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RESUMO

"GENES DE CALICIVIRUS FELINO E VACINAS NOMEADAMENTE VACINAS

RECOMBINADAS"

A invencdo refere-se a sequéncia do gene da
capside e uma sequéncia de ADNc correspondente, de uma
estirpe de FCV dominante, denominada FCV 431. Refere-se
também a sequéncia do gene da cépside assim como a
sequéncia do ADNc de uma estirpe complementar denominada
GH-1. As sequéncias de ADNc podem ser incorporadas nos
vectores de expressdo para preparar formulacgdes imuno-
génicas e vacinas recombinadas ou subunidades que permitem

a vacinacdo contra a calcivirose felina.
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DESCRICAO

"GENES DE CALICIVIRUS FELINO E VACINAS NOMEADAMENTE VACINAS

RECOMBINADAS"

A presente invencdo refere-se a genes de estirpes
particulares de calicivirus felinos, as proteinas codifi-
cadas por estes genes, e sua utilizacdo para a realizacéo
de preparacdes imunogénicas e de vacinas recombinantes ou
de subunidades contra a calicivirose felina. Estas prepara-
cdes 1imunogénicas e estas vacinas podem igualmente ser
combinadas com preparacdes imunogénicas ou vacinas prepa-
radas com base em outros agentes patogénicos felinos, para
a realizacdo de preparacdes 1imunogénicas e de vacinas

multivalentes.

Os calicivirus felinos (em inglés Feline
Calicivirus ou FCV) foram descritos pela primeira vez em
1957 (Fastier L.B. Am. J. Vet. Res. 1957. 18. 382-389). Os
calicivirus felinos sd@o com os virus do herpes felinos as
duas fontes principais das afecgdes virais do tracto
respiratdério superior no gato. Os virus FCV afectam um
grande numero de animais, com taxas de portador de FCV da
ordem de 15 a 25%, e uma seroprevaléncia anti-FCV de 70 a
100% (Coutts et al. Vet. Rec. 1994. 135. 555-556; Ellis
T.M. Australian Vet. J. 1981. 57. 115-118; Harbour et al.

Vet. Rec. 1991. 128. 77-80; Reubel et al. Feline Dendistry
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1992. 22. 1347-1360). Depois de uma fase inicial de
hipertermia, estas afeccdes respiratdrias sdo geralmente
acompanhadas de ulceracdes bucais (palato, lingua, lébios,
nariz), de rinite, de conjuntivite, eventualmente de
anorexia e de astenia. Os virus FCV podem igualmente causar
pneumonias, enterites, e dores articulares (sindroma de

coxelio).

A transmissdo do virus FCV sé6 se faz horizon-
talmente, ndo h& transmissdo vertical da mde a sua cria
durante a gestacdo (Johnson R.P. Res. Vet. Sci. 1984. 31.
114-119). A transmissdo do FCV faz-se através do contacto
entre os animais infectados e animais s&os ou por via aérea
durante o ressono (Wardley RC. Arch. Virol. 1976. 52. 243-

249) .

Os calicivirus felinos s&@o virus nus da familia
dos Caliciviridae, eles sdo constituidos por um ARN
positivo de cadeia simples, com um tamanho de cerca de 7,7
quilopares de bases (kpb) (Carter M.J. Arch. Virol. 1994.
9. 429-439).

Como em numerosos virus de ARN, existe uma grande
heterogeneidade no seio da populacdo viral de FCV. As
variacdes antigénicas, colocadas em evidéncia no inicio dos
anos 70 por experiéncias de seroneutralizacdes cruzadas,
permitem classificar os FCV em varias estirpes virais ou
quasi-espécies (Radfoord et al. Proc. 1st Int. Symp.

Caliciviruses ESVV 1997. 93-99).
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Foram isoladas varias estirpes de FCV e
sequenciadas, nomeadamente a estirpe F9 (Carter et al.
Arch. Virol. 1992. 122. 223-235, sequéncia depositada no
banco de dados GenBank sob o numero de acesso M86379), CFI
(Neill et al. J. Virol. 1991. 65. 5440-5447, numero de
acesso GenBank U13992 e M32819), Urbana ou URB (Sosnovtsewv
e Green Virology 1995. 210. 383-390, nUmero de acesso
GenBank L40021), F4 (Tohva et al. Arch. Virol. 1991. 117.
173-181, numeros de acesso GenBank D31836 e D90357), KCD
(Fastier L.B. Am. J. Vet. Res. 1957. 18. 882-889, nlUmero de
acesso GenBank L09719), LLK (numero de acesso GenBank
U07131), NADC (numero de acesso GenBank 109718), 2280
(nimero de acesso GenBank X99445) e 255 (Kahn e Gillepsie.
Cornel Vet. 1970. 60. 669-683, numero de acesso GenBank

U07130) .

A vacinacdo contra o FCV foi iniciada depois do
fim dos anos 70 a partir de estirpes FCV atenuadas,
principalmente a estirpe F9 isolada em 1958 por Bittle
(Bittle et al. Am. J. Vet. Res. 1960. 21. 547-550) ou
estirpes derivadas de F9 por passagem in vitro ou 1in vivo

("do tipo F9").

As vacinas inactivadas estdo também disponiveis.
Utilizam as estirpes 255 e 2280, isoladas respectivamente
em 1970 num gato que apresentava uma pneumonia (Kahn e
Gillepsie. Cornell Vet. 1970. 60. 669-683) e em 1983 num
gato com coxeio (Pedersen et al. Fel. Prac. 1983. 13. 26-

35).
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A  resposta humoral ¢é essencialmente dirigida
contra a proteina da cépside, também denominada p65 (Guiver
et al. J. Gen. Virol. 1992. 73. 2429-2433). 0s genes que
codificam para a proteina de <cépside de numerosos
calicivirus felinos foram sequenciados e comparados sem que
se pudesse distinguir mais particularmente certas
sequéncias (Glenn et al. Proc. 1lst Int. Symp. Caliciviruses
ESVV 1997. 106-110 ; Geissler et al. Virus Res. 1997. 48.
193-206 ; Neill et al. Proc. 1st Int. Symp. Caliciviruses

ESVV 1997. 120-124).

O gene que codifica para a proteina da cépside
foi igualmente clonado e expresso em diferentes sistemas de
expressdo, nomeadamente o gene que codifica para a proteina
da céapside do virus FCV KS20 em plasmideos (Geissler et al.
J. Virol. 1999. 73. 834-838), 0s genes que codificam as
proteinas da cépside dos virus FCV CFI-68, JOK63, JO0OK92,
LS012 e F9 nos baculovirus (DeSilver et al. Proc. 1st Int.
Symp. Caliciviruses ESVV 1997. 131-143), o gene que
codifica a proteina da capside do virus FCV F4 nos virus
herpes felinos de tipo 1 (Yokoyama et al. J. Vet. Med. Sci.
1998. 60. 717-723). Estas diferentes construcdes permitiram

a producdo de proteinas da cépside recombinadas.

Devido a deriva antigénica ao longo dos tempos,
0s anti-soros produzidos contra estirpes vacinais antigas
isoladas nos anos 60-70, tais como as estirpes F9, 255 ou

2280, apenas neutralizam poucos isolados dos anos 90. Por
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exemplo, o soro anti-F9 neutraliza 43% dos isolados do
periodo 1990-96, contra 56% para o periodo 1980-89 e 86%
para o periodo 1958-79, e somente 10% dos isolados ingleses
do periodo 1990-96 (Lauritzen et al. Vet. Microbiol. 1997.

56. 55-63).

A presente invencdo tem como objectivo colocar em
evidéncia estirpes de FCV, que induzem nos gatos anticorpos

possuindo um largo espectro de neutralizacdo cruzada.

A invencdo tem, em particular por objectivo, a
partir de estirpes seleccionadas, o isolamento e a carac-
terizacédo, de genes que codificam para proteinas imunogé-
nicas utilizédveis para a vacinagdo contra a calicivirose

felina.

Um outro objectivo da invencdo é o de propor
vectores de expressdo in vitro e 1in vivo recombinantes
contendo e expressando, pelo menos, uma tal seguéncia

nucleotidica.

Ainda um outro objectivo da invencdo, é o de
propor preparag¢des imunogénicas ou vacinas contra @ a

calicivirose felina.

Ainda um outro objectivo da invencdo ¢é o de
propor preparacdes imunogénicas multivalentes e vacinas
multivalentes contra a calicivirose felina e contra, pelo

menos, um outro patogénico felino.
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A invencdo refere-se essencialmente a duas estir-
pes de FCV obtidas por zaragatoas faringicas praticadas em
Franca e no Reino Unido em gatos que apresentavam sinais
infeccdo por calicivirus felinos. Trata-se, respectiva-
mente, da estirpe Gl (depositada na Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (ou CNCM) do Instituto Pasteur,
Paris, Franca, sob o numero de acesso I1-2167) e da estirpe
431 (depositada na CNCM sob o numero de acesso I1I-2166),
ambas depositadas a 12 de Marco de 1999. Esta estirpe FCV
Gl isolada em Franca nédo corregponde a estirpe FCV isolada
no Reino Unido em 1978 por Tohya (Tohya Y. et al. Jpn. J.

Sci., 1990, 52, 955-961) e igualmente denominada GI1.

A seleccdo das estirpes FCV 431 e Gl foi reali-
zada por testes de seroneutralizacdo cruzada em comparacédo
com isolados FCV de um painel de referéncia. Este painel de
referéncia ¢é composta por 18 isolados actuais de FCV
recolhidos de gatos que apresentavam sinais de infeccdo por
calicivirus felino e provéem de trés =zonas geograficas
distintas. 7 1solados sd&o americanos, estes i1solados séo
identificados como RMI1, RM12, RM13, RMI5, RMI6, RMI7 e
RM19. 7 isolados sdo franceses, e sdo designados A2, F1,
Gl, G3, F3031, H3-2 e Hl-4. Os 4 Ultimos isolados séo

ingleses, e sdo designados 431, 388b, 337 e J5.

As estirpes do painel sdo acessiveis a partir da
requerente apds pedido. Estas foram também publicadas num
artigo de revisdo «Archives of Virology» (Poulet et al.

Arch. Virol. Fevereiro 2000. 145(2). 243-261), disponivel
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em linha na Internet a data do depdsito a partir do.
Durante os testes de seroneutralizacdo cruzada entre os 18
isolados de FCV do painel de referéncia, foi demonstrado,
de maneira surpreendente, que o0 anti-soro do isolado 431
neutraliza 14 de 17 isolados heterdlogos do painel de
referéncia (o titulo hombélogo de seroneutralizacdo ndo é
tomado em conta). Por comparacao, 0s anti-soros das
estirpes vacinais "histdéricos" 255 e F9 ndo neutralizam

mais do que 2 de 18 isolados do painel.

De maneira inesperada, a requerente encontrou,
com a estirpe FCV 431, uma estirpe dominante que pode ser
utilizada para a proteccdo de felideos e em particular, de
gatos contra a maior parte das estirpes FCV. Gracas ao
painel de estirpes FCV aqui divulgadas, ¢ possivel ao
especialista da técnica seleccionar outras estirpes de FCV
dominantes. Por equivaléncia a invencdo cobre também
através da estirpe FCV 431, as estirpes FCV equivalentes a
esta Ultima, possuindo anticorpos de largo espectro de

neutralizacdo cruzada.

Existe equivaléncia uma vez que o anti-soro de
uma estirpe FCV seroneutraliza, pelo menos, 13 de 18
isolados heterdélogos do painel de referéncia (ou seja, que
incluem FCV 431), preferencialmente, uma vez que
seroneutraliza pelo menos, 14 de 18 isolados heterdlogos do
painel de referéncia, de maneira ainda mais preferida uma
vez que seroneutraliza pelo menos, 15 de 18 isolados

heterélogos do painel de referéncia.
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Considera-se geralmente gue uma estirpe de FCV
seroneutraliza uma outra estirpe de FCV uma vez gue O
titulo heterdlogo de seroneutralizacdo é superior ou igual
a 1,2 logip VNsy (Povey C. e Ingersoll J., Infection and
Immunity, 1975, 11, 877-885). A requerente tomou este valor
como 1inicio de positividade. Contudo, os resultados de
seroneutralizacdo cruzada obtidos por um isolado FCV
possuindo um titulo homdélogo de seroneutralizacdo inferior

ou igual a 2 logiy VNg; ndo podem ser interpretados.

