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“YACINA DE DNA MULTIPLA PARA INJEGAQ IN OVO”

REFERENCIA ANTERIOR

Este pedido reivindica a pricridade do Pedido Provisdrio US
60/362.647, depositado no dia 8 de margo de 2002, que esta incorporado neste
documento por referéncia.

ANTECEDENTES DA INVENCAD

CAMPO DA INVENCAD

A presente invengao refere-se a uma vacina de DNA multipla
ou de uma vacina de DNA polivalente para usar na aquisicao da imunidade
embricnaria em ovos de aves e também trata dos métodos de preparagao e do
uso da vacina. A vacina de DNA multipla contém duas ou mais estruturas de
DNA, cada uma contendo uma molécula de DNA que codifica uma proteina
viral de aves ou uma fragdo da proteina capaz de induzir uma resposta
imunolégica protetora contra uma doenca viral aviaria em aves. A vacina de
DNA polivalente contém uma estrutura de DNA contendo duas ou mais
moléculas de DNA. Cada uma das moléculas de DNA representa um gene viral
aviario ou uma fracac do gene. A vacina de DNA polivalente & capaz de
expressar dois ou mais antigenos virais e induzir respostas imunolégicas
protetoras contra duas ou mais doengas virais aviarias em aves. Ambas as
vacinas de DNA multipla e polivalente sao injetadas de preferéncia no liquido
amnittico do ovo das aves 18 dias apds a fertilizacéo.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

A vacinagdo in ovo com vacinas contendo wirus foi
extensivamente descrita por Sharma et al (Patente US 4.458630).

Particularmente, eles demonstram que o virus vivo da doenca de Marek pode
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ser injetado no liquido amniético dentro do ovo, o que torna o embrido infectado
e 0 virus da vacina se multiplica em niveis elevados, o que induz a formagao de
anticorpos protetores no embrido tratado (Ver Sharma (1985), Avian Diseases
29, 1.155, 1.167-68).

E bem conhecido na area dos negécios avicolas mundiais que
certas doencas virais, tal como o virus da doenga de Marek (sigla MDV em
ingés), o virus da doenga infecciosa da bursa (também chamada de doenca de
Gumboro) (IBDV), o virus da doenga de Newcastle (NDV), o virus da bronquite
infecciosa (IBV), o virus da laringotraqueite infecciosa (ILTV), o virus da
encefalomielite aviaria (AEV), o virus da anemia aviaria (CAV), o virus da
variola aviaria (FPV), o virus da influenza aviaria (AlV), o reovirus, o virus da
leucose aviaria (ALV), o virus da reticuloendoteliose (REV), o adenovirus
aviario e o virus da enterite hemorragica (HEV) podem causar um grande surto
e resultar em perdas econdmicas significativas para a industria avicola
comercial. Entre eles, o virus da doenga de Marek (MDV), o virus da doenga de
Gumboro (IBDV), o virus da doenga de Newcastle (NDV) e o virus da bronquite
infecciosa (IBV) sdo particularmente importantes devido a sua natureza
virulenta.

A doenga de Marek (MD) € uma doenga linfoproliferativa maligna,
que ocorre naturaimente em galinhas. A doenca é causada por um herpesvirus,
0 virus da doenga de Marek (MDV). A doenca de Marek (MD) é onipresente,
ocorrendo nos paises produtores de aves no mundo inteiro. A doenga de Marek
(MD) inevitavelmente causara perdas entre as aves criadas em sistemas de
producéo intensiva. Os sintomas da doenca de Marek (MD) aparecem
amplamente nos nervos, nos 6rgaos genitais, nos érgaos internos, nos olhos e
na pele das aves infectadas, causando dificuldade motora (devido a paralisia
quando os nervos sdo afetados), dificuldade funcional dos érgaos internos

(devido a tumores), e subnutricio crdnica (se os 6rgaos internos sao atacados
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pelo virus). A doenga de Marek (MD) afeta galinhas a partir de
aproximadamente 6 semanas de idade, e ocorre mais freqlientemente entre 12
e 24 semanas.

