 para
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gatos vacinados com FELOCELL® 4. Além disso, a adi¢cdo da cepa de FCV-
21 ao FELLOCELL® 3 e ao FELLOCELL®4, resultou em nenhuma mortalida-
de pés-desafio. A substituicdo da cepa de FCV-F9 de FELLOCELL®3 e

- FELLOCELL®4 com cepa de FCV-21 resultou na eficicia similar as vacinas

que contém FCV-F9 e FCV-21, até mesmo para um regime de \"/a'cinagéo
Oral/Oral. | |

TABELA 2-8. 7 _
MORTALIDADE DE GATOS DESAFIADOS COM FCV-33585 VIRULENTO
SEGUINTE A VACINAGAO DE 2 DOSES COM FELOCELL 3 OU 4, COM

10 OU SEM FCV-F9 E/OU FCV-F21 (EXEMPLO 2-7)

15

TABELA 2-8
Vacinagdo Desafio Clacs:ﬁlr:;g:?ao
o Morta- .
Grupo | Tratamento Rotina Arr\'nli_rr?aeis lid;de “4; ~ Min  Max
. . (] ’
T1 Controle SQ/sQ |9 78 24 2 35
T2 |FELOCELL4  SQ/SQ |9 44 (12 3 38
T3 |FELOCELL4  SQ/Oral | 10 10 55, 0 30
T4 |FELOCELL4+ SQ/sQ |10 0 15 0 13
FCV-21 |
T5 |FELOCELL4+ SQ/Oral |10 0 35 0 13
FCV-21 | | |
T6 |FELOCELL4A SQ/SQ |10 0 25 0 11
T7 |FELOCELL4A  SQ/Oral | 10 10 5 1 22
T8 |FELOCELL4A  OralOral | 10 0 3 0 10
T9 |FELOCELL3+ SQ/SQ |10 0 2 0 8
FCV-21 -
T10 |FELOCELL3+ SQ/Oral |10 0 4 0 10
FCV-21 |
T11 | FELOCELL3A  OralOral | 10 0 5 1 18

FELOCELL 4A: FELOCELL 4 sem FCV-F9, porém com FCV-21

FELOCELL 3A: FELOCELL 3 sem FCV-F9, porém com FCV-21
EXEMPLO 2-8. MORTALIDADE E CLASSIFICACAO CLINICA PARA GA-
TOS VACINADOS COM TRES DOSES DE COMPONENTES DE FELO-
CELL® 4 E FCV-21 VIVO MODIFICADO
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Aos gatos pélo curto domésticos, aproximadamente 8 semanas
de idade, foram administradas vacinas que contém virus de rinotraqueite de
felino vivo modificado (FHV), virus de panleucopenia (FP), Chlamydia psitta-
¢i, e (1) FCV-F9 (FELOCELL® 4), (2) FCV-F9 e FCV-21 (FELOCELL® 4A),
ou (3) FCV-21 (FELOCELL® 4B). Em cada caso, os gatos foram administra- -
dos com uma vacinagdo subcutanea inicial seguida por administragcdes orais
sucessivas no dia 21 e dia 42 (SQ/Oral/Oral). Cada gato dentro dos regimes
de dosagem 'diferente_s (grupos T1 a T4, 10 gatos por grupo) recebeu _
1 mL de vacina. A vacinagéo oral foi obtida por administragao da vacina na
boca. No dia 63, todos os gatos foram desafiados com aproximadamente
1 mL de FCV-33585 sistémico virulento (3 log de TCIDsy/mL). Durante 14
dias pds-desafio, todos os gatos foram monitorados quanto aos sinais clini-
cos da doenga como no EXEMPLO 2-7. Os gatos que exibem sinais clinicos
severos pos-desafio de estavam de acordo com a patogénese de calicivirus
foram eutanizados. Como mostrado na TABLE 2-9, a eficacia do regime de

dose tripla, como medido por mortalidade pés-desafio e classificagdes clini-

cas, é comparavel com a eficacia do regime de dosagem dupla descrito no
EXEMPLO 2-7. | ~ |
TABELA 2-9.

MORTALIDADE DE GATOS DESAFIADOS COM FCV-33585 VIRULENTO
SEGUINTE A VACINACAO DE 3 DOSES COM FCV-F9 E/OU FCV-F21 (E-'
XEMPLO 2-8)

TABELA 2-9

L , Classificagdo Cli-
Vacinagao Desafio nical
N2 de .
Gru . ; Morta- | Mé- .
0o Tratamento Rotina ;I;I'S lidade dia Min Max
T Control , SQ/Oral/Oral | 10 100% |25 21 31
FELOCELL 4 + o
T2 FCV-21 SQ/Oral/Oral | 10 0% 5.5 0 17
T3 FELOCELL 4A SQ/Oral/Oral | 9 0% 4 0 10
T4 | Felocell® 4 SQ/Oral/Oral | 10 30% 105 1 30

FELOCELL 4A: FELOCELL 4 sem FCV-F9, porém com FCV-21
EXEMPLO 2-9,
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ANALISE DE NEUTRALIZAGAO CRUZADA DE SOROS DE GATOS VACI-
NADOS COM COMPONENTES DE FELOCELL 4 COM E SEM FCV-21

As amostras de soro de cada gato no estudo descrito no EXEM-
PLO 2-7 foram coletadas seguinte a segunda vacinagao, poréfn antes do
desafio. As amostras foram tratadas com calor a 56°C durante 30 minutos, e
avaliadas no ensaio de néutralizagéo de soro contra cada das 26 cepas de
FCV como previamente descrito no EXEMPLO 1-10 (TABELA 1-6)..