Um segundo método para estabelecer a equivaléncia
de uma estirpe FCV em comparacdo com a estirpe FCV 431 é
utilizar anticorpos monoclonais especificos da estirpe FCV
431 e testar por imunofluorescéncia indirecta(IFI) a
estirpe FCV candidata. A requerente conseguiu ainda
produzir varios anticorpos monoclonais que se confirmaram
egspecificos da estirpe 431. Um deles foi denominado 44.
Existe equivaléncia se existir uma reactividade em
imunofluorescéncia com anticorpos monoclonais especificos
de 431, por exemplo com o anticorpo monoclonal 44. Este
anticorpo monoclonal e o hibridoma correspondente estéo
disponiveis a partir do da depositor por pedido simples e
sdo também divulgados no artigo de Poulet et al. supra. O
hibridoma correspondente foi igualmente depositado a 11 de
Agosto de 1999 na CNCM sob o nuUmero de acesso I-2282.
Embora o especialista da técnica seja perfeitamente capaz
de produzir anticorpos monoclonais pelas técnicas cléssicas
e de seleccionar, em relacdo ao painel, o0s que sé&o

especificos da estirpe 431.
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A outra estirpe FCV Gl foi seleccionada pela sua
complementaridade em comparacdo com a estirpe FCV 431,
sabendo que a combinacdo dos anti-soros de 431 e de Gl
seroneutralizam 100% dos isolados do painel de referéncia,
ou seja, que a estirpe FCV Gl a um titulo homdélogo de
seroneutralizacdo superior ou igual a 2 logig VNgg e titulos
de seroneutralizacdo heterdlogos superiores ou iguais a 1,2
logigp VNsy em comparacdo com o8 isolados FCV do painel de
referéncia contra os quais o) anti-soro 431 nao
seroneutraliza ou o faz fracamente (valor inferior a 1,2
logip VNsg). A invencdo cobre igualmente as estirpes FCV
equivalentes possuindo a mesma complementaridade em

comparacdo com a estirpe FCV 431.

Pode-se também produzir e seleccionar anticorpos
especificos desta estirpe, 0O que permite determinar

equivalentes nesta outra base.

A requerente conseguiu também isolar, caracte-
rizar e sequenciar o gene da cépside de FCV 431 e FCV Gl, a
proteina de cépside, e determinou as sequéncias de ADNc

(ADN complementar) correspondentes.

A invencdo tem assim, por objectivo um fragmento
de &cido nucleico compreendendo toda ou parte da sequéncia
nucleotidica que codifica para a proteina da capside do
virus 431 em que a sequéncia de aminoédcidos é representada
pela SEQ ID NO: 7 ou pela figura 2, ou um fragmento

imunologicamente activo desta proteina, ou seja um epitopo,
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péptido ou polipéptido conservando substancialmente a

actividade imunogénica da proteina da cépside.

A invencdo tem, nomeadamente, por objectivo, um
fragmento de ADN compreendendo a sequéncia de ADNc da SEQ
ID NO: 6 ou um fragmento conservando as propriedades
essenciais da sequéncia completa, ou seja, que codificam
para um péptido, polipéptido ou epitopo conservando
substancialmente a actividade imunogénica da proteina da
cépside. A invencdo tem em particular por objectivo, um
fragmento de ADN compreendendo esta sequéncia de ADNc,
nomeadamente acoplada com elementos de regulacdo da

transcricéo.

E evidente que a invencdo cobre automaticamente
os fragmentos de &cido nucleico, fragmentos de ADN e
sequéncias de ADNc equivalentes, ou seja os fragmentos e
sequéncias nucleotidicas especificas da cépside FCV néo
alteram a funcionalidade nem a especificidade da estirpe da
sequéncia descrita ou dos polipéptidos codificados por esta
sequéncia. Serdo, bem entendido, incluidas as sequéncias

que diferem por degenerescéncia do cddigo.

A invencdo cobre igualmente automaticamente as
sequéncias nucleotidicas (ARN, ADN, ADNc) equivalentes as
reivindicadas. Trata-se, em particular, de sequéncias
provenientes de estirpes FCV equivalentes de acordo com a
definicdo dada acima em comparacdo com o painel e/ou o

anticorpo monoclonal 44.
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A  invencdo compreende um fragmento de Acido
nucleico compreendendo toda ou parte da sequéncia nucleo-
tidica que codifica para a proteina da cépside do virus Gl
tal como representada pela SEQ ID NO: 5 ou na figura 1, ou
um fragmento imunologicamente activo desta proteina, ou
seja um epitopo, péptido ou polipéptido conservando
substancialmente a actividade imunogénica da proteina da

céapside.

A invencdo tem, nomeadamente, por objectivo um
fragmento de ADN compreendendo a sequéncia de ADNc da SEQ
ID NO: 4 ou um fragmento conservando as propriedades
essenciais da sequéncia completa, ou seja que codifica para
um péptido, polipéptido ou epitopo conservando substan-
cialmente a actividade imunogénica da proteina da céapside.
A invencdo tem, em particular, por objectivo, um fragmento
de ADN compreendendo esta sequéncia de ADNc, nomeadamente
acoplada com elementos de regulacdo da transcricdo. E
evidente que a invencdo cobre automaticamente os fragmentos
de &cido nucleico, fragmentos de ADN e sequéncias ADNc
equivalentes, ou seja, os fragmentos e sequéncias nucleo-
tidicas nédo alteram a funcionalidade nem a especificidade
de estirpe da sequéncia descrita ou dos polipéptidos
codificados por esta sequéncia. Serdo, bem entendido,
incluidas as sequéncias que diferem por degenerescéncia do

coéddigo.

A invencdo cobre igualmente automaticamente as

sequéncias nucleotidicas (ARN, ADN, ADNc) equivalentes as
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reivindicadas. Trata-se, em particular, de sequéncias
nucleotidicas provenientes de estirpes FCV complementares

de acordo com o sentido dado acima.

O gene que codifica para a proteina da céapside
dos wvirus FCV Gl e FCV 431 possui um tamanho de 2007
nucledétidos para FCV 431 e de 2010 nucledbdtidos para FCV G1.
A proteina da capside possui um tamanho de 668 aminoacidos
para FCV 431 e de 669 aminoacidos para FCV Gl, e uma massa

de 60-65 kDa (proteina p65).

A invencdo tem também por objectivo um vector de
expressdo compreendendo pelo menos, um fragmento de ADN, de
acordo com a invencédo, em condigcdes que permitem a sua
expressdo 1in vivo. Seguindo uma modalidade particular, o
vector de expressdo compreende um ADNc do tipo 431 e um
ADNc do tipo Gl. Por «do tipo», deve entender-se que o ADNc
é complementar de uma sequéncia de ARN da estirpe consi-

derada.

Estes vectores de expressdo podem ser poxvirus,
por exemplo o virus da vacina, os virus da variola aviaria
(variola do canério, variola de aves de capoeira),
compreendendo os virus de variola especificos de espécies
(virus da variola suino, variola de guaxinim e variola de
variola de camelo), os adenovirus e o0s herpesvirus, tais
como 0s virus herpes felinos (e.g. FR-A-2 741 806). Para os
virus da variola, o especialista da técnica pode reportar-
se a WO-A-9215672, WO-A-9526751, WO-A-9012882, e WO-A-
9527780.
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Podem ser utilizadas vArias estratégias de
insercdo para a expressdo de varias sequéncias nucleoti-
dicas heterdlogas a partir do mesmo vector de expressdo in
vivo. Estas estratégias de insercdo sdo nomeadamente a
utilizacdo de uma cassete dupla de expressdo possuindo, uma
orientacdo oposta, ou a utilizacdo de uma cassete dupla de
expressdo possuindo uma orientacdo idéntica, ou ainda uma
cassete multipla de expressdo com um elemento " IRES "
(Internal Ribosome Entry Site) situado entre cada insercéo

(patente EP-A1-0803573).

As sequéncias nucleotidicas heterdblogas s&o
inseridas sob a dependéncia de sinais reguladores da
transcricdo e nomeadamente de promotores, de preferéncia
colocados durante a insercdo. Ndo estéd, de todo, excluido
fazer expressar estas sequéncias nucleotidicas heterdlogas
sob o controlo de sinais préprios no vector de expresséo
utilizado. Para os vectores de expressdo do virus da
variola dos canédrios, um dos promotores preferidos ¢é o
promotor vacina H6 (Tailor J. et al. Vaccine, 1988, 6, 504-
508; Guo P. et al. J. Virol., 1989, 63, 4189-4198; Perkus

M. et al. J. Virol., 1989, 63, 3829-38306).

Os vectores de expressdo in vivo podem igualmente
ser plasmideos. O termo plasmideo pretende cobrir toda a
unidade de transcricdo de ADN sob a forma de uma sequéncia
polinucleotidica compreendendo uma sequéncia de ADNc de

acordo com a invencdo e o0s elementos necessarios a sua
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expressdo in vivo. Foi preferida a forma de plasmideo
circular, super-enrolado ou ndo. A forma linear entra

igualmente no ambito desta invencéo.

Cada plasmideo compreende um promotor apto a
assegurar, nas células hospedeiras, a expressdo do ADNc
inserido sob a sua dependéncia. Trata-se, em geral, de um
promotor eucariota forte e, em particular, de um promotor
precoce do citomegalovirus CMV-IE, de origem humana ou
murinea, ou ainda eventualmente de uma outra origem tal
como rato, cobaia. De maneira mais geral, o promotor & ou
de origem viral, ou de origem celular. Como promotor viral,
para além de CMV-IE, pode citar-se o promotor precoce ou
tardio do virus SV40 ou o promotor LTR do virus do Sarcoma
de Rous. Como promotor celular, pode citar-se o promotor de
um gene do citoesqueleto, tal como, por exemplo, o promotor
da desmina, ou ainda o promotor da actina. Um sub-fragmento
destes promotores, conservando a mesma actividade promotora
é compreendido na presente invencdo, e.g. 0s promotores

CMV-IE truncados de acordo com o documento WO-A-98/00166.

Uma vez que varias sequéncias heterdlogas (ADNc
e/ou genes de FCV ou de outros patogénicos felinos) estéo
presentes no mesmo plasmideo, estes podem ser apresentados
na mesma unidade de transcricdo ou em duas unidades

diferentes.

Os plasmideos podem igualmente compreender outros

elementos de regulacdo de transcricdo, tais como, por
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exemplo, sequéncias estabilizadoras do tipo intrdo, de
preferéncia intrdo II do gene da (-globina de coelho (van
Ooyen et al. Science, 1979, 206: 337-344), sequéncia sinal
da proteina codificada pelo gene do activador do
plasminogénio tecidular (tPA; Montgomery et al. Cell. Mol.
Biol. 1997, 43: 285-292), e sinal de ©poliadenilacé&o
(poliA), nomeadamente do gene da hormona do crescimento
bovina (bGH) (US-A-5 122 458) ou do gene da R-globina do

coelho.

A  invencdo tem igualmente por objectivo a
utilizacdo de ADNc de acordo com a invencdo para a producédo
in vitro de proteinas da céapside ou de seus fragmentos e
epitopos imunologicamente activos e sua incorporacdo nas

preparacdes imunogénicas e vacinas sub-unitéarias

A invencdo tem igualmente por objectivo uma
preparacdo imunogénica ou uma vacina contra a calicivirose
felina compreendendo, pelo menos, um vector de expressdo in
vivo recombinado, de acordo com a invencdo e um veiculo ou
excipiente aceitédvel no plano veterindrio, e eventualmente
um adjuvante. A nocdo de preparacdo imunogénica cobre toda
a preparacdo susceptivel, uma vez administrada ao gato, de
induzir, pelo menos, uma resposta imunitdria dirigida
contra o patogénico felino considerado. Por wvacina,
entende-se uma preparacdo capaz de induzir uma proteccédo

eficaz.