Por enquanto, ndo ha nenhum método para se tratar a doenga de
Marek (MD). O controle da doenca é principalmente realizado por praticas de
manejo, como por exemplo, o isolamento das galinhas em crescimento das
fontes da infecgdo, o uso de animais geneticamente resistentes e a vacinagao.
Porém, os procedimentos de manejo normalmente n&o séo eficazes devido ao
custo e a selegcéo das aves com elevada resisténcia controlada geneticamente
néo tém apresentado progresso significativo. Hoje em dia, o controle da doenga
de Marek (MD) esta quase completamente baseado na vacinagao.

O virus da doenga de Gumboro (IBDV) é responsavel por uma
doenga imunossupressora altamente contagiosa em galinhas jovens que causa
perdas significativas para a industria avicola no mundo inteiro (Ver Kibenge
(1988), J. Gen. Virol., 69:1757-1775). A infec¢do de galinhas suscetiveis com
cepas virulentas do virus da doenga de Gumboro (IBDV) pode levar a uma
condicdo imunossupressora conhecida como doenga infecciosa da bursa. O
dano causado aos foliculos linféides da bursa de Fabricius e ao bago pode
agravar as infecgdes causadas por outros agentes e também pode reduzir a
habilidade da galinha em responder a vacinagéo (Ver Cosgrove (1962), Avian
Dis., 6:385-3.894).

O virus da doenga de Gumboro (IBDV) pertence & familia de
Bimaviridae e seu genoma consiste em dois segmentos de RNA de fita dupla
(Ver Dobos et al. (1979), J. Virol, 32:593-605). O segmento B (menor -
aproximadamente 2800 bp) codifica VP1, a polimerase do dsRNA. O segmento
A (maior - aproximadamente 3000 bp) codifica um polipeptideo precursor de
110 kDa em um unico molde de leitura aberta (ORF) que é processado em

VP2, VP3 e VP4 maduro (Ver Azad et al. (1985), Virology, 143:35-44). A partir
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de um pequeno ORF que parcialmente sobrepée com o polipeptideo ORF, o
segmento A também pode codificar VP5, uma proteina de 17-kDa de fungéo
desconhecida (Ver Kibenge et al. (1991), J. Gen. Virol. 71:569-577).

Enquanto VP2 e VP3 s&o as proteinas estruturais principais do
virion, VP2 é o imundgeno que causa maior prote¢do no hospedeiro e causa a
inducédo de anticorpos neutralizantes (Ver Becht et al. (1988), J. Gen. Virol.,
69:631-640; Fahey et al. (1989), J. Gen. Virol, 70:1.473-1.481). VP3 é
considerado um antigeno grupo-especifico porque é reconhecido por
anticorpos monoclonais (Mabs) direcionados contra VP3 de cepas de ambos os
sorotipos 1 e 2 (Ver Becht et al. (1988), J. Gen. Virol., 69:631-640). VP4 é uma
protease codificada por virus e estd envolvida no processamento de proteina
precursora (Ver Jagadish et al. (1988), J. Virol. 62:1.084-1.087).

No passado, o controle de infecgdo do virus da doenca de
Gumboro (IBDV) em galinhas jovens foi alcangado através de vacinagéo viva
com cepas nao virulentas ou principaimente através da transferéncia do
anticorpo materno induzida pela administracdo de vacinas com o virus da
doenga de Gumboro (IBDV) vivo e morto para matrizes. Infelizmente, nos anos
recentes, cepas variantes virulentas do virus da doenca de Gumboro (IBDV)
foram isoladas de animais vacinados nos Estados Unidos (Ver, por exemplo,
Snyder et al. (1988), Avian Dis. 32:535-539; Van der Marel et al. (1990), Disch.
Tierarztl. Wschr. 97.81-83), que drasticamente arruinam a efetividade do uso
de vacina viva contra o virus da doenga de Gumboro (IBDV).