' .Os dados de neutralizagdo de soro foram analisados com titulos
de corte de >23 e >15, e uma média do dois titulos de corte foi calculada
(Ave). Os resultados sdo mostrados na TABELA 2-10. Os dados indicam que
o perfil de neutralizagao cruzada de FELOCELL 4 (contendo FCV-F9) per-
manece constante se a via de administragdo for SQ/SQ ou SQ/Oral. Com a
adicao de FCV-21, entratents, o perfil de neutralizagdo cruzada é grande-
mente realgado quando a vacina é administrada SQ/SQ ou SQ/Oral. Além
disso, para FELOCELL 4A (contendo FCV-21, porém nenhum FCV-F9), o
perfil de neutraiizagéo cruzada é realgado para vias de vacinagdo SQ/SQ,
SQ/Oral e ainda Oral/Oral. |

TABELA 2-10
L Coleta de - Neutralizagao
Vacinagao Soro Cruzada
N2 de : : N2 de % % %
Tratamento Animais | Dias | Dose | Rotina | Dias | animais | (>23) | (>15) | (Ave)
Controle 0 1ml | SQ :
negativo 10 21 1iml | SQ 42 9 10,8 { 13,9 | 124
' 0 1ml | SQ
FELOCELL 4 10 21 1ml | SQ 42 9 38,5 | 42,3 | 40,4
0 1ml | SQ
FELOCELL 4 10 21 1ml | Oral 42 10 39,2 142,7 | 41,0
FELOCELL , O |iml |SQ
44+FCV-21 10 21 1iml | SQ 42 10 56,5 | 62,3 | 59,4
FELOCELL O |tm |SQ
4+FCV-21 10 21 1ml. { Oral 42 |10 56,2 | 60 58,1
0 1ml | SQ
FELOCELL 4A* | 10 21 1iml | SQ 42 10 58,9 | 64,6 | 61,8
FELOCELL 4A* | 10 10 1iml | SQ 42 110 49,6 | 59,2 | 54,4
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TABELA 2-10
o ‘Coleta de Neutralizaggo
Vacinagéo Soro Cruzada
» N2 de N2 de % % %
Tratamento Animais | Dias | Dose | Rotina | Dias | animais (>23) | (>15) | (Ave)
' 21 “tml | Oral
0 1ml | Oral
FELOCELL 4A* 10 21 1ml | Oral 42 10 51,2 54,6 | 52,9
FELOCELL 0 |1ml/sa ~
{ 3+FCV-21 110 21 iml | SQ 42 10 53,9 | 62,7 | 58,3
FELOCELL 0 tml | SQ
3+FCV-21 10 121 i1ml | Oral 42 10 55,8 | 63,9 | 59,9
0 1iml | Oral
FELOCELL 3A* | 10 21 1ml | Oral 42 10 60,8 | 68,1 | 64,5
*FELOCELL 4A: FELOCELL 4 sem FCV-F9, porém
com FCV-21

*’;FELOCELL 3A: FELOCELL 3 sem FCV-F9, po-
rém com FCV-21

Na TABELA 2-11, os regimes de vacinagdo avaliados incluiram
~ uma vacinagao subcutanea inicial seguida por duas imunizagdes de reforco
orais no dia 21 e dia 42 (SQ/Oral/Oral). Os resultados indicam que a adicdo
de FCV-21, com ou sem FCV-F9 em 'FELOCELL 4, resultou em perfis de

neutralizagdo cruzada significantemente mais amplos (40% de aumento a-

proximado).
TABELA 2-11
L Coleta de Neutralizacdo
Vacinaggo Soro Cruzada
NQ
N2 de .
- . Do- | Ro- | Di de % % %
Tratamento | ani- | Dias| Data | ' "1 .o | ol o= (>23) | (>15) | (Ave)
mais .
mais
0 21152005 | 1ml | SQ
Controle 21 (382005 | 1ml | Oral

negativo 10 42 | 3292005 | 1ml [ Oral |63 |10 |58 |104 |81

0 2152005 | 1ml { SQ
FELOCELL - 21 382005 | 1ml { Oral ‘
44+FCV-21 10 42 3292005 | 1ml | Oral | 63 | 10 72,5 77,1 74,8

FELOCELL 10 0 2152005 |1ml | SQ (63 |9 725 (76,7 |74,6
AA 21 382005 | 1ml | Oral
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TABELA 2-11 i
Vacinacio Coleta de Neutralizagdo
¢ Soro Cruzada
NQ
N¢ de . ,
: ) Do- | Ro- | Di de % % %
Tratamento | ani- | Dias| Data | oo} o | oo | ani | (523) | (>15) (Ave)
mais . ,
mais
42 | 3292005 | 1ml | Oral
10 2152005 | 1ml | SQ
FELOCELL 21 382005 | 1ml | Oral -
4 10 |42 3292005 | 1ml { Oral | 63 | 10 49,6 |57,9 53,8

- * FELOCELL 4A: FELOCELL 4 sem FCV-F9, porém com FCV-21

Também foram descritas descobertas que com as vacinas des-
critas aqui como peptideos, proteinas, e DNA relacionados com as cepas de
FCV, a administragdo de FCV-21, FCV-49 e FCV 26391-4, oral ou oronasal
(ON) pode ser realizada no primeiro caso seguido por uma segunda adminis-
tragdo oral ou oronasal sem os efeitos colaterais previamente descritos
mencionados acima no EXEMPLO 2-4 e TABELA 2-5.

Deveria ser notado que, como empregado neste relatério e nas
reivindicagdes anexas, os artigos singulares tal como "um", "uma", e "o0", "a"
podem se referir a um objeto ou a uma pluralidade de objetos a menos que 0
contexto indique claramente o contrario. Desse modo, por exemplo, referén-
cia a uma composi¢do que contém "um composto" pode incluir urri Unico
Composto ou dois ou mais compostos. | ,

| Sera entendido que os exemplos e descricdes acima sio pre-'
tendidos serem ilustrativos e ndo restritivos. Muitas modalidades serdo evi-
dentes aqueles versados na técnica ao ler a descri¢do acima. O escopo da
invengao deve, portanto, ser determinado com referéncia as reivindicagbes
anexas, junto com o escopo total de equivalentes aos quais sdo intituladas
tais reivindicagdes. As descri¢des de todos os artigos e referéncias, incluindo
patentes, pedidos de patente e publicagbes, estdo aqui incorporadas por
referéncia em sua totalidade e para todos os propésitos.