De preferéncia, esta preparacdo imunoldgica ou
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esta vacina compreende um vector de expressdo in vivo no
qual é inserido um ADNc do tipo FCV 431, incluindo este os

seus equivalentes.

De acordo com uma primeira particularidade muito
vantajosa, esta preparacdo imunoldégica ou esta vacina
compreende um vector de expressdo no qual é inserido um
ADNc do tipo FCV 431, incluindo este o0s seus equivalentes,
e um ADNc do tipo FCV G1, incluindo este também os

equivalentes deste uUltimo.

De acordo com uma segunda particularidade muito
vantajosa, esta preparacdo imunoldgica ou esta vacina
compreende, pelo menos, dois vectores de expressdo: no
primeiro é inserido um ADNc do tipo FCV 431, incluindo este
0s seus equivalentes, e no segundo um ADNc da estirpe FCV

Gl, incluindo este também os equivalentes deste uUltimo.

Para adjuvar as preparacdes e vacinas conformes a
invencdo, podem utilizar-se todos os adjuvantes apropriados
conhecidos do especialista da técnica. De qualquer modo, é
preferido formular sob a forma de emulsdes dleo-em-Agua, oU
juntar-lhe polimeros de &cido acrilico ou metacrilico ou
copolimeros de anidrido maleico e de derivados de alcenilo,
ou ainda um 1lipido catidénico contendo um sal de amdbnio

quaternéario.

De entre os polimeros, sdo preferidos 0s

polimeros de &cido acrilico ou metacrilico reticulados,
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nomeadamente por éteres polialcenilicos de aclcares ou de
polidlcoois. Estes compostos s&o conhecidos sob o termo
carbdémero (Pharmeuropa vol. 8, n° 2, Junho 1996). O
especialista da técnica pode também referir-se a US-A-2 909
462 (incorporado por referéncia) descrevendo tais polimeros
acrilicos reticulados por um composto poli-hidroxilado
possuindo pelo menos, 3 grupos hidroxilo, de preferéncia
ndo mais do que 8, os Adtomos de hidrogénio de, pelo menos,
sendo trés hidroxilos substituidos por radicais aliféaticos
insaturados possuindo pelo menos, 2 &4tomos de carbono. Os
radicais preferidos s&o aqueles contendo de 2 a 4 atomos de
carbono, e.g., vinilos, alilos e outros grupos etileni-
camente insaturados. O0s radicais insaturados podem eles
mesmos conter outros substituintes, tal como metilo. Os
produzidos vendidos sob a denominacdo Carbopol® (BF
Goodrich, Ohio, USA) sédo particularmente apropriados. Estes
sdo reticulados por uma sacarose de alilo ou por
alilpentaeritritol. Entre estes, podem citar-se 0s

Carbopol® 974P, 934P e 971 P.

De entre os copolimeros de anidrido maleico e de
derivado de alcenilo, sdo preferidos os EMA® (Monsanto) que
sdo copolimeros de anidrido maleico e de etileno, lineares
ou reticulados, por exemplo reticulados pelo diviniléter.
Pode referir-se J. Fields et al., Nature, 186: 778-780, 4
de 1960 (incorporado por referéncia). No plano da sua
estrutura, os polimeros de &cido acrilico ou metacrilico e
os EMA® s&do formados, de preferéncia, de motivos de base da

férmula seguinte:
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R, Ry

|
§ E
SRS wmm",{cp&}xﬁmhm43 meﬁzHg)y._,nm“**m_

COOH COOH

em que:

- Ry e Ry, idénticos ou diferentes, representam H ou CHs;
- x =0 ou 1, de preferéncia x =1

- vy=1 ou 2, com x+ty=2

Para os EMA®, x = 0 e vy 2. Para os carbdémeros,

Estes polimeros s&do dissolvidos em &gua ou em
dgua fisioldgica (NaCl a 20 g/L) e o pH é ajustado a 7,3-
7,4 com soda, para obter a solucdo adjuvante na qual o

vector de expressdo ou as sub-unidades serédo incorporados.

A concentracdo em polimero na composicdo vacinal
final serd de 0,01% a 1,5% P/V, mais particularmente de

0,05 a 1% P/V, de preferéncia de 0,1 a 0,4% P/V.

Os lipidos catidnicos contendo um sal de amdnio
quaternario, que s&do particularmente, mas ndo exclusiva-
mente adaptados para os vectores de expressdo plasmidicos

respondem pela férmula:
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CH,

®
R,-0-CH,- CH-CH,- NE_R,-x

OR, CH,

em que R; é& um radical alifdtico 1linear, saturado ou
insaturado, possuindo de 12 a 18 4tomos de carbono, R; é um
outro radical alifédtico, contendo 2 ou 3 A&tomos de carbono,

e X um agrupamento hidroxilo ou amina.

E preferido o DMRIE (N-(2-hidroxietill)-N,N-dime-
til-2,3-bis(tetradeciloxi)-1-propanambénio; WO-A-9634109),
de preferéncia acoplado com um lipido neutro, nomeadamente
o DOPE (dioleoil-fosfatidil-etanolamina), para formar o
DMRIE-DOPE. De preferéncia, a mistura do plasmideo com este
adjuvante faz-se de maneira extemporidnea e ¢é preferido,
antes da sua administracdo ao animal, deixar o tempo da
mistura assim constituida para se complexar, por exemplo
durante 10 a 60 minutos, nomeadamente na ordem dos 30

minutos.

Uma vez gque o DOPE estd presente, a proporcgio
molar DMRIE:DOPE estd, de preferéncia, entre 95:5 a 5:95,

mais particularmente de 1:1.

A proporcédo ponderal plasmideo:adjuvante DMRIE ou
DMRIE-DOPE pode ir, nomeadamente, de 50:1 a 1:10, nomeada-

mente de 10:1 a 1:5, de preferéncia, de 1:1 a 1:2.
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Os vectores de expressdo in vivo que codificam para um ADNcC
do tipo FCV de acordo com a invencdo podem igualmente
codificar para o GM-CSEF felino ou ser associados a um
segundo vector que codifica para o GM-CSF felino (e.g. os
plasmideos pJdP089 e pJP090, respectivamente, figura 5 e
figura 6). No caso dos plasmideos, ¢é preferida uma mistura
de dois plasmideos. No caso de vectores virais, é preferido
um sé vector. Este vector de expressdo ou esta mistura de
vectores de expressdo pode também ser adjuvada, tal como

descrito anteriormente.

A invencdo tem também por objectivo uma prepa-
racdo imunogénica multivalente ou uma vacina multivalente
contra a calicivirose felina e contra pelo menos, um outro
patogénico felino, utilizando um mesmo vector de expresséo
in vivo recombinado contendo e expressando pelo menos, um
ADNc do tipo FCV de acordo com a invencdo e pelo menos, uma
sequéncia nucleotidica de um imunogénico de um outro
patogénico felino ou de um fragmento imunologicamente

activo desse imunogénico.

A invencdo tem igualmente por objectivo uma
preparacdo imunogénica multivalente ou uma vacina multiva-
lente compreendendo, pelo menos, um vector de expressdo 1in
vivo no qual é inserida pelo menos, um ADNc do tipo FCV de
acordo com a invencdo e pelo menos, um segundo vector de
expressdo no qual é inserida uma sequéncia gque codifica

para um imunogénico, ou um fragmento 1imunologicamente
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activo, de um outro patogénico felino. 0s plasmideos
apropriados nos quais é inserida uma sequéncia que codifica
para um imunogénico, ou um fragmento 1imunologicamente
activo, de um outro patogénico felino, pode ser, nomea-
damente estes descritos nos exemplos 7 a 15 e 17 a 19 do
pedido de patente WO-A-9803660 (pPB179, pPB180, pPB181,
PAB009, pAB053, pAB052, pAB056, pAB058, pAB029, pAB030,

pAB083, pAB04l).

As vacinas recombinantes monovalentes ou multiva-
lentes, tais como descrito anteriormente, podem igualmente
ser associadas com pelo menos, um vacina classica (inac-
tivada, viva atenuada, sub-unidades) dirigida contra, pelo

menos, um patogénico felino idéntico ou diferente.

Os referidos outros patogénicos felinos séo
seleccionados entre, nomeadamente, o grupo compreendendo o
virus da rinotraqueite felina ou virus herpes felino (FHV),
o virus da leucemia felina (FelV), os parvovirus felinos
(FPV), o wvirus da peritonite infecciosa felina (FIPV), o
virus da imunodeficiéncia felina (FIV), o virus da raiva,

Chlamydia.

A invencdo compreende as proteinas da céapside
isoladas, purificadas ou sintéticas, da estirpe FCV431 e da
estirpe FCV Gl, possuindo a sequéncia em amino&cidos
representada pela SEQ ID NO: 7, respectivamente SEQ ID. NO:
5. Esta cobre automaticamente as proteinas equivalentes, ou

seja marcas de estirpes equivalentes as estirpes FCV 431 e
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FCV Gl seguindo as definicdes dadas acima (construcédo do
painel e/ou de um anticorpo monoclonal, nomeadamente, ©
anticorpo monoclonal 44). Vantajosamente estas proteinas da

cépside podem ser montadas sob forma de cépsides vazias.

A invencdo tem também por objectivo os fragmentos
e epitopos (pelo menos, cerca de 8 a 10 aminodcidos) das
proteinas, gue conservam a especificidade e a imunogeni-

cidade da proteina inteira.

As proteinas da cépside, eventualmente montadas
sob a forma de cépsides vazias, e seus fragmentos e
epitopos, podem ser produzidas por expressdo in vitro. A
sequéncia nucleotidica correspondente é inserida num
sistema de expressdo in vitro e expressa por este sistema,
e o produto de expressdo recolhido e eventualmente puri-

ficada, como é conhecida.

O sistema de expressédo pode ser de origem viral,
em particular o baculovirus (US-A-4 745 051). Integra-se a
sequéncia dque codificante ou um fragmento (no caso do
epitopo ou do fragmento) no genoma do baculovirus (e.g. o
baculovirus, Virus de Poliedrose Nuclear de Autographa
californica, AcNPV) e este ultimo ¢é depois propagado,
nomeadamente em células de insectos, e.g. Spodoptera

frugiperda Sf9 (depdsito ATCC CRL 1711).

O sistema de expressdo in vitro pode ser de

origem procariota, e.g. Escherichia coli, ou eucariota, em
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particular leveduras, e.g. Saccharomyces cerevisiae, ou
células eucariotas de mamiferos, nomeadamente linhas
celulares tais como CHO (células de ovario de hamster),
Hela, BHK ou <células de insectos, e.g. Spodoptera

frugiperda (supra), ou ainda células felinas.

Como promotores utilizdveis nestas construcdes
celulares, podem citar-se os promotores virais fortes tais
como os do virus SV40 (Fiers et al., Nature, (1978) 273:
113) e o promotor precoce (CMV-IE) do virus CMV ou
citomegalovirus humano (McGregor e Caskey, Nucleic Acids
Res. 17: 2365, 1989), murineo ou de uma outra origem, ou
ainda o do gene poliedrina do Baculovirus AcNPV (Hooft wvan

Iddekinge et al., 1983, Virology 131: 561-565).