Esforcos também foram feitos para desenvolver uma vacina
recombinante contra o virus da doenga de Gumboro (IBDV), e o genoma do
virus da doenga de Gumboro (IBDV) foi clonado (Ver Azad et al. (1985)
Virology, 143:35-44). O gene VP2 do virus da doenga de Gumboro (IBDV) foi
clonado e expresso por levedura (Ver Macreadie ef al. (1990), Vaccine, 8:549-

552), como também no virus recombinante da variola (Ver Bayliss ef al. (1991),
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Arch. Virol. 120:193-205). Quando as galinhas foram imunizadas com o
antigeno VP2 expresso por levedura, o anti-soro proporcionou uma protecao
passiva em galinhas contra a infecgdo com o virus da doenga de Gumboro
(IBDV). Quando usado em estudos de imunizagdo ativa, 0 antigeno VP2
associado ao vetor da variola produziu uma prote¢éo contra a mortalidade, mas
néo contra o dano causado a bursa de Fabricius.

O virus da doenga de Newcastle (NDV) & um virus envelopado
que contém um genoma RNA linear, de fita simples, nao-segmentado, de
filamento negativo. Tipicamente, familias de virus que contém genomas RNA
envelopados de fita simples, de filamento negativo, s&o classificadas em
grupos que tém genomas nao-segmentados (por exemplo, Paramyxoviridae e
Rhabdoviridae) ou em grupos que tém genomas segmentados (por exemplo,
Orthomyxoviridae, Bunyaviridae e Arenaviridag). O virus da doenga de
Newcastle (NDV), junto com o virus de parainfluenza, o virus de Sendai, o virus
simio 5 e o virus da caxumba, pertence a familia de Paramyxoviridae.

Os elementos estruturais do virus da doenga de Newcastle (NDV)
incluem o virus envelopado que & uma bicamada lipidica, derivado da
membrana plasmatica da célula. A glicoproteina hemaglutinina-neuraminidase
(HN) projeta-se a partir do envelope permitindo que o virus contenha ambas
atividades de hemaglutinina e neuraminidase. A glicoproteina de fusao (F), que
também interage com a membrana viral, & produzida primeiramente como um
precursor inativo, entdo clivada pés-translacionalmente para produzir dois
polipeptideos ligados por pontos dissulfeto. A proteina F ativa (da glicoproteina
de fusdo) esta envolvida na penetragdo do virus da doenca de Newcastle
(NDV) em células hospedeiras através da facilitagao da fusdo do envelope viral
com a membrana plasmatica da célula hospedeira. A proteina matriz (M), esta
envolvida na montagem viral e interage com ambas a membrana viral e as

proteinas nucleocapsidicas.
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A subunidade principal da proteina nucleocapsidica do virus da
doenga de Newcastle (NDV) é a proteina nucleocapsidica (NP) que confere
simetria helicoidal no capsideo. As proteinas P e L estdo em associagéo com o
nucleocapsideo. Acredita-se que a fosfoproteina (P), que é sujeita a
fosforilagdo, tem uma func@o reguladora na transcri¢do, e também pode estar
envolvida na metilagao, fosforilagdo e poliadenilagdo. O gene L, que codifica
uma polimerase de RNA, RNA-dependente, é necessario para a sintese de
RNA viral, junto com a proteina P. A proteina L que ocupa quase a metade da
capacidade de codificagdo do genoma viral € a maior das proteinas virais, e
tem uma fungao importante em ambas a transcrigao e a replicagao.