Nas TABELAS 2-1 até 2-9, Felocell® 4, Felocell 4, ou FELOCELL
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4 ou aqﬁelas palavras seguidas pelo nimero "3" sdo vacinas onde qualquer
variagdo do nome Felocell é possuida por Pfizer. Referéncia a Felocell 4 A é
Felocell 4 sem FCV-F9, referéncia a Felocell 3 A é Felocell 3 sem FCV-F9.
Note, antigenos atuais empregados nestes estudos ndo eram do produto
comercial, de preferéncia os antigenos foram preparados em bateladas pe-.
quenas para propésitos de pesquisa somente, porém da mesma maneira
como o produto comercial.

Todos os métodos e/ou composi¢oes descritos e reivindicados
aqui podem ser feito e realizado sem experimentagdo imprépria levando em
conta a presente descri¢éo. Ao mesmo tempo onde as composi¢coes e méto-
dos desta invengdo foram descritos em termos de modalidades preferidas,
sera evidente para aqueles de experiéncia na técnica que variagdes podem
ser aplicadas aos métodos ve/ou composigdes e nas etapas ou nas sequién-
cias de etapas do método descrito aqui sem afastar-se do conceito, espirito
€ escopo da invengao. Mais especificamente, sera evidente que certos agen-
tes que sao tanto quimicamente quanto fisiologicamente relacionados podem

ser substituidos pelos agentes descritos aqui ao mesmo tempo onde resul-

tados iguais ou similares seriam obtidos. Todos tais substitutos e modifica-
¢cOes similares evidentes para aqueles versados na técnica, sdo julgados
estar dentro do espirito, escopo e conceito da invengdo como defmldo pelas
reivindicacbes anexas.

Descricdo Numerada da Invengéo. Descricbes adicionais e e-
xemplos. 1. Um método para imunizar gatos contra calicivirus de felino
(FCV), o método compreendendo administrar a um gato quantidades tera-
peuticamente eficazes de primeiras e segundas vacinas, onde as primeiras e
segundas vacinas sdo adaptadas para induzir uma resposta imune no gato
contra FCV, a primeira vacina é administrada parenteralmente e a segunda
vacina é administrada oralmente ou orbnasalmente, e a segunda vacina é
administrada durante N dias seguinte a administragdo da primeira vacina,
onde N &€ um ndmero inteiro de 3 a 120 dias, inclusive, também descrito é N
de cerca de 3 semanas e cerca de 2-4 semanas. 2. O método de reivindica-

¢a0 1, onde as vacinas compreendem uma vacina de virus vivo, uma vacina
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de virus vivo modificado, uma vacina de virus inativado, uma vacina recom-
binante, uma vacina de DNA, ou uma vacina de antigeno de subunidade, ou
sozinhas ou em combinagédo. 3. O método de reivindica¢do 1, onde belo me-
nos uma das vacinas inclui uma ou mais cepas de FCV. 4. O r'né'tOdo'.de rei-
vindicagé@o 3, onde a uma ou mais cepas de FCV compreende F9 ou FCV-21
ou F9 e FCV-21. 5. O método de reivindicagdo 1, onde as vacinas sao as
mesmas. 6. O meétodo de reivindicagéo 1, onde pelo menos uma das vacinas
tambem é adaptada para induzir uma resposta |mune contra um ou mais
patdgenos selecionados de virus de herpes felino, virus de leucemia felino,
virus de imunodeficiéncia felino, virus de panleucopenia de felino, e Clamidia
felina. 7. O método de reivindicagéo 1, onde a primeira vacina é administra-
da subcutaneamente. 8. O método de reivindicagdo 1, onde a segunda vaci-
na é administrada peroralmente ou oronasalmente. 9. O método de reivindi-
cagao 1, onde a segunda vacina ou uma vacina subseqtiente é administrada
apds o gato ter desenvolvido um titulo de neutralizagdo de soro de FCV de
cerca de 1:6 ou maior. 10. Um método como em quaisquer das reivindica-
¢oes 1. a 9, também compreendendo administrar ao gato uma quantidade
terapeuticamente eficaz de uma terceira vacina, onde a terceira vacina é
adaptada para induzir uma resposta imune no gato contra FCV e é adminis-
trada parenteralmente, oraimente, ou oronasalmente, M dias seguinte a ad-
minisfragéo da primeira ou segunda vacina, onde M é um numero inteiro de
1 a 120, inclusive. 11. O método de reivindica¢éo 10, onde a terceira vacina
€ administrada subcutaneamente. 12. Um método para imunizar gatos con-
tra calicivirus de felino (FCV), o método compreendendo administrar a um
gato quantidades tefapeuticamente eficazes das primeiras e segundas vaci-
nas, onde as primeiras e segundas vacinas sio adaptadas para induzir uma
resposta imune no gato contra FCV, onde a primeira vacina é administrada
oralmente ou oronasalmente, e a segunda vacina é administrada oralmente
ou oronasalmente, e a segunda vacina é administrada durante N dias se-
guinte a administracdo da primeira vacina, onde N é um ndmero inteiro de 3
a 120, inclusive, também especificado é N cerca de 3 semanas e cerca de 2-
4 semanas. 13. O método de reivindicagdo 12 onde a cepa de FCV é sele-
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cionada do grupo que consiste em FCV-21, FCV-49, FCV 26391-4. 14. Um
método para imunizar animais compreendendo administrar a um animal uma
quantidade terapeuticamente eficaz de primeiro e segunda vacina, com uma
terceira vacina opcional, onde as primeira e segunda e terceira opcional va-
cinas sdo adaptadas para induzir uma resposta imune e a primeira vacina é
administrada parenteralmente ou oralmente, a segunda vacina é administra-

da oralmente ou oronasalmente, e a segunda e terceira vacina opcional é

‘administrada N dias seguinte a administragdo da primeira vacina, onde N e

um numero inteiro de 3 a 120, inclusive, também especificado é N cerca de 3
semanas e cerca de 2-4 semanas, e 0 método pode incluir administragdes
de reforgo anuais opcionais da vacina, incluindo um M periodo de cerca de

um ano.