O especialista da técnica sabe como purificar
e/ou 1isolar as proteinas, montadas ou ndo, sob forma de
cédpsides vazias, seus fragmentos e epitopos a partir do
produto das técnicas descritas acima. A titulo de exemplo,
pode lembrar-se que o especialista da técnica tem a sua
disposicédo diferentes métodos que compreendem, nomeada-
mente: precipitacdo baseada na solubilidade das proteinas,
fragmentos e epitopos de interesse em funcdo das condicgbes
salinas do meio, precipitacdo por solventes orgénicos,
polimeros e outras matérias, precipitacdo de afinidade e
desnaturacédo selectiva, cromatografia em coluna, compre-
endendo cromatografia liquida de elevado desempenho (HPLC),
cromatografia de troca idnica, cromatografia de afinidade,

cromatografia de imunoafinidade, cromatografia utilizando
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ligandos, imunoprecipitacdo, filtracdo em gel, electro-
forese, métodos de filtracdo, nomeadamente, ultrafiltracéo,

e ultra-centrifugacdo em gradiente.

O especialista da técnica pode reportar-se, a
titulo de exemplo, a K.Y. Green et al., J. Clin. Microb.,
Julho de 1997, Vol 35, 7: 1909-1914, para a producdo de
cépsides em baculovirus propagadas em células Sf9 e
recolhidas por ultra-centrifugacdo em gradientes de saca-

rose (10 a 50%).

As proteinas da céapside, e seus fragmentos e
epitopos, podem também ser produzidos por sintese quimica

pelos métodos a disposicédo da especialista da técnica.

A invencdo compreende as preparacdes imunogénicas
e vacinas compreendendo pelo menos, um antigénio sub-
unitédrio formado por uma proteina da cépside, de prefe-
réncia montada sob a forma de capsides vazias, de FCV 431
e/ou FCV Gl, ou de um fragmento ou epitopo correspondente,
num veiculo ou excipiente aceitédvel no plano veterinario, e
de preferéncia um adjuvante. De preferéncia, as preparacdes
e vacinas de acordo com a invencdo compreendem antigénios
sub-unitédrios provenientes de duas estirpes FCV 431 e FCV
Gl. Além disso, as preparacdes e vacinas podem compreender
proteinas da capside ndo montadas e proteinas montadas sob

forma de cépsides vazias.

Para adjuvar as preparacdes imunogénicas e vaci-
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nas sub-unitédrias de acordo com a invencédo, pode utilizar-
se, a titulo de adjuvante (1) hidréxido de aluminio, (2) um
polimero de &cido acrilico ou metacrilico, um polimero de
anidrido maleico e de derivado de alcenilo (descritos
acima), ou (3) formular a preparacdo imunogénica ou vacina
sob forma de uma emulsdo &leo-em-agua, em particular, a
emulsdo SPT descrita p 147 «Vaccine Design, The Subunit and
Adjuvant Approach» editada por M. Powell, M. Newman, Plenum

Press 1995, e a emulsdo MF59 descrita pl83 da mesma obra.

A emulsdo dleo-em-Agua pode ser, nomeadamente, a
base de 6leo de parafina liquida suave (do tipo Farmacopeia
europeia); de b6leo isoprendide, tal como o esqualano, O
esqualeno; de 6leo resultante da oligomerizacdo de alcenos,
em particular, de isobuteno ou de deceno; de ésteres de
dcidos ou de &lcoois de agrupamento alquilo linear, mais
particularmente, os 6leos vegetais, o oleato de etilo, o
di (caprilato/caprato) de propilenoglicol, o tri(caprila-
to/caprato de glicerol, o dioleato de propilenoglicol;
ésteres de &cidos ou de &lcoois gordos ramificados, em
particular, ésteres do 4cido isoesteédrico. O o6leo &
utilizado em associacdo com emulsificantes para formar a
emulsdo. Os emulsificantes sdo, de preferéncia, agentes
tensiocactivos ndo idbnicos, em particular, os ésteres de
sorbitano, de manido, de glicerol, de poliglicerol, de
propilenoglicol e de &cido oleico, isocestedrico, ricino-
leico, hidroxiesteédrico, eventualmente etoxilados, os
blocos copolimeros polioxipropileno-polioxietileno, em

particular, os Pluronic®, nomeadamente L121.
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A invencdo tem também por objectivo as prepa-
racdes 1imunogénicas e vacinas multivalentes nas quais a
valéncia FCV é uma valéncia sub-unitédria como descrito

acima.

A presente invencdo tem também por objectivo um
método de imunizacdo de gatos, contra as doencas devidas

aos virus da calicivirose felina.

Este método compreende a administracdo de uma
preparacdo imunoldgica ou de uma vacina, de acordo com a
invencdo, a gatos. Esta administracdo pode fazer-se, nomea-
damente, pela via parentérica, por administracdo subcu-
tdnea, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal. De
preferéncia, a administracdo faz-se pela via subcuténea ou

intramuscular.

Podem ser utilizados diferentes meios de
administracdo para as preparacdes imunogénicas e as vacinas
plasmidicas, nomeadamente, particulas de ouro revestidas
com ADN e projectadas de modo a penetrar nas células da
pele do sujeito a imunizar (Tang et al. Nature 1992. 356.
152-154) e o0s 1injectores por Jjacto liquido que permite
transfectar a vez células da pele e células de tecidos
subjacentes (Furth et al. Analytical Bioch. 1992. 205. 365-

368) .
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O especialista da técnica possui as competéncias
necessarias para definir precisamente o numero da
administracdo e as doses a utilizar para cada protocolo de
imunizacéo.

A invencédo vail ser agora descrita mais em detalhe
com o auxilio de modos de realizacdo tomados a titulo de

exemplos ndo limitativos e referem-se a figura na qual:

Figura 1: Sequéncia de ADNc e da proteina «capside» da

estirpe FCV Gl

Figura 2: Sequéncia de ADNc e da proteina «capside» da

estirpe FCV 431

Figura 3: Mapa de restricédo do plasmideo pJCAl51

Figura 4: Sequéncia da regido C6L do genoma do virus da

variola dos candrios (estirpe ALVAC)

Figura 5: Mapa de restricdo do plasmideo pJP089

Figura 6: Sequéncia do gene GM-CSF felino 3R3

Figura 7: Mapa de restricdo do plasmideo pJP090

Figura 8: Sequéncia do gene GM-CSF felino 3R4

Figura 9: Quadro dos titulos de seroneutralizacdo cruzada
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Lista das sequéncias para as construgdes da presente

invengédo

SEQ ID NO 1: Oligonucledtido PB331

SEQ ID NO 2: Oligonucledtido PB333

SEQ ID NO 3: Oligonucledétido PB332

SEQ ID NO 4: Sequéncia de ADNc da céapside de FCV G1

SEQ ID NO 5: Sequéncia da proteina da cépside de FCV Gl
SEQ ID NO 6: Seguéncia de ADNc da cépside de FCV 431
SEQ ID NO 7: Sequéncia da proteina da cépside de FCV 431
SEQ ID NO 8: Oligonucledtido JCA289

SEQ ID NO 9: Oligonucledtido JCA290

SEQ ID NO 10: Sequéncia da regido CoL do virus da variola
dos canédrios (estirpe ALVAC)

SEQ ID NO 11: Oligonucledétido C6Al

SEQ ID NO 12: Oligonucledétido C6B1

SEQ ID NO 13: Oligonucledétido C6C1

SEQ ID NO 14: Oligonucledétido CoD1

SEQ ID NO 15: Oligonucledétido JCA291

SEQ ID NO 16: Oligonucledétido JCA292

SEQ ID NO 17: Oligonucledétido JCA293

SEQ ID NO 18: Oligonucledétido JCA294

SEQ ID NO 19: Oligonucledétido JCA295

SEQ ID NO 20: Oligonucledétido JP578

SEQ ID NO 21: Oligonucledétido JP579

SEQ ID NO 22: Sequéncia do gene GM-CSF felino 3R3

SEQ ID NO 23: Seqgquéncia do gene GM-CSF felino 3R4
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EXEMPLOS

Todas as construcdes de plasmideos foram reali-
zadas utilizando as técnicas convencionais de biologia
molecular (clonagem, digestdo por enzimas de restricéo,
sintese de um ADN complementar de <cadeia simples,
amplificacdo em cadeia por polimerase, elongacdo de um
oligonucledétido por uma ADN polimerase...) descritas por
Sambrook J. et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
2% Edicdo. Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring
Harbor. ©Nova Iorque. 1989). Todos os fragmentos de
restricdo utilizados para a presente invencdo, assim como
os diversos fragmentos de amplificacdo em cadeia por
polimerase (= ACP ou PCR), foram isolados e purificados

utilizando o kit "Geneclean7" (BI0101 Inc. La Jolla, CA).

Exemplo 1l: Isolamento e cultura de estirpes das calicivirus

felino Gl e 431

A estirpe de calicivirus felino designada Gl foi
obtida a partir de uma recolha realizada em Franca num gato
que apresentava sinais de calicivirose. Esta estirpe FCV GI1
foi depositada a 12 de Marco de 1999 na Collection
Nationale de Cultures de Microorganismes (ou CNCM) do
Instituto Pasteur, Paris, Franca, sob o numero de acesso I-

2167.

A estirpe de calicivirus felino designada 431 foi

isolada a partir de uma recolha realizada em Inglaterra,
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num gato que apresentava sinais de <calicivirose. Esta
estirpe FCV 431 foi depositada a 12 de Marco de 1999 na
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (ou
CNCM) do Institut Pasteur, Paris, Franca, sob o numero de

acesso I-216606.

Para a sua amplificacéo, as estirpes de
calicivirus felino foram cultivadas em células da linha de
rim de gato (Crandell-Reese Feline Kidney ou CRFK, N° ATCC

CCL-94, Crandell et al. In Vitro 1973, 9, 176-185).

As células CRFK s&do colocadas em cultura em placa de 96
pocos ou em Falcon de 25 cm? com meio DMEM suplementado com
soro de vitela fetal a 5% contendo cerca de 100 000 células
por mL. As células sdo cultivadas a +37 °C em atmosfera

contendo CO, a 5%.

Apds 3 dias a camada celular chega a confluéncia.
O meio de cultura ¢ entdo substituido por meio DMEM sem
soro mas suplementado com 50 mg/L de gentamicina e 08
isolados virais FCV s&o adicionados a razdo de um volume de
100 pL de diluicgdes seriadas de quarto em quarto por pocgo
para a clonagem em diluicdes limites dos virus FCV ou de 1

mL por Falcon.

Quando o efeito citopatico (CPE) é completo (24-
48 horas apdés o inicio da cultura), as suspensdes virais
sdo recolhidas e congeladas a -70° C. S&o geralmente neces-
sdrias 3 a 4 passagens sucessivas para a producdo de um

lote viral. O lote viral é armazenado a -70° C.
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Exemplo 2: Extracgdo de ARN viral das estirpes Gl e 431 de

calicivirus felino

As células CRFK sdo cultivadas a 37 °C em frascos
rolantes de 2 1litros (850 cm?) em meio Eagle modificado
(MEM, Gibco BRL) suplementado com 2,5% de hidrolisado de
lactalbumina (Gibco BRL) e de soro de vitela fetal a 5%
(Gibco BRL). Adiciona-se, por cada frasco rolante 300 mL de
uma suspensédo celular em meio MEM a cerca de 100 000
células/mL. Apds 3 dias, a camada celular é confluente. O
meio de cultura celular é entdo substituido por meio MEM
sem soro e o virus FCV é adicionado a uma multiplicidade de
infeccdo (moi) de 0,5 DICCso/célula. A cultura viral ¢
mantida a 37 °C durante 24 a 48 horas até a obtencdo de um
efeito citopdtico para a montagem do tapete celular. A
suspensdo viral & recolhida, depois clarificada por

centrifugacéo.

O ARN viral contido em 100 mL de suspensdo viral
da estirpe FCV Gl, que foi preparada foi extraida com as
solucdes do kit «High Pure™ Viral RNA Kit» Cat # 1 858 882,
Roche Molecular Biochemicals), seguindo as instrucdes do
fabricante para as etapas de extraccdo. O sedimento de ARN
obtido no final da extraccdo foi ressuspenso com 10 mL de

dgua destilada estéril sem RNase.