A replicacdo de todos os virus de RNA, de filamento negativo,
inclusive o virus da doenca de Newcastle (NDV), é complicada pela auséncia
do mecanismo celular exigido para reproduzir 0 RNA. Adicionalmente, o
genoma de filamento negativo ndo pode ser traduzido diretamente em proteina,
mas primeiramente ele deve ser transcritoc em uma cdpia de filamento positivo
(mRNA). Em conseqiéncia disso, ao entrar na célula hospedeira, o virus ndo
pode sintetizar a RNA polimerase RNA-dependente exigida. As proteinas L, P e
NP tém que enfrar na célula junto com o genoma na infecgdo. Ambos os
genomas NDV de filamento negativo (vRNA) e os antigenomas (CRNA) estdo
encapsulados por proteinas nucleocapsidicas; as Unicas espécies de RNA néo-
encapsulados sdo os mRNAs de virus. O citoplasma é o local da replicagio
RNA viral do virus da doenga de Newcastle (NDV), da mesma maneira que € 0
local para transcricdo. A montagem dos componentes virais parece ocorrer na
membrana plasmatica da célula hospedeira e o virus maduro é liberado por
brotamento.

A Patente US 5.427.791, Ahmad et al. descrevem a vacinagao
embriondria contra o virus da doen¢a de Newcastle (NDV) que necessita de

modificagdo dos virus pelo uso do etilmetano sulfonado (EMS). Porém, como o
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EMS é um agente mutagénico, tanto que a vacina preparada pelo uso de EMS
é suspeita de agir como um agente mutagénico, o que é indesejavel para
administragao regular da vacina. Apesar disso, sem a modificagdo com EMS, a
vacina do virus da doenga de Newcastle (NDV) ndo pode ser aplicada na
vacinagao in ovo porque quase todos os embriées morrerdo apés a injegao dos
ovos com o virus ndo-modificado.

O virus da bronquite infecciosa (IBV), o protétipo da familia de
Coronaviridae, é o agente etioldgico da bronquite infecciosa (IB). O virus tem
um genoma de RNA de fita simples, de aproximadamente 20 kb em
comprimento, de polaridade positiva, € tem normalmente cerca de 80-100 nm,
sendo redondo com espiculas salientes de 20 nm. O virus da bronquite
infecciosa (IBV) é o agente causal de uma doenga aguda, altamente
contagiosa em galinhas de todas as idades, afetando os sistemas respiratério,
reprodutivo e renal.

O virus da bronquite infecciosa (IBV) contém trés proteinas
estruturais: a glicoproteina de espicula (S), a glicoproteina de membrana € a
proteina nucleocapsidica. A glicoproteina de espicula é chamada assim porque
ela estd presente nas projegbes de superficie no formato de uma lagrima ou
espicula que protruem da membrana lipidica do virus. Acredita-se que a
proteina de espicula é provavelmente responsavel pela antigenicidade do virus,
em parte por analogia com as proteinas de espicula de outros coronavirus e
em parte pelas experiéncias de neutralizagao in vitro (Ver, por exemplo, D.
Cavanagh et al. (1984), Avian Pathology, 13, 573-583). Ha duas glicoproteinas
de espicula que sdo S1 (90.000 daltons) e S2 (84.000 daltons). Estima-se que
os componentes polipeptideos das glicoproteinas S1 e S2 tém um peso
molecular combinado de aproximadamente 125.000 daltons apés a remogao
enzimatica dos oligossacarideos. Aparentemente a proteina de espicula é

fixada @ membrana viral pelo polipeptideo S2.
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O virus da bronquite infecciosa (IBV) é freqliente nos paises onde
uma indUstria aviaria intensiva foi desenvolvida. As galinhas jovens de até 4
semanas de idade sdo as mais suscetiveis ao virus da bronquite infecciosa
(IBV). A infeccédo leva a taxas altas de morbidez e a mortalidade que é o
resultado de infecgdo bacteriana secundaria. A infeccdo também resulta em
queda na producdo de ovos, bem como em falha na postura em sua
potencialidade, junto com um aumento no nimero de ovos produzidos
classificados como inferiores com casca delgada, deformada, aspera e mole
que pode ter um efeito econémico grave.