PARTE 3

ESTA PARTE FORNECE METODOS E COMPOSICOES PARA IMUNIZAR
ANIMAIS CONTRA PARVOVIRUS DE FELINO (FPV) E HERPES ViRUS DE

Descritos aqui sdo métodos e materiais para tratar e imunizar
animais com vacina, e em particular gatos contra doenga das vias respirato-
rias de felino, causadas por calicivirus de felino (FCV), panleucopenia de
felino causado por Parvovirus de Felino (FPV), rinotraqueite vial de felino
causada por virus de hepes de felino (FHV) que também foi chamado Virus
de Rinotraqueite de Felino. Descritas abaixo sdo combinagdes de vacinas,
que quando apresentadas a um felino da maneira descrita, permite Iibera-
¢Oes eficazes orais Unicas e oral/oral e subg/oral de ambas vacinas FPV e
FHV. | |

Oral unica significa uma liberagao oral Unica que concede prote-
¢ao eficaz a um animal vacinado. Por oral/oral é entendida uma liberagao
oral dada duas vezes, semelhante a descrigéo acima na parte 2, isto é,
qualquer oral seguida por algum periodo de tempo e em seguida outra dose
€ dada pela via oral, e subg/oral € uma primeira dose dada subq seguido por
algum periodo de tempo e entéo outra dose é dada por via oral.

O que é descrito aqui é a liberagdo da combinagéo de FPV vivo
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modificado e/ou FHV vivo modificado em combinagdo com vacina de Clami-

- dia viva modificada, ou qualquer componente de vacina de Clamidia viva

modificada, por exemplo, meio de crescimento, lisado de célula, ou células
inteiras, qualquer componente de Clamidia propriamente dita. Clamidia tam-

bém é chamada Clamidia de Felino, ou Chlamydia psittaci de Felino ou FCp.

Quando FPV vivo modificado é dado sozinho ou em combinagao .
com FCV vivo modificado, ou vacinas de FHV ao vivo modificado, o FPV nio
é efetivo quando liberado de uma maneira oral/oral, e mostra um titulo de SN
diminuido com via SQ/oral de administragdo. Similarmente, quando FHV vivo
modificado é dado sozinho ou em combinagdo com FCV vivo modific_:ado, ou
com vacina de FPV vivo modificado, FHV ndo é efetivo quandd liberado de
uma maneira oral/oral, € com sinais de uma eficacia dimivnuid}a com via
SQ/oral de administragdo. Somente quando ou FPV e/ou FHV é dado em
combinagdo com uma vacina de Clamidia viva modificada, uma protegao
adequada cohtra FPV e/ou'FRHV é fornecida, quando a liberagdo das vacinas
de combinagéo é ou por uma via subg/oral ou via oral/oral.

De acordo com 6 anterior os seguintes Exemplos sao fornecidos.
Os seguintes exemplos sdo pretendidos serem ilustrativos e néo limitantes, e
representam algumas modalidades especificas da presente invehgéo.
EXEMPLO 3-1 (tedrico).

REGIME DE VACINAGAO SUBQ/ORAL COM FPV E CLAMIDIA. FPV e
Clamidia (ou qualquer componente de vacina de Chlamyida viva modificada)
sao fornecidos em uma vacina de combinagdo com ou sem outros compo-
nentes. As vacinas vivas modificadas podem ser liberadas subg/oral.
EXEMPLO 3-2 (tedrico). |
REGIME DE VACINAGCAO ORAL/ORAL COM FPV E CLAMIDIA. FPV e
Clamidia (ou qualquer componente de vacina de Clamidia Vi\/a modificada) -
sao fornecidos em uma vacina de combinagdo com ou sem outros compo-
nentes. As vacinas vivas modificadas podem ser liberadas oral/oral.
EXEMPLO 3-3 (tedrico).

REGIME DE VACINAGAO SUBQ/ORAL COM FPV, FHV E CLAMIDIA. FPV,

FHV e Clamidia (ou qualquer componente de vacina de Clamidia viva modi-
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ficada) sdo fornecidos em uma vacina de combinagdo com ou sem outros

componentes. As vacinas vivas modificadas podem ser liberadas subg/oral.

EXEMPLO 3-4 (tedrico).

REGIME DE VACINAQAO ORAL/ORAL COM FPV, FHV E CLAMIDIA. FPV,
FHV e Clamidia (ou qualquer componente de vacina de Clamidia viva modi--
ficada) s@o fornecidos em uma vacina de combina¢gdo com ou sem outros
componentes. As vacinas vivas modificadas podem ser liberadas oral/oral.

EXEMPLO 3-5 (real).

REGIME DE VACINACAO SUBQ/ORAL COM FPV, FHV, FCV E CLAMIDIA.
FPV, FHV, FCV e CIadeia (ou qualquer componente de vacina de Clamidia
viva modificada) sdo fornecidos em uma vacina de combinagdo com ou sem
outros componentes. As vacinas vivas modificadas podem ser liberadas o-
ral/oral (Tabela 3-1).

EXEMPLO 3-6 (real). : |

REGIME DE VACINAGAO ORAL/ORAL COM FPV, FHV, FCV E CLAMIDIA.