O ARN viral da estirpe FCV 431 foi extraido nas

mesmas condicgdes a partir de 100 mL de suspensdo viral da
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estirpe correspondente. O sedimento de ARN obtido no final
da extraccdo foi ressuspenso com 10 mL de &agua destilada

estéril sem RNase.

Exemplo 3: Sintese dos ADN complementares dos genes das

cdpsides das estirpes Gl e 431 de calicivirus felino

Os ADN complementares correspondentes aos genes
das céapsides das estirpes Gl e 431 de calicivirus felino
foram sintetizados com o kit «Gene Amp RNA PCR Kit» (Cat #
N 808 0017, Perkin-Elmer, Norwalk, CT 06859, USA)

utilizando as condig¢des fornecidas pelo fabricante.

Para a estirpe FCV Gl, uma reaccdo de transcricéo
inversa, seguida de uma reaccdo de amplificacdo em cadeia
(Reaccdo «TI-ACP» ou «RT-PCR») foi realizada com 1 mL da
suspensdo de ARN wviral FCV Gl (exemplo 2) e com 0S8

seguintes oligonucledétidos:

PBR331 (33 mero) (SEQ ID NO 1)
5' TTGCGGCCGCTGTGATGTGTTCGAAGTTTIGAGC 3' e
PB333 (36 mero) (SEQ ID NO 2)

5" TTGGCGCCGYTGACCMAGTGCAGCYTTRTCCAATTC 3

As condicgdes de sintese da primeira cadeia de ADN
complementar sdo uma temperatura de 42 °C durante 15 min,
depois 99 °C durante 5 min, e finalmente 4 °C durante 5
min. As condig¢des da reaccdo de ACP sdo uma temperatura de

95 °C durante 2 min, depois 35 ciclos (95 °C durante 1 min,
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depois 62 °C durante 1 min, e 72 °C durante 2 min), e
finalmente 72 °C durante 7 min para produzir um fragmento
RT-PCR de <cerca de 2000 pares de bases (pb) que foi

identificado como «Gl-4».

Para a estirpe FCV 431, uma reaccdo de trans-
cricdo 1inversa, seguida de uma reaccdo de amplificacdo em
cadeia (Reaccdo «TI-ACP» ou «RT-PCR») foi realizada com 1
mL da suspensdo de ARN viral FCV 431 (exemplo 2) e com 0S

seguintes oligonucleétidos:

PB331 (33 mero) (SEQ ID NO 1)
e PB332 (38 mero) (SEQ ID NO 3)

5' TTGGCGCCAAYWGTRTTWGHTACAGTRTCAATYARRCC 3

As condic¢des de sintese da primeira cadeia de ADN
complementar sdo uma temperatura de 42 °C durante 15 min,
depois 99 °C durante 5 min, e finalmente 4 °C durante 5
min. As condic¢des da reaccdo ACP sdo uma temperatura de 95
°C durante 2 min, depois 35 ciclos (95 °C durante 1 min,
depois 62 °C durante 1 min, e 72 °C durante 2 min), e
finalmente 72 °C durante 7 min para produzir um fragmento
RT-PCR de <cerca de 2000 pares de bases (pb) que foi

identificado como «431-2».

Exemplo 4: Clonagem do gene que codifica para a proteina da

cdpside da estirpe Gl do calicivirus felino

O fragmento de RT-PCR «Gl-4» foi digerido por

Narl depois por Notl para isolar, apds electroforese em gel
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de agarose, o fragmento NarI-Notl de cerca de 2000 pb. Este
fragmento foi ligado com o vector pBlueScript® II KS+ (Cat
# 212208 Stratagene Inc., La Jolla, CA 92037, USsAh),
previamente digerido por Notl e C(Clal, depois desfosfo-

rilado, para dar o plasmideo pGl-4-5 (5033 pb).

O fragmento NotI-NarIl clonado no plasmideo foi
totalmente sequenciado em ambas as cadeias para determinar
a sequéncia do gene da capside. A sequéncia do gene da
cdpside da estirpe FCV Gl (2010 pb) (SEQ ID NO 4), assim
como a sequéncia da proteina da cépside (p65) (668
aminocdcidos) (SEQ ID NO 5) codificada por este gene, sé&o

apresentados na figura 1.

Exemplo 5: Clonagem do gene que codifica para a proteina da

cdpside da estirpe 431 do calicivirus felino

O fragmento RT-PCR «431-2» foi digerido por Narl
depois por Notl para isolar, apds electroforese em gel de
agarose, o fragmento NarI-Notl de cerca de 2000 pb. Este
fragmento foi ligado ao vector pBlueScript® II KS+ (Cat #
212208 Stratagene Inc., La Jolla, CA 92037, USA), previa-
mente digerido por NotI e Clal, depois desfosforilado, para

dar o plasmideo p431-2-1 (4985 pb).

O fragmento NotI-NarI clonado no plasmideo foi
totalmente sequenciado nas duas cadeias para determinar a
sequéncia do gene da céapside. A sequéncia do gene da

cdpside da estirpe FCV 431 (2007 pb) (SEQ ID NO 6), assim
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como a sequéncia da proteina da capside (p65) (668 amino-
acidos) (SEQ ID NO 7) codificada por este gene, sdo apre-

sentados na figura 2.

Exemplo 6: Construgdo do plasmideo pJCA1l51

Foi realizada uma reaccdo ACP wutilizando o
plasmideo p431-2-1 (exemplo 5) como matriz e os seguintes

oligonucledétidos:

JCA289 SEQ ID NO 8 (36 mero):
5' AAACGCGTCGACATGTGCTCAACCTGCGCTAACGTG 3!
e JCA290 SEQ ID NO 9 (33 mero):

5' TTTTGATATCTCATATTTTAACCATTCCACTCC 3

para amplificar um fragmento ACP de cerca de 2030 pb. Este
fragmento foi digerido com as enzimas de restricdo Sall e
EcoRV para isolar, apds electroforese em gel de agarose, um
fragmento Sall-EcoRV de 2014 ©pb. Este fragmento de
restricdo é entédo ligado ao plasmideo pVR1012 (Hartikka J.
et al. Human Gene Therapy. 1997. 7. 1205-1217), previamente
digerido por Sall e EcoRV, para produzir o plasmideo

pJCA151 (6908 pb) (Figura 3).

Exemplo 7: Construgdo do plasmideo dador para a insergdo no

sitio C6L do virus da variola dos canarios

A figura 4 (SEQ ID NO 10) apresenta a sequéncia
de um fragmento de 3700 pb de ADN gendémico do virus da

variola do candrio. A andlise desta sequéncia revelou uma
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grelha de leitura aberta (COL) que foi denominada C6L, gue
comeca na posicdo 377 e termina na posicdo 2254. A
construcdo de um plasmideo de 1insercdo resultante da
delecdo do COL C6L e a sua substituicdo por um sitio de
clonagem multipla flangqueado por sinais de terminacdo de
transcricdo e de traducdo foi realizada como descrito

acima.

Foi realizada uma reaccdo ACP a partir da matriz
constituida por ADN gendmico do virus da variola do canéario

e com 0s seguintes oligonucledtidos:

C6Al (SEQ ID NO 11) (42 mero)
5'" ATCATCGAGCTCGCGGCCGCCTATCAAAAGTCTTAATGAGTT 3!

e CoBl (SEQ ID NO 12) (73 mero)

5 GAATTOCTCBAGCTGCAGCCCGGGTTITTTATAGCTAATTAGTCATTTITTC
GTAAGTAAGTATTTTTATTTAA &

para isolar um fragmento ACP de 432 pb (fragmento A).

Foi realizada uma reaccdo ACP a partir da matriz
constituida por ADN gendmico do virus da variola do canario

e com os seguintes oligonucledtidos:

CoCl (SEQ ID NO 13) (72 mero) e

SCOCGRGECTCOAGOTOGAGBAATTCTTTTTATTGATTAACTAGTCAAATGAG
TATATATAATTGARAAAGTAA Y
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CoD1l (SEQ ID NO 14) (45 mero)

5' GATGATGGTACCTTCATAAATACAAGTTTGATTAAACTTAAGTTG 3'

para isolar um fragmento ACP de 1210 pb (fragmento B).

Os fragmentos A e B foram hibridados em conjunto
para servir de matriz a uma reaccdo ACP realizada com o0s
oligonucledtidos C6A1l (SEQ ID NO 11) e Co6D1 (SEQ ID NO 14)
para gerar um fragmento ACP de 1630 pb. Esse fragmento foi
digerido pelas enzimas de restricdo Sacl e Kpnl, para
isolar, apdbds electroforese em gel de agarose, um fragmento
SacI-Kpnl de 1613 pb. Esse fragmento foi ligado ao vector
pBlueScript® II SK+ (Stratagene, La Jolla, CA, USA, Cat #
212205), previamente digerido pelas enzimas Sacl e KpnI,
para originar o plasmideo pCo6bL. A sequéncia deste plasmideo
foi verificada por sequenciacédo. Este plasmideo contém 370
pb de sequéncias situadas a montante do COL C6L («braco
flanqueador esquerdo Co6b»), um sinal vacina de terminacéo
precoce de transcricdo, coddes de terminacdo nas 6 fases de
leitura, um sitio de clonagem multipla contendo os sitios
de restricdo Smal, Pstl, Xhol e EcoRI, e finalmente 1156 pb
de sequéncias situadas a Jjusante do COL CoL («braco

flanqueador direito Co6»).

O plasmideo pMP528HRH (Perkus M. et al. J. Virol.
1989. 63. 3829-3836) foi utilizado como matriz para ampli-
ficar a sequéncia completa do promotor da vacina H6 (N° de
acesso do GenBank M28351) com o0s seguintes oligonucled-

tidos:
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JCA291 (SEQ ID NO 15) (34 mero)
5'" AAACCCGGGTTCTTTATTCTATACTTAAAAAGTG 3!
e JCA292 (SEQ ID NO 16) (43 mero)

5' AAAAGAATTCGTCGACTACGATACAAACTTAACGGATATCGCG 3!

para amplificar um fragmento ACP de 149 pb. Este fragmento
foi digerido pelas enzimas de restricdo Smal e EcoRI para
isolar, apds electroforese em gel de agarose, um fragmento
de restricdo Smal-FEcoRI de 138 pb. Este fragmento & entédo
ligado ao plasmideo pCol, previamente digerido por Smal e

EcoRI, para originar o plasmideo pJCA150.