FPV, FHV, FCV e Clamidia (ou qualquer componente de vacina de Clamidia

viva modificada) sdo fornecidos em uma vacina de combinagao com ou sem
outros Componentes. As vacinas vivas modificadas podem ser liberadas o-
ral/oral. Veja Tabela 3-1.

| Gatos pélo curto domésticos, aproximadamente 8 semanas de
idade, foram vacinados com componentes de FELOCELL 4A e 3A que con-
tém virus de riotraqueite de felino vivo modificado [FHV], calicivirus [FCV-
21], virus de panleucopenia [FPV] e Chlamydia psittaci [FCp]. Os regimés de
vacinagdo avaliados incluiram: uma vacinagdo subcutinea inicial seguida
por reforcos subcutaneos nos dias 21 (SQ/SQ); uma vacinagdo subcutanea
inicial seguida por uma imunizagao de reforgo oral no dia 21 (SQ/Oral); ou
uma vacinagao oral inicial seguida por uma segunda vacinac&o oral no dia
21. A vacinagéo oral foi obtida por administragéo da'vacina na boca. As a-
mostras de soro de cada gato foram coletadas apés a segunda vacinagao, e
tratadas com calor a 56°C durante 30 minutos. As amostras foram avaliadas
no ensaio de neutralizagdo de soro contra FPV.
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TABELA 3-1
Vaccina Rotina Titulo de FPV SN
FELOCELL 4A sQ/sQ 4096
FELOCELL 4A SQ/Oral - 7276
FELOCELL 4A Oral/Oral 5793
FELOCELL 3A Oral/Oral 7

FELOCELL 4A: FPV/FHV/FCV -21/FCp
FELOCELL 3A: FPV/FHV/FCV-21 ,
Os resultados da TABELA 3-1 sugerem que gatos responderam

~ minimamente ao antigeno de FPV, como previamente reportado na literatu-

ra. (Auséncia de uma resposta imune apés a administragao oral de virus de
panleucopenia de felino atenuado. Schults RD, Scott FW, Infect Immun.
1973, 7 de abril (4): 547-9). Com a presenga de Clamidia, entretanto, ou
qualquer compohente associado com uma vacina de Clamidia, os titulos de
FPV SN foram muito mais elevados, sugerindo eficacia in vivo contra desafio
de FPV. Aléem disso, é observada a imunigenicidade de FPV realcada com
SQ/SQ, SQ/Oral, porém também com grupo Oral/Oral. |
EXEMPLO 3-7 (real).

REGIME DE VACINACAO ORAL/ORAL COM FPV, FHV, FCV.

' Sao fornecidos FPV, FHV e FCV em uma vacina de combmagao
com ou sem outros componentes As vacinas vivas modificadas podem ser
liberadas oral/oral. Veja Tabela 3-2.

- Gatos pélo curto domésticos, aproximadamente 8 semanas de
idade, foram vacinados com FELOCELL 3A, que contém virus de riotraquei-
te de felino vivo modificado [FHV], calicivirus [FCV-21] e virus de panleuco-
penié [FPV]. Os regimes de vacinagdo avaliados incluiram: uma vacinagcao
subcutanea inicial seguida por reforgos subcutdneos nos dias 21 (SQ/sQY);
uma vacinagao subcuténea inicial seguida por uma imunizagdo de reforgco
oral no dia 21 (SQ/Oral); ou uma vacinagéo oral inicial seguida por uma se-
gunda vacinag&o oral no dia 21. A vacinagéo oral foi obtida por administra-
¢ao da vacina na boca. As amostras de soro de cada gato foram coletadas
apos a primeira e segunda vacinagdo e tratadas com calor a 56°C durante
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- 30 minutos. As amostras foram analisadas no ensaio de neutralizagdo de
soro contra FPV.

TABELA 3-2
Titulo FPV-FPN SN
Grupo | Tratamento Rotina Pés 1° vax Pés 2° vax
TO1 [Nao vacinado  [N/A 1 1
T02 FELOCELL 3A [SQ/SQ 16618 {54319
TO3 FELOCELL 3A [SQ/Oral 20346 28771
T04 |[FELOCELL 3A IOraI/OraI 1 4

Os resultados da TABELA 3-2 sugerem que o antigeno de FPV
presente :na vacina de FELOCELL 3A induziu resposta imune minima quan-
do dado Oral/Oral (de acordo com os resultados da TABELA 3-1). Quando
 as vacinas foram dadas SQ/SQ ou-SQ/Oral, entretanto, titulos de FPV SN—
elevados foram observados, uma indicacéo de eficacia in vivo.

Descrigdo numerada da invengdo. Descrigbes adicionais e e-
- xemplos. Nota-se abaixo, FCV é Calicivirus de felino, FPV é Parvovirus de
Felino que também foi chamado Panleucopenia ou FPL e finalmente, FHV é
HERPES VIRUS de Felino1. Uma composicéo imunogénica, compreenden-
do FPV vivo modificado e Clamidia viva modificada administradas em uma
Unica dosagem administrativa. 2. Uma vacina, compreendendo FPV vivo
modificado e Clamidia viva modificada liberados a um felino em duas dosa-
gens administrativas tnicas separadas, as dosagens administrativas unicas
ambas liberadas por vias orais ou oralnasais e separadas em tempo por 3 a
120 dias, ou cerca de 3 semanas ou cerca de 2 semanas. 3. Um método
para imunizar gatos contra FPV, o método compreendendo administrar a um
gato quantidades terapeuticamente eficazes de primeira e segunda vacinas,
onde as primeira e segunda vacinas sdo adaptadas para induzir uma respos-
ta imune no gato contra FPV, a primeira vacina é administrada oralmente ou
oronasalmente e a segunda vacina é administrada oralmente ou oronasal-
mente, a segunda vacina € administrada durante N dias seguintes & adminis-
tracao da primeira vacina, onde N é um numero inteiro de 3 a 120, inclusive,
»ou onde N é cerca de 3 semanas ou onde N é cerca de 2 semanas. Onde as
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referida primeira e segunda vacinas sdo compreendidas de um FPV vivo
modificado e Clamidia viva modificada. 4. Uma composicao imunogénica,
compreendendo FHV vivo modificado e Clamidia viva modificada, adminis-
trada em uma dosagem Gnica administrativa. 5. Uma vacina, coh1preenden-
do FHV vivo modificado e Clamidia viva modificada liberada a um felino em
duas dosagens administrativas Unicas‘ separadas, as dosagens administrati-_
vas unicas ambas liberadas por via oral ou oralnasal e separadas em tempo
por 3 a 120 dias, ou cerca de 3 semanas ou cerca de 2 semanas. 6. Um mé-
todo para imunizar gatos FHV o método compreendendo administrér aum
gato quantidades terapeuticamente eficazes da primeira e segunda vacinas,
onde as primeira e segunda vacinas sio adaptadas para induzir uma respos-
ta imune no gato contra FHV, a primeira vacina € administrada oralmente ou
oronasalmente e a segunda vacina é administrada oralmente ou oronasal-
mente, a segunda vacina é administrada durante N dias seguinte a adminis-
tracao da primeira vacina, onde N é um nimero inteiro de 3 a 120, inclusive,
ou onde N é cerca de 3 semanas ou onde N é cerca de 2 semanas, onde as .
referidas primeira e segunda vacinas sdo compreendidas de um FHV vivo
modificado e Clamidia viva modificada. 7. Uma composigdo imunogénica,
compreendendo FCV vivo modificado e Clamidia viva modificada, adminis-
trada em uma dosagem administrativa Unica. 8. Uma vacina, compreenden-
do FCV vivo modificado e Clamidia viva modificada liberados a um felino em
duas dosagens Unicas administrativas separadas, as dosagens Unicas admi-
nistrativas ambas liberadas por via oral ou oralnasal e separadas em tempo
por 3 a 120 dias, ou cerca de 3 semanas ou cerca de 2 semanas. 9. Um mé-
todo para imunizar gatos contra FCV o método compreendendo administrar
a um gato quantidades terapeuticamente eficazes de primeira e segunda
vacinas, onde as primeira e segunda vacinas sdo adaptadas para induzir
uma resposta imune no gato contra FCV, a primeira vacina é administrada
oralmente ou oronasalmente e a segunda vacina ¢ administrada oralmente
ou oronasalmente, a'segunda vacina € administrada durante N dias de ad-
ministracao seguinte a primeira vacina, onde N é um ndmero inteiro de 3 a
120, inclusive, ou onde N é cerca de 3 semanas ou onde N é cerca de 2 se-
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manas, onde as referida primeira € segunda vacinas sao compreendidas de
um FCV vivo modificado e Clamidia viva modificada. 10. Uma composicao
imunogénica, compreendendo FPV vivo modificado, FHV vivo modificado e
Clamidia viva modif_icada administrados em uma dosagem Unica administra-
tiva. 11. Uma vacina, compreendendo FPV vivo modificado, FHV vivo modi-
ficado e Clamidia viva modificada liberados a um felino em duas dosagens

unicas administrativas separadas, as dosagens administrativas Gnicas am-

bas liberadas por via oral ou oralnasal e separadas em tempo por 3 a 120

dias, ou cerca de 3 semanas ou cerca de 2vsemanas. 12. Um método para
imunizar gatos simultaheamente contra FPV e FHV, o método compreen-
dendo administrar a um gato quantidades terapeuticamente eficazes da pri-
meira e segunda vacinas, onde as primeira e segunda vacinas sdo adapta-
das para induzir uma respdsta imune no gato contra FPV e FHV, a primeira
vacina € administrada oralmente ou oronasalmente e a segunda vacina é

administrada oralmente ou oronasalmente, a segunda vacina é administrada

durante N dias seguinte a administragdo da primeira vacina, onde N é um

numero inteiro de 3 a 120, inclusive, ou onde N é cerca de 3 semanas ou
onde N é cerca de 2 semanas, onde as referida'primeira' e segunda vacina
compreendendo FPV vivo modificado, FHV vivo modificado e Clamidia viva
modificada. 13. Uma composi¢do imunogénica, compreendendo FPV vivo
modificado, FCV vivo modificado e Clamidia viva modificada administrada
em uma dosagem Unica administrativa. _

14. Uma vacina, compreendendo FPV vivo modificado, FCV vivo
modificado e Clamidia viva rhodificada liberados a um felino em duas dosa-
gens unicas administrativas separadas, as dosagens Unicas administrativas
ambas liberadas por via oral ou oralnasal e separadas em tempo por 3 a 120
dias, ou cerca de 3 semanas ou cerca de 2 semanas. 15. Um método para
imunizar gatos simultaneamente contra FPV e FCV, o método compreen-
dendo administrar a um gato quantidades terapeuticamente eficazes das
primeira e segunda vacinas, onde as primeira e segunda vacina sao adapta-
das para induzir uma resposta imune no gato contra FPV e FHV, a primeira