Exemplo 8: Construgdo do virus recombinado vCP1710 (virus
da variola do canario recombinado expressando o gene da

cdpside da estirpe FCV 431)

Foi realizada uma reaccdo ACP utilizando o plas-
mideo p431-2-1 (exemplo 5) como matriz e o0s seguintes

oligonucledtidos:

JCA293 (SEQ ID NO 17) (55 mero):

S AAATCGUGATATCCGTTAAGTTTGTATCGTAATGTGLTCAACCTGLGCTAA
CGTG ¥

e JCA294 (SEQ ID NO 18) (33 mero):

5" TTTTGTCGACTCATATTTTAACCATTCCACTCC 3!
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para amplificar um fragmento ACP de cerca de 2050 pb. Este
fragmento foi digerido com as enzimas de restricdo Nrul e
Sall para isolar, apdbds electroforese em gel de agarose, o0
fragmento Nrul-Sall de 2035 pb (fragmento A). O plasmideo
pJCA150 (exemplo 7) foi digerido pelas enzimas de restricéo
Nrul e S8all para isolar, apds electroforese em gel de
agarose, o fragmento de restricdo Nrul-Sall de cerca de
4500 pb (fragmento B). 0Os fragmentos A e B foram entédo
ligados um ao outro para originar o plasmideo pJCAl52. O
plasmideo pJCAl152 foi linearizado por  NotI, depois
transfectado nas células primarias de embrides de galinha
infectadas com o wvirus da variola do canédrio (estirpe
ALVAC) de acordo com a técnica de precipitacédo com fosfato
de célcio previamente descrita (Panicali e Paoletti Proc.
Nat. Acad. Sci. 1982. 79. 4927-4931; Piccini et al. em
Methods in Enzymology. 1987. 153. 545-563. Eds. Wu R. and
Grossman L. Academic Press). As placas positivas foram
seleccionadas sobre a base de uma hibridacdo com uma sonda
marcada radiocactivamente especifica do gene da cépside da
estirpe FCV 431. Estas placas foram sujeitas a 4 ciclos
sucessivos de seleccdo/purificacdo de placas até ser
isolada uma populacdo pura. Uma placa representativa da
recombinacdo in vitro entre o plasmideo dador pJCAl52 e o
genoma do virus da variola dos canarios ALVAC foi agora
amplificada e o stock de virus recombinado obtido foi

designado vCP1710.
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Exemplo 9: Construgdo do virus recombinado vCP1711 1 (virus
da variola dos candrios recombinado expressando o gene da

cdpside da estirpe FCV Gl)

Foi realizada uma reaccdo ACP utilizando o plas-
mideo pG 1-4-5 (exemplo 4) como matriz e o0s seguintes

oligonucledtidos:

JCA293 (SEQ ID NO 17)
e JCA295 (SEQ ID NO 19) (33 mero):

5'" TTTTGTCGACTCATAGTTTTGTCATAGTACTCC 3

para amplificar um fragmento ACP de cerca de 2050 pb. Este
fragmento foi digerido com as enzimas de restricdo Nrul e
Sall para isolar, apds electroforese em gel de agarose, um
fragmento Nrul-Sall de 2035 pb (fragmento A). O plasmideo
pJCA150 (exemplo 7) foi digerido pelas enzimas de restricéo
Nrul e Sall para isolar, apds electroforese em gel de
agarose, o fragmento de restricdo Nrul-Sall de cerca de
4500 pb (fragmento B). 0Os fragmentos A e B foram entédo

ligados um ao outro para originar o plasmideo pJCA153.

0O plasmideo pJCA153 foi linearizado por NotI,
depois transfectado para células primadrias de embrides de
galinhas infectados com o virus da variola dos canarios
(estirpe ALVAC) de acordo com a técnica de precipitacdo com
fosfato de célcio previamente descrita (Panicali e Paoletti
Proc. Nat. Acad. Sci. 1982. 79. 4927-4931; Piccini et al.

em Methods in Enzymology. 1987. 153. 545-563. Eds. Wu R. e
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Grossman L. Academic Press). As placas positivas foram
seleccionadas com base numa hibridacdo com uma sonda
marcada radiocactivamente especifica do gene céapside da
estirpe FCV G 1. Estas placas passaram por 4 ciclos
sucessivos de seleccdo/purificacdo de placas até ser
isolada uma populacdo pura. Foi entdo amplificada uma placa
representativa da recombinacdo in vitro entre o plasmideo
dador pJCAl52 e o genoma do virus da variola dos canarios
ALVAC e o stock de virus recombinado obtido foi designado

vCP1711.

Exemplo 10: Plasmideo que codifica para o GM-CSF felino

Foi recolhido sangue de gato por colheita do
sangue num tubo contendo de EDTA. As células mononucleadas
foram recolhidas por centrifugacdo num gradiente de Ficoll,
depois colocadas em cultura em placa de Petri de 60 mm de
diémetro. As células mononucleadas de gato foram enté&o
estimuladas com concanavalina A (ConA) (concentracdo final
de cerca de 4 ug/mL) e com fito-hemaglutinina (PHA) (con-
centracdo final de cerca de 10 ug/mL). Apdbds estimulacdo, os
linfoblastos "ConA" e "PHA" foram recolhidos por raspagem
das caixas de cultura, e o ARN total destas células foi
extraido utilizando o kit "mRNA isolation kit for White

Blood Cells" (Boehringer Mannheim/Roche Cat # 1 934 325).

O ARN total extraido dos linfoblastos de gato

estimulados pela ConA e a PHA serviu de matriz para a sin-
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tese da primeira cadeia de ADN complementar. Esta primeira
cadeia do ADN complementar foi produzida por alongamento do
oligonucledétido p(dT)15 (Boehringer Mannheim/Roche Cat #
814 270). O ADN complementar de cadeia simples obtido foi
de seguida utilizado como matriz para uma reacc¢do de ACP

com 0s seguintes oligonucledtidos:

JP578 (SEQ ID NO 20) (33 mero)
5' TATGCGGCCGCCACCATGTGGCTGCAGAACCTG 3"
e JP579 (SEQ ID NO 21) (36 mero)

5" TATGCGGCCGCTACGTATCACTTCTTGACTGGTTTC 3

para amplificar um fragmento de ACP de cerca de 450 pares
de bases (pb). Este fragmento foi digerido por NotlI para
isolar, apds electroforese em gel de agarose, o fragmento
NotI-Notl de 450 pb. Este fragmento foi entdo ligado com o
plasmideo pVR1012 (Hartikka J. et al. Human Gene Therapy.
1997. 7. 1205-1217). Dois clones contendo a sequéncia de
GM-CSF felino (SEQ ID NO 22 e SEQ ID NO 23), na orientacéo
correcta em relacdo ao promotor hCMV/IE foram identificados
como respectivamente pJP089 e pJP090. Estes dois plasmideos

possuem uma cauda de 5364 pb (Figuras 5 e 7).

A sequéncia do gene GM-CSF felino clonado no
plasmideo pJP089 contém 13 diferencas ao nivel nucleotidico
com a sequéncia de GM-CSF felino disponivel no GenBank (n°

de acesso AF053007). A alteracdo mais importante € uma

alteracdo C -> T qgue origina um alteracdo Leucina ->
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Fenilalanina para o aminoacido (primeira base do cod&o do
aminodcido # 107; Figura 6). A sequéncia do gene GM-CSF
felino clonado no plasmideo pPJP090 ¢é equivalente aquela
contida no plasmideo pJdP089, excepto que a alteracéo
Leucina 2> Fenilalanina ndo existe para o aminodcido # 107
(Figura 8). A verificacdo da sequéncia 3' do gene GM-CSF
felino através do kit 3' RACE demonstrou que, nesta posicéo
107, pode ter-se no mesmo gato, o aminoadcido Leucina ou o

aminoadcido Fenilalanina.

Exemplo 11: Fabrico de vacinas plasmidicas associadas

Os diversos plasmideos necessarios a fabricacéo
de uma vacina associada sdo misturados. Estes plasmideos
podem ser nomeadamente os descritos nos exemplos 6 e 10
(pJCA151, pdP08Y9 e pJP090) e o0s exemplos 7 a 15 e 17 a 19
do pedido de patente WO-A-98036060 (pPB179, pPB180, pPB181,
PAB009, pAB053, pAB052, pAB056, pAB058, pAB029, pAB030,
PAB083, pAB041l). As misturas sdo realizadas de maneira que
a concentracdo final de cada plasmideo corresponde a dose
eficaz de cada plasmideo. As solugdes wutilizéaveis para
ajustar a concentracdo final da wvacina podem ser uma

solucdo de NaCl a 0,9%, ou tampdo PBS.

Exemplo 12: Formulagdo dos plasmideos vacinais

A solucdo de ADN contendo um ou varios plasmideos

de acordo com o exemplo 11 & concentrada por precipitacéo
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etandélica como descrito em Sambrook et al. (1989). O
precipitado de ADN é dissolvido numa solucdo de NaCl 0, 9%
de maneira a obter uma concentracdo de 1 mg/mL. E preparada
uma solucdo de DMRIE-DOPE a 0,75 mM por dissolucdo de um
liofilizado de DMRIE-DOPE por um volume adaptado de H,0

estéril.

A formacédo dos complexos de ADN plasmidico-lipido
é realizada por diluicdo em partes iguais da solucdo de
DMRIE-DOPE 0,75 mM na solucdo de ADN a 1 mg/mL em NaCl
0,9%. A solucdo de ADN ¢ introduzida progressivamente com o
auxilio de uma agulha de calibre 26G ao longo da parede do
frasco contendo a solucdo de lipido catidénico de forma a
evitar a formacdo de mousse. Procede-se a uma agitacédo
suave a partir da mistura das duas solucgdes. Obtém-se no
final uma composicdo compreendendo 0,375 mM de DMRIE-DOPE e

500 pg/mL de plasmideo.

E adequado que o conjunto das solucdes utilizadas
esteja a temperatura ambiente para o conjunto das operacdes
descritas acima. Deixa-se que a complexacdo ADN/DMRIE-DOPE
ocorra a temperatura ambiente durante 30 minutos antes de

proceder a imunizacdo dos animais.

Exemplo 13: Formulagdo dos vectores de virus de variola dos

canarios vacinais

Para a preparacdo de vacinas, o0s virus recombi-

nados da variola de canarios vCP1710 (exemplo 8) e vCP1711
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(exemplo 9) podem ser adjuvados com solucdes de carbdmero.
O carbdémero preferido é o Carbopol™ 974P fabricado por BF

Goodrich, Ohio, USA (peso molecular de cerca de 3 000 000).

Uma solucdo stock a 1,5% de Carbopol™ 974p &
inicialmente preparada em Agua destilada contendo 1 g/L de
cloreto de sdédio. Esta solucdo de armazenamento € entédo
utilizada para elaboracdo de uma solucdo a 4 mg/mL de
Carbopol™ 974pP em agua fisioldgica. A solucéo de
armazenamento é misturada com o volume adequado de &gua
fisioldgica, seja numa etapa Unica, seja em varias etapas
sucessivas, o valor do pH é ajustado a cada etapa com uma
solucdo de hidréxido de sdédio 1 N (ou ainda mais

concentrado) afim de obter um valor final de pH de 7,3-7,4.

A solucdo de Carbopol™ 974P pronta a usar assim
obtida pode ser utilizada para recuperar os virus
recombinados liofilizados (e.g. vCP1710, vCP1711) ou para
diluir as solucbes de armazenamento concentradas de virus
recombinados (e.g. vCP1710, vCP1711). Por exemplo, para
obter uma suspensdo viral contendo 108 pfu por dose de 1
mL, pode diluir-se uma solucdo viral de armazenamento de
maneira a obter um titulo de 108,3 pfu/mL, depois diluir em
partes iguais com a referida solucdo de Carbopol™ 974P

pronta a usar a 4 mg/mL.

Exemplo 14: Testes de imunofluorescéncia indirecta (IFI)

Os testes IFI sdo efectuados em placas de 96
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pocos contendo as células CRFK cultivadas em monocamadas e

infectadas pelos virus FCV a testar.

Sdo colocadas em cultura em placa de 96 pocos 200
pL por cupula de uma suspensdo de células CRFK a 90 000
células/mL em meio F15 (Gibco BRL, Cat # 045-1075) contendo
5% de soro de vitela fetal. Na confluéncia, 320 DICCsp; de
FCV s&do inoculados sob 100 pL de meio F15. Quando as
primeiras entradas de ECP aparecem, as células sdo entéo
lavadas por PBS sem cdlcio nem magnésio (PBS, Sigma) frio,
depois fixadas a -20° C durante 30 minutos por acetona fria
contendo 5% v/v de é&gua. Apds secagem, as células
infectadas e fixadas s&o colocadas em contacto durante 30
minutos a 37° C com 100 pL por cupula de liquido ascitico
correspondente ao anticorpo monoclonal 44 anti-FCV 431
(hibridoma 431 2 0 17 E9 T, depositado na CNCM sob o numero
de acesso I1-2282), diluido cerca de 1/5000 no tampdo TRIS-

HC1 a 50 mM pH 7, 6.

Apdbs duas lavagens em PBS, a fixacdo do anticorpo
¢ revelada por 1incubacdo nas mesmas condicdes de um
anticorpo de cabra anti-IgG de murganho conjugado com
isotianato de fluoresceina (Biosys, conjugado FITC a
2mg/mL) e diluido a 1/150 em tampdo TRIS-HC1 a 50 mM pH

7,6. A leitura é feita sob microscédpio déptico em luz UV.