vacina é administrada oralmente ou oronasalmente e a segunda vacina é
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administrada oralmente ou oronasalmente, a segunda vacina é administrada
durante N dias seguinte a administragdo da primeira vacina, onde N é um
numero inteiro de 3 a 120, inclusive, ou onde N é cerca de 3 semanas ou
onde N é cerca de 2 semanas, onde as referidas primeira e segunda vacinas
compreendendo FPV vivo modificado, FHV vivo modificado e Clamidia viva
modificada. 16. Uma composigdo imunogénica, compreendendo FHV vivo
modificado, FCV vivo modificado e Clamidia viva modificada administrada,
em uma dosagem unica administrativa. 17. Uma vacina, compreendendo
FHV vivo modificado, FCV vivo modificado e Clamidia viva modificada libe-
rada a um felino em duas dosagens Unicas administrativas separadas, as
dosagens unicas administrativas ambas liberadas por via oral ou oralnasal e
separadas em tempo por 3 a 120 dias, ou cerca de 3 semanas ou cerca de 2
semanas. 18. Um método para imunizar gatos simultaneamente éontra FHV
e FCV, o método compreendendo administrar a um gato quantidades tera-
peuticamente eficazes das primeira e segunda vacinas, onde as primeira e
segunda vacinas séo adaptadas para induzir uma resposta imune no gato
contra FHV e FCV, a primeira vacina é administrada oralmente ou oronasal-
mente e a segunda vacina € administrada oralmente ou oronasalmente, a
segunda vacina é administrada durante N dias seguinte a administragcdo da
primeira vacina, onde N é um numero inteiro de 3 a 120, inclusive, ou onde
N € cerca de 3 semanas ou onde N é cerca de 2 semanas, onde as referida
primeira e segunda vacina compreendem FHV vivo modificado, FCV vivo
modificado e Clamidia viva modificada. 19. Uma composigdo imunogénica,
compreendendo FPV vivo modificado, FHV vivo modificado, FCV vivo modi-
ficado e Clamidia viva modificada administrada em uma dosagem dnica ad-
ministrativa. 20. Uma vacina, compreendendo FPV vivo modificado, FHV
vivo modificado, FCV vivo modificado e Clamidia viva modificada liberada a
um felino em duas dosagens unicas administrativas separadas, as dosagens
Unicas administrativas ambas liberadas por via oral ou oralnasal e separada
em tempo por 3 a 120 dias, ou cerca de 3 semanas ou cerca de 2 semanas.
21. Um método para imunizar gatos simultaneamente contra FPV, FHV e
FCV, o método compreendendo administrar a um gato quantidades terapeu-
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ticamente eficazes da primeira e segunda vacinas, onde as primeira e se-
gunda vacinas sdo adaptadas para induzir uma resposta imune no gato con- -
tra FPV, a primeira vacina é administrada oralmente ou oronasalmente e a
segunda vacina é administrada oralmente ou oronasalmente, a segunda va-
cina é administrada durante N dias seguinte a administragdo da primeira va-
cina, onde N é um numero inteiro de 1 a 120, inclusive, ou onde N é cerca
de 3 semanas ou onde N é cerca de 2 semanas, onde as referida primeira e
segunda vacina compreende FPV vivo modificado, FHV vivo modificado,
FCV vivo modificado e Clamidia viva modificada.
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REIVINDICACOES

1. Vacina para imunizar gatos contra calicivirus de felino, carac-
terizada pelo fato de que compreende uma proteina de cap_sideo de FCV-21
ou uma proteina de capsideo de FCV-21 isolada. |

2. Vacina para imunizar gatos contra calicivirus de felino, carac-
terizada pelo fato de que cbmpreende uma proteina de capsu’deo de FCV-21
ou uma proteina de capsideo de FCV-21 isolada, onde a referida proteina de
capsideo compreende sequéncia de proteina (SEQ ID 13) e seqiiéncias que
tém pelo menos cerca de 91,2%, 95% e 99% de identidade; onde a referida
proteina de capsideo é fornecida em uma quantidade eficaz pa'ra'_produzir
uma resposta imune, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

| 3. Vacina de DNA para imunizar gatos contra ca.Iicivi‘rus de feli-
no, caracterizada pelo fato de que compreende seqiéncias de acido nucléi-
co que codificam para uma proteina de capsideo de FCV-21 ou uma protei-
na de capsideo de FCV-21 isolada onde o referido DN Acompreende uma
sequéncia (SEQ. ID 12) e sequéncias que tém pelo menos cefca de 78,7%, :
e 79,2% de identidade de séqijéncia e permitindo substituicdes conservado-
ras. |

4. Vacina para imunizar gatos contra calicivirus de felino, carac-
terizada pelo fato de que compreende uma Proteina de capsideo de FCV-49
ou uma Proteina de capsideo de FCV-49 isolada onde a referida proteina de
capsideo compreende uma seqléncia de proteina de tensdo FCV-49.

5. Vacina para imunizar gatos contra calicivirus de felino, carac-
terizada pelo fato de que compreénde uma proteina de capsideo de FCV-49,
ou uma proteina de capsideo de FCV-49 isolada, onde a referida proteina de
capsideo compreende sequéncia de proteina (SEQ ID 15) e seqliéncias que
tém pelo menos cerca de 92,7%, 95% e 99% de identidade; onde a referida
proteina de capsideo é fornecida em uma quantidade eficaz para produzir
uma resposta imune, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

6. Vacina de DNA, para imunizar gatos contra calicivirus de feli-
no, caracterizada pelo fato de que cémpreende sequéncias de acido nucléi-
co que codificam para uma proteina de:capsideo de FCV-49 ou uma protei
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na de capsa’deo de FCV-49 isolada onde o referido DNA compreende uma
sequéncia (SEQ. ID 14) e seqléncias que tém pelo menos cerca de 78,9%,
isto €, 79,4% (78,9 + 0,5) de identidade de sequéncia e permitindo substitui-

¢oes conservadoras.

7. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,
caracterizada pelo fato de que adicionalmente compreende ou sozinho ou
em combinagéo, o seguinte: em que contém um adjuvante, em que o com-
ponente de FCV esta vivo, em que o componente de FCV é atenuado, onde
o componente de FCV é inativado, pode incluir pelo menos uma outra cepa
de calicivirus de felino selecionado do grupo que consiste em FCV-F9, FCV-
LLK, FCV-M8, FCV-255, e FCV-2280.

8. Método para imunizar gatos contra calicivirus de felino (FCV),
caracterizado pelo fato de q‘ue compreende administrar a um gato quantida-
des terapeuticamente eficazes das primeira e segundas vacinas, onde as

primeira e segunda vacinas sdo adaptadas para induzir uma resposta imune

no gato contra FCV, a primeira vacina é administrada parenteralmente e a

segunda vacina é administrada oralmente ou oronasalmente, e a Segunda
vacina é administrada durante N dias Seguinte a administragao da primeira
vacina, onde N é um nimero inteiro de 3 a 120, inclusive.

A 9. Método de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizado pelo
fato de que as vacinas independentemente compreendem uma vacina de.
virus vivo, uma vacina de virus modificado vivo, uma vacina de virus inativa-
do, uma vacina recombinante, uma vacina de DNA, ou uma vacina de anti-
geno de subunidade, ou sozinha ou em combinagéo. |

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo
fato de que pelo menos uma das vacinas inclui uma ou mais cepas de FCV.
11. Método de acordo com a reivindicagdo 10, caracterizado pe-
lo fato de que a uma ou mais cepas del FCV compreende F9 ou FCV-21 ou
F9 e FCV-21.
12. Composigdo imunogénica, caracterizada pelo fato de que

compreende FPV vivo modificado e Clamidia viva modificada, e ou compre-

-endendo ambos FHV vivo modificado e Clamidia viva modificada e ou com-
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preendendo FCV vivo modificado e Clamidia viva modificada e ou compre-
endendo FPV vivo modificado, FHV vivo modificado e Clamidia viva modifi-
cada e ou compreendendo FPV vivo modificado, FCV vivo modificado e
Clamidia viva modificada e Ao,u compreendend‘o FHV vivo mod’if‘icado,. FCV

“vivo modificado e Clamidia viva modificada e ou compreendendo FPV vivo

modificado, FHV vivo modificado, FCV vivo modificado e Clamidia viva modi-
ficada administrados em uma dosagem Unica administrativa. |

13, Vacina, caracterizado pelo fato de que compreende FPV vivo
modificado e Clamidia viva modificada, e ou compreendendo FHV vivo modi-
ficado e Clamidia viva modificada e ou compreendendo FCV vivo modificado
e Clamidia viva modificada e ou compreendendo FPV vivo modificédo, FHV
vivo modificado e Clamidia viva modificada e ou compreendendo FPV vivo
modificado, FCV vivo modificado e Clamidia viva modificada e ou compre-
endendo FHV vivo modificado, FCV vivo modificado e Clamidia viva modifi-
cada e ou compreendendo FPV vivo modificado, FHV vivo modificado, ’FCV
vivo modificado e Clamidia viva modificada liberados a um felino em duas
dosagens Unicas administrativas separadas, as dosagens Unicas administra-
tivas ambas liberadas por via oral ou oralnasal e separadas em tempo.por 3
a 120 dias. '

14. Método para imunizar gatos contra FPV, FCV e ou FHV, ca-
racterizado pelo fato dé que compreende administrar a um gato quantidades
terapeuticamente eficazes das primeira e segunda vacinas, onde as primeira
e segunda vacinas sa@o adaptadas para induzir uma resposta imune no gato
contra FPV, e ou FCV e ou FHV, a primeira vacina é administrada oralmente
ou oronasalmente e a segunda vacina é administrada oralmente ou orona-
salmente, a segunda vacina é administrada durante N dias seguinte a admi-
nistragéo da primeira vacina, onde N é um numero inteiro de 3 a 120, inclu-
sive, onde se as referidas primeira e segunda vacinas é compreendida de
uma composi¢ao:

a) compreendendo ambos FPV vivo modificado e Clamidia viva
modificada; e ou

b) compreendendo ambos FHV vivo modificado e Clamidia viva
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modificada; e ou |
‘ ¢) compreendendo ambds FCV vivo modificado e Clamidia vivo

modificada; e ou ,

d) cofnpreendendo FPV vivo modificado, FHV vivo modificado e
Clamidia viva modificada; e ou

e) compreendendo FPV vivo modificado, FCV vivo modificado e
Clamidia viva modificada; e ou |

f) compreendendo FHV vivo modificado, FCV vivo modificado e
Clamidia viva modificada; e ou |

@) compreendendo FPV vivo modificado, FHV vivo modificado,

FCV vivo modificado e Clamidia viva modificada, ou qualquer combinagéo
destes.

15.- Composi¢do imunogénica, vacina, e métodos para tratar a-

“nimais, especialmente gatos, caracterizados pelo fato de que séo como des-

critos aqui.
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RESUMO ,

Patente de Irivenc;éo: "METODOS DE ADMINISTRACAO DE VACINA, CA- -

LICIVIROSES DE FELINO, E TRATAMENTOS PARA IMUNIZAR ANIMAIS
CONTRA PARAOVIRUS FELINO E HERPES VIRUS DE FELINO". |

A presente inveng&o refere-se a uma vacina para imunizar gatos

contra virus de felinos. A presente invengao também refere-se a um clone de )

acido nucléico .que codifica a proteina de capsideo do caliciVirus de felino

isolado. A presente invengao também refere-se a uma vacina viva ou morta

que compreende o calicivirus de felino isolado, uma. vécina de subunidade

que compreende a proteina de capsideo do calicivirus de felino isolado, uma

vacina de &cido nucléico que compreende um cIone de écido'nucléico do
calicivirus de felino isolado, e uma vacma de vetor de virus recomblnante
que compreende acido nucléico que codmca a proteina de capsndeo do cali-
civirus de felino isolado. A presente invengdo também refere-se a um méto-
do para ldentmcar um calicivirus de felino util para produzir uma composug:ao'

de vacina e a ensaios para dlagnostucar gatos infectados com calicivirus de . - -

felino. Também descrito é um metodo para imunizar animais, especialmente
gatos,Acontra doenga, em particular contra calicivirus de felino (FCV). O mé-
todo inclui administrar a um gato quantidades terapeuticamente eficazes da
primeira e segunda vacina de FCV. A primeira vacina é administrada oral-
mente ou parenteralmente '(_por exemplo, subcutaneamente, intramuscular-
mente, e outros). A éegunda vacina é administrada oralmente ou oronasal-
mente N dias seguinte a admin-istragéo da primeira vacina, ohde N é um ni-
mero inteiro de 3 a 120, inclusive.' Uma terceira administragédo de vacina
também pode ser dada. A presente invengdo também descreve métodos e
materiais para tratar e imunizar animais com vacina, e em particular gatos
contra ambos FPV ou Parvovirus de Felino que também foi éhamado Pan-
leucopenia ou FPL e contra outra doenga, FHV ou HERPES VIRUS de Feli-
no que também foi chamado Virus de Rinotraqueite de Felino.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	ABSTRACT