Este anticorpo monoclonal foi testado em compa-
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racdo com cada um dos isolados do painel. Fixou-se exclu-

sivamente sobre as células CRFK infectadas pelo FCV 431.

Este teste pode ser utilizado para determinar os
equivalentes da estirpe FCV 431. Estes equivalentes séo

aqueles sobre os quais se fixa o anticorpo monoclonal 44.

Exemplo 15: Seroneutralizagdo cruzada in vitro

Foram efectuados testes de seroneutralizacéo
cruzada entre 18 isolados de terreno obtidos por zaragatoas
faringicas praticadas em gatos que apresentavam sinais de
calicivirose felina. 7 tém por origem geografica a Franca,
trata-se dos isolados identificados A2, F3031, G1, G3, F1,
H3-2 e H1-4. 4 tém por origem geografica a Gré&a-Bretanha,
trata-se dos isolados identificados J5, 337, 388b e 431.
Finalmente, 7 tém por origem geografica os EUA, trata-se
dos isolados identificados RMI1, RMIZ2, RMI3, RMI5, RMIo,

RMI7 e RMIO.

Para cada virus FCV, foi produzido um anti-soro
por inoculacdo de gatos pela via oronasal com 106,0 DICCso
do virus FCV testado. Os gatos isentos de patogénicos

egspecificos (EOPS) tinham uma idade de 10 a 14 semanas.

O soro de cada animal foi recolhido um més apds a
infeccdo. 0Os soros foram inactivados pelo calor (30 minutos

a 56° C), repartidos, em fraccdes e armazenados a -20° C.
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O soro obtido para cada isolado foi testado pela
sua aptiddo para neutralizar os 18 isolados. Os soros foram
diluidos em cascata em tercos com meio DMEM em placas a 96
pocos para cultura celular. A 0,05 mL do soro diluido
adicionou-se 0,05 mL de meio de cultura contendo aproxi-
mativamente 100 DICCsy; da estirpe viral seleccionada. Esta
mistura foi incubada durante 2 horas a 37° C em estufa em

atmosfera contendo 5% de CO;.

Foi a seguir adicionado a cada mistura 0,15 mL de
uma suspensdo de células CRFK contendo cerca de 100 000
células por mL. O efeito citopético foi observado por
microscopia de contraste de fase apbds de 4 dias de cultura
a 37° C em atmosfera contendo 5% de CO,. Os titulos
neutralizantes de cada soro foram calculados de acordo com
o método de Karber. 0Os titulos s&do dados sob a forma da
diluicdo mais importante que inibe o efeito citopédtico para
50% das cupulas. Os titulos s&do expressos em logip. O
titulo minimo assim encontrado foi de 0,7 logiy de VNsg.
Cada soro foi titulado pelo menos, duas vezes, de

preferéncia trés vezes.

A Figura 9 dé& o conjunto dos titulados neutra-
lizantes obtidos ao longo das seroneutralizacdes cruzadas

efectuadas entre estas 18 estirpes de FCV e estes 18 soros.
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Ser Ile bLeuw Gly
5 Bg

&5 ek

Pro Val val Pro Fro Mei His Tro Asp Lyszx Ala Qly lys Iie Phe Gln
85 9 %5

Pro Kis Pre Gly Val Lev Net His His Leu Ils Asn Slu Vel Als Lvs
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val Asn Trp Ser Thy Ser Glu Thr G6la Sly Lys Ile Ley Phe Lys 68In
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I7H 188

Ser Thr Fro &yg Phe Arg PFre Tle Phr ile 9hr Ile Ser Slu fer dsn
385 ign 385 $80

Gly Ser Iwvg Leu Gly Thr Gly Val Ala Thy ksp Tyyr Ils Val PFro Gly
40% 410 $1%
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REIVINDICACOES

1. Fragmento de &4cido nucleico compreendendo a

sequéncia nucleotidica representada pela SEQ ID NO:6.

2. Fragmento de &cido nucleico da sequéncia
nucleotidica representada pela SEQ ID NO:6 que codifica
para um epitopo, péptido ou polipéptido, sendo o referido
epitopo, péptido ou polipéptido capaz de induzir in vivo no
gato anticorpos possuindo o espectro de neutralizacédo
cruzada do anti-soro da estirpe FCV 431 tal como depositada

na CNCM sob o numero de acesso I1-2166.

3. Fragmento de &cido nucleico que codifica

para a proteina da capside representada pela SEQ ID NO: 7.

4, Fragmento de &cido nucleico que codifica
para um fragmento imunologicamente activo da proteina da
capside representada pela SEQ ID NO: 7, sendo o referido
fragmento imunologicamente activo capaz de induzir in vivo
no gato anticorpos possuindo o espectro de neutralizacéo
cruzada do anti-soro da estirpe FCV 431 tal como depositada

na CNCM sob o numero de acesso I-2166.

5. Fragmento de 4&acido nucleico que codifica
para a proteina da cépside de um calicivirus felino (FCV)
reconhecido pelo anticorpo monoclonal 44 segregado pelo

hibridoma depositado na CNCM sob o numero de acesso 1-2282,
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sendo a referida proteina da capside capaz de induzir 1in
vivo no gato anticorpos possuindo 0 espectro de
neutralizacdo cruzada do anti-soro da estirpe FCV 431 tal

como depositada na CNCM sob o numero de acesso I-2166.

6. Fragmento de 4acido nucleico que codifica
para um fragmento imunologicamente activo da proteina da
capside de um calicivirus felino (FCV) reconhecido pelo
anticorpo monoclonal 44 segregado pelo hibridoma depositado
na CNCM sob o nUmero de acesso 1-2282, o referido fragmento

imunologicamente activo.

7. Vector de expressdo 1in vivo ou 1in vitro
compreendendo um fragmento de &acido nucleico de acordo com

uma das reivindicacbes 1 a 6.

8. Vector de expressdo in vivo ou in vitro de
acordo com a reivindicacdo 7, na qual o fragmento de &cido
nucleico estéd sob a dependéncia de sinais reguladores da

transcricéo.

9. Vector de expressdo in vivo ou 1in vitro de
acordo com a reivindicacdo 7 ou 8, seleccionado a partir do
grupo constituido por virus da variola, adenovirus,

herpesvirus e baculovirus.

10. Vector de expressdo in vivo ou in vitro de
acordo com a reivindicacdo 7 ou 8, sendo o vector de

expressdo um plasmideo.
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11. Vector de expressdo in vivo ou 1in vitro de
acordo com qgualquer uma das reivindicacdes 7 a 10, que
compreende, adicionalmente, um fragmento de &cido nucleico
compreendendo toda ou parte da sequéncia nucleotidica

representada pela SEQ ID NO: 4.

12. Vector de expressdo in vivo ou 1in vitro de
acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 7 a 10, que
compreende um fragmento de Acido nucleico adicional,
compreendendo o fragmento de &cido nucleico adicional a

sequéncia nucleotidica representada pela SEQ ID NO: 4.

13. Vector de expressdo in vivo ou in vitro de
acordo com qualgquer uma das reivindicacgbdes 7 a 10, gue
compreende um fragmento de 4acido nucleico adicional,
compreendendo o fragmento de &cido nucleico adicional um
fragmento da sequéncia nucleotidica representada pela SEQ
ID NO: 4 que codifica para um epitopo, péptido ou
polipéptido capaz de induzir in vivo, no gato, anticorpos
possuindo o espectro de neutralizacdo cruzada do anti-soro
da estirpe FCV Gl tal como depositada na CNCM sob o numero

de acesso I-2167.

14, Vector de expressdo Iin vivo ou in vitro de
acordo com qgualquer uma das reivindicacgc®es 7 a 10, que
compreende um fragmento de &cido nucleico adicional, o
fragmento de &cido nucleico adicional que codifica para a

proteina da capside representada pela SEQ ID NO: 5.
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15. Vector de expressdo in vivo ou 1in vitro de
acordo com qgualquer uma das reivindicacdes 7 a 10, que
compreende um fragmento de &cido nucleico adicional, o
fragmento de &cido nucleico adicional que codifica para um
fragmento imunologicamente activo da proteina da capside
representada pela SEQ ID NO: 5, sendo o referido fragmento
imunologicamente activo capaz de induzir in vivo, no gato,
anticorpos possuindo o espectro de neutralizacdo cruzada do
anti-soro da estirpe FCV Gl tal como depositada na CNCM sob

o numero de acesso I-2167.

16. Vector de expressdo in vivo ou in vitro de
acordo com qualguer uma das reivindicacgdes 12 a 15, na qual
o fragmento de &cido nucleico estd sob a dependéncia de

sinais reguladores da transcricgéo.

17. Vector de expressdo de acordo com gqualquer
uma das reivindicac¢bes 7 a 16, compreendendo adicionalmente
uma sequéncia nucleotidica de um imunogénico de um outro

patogénico felino.

18. Vector de expressdo de acordo com a reivin-
dicacdo 17, no qual o outro patogénico felino é seleccio-
nado a partir do grupo consistindo no virus da rinotra-
queite felina (também denominado herpesvirus felino, FHV),
o virus da leucemia felina (FelLV), o parvovirus felino

(FPV), o virus da peritonite infecciosa felina (FIPV), o



PE1228193 -5 -

virus da imunodeficiéncia felina (FIV), o virus da raiva,

Chlamydia.

19. Preparacdo imunogénica ou vacina contra a
calicivirose felina, compreendendo um vector de expressao
in vivo de acordo com uma das reivindicacbes 7 a 18, e um

veiculo ou excipiente aceitavel no plano veterinéario.

20. Preparacdo imunogénica ou vacina contra a
calicivirose felina e contra pelo menos, um outro pato-
génico felino, compreendendo um primeiro vector de expres-
sdo in vivo de acordo com uma das reivindicacdes 7 a 18 e
um segundo vector de expressdo in vivo no qual é inserida
uma sequéncia que codifica para um imunogénico de um outro

patogénico felino.

21. Preparacdo imunogénica ou vacina multiva-
lente contra a calicivirose felina e contra, pelo menos, um
outro patogénico felino, compreendendo um vector de
expressdo in vivo de acordo com a reivindicacdo 17 ou 18, e

um veiculo ou excipiente aceitéavel no plano veterinario.

22. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com qualquer uma das reivindicag¢des 19 a 21, na qual, pelo
menos um dos vectores de expressdo in vivo é um virus de

variola.

23. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
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com a reivindicacdo 22, na qual o virus da variola é um

virus da variola dos candrios.

24. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com qualquer uma das reivindicacgdes 19 a 23, compreendendo

adicionalmente um adjuvante.

25. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com a reivindicacdo 24, na qual pelo menos um dos vectores
de expressdo in vivo é& um plasmideo e o adjuvante & um
lipido catidénico contendo um sal de amdénio quaternario, de

férmula:

CH,

!

ﬁ‘ = @' QH@"GH - mg*ﬂma‘x

OA,  CH,

na qual R; é& um radical alifdtico 1linear, saturado ou
insaturado, possuindo de 12 a 18 4tomos de carbono, R; é& um
outro radical alifédtico, contendo 2 ou 3 &tomos de carbono,

e X um agrupamento hidroxilo ou amina.

26. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo

com a reivindicacdo 25, na gqual o adjuvante é& o DMRIE.

27. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com uma ou outra das reivindicacdes 25 e 26, na qual o

adjuvante é acoplado com um lipido neutro.
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28. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com a reivindicacédo 27, na qual o lipido neutro compreende

o DOPE.

29. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com a reivindicacdo 27, na gual o adjuvante compreende o

DMRIE-DOPE.

30. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com a reivindicacdo 22 ou 23, que compreende adicionalmente
um adjuvante compreendendo um polimero de acido acrilico ou

metacrilico.

31. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com a reivindicacdo 24, na qual o adjuvante compreende um

carbdémero.

32. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com qualquer uma das reivindicac®es 19 a 31, compreendendo
adicionalmente um vector plasmidico de expressdo in vivo,
na qual ¢é inserido o gene que codifica para o GM-CSF

felino.

33. Preparacdo imunogénica ou vacina contra a
calicivirose felina compreendendo a proteina da capside da
estirpe FCV 431 montada sob forma de cépsides vazias,

possuindo esta proteina a sequéncia SEQ ID NO:7.
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34. Preparacdo imunogénica ou vacina contra a
calicivirose felina compreendendo um fragmento ou epitopo
imunologicamente activo da sequéncia SEQ ID NO:7, sendo o
referido fragmento ou epitopo imunologicamente activo capaz
de induzir in vivo, no gato, anticorpos possuindo o
espectro de neutralizacdo cruzada do anti-soro da estirpe
FCV 431 tal como depositada na CNCM sob o numero de acesso

I-2166.

35. Preparacdo imunogénica ou vacina contra a
calicivirose felina, compreendendo a proteina da cépside de
um calicivirus felino reconhecido pelo anticorpo monoclonal

44, montada sob forma de capsides vazias.

36. Preparacdo imunogénica ou vacina contra a
calicivirose felina, compreendendo um fragmento ou epitopo
imunologicamente activo da proteina da cépside de um
calicivirus felino reconhecido pelo anticorpo monoclonal
44, sendo o referido fragmento ou epitopo imunologicamente
activo capaz de induzir in vivo, no gato, anticorpos
possuindo o espectro de neutralizacdo cruzada do anti-soro
da estirpe FCV 431 tal como depositada na CNCM sob o numero

de acesso I-2166.

37. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 33 a 36, compreendendo
adicionalmente a proteina da cépside da estirpe FCV Gl
montada sob forma de cépsides vazias, ©possuindo esta

proteina a sequéncia SEQ ID NO: 5.
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38. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 33 a 36, compreendendo
adicionalmente um fragmento ou epitopo imunologicamente
activo da proteina possuindo a sequéncia SEQ ID NO: 5,
sendo o referido fragmento ou epitopo imunologicamente
activo capaz de induzir in vivo, no gato, anticorpos
possuindo o espectro de neutralizacdo cruzada do anti-soro
da estirpe FCV Gl tal como depositada na CNCM sob o numero

de acesso I-2167.

39. Proteina da céapside isolada, purificada ou
sintética, possuindo a sequéncia SEQ ID NO: 7 montada sob

forma de cépsides vazias.

40. Fragmento ou epitopo imunologicamente activo
da proteina possuindo a sequéncia SEQ ID NO: 7, sendo o
referido fragmento ou epitopo imunologicamente activo capaz
de induzir in vivo, no gato, anticorpos possuindo o espec-
tro de neutralizacdo cruzada do anti-soro da estirpe FCV
431 tal como depositada na CNCM sob o numero de acesso I-

2166.

41. Proteina da capside isolada, purificada ou
sintética, de um calicivirus felino reconhecido pelo
anticorpo monoclonal 44, montada sob forma de cépsides
vazias, sendo a referida proteina da cépside capaz de

induzir in vivo, no gato, anticorpos possuindo o espectro
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de neutralizacdo cruzada do anti-soro da estirpe FCV 431

tal como depositada na CNCM sob o numero de acesso I-2166.

42 . Fragmento ou epitopo imunologicamente activo
da proteina da cépside isolada, purificada ou sintética, de
um calicivirus felino reconhecido pelo anticorpo monoclonal
44, sendo o referido fragmento ou epitopo imunologicamente
activo capaz de induzir in vivo, no gato, anticorpos
possuindo o espectro de neutralizacdo cruzada do anti-soro
da estirpe FCV 431 tal como depositada na CNCM sob o numero

de acesso I-2166.

43. Preparacdo imunogénica ou vacina, compre-
endendo uma proteina da capside isolada, purificada ou
sintética ou fragmento ou epitopo imunologicamente activo
de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 39 a 42, e um

veiculo ou excipiente aceitdvel no plano veterinério.

44, Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com a reivindicacdo 43, compreendendo adicionalmente um
imunogénico de um outro patogénico felino ou um vector de
expressdo compreendendo uma sequéncia nucleotidica de um

imunogénico de um outro patogénico felino.

45. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com a reivindicacédo 44, na gqual o outro patogénico felino é
seleccionado a partir do grupo consistindo no virus da

rinotraqueite felina (também denominado herpesvirus felino,
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FHV), o virus da leucemia felina (FelV), o parvovirus
felino (FPV), o wvirus da peritonite infecciosa felina
(FIPV), o virus da imunodeficiéncia felina (FIV), o virus

da raiva, Chlamydia.

46. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 43 a 45, compreendendo
adicionalmente a proteina da cépside isolada, purificada ou

sintética, possuindo a sequéncia SEQ ID NO: 5.

47. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 43 a 45, compreendendo
adicionalmente um fragmento ou epitopo imunologicamente
activo da proteina possuindo a sequéncia SEQ ID NO: 5,
sendo o referido fragmento ou epitopo imunologicamente
activo capaz de induzir in vivo, no gato, anticorpos
possuindo o esgspectro de neutralizacdo cruzada do anti-soro
da estirpe FCV Gl tal como depositada na CNCM sob o numero

de acesso I-2167.

48. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo
com qualquer uma das reivindicacdes 43 a 45, compreendendo
adicionalmente um vector de expressdo compreendendo uma
sequéncia nucleotidica que codifica para a ©proteina

possuindo a sequéncia SEQ ID NO: 5.

49. Preparacdo imunogénica ou vacina de acordo

com qualquer uma das reivindicacgbes 43 a 45, compreendendo
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adicionalmente um vector de expressdo compreendendo uma
sequéncia nucleotidica que codifica para um fragmento ou
epitopo imunologicamente activo da proteina possuindo a
sequéncia SEQ ID NO: 5, sendo o referido fragmento ou
epitopo imunologicamente activo capaz de induzir in vivo,
no gato, anticorpos possuindo o espectro de neutralizacédo
cruzada do anti-soro da estirpe FCV Gl tal como depositada

na CNCM sob o numero de acesso I-2167.

Lisboa, 15 de Abril de 2008
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TRTTCATATY
TREATARTAG
ACQCETTTaY
TTGAGREZAGA.
BEATTTITGIT
ACTTALTTRC
AGASTCCTIT
TRATGARTALY
ATTTGATARR
TASTGATACH,
GTTRGATAYT
AATRAGGREAT
TACTRAMRGGAR
ACAGTATARTY
CATATGEETT
TCTARAKGCL
TGUGGARTARR
KHCORITAEGY
TATACTIACT
ARTRTTERLC

TECATLTICY

T CARPASTOTY

TCOTRTOAAT
ARTROGCTCAT
ASRGSETTOARC
TTGEARCATUT
ATCRTCERETT
GAARAAATLT
AAGAGTTNTA
STTGTAGTAN
ATTCTETTTT
ATATTAGATA
CTAARBBARLR
BATAGTARCY
TTATTAGATT
ABRIRGRATA
ARBIMATCTTA
GUITHLTERAG
TTATACALTY
ACBATAATTE
GATTTTETAT
GEATATPYTT

GARTEGGTAR
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Figura 4

AMTOAGTIAG
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ATKTTEEAES
AAJRRTARTATA

TETATATAAT

ATITTATCCG
TTACTITATA
TAFROTTECX
ACRTOTTONG
ATTRTATION
TATRSATACGE
GLOTEAARAS
ARGRTETTTA

TACCAGAGAT

TATARARTCRY
TICTARATERA
ARGCITERTIT
AGTCAGATEA
ATGATRYITRA
TTICTGRRTA
ATARTTRTIT

CTARTRITAR

TTGARTECTA
ARGRMAACTT
AT TARAGRRAG
CACSTRACTY
ATHATAGRATA
FRRIGTGITT
TEAGRTCTTR
GARAMOTALT
TCTRTEYGTT
SAARRGERTA
CCTETTRRGT
ATAARMATAT
GRTRATTCTAC
GLROTCRGAR
TATAANITRC
SAGHTARTAT
AETAATARTIGA
GTAMGTALTG
AACEARITAL
TEACRRAGTA
TEATTTACTY

TATARRATA
SOAGOTRARS

TIATTATGEAT

Figura 4

STTTSTTTTY
TGOAGTATAR
ATAGTCAGET
BOTTARTEGR
TACTACTGYY
CTSTARTTARL
ATERAITTCAG
APOORANSSE
TATGLGARST
TATCAGIAAS
TAAGAGEATA
TTASTTOTAA
ETTCCTATCT
ATARITTRGT
TABATTGEOOA
STAATCCTAT
AACTAANERT
CTARNDCTCS
CIPTTARATTY
FAERPATARNTYT
AACGATGTTA
GURASTTAATG
SATATRAMAT

AGGRATTTTT

5/11

(continuacédo)

DOARRTLTET
SRACTTTITY
RATAEATAGR
TAICTTTAAR
TESARTRITG
TATRATATCA
TARRAMBERTA
RAGGCCCTAT
RACIHGTTTEY
REGRTTOATA
TAKARNTRRGR
TOOTALREALD
GUTTAAATTT
TATARTTTLY
TETETARCEAT
ATAGIAGTAT
CRETAATAGA
REABTTRERT
TITCAGACAC
TAACTTATSE
ATRGACTTAT
ATATTAASAT
TRETTTRATCY

TRGEATITRD

ACTAARAGOS
AARABASHETA
GTATGTIATT
ATTCOTSGTT
CATRAGSATA
GAATOTATUT
SRATATRERS
TTTACACATA
ADAGATATEA
SETTIATITR
STANTAGGRT
ATTREATTAT
AATATAACRS
TTTATCEICA
TOGTGTAREA
ATATANTTGA
CRSERACTES
ARARATGATA
ACCTTATTAC
STATAATATA
TRCATCARLE
AGRTIGTITR
TROACATESS

AGCTGTTATA

ETTATCTAMR
ARLAGTTAGC
TACACOUAED

TITATTITAR

ATCAGARTAT

BIGURGHTIT

CATOTAACSA
ARBETCCATY
CHICTEECGA
GTTTAGARTS
TACOTERCRGA
RGRRTATAGC
GITATTRTAG
TAATRARLTS
AABRGTAIAN
CAGRTTCTIC
CAGCAARTAR
RABCTSACTA
ATARAGATTS
COTTTARRCD
AGRGATETRA
ARTGARTTAC

TGTATCRALA
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ATRCAGHLRG
CTGGOOTATG
GRPOCTOTREG
CRGARGTRYT
AAGATAATCA

CTTTEATALT

TARCTRAAALG

ATATTTTAAL

TETTARARGE

BGCBARGARC
BANTTATEOA
ATACECCTAR
CTOTCRTANG
ACGAATCTAC

TTTCTARTRS

Figura 4

RTE?RTQGTT
TITARATASSS
ATRTTTRATA
TICTACTART
TITAGTRGTA

AARTAGUATA

. CARAERTCORY

ATOTACAGAR

TTTAGAMCAA
AGRTRCAAGT
CTTATATARA
TAGGATTANT
AATRCGTRAT

CTTATRG

s
2 &

HTRETARRAG
ASATCATITY
TTRTATCTAR
AAAGATARAG
GUTARCTRARTA.
TTROTALSSG
TICTATATTITC
TEAACTETGD

EAKRCGTTUTA

T ACTAMGGEARTE

CTTAAGTTIA
SAARGRATGG
CTGTAZGEAS
AATATTATAG
ATABRTTATA

AACTRTATTY
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ACTG?A&CGS
ACTCTATRAA
CARTARTRAS,
ATRETCTATR
TOLAARERRA
ATTTRARRTE
ATCRTRAEARG
ARGGART RIS
CCRATALTAR
TAGRABAAAT
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ATRTTGRATG
ARBALGRATA
ARACTTTARA
TEATTTTALY
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(continuacdo e final)
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