A administracéo de vacinas vivas para pinto em desenvolvimento
no ovo (in ovo) provou ser um método rapido (40.000 ovos por hora), efetivo
(100% dos ovos recebem a vacina), € que poupa trabalho ($100.000 por ano
por incubadora) para vacinar pintos contra certas doengas antes da ecloséo.

A primeira maquina de vacinagdo in ovo para ser usada em ovos
de galinhas em incubagao foi desenvolvida pela Embrex, Inc., de Raleigh, N.C.
nos anos 80. (Ver as Patentes US 5.056.464 e 5.699.751). Esta maquina de
vacinagdo in ovo é atualmente usada em aproximadamente 80% das
incubadoras norte-americanas, principalmente para administrar vacinas contra
a doenga de Marek (MD). Esta maquina que provou ser segura e efetiva na
vacinagdo de pintos contra a doenga de Marek (MD), também esta sendo
usada crescentemente para administrar vacinas contra a doenga de Gumboro
(IBD) e a doenga de Newcastle (ND).

Na invengdo a ser apresentada nas seguintes se¢bes, uma
imuniza¢ao mediada por DNA (coletivamente chamadas de “vacinas de DNA”)
sera introduzida. Ha dois tipos de vacinas de DNA, isto €, uma vacina de DNA
multipla e uma vacina de DNA polivalente. A vacina de DNA miltipla da
presente invengdo contém uma combinacdo de duas ou mais estruturas de

DNA, cada uma contendo uma unica molécula de DNA que & um gene viral ou
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um fragmento dele. A vacina de DNA polivalente da presente invengéo contém
dois ou mais genes virais ou fragmentos que se unem em uma estrutura de
DNA. Os genes virais ou fragmentos usados na preparagéo da vacina de DNA
mdltipla ou polivalente sao aqueles que codificam peptideos virais que séo
antigénicos e podem induzir o sistema imunoldgico celular e humoral do
hospedeiro. As vacinas de DNA s&o aplicadas no ovo, de preferéncia por meio
de agulhas. A injecdo das vacinas de DNA in ovo leva a respostas
imunolégicas surpreendentemente fortes que incluem ndo s6 a indugédo de
anticorpos e a ativagéo de células T com secrecéo de citocina, mas também a
produggo de linfocitos T citotdxicos (CTL).

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENGCAO

A presente invengdo fornece uma vacina de DNA multipla para
injecdo in ovo. A vacina de DNA mdltipla contém duas ou mais estruturas de
DNA, cada estrutura de DNA expressando uma proteina antigénica de um virus
aviario que causa doenga aviaria viral em aves. A proteina antigénica do virus
aviario é capaz de induzir uma resposta imunolégica protetora contra uma
doenca aviaria viral. A vacina de DNA multipla é injetada de preferéncia no ovo,
particularmente no liquido amniético do ovo da ave. O ovo € incubado de
preferéncia durante cerca de 18 dias. As aves preferidas incluem galinha, peru,
pato e ganso.

A estrutura de DNA contém uma molécula e um vetor de DNA. O
vetor pode ser um plasmideo ou um carreador viral. O vetor preferido & um
plasmideo. Exemplos do plasmideo incluem, mas ndo sdo limitados a,
pcDNA3, pVAX1, pSectag, pTracer, pDisplay, plasmideo do sistema pUC
(como pUC7, pUC8, pUC18), e plasmideo do sistema pGEM. Alternativamente,
qualquer plasmideo que contém um promotor como promotor de CMV,
promotor de SV40, promotor de RSV, e promotor de B-actina, também pode ser

usado para preparar a estrutura de DNA. O plasmideo mais favoravel é o
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pcDNA3. O carreador viral preferido é selecionado do grupo que consiste em
um baculovirus, um herpesvirus e um poxvirus.

Exemplos de virus aviario incluem, mas néo sao limitados ao virus
da doenga Marek (MDV), virus da doenca de Gumboro (IBDV), virus da doenga
de Newcastle (NDV), virus da bronquite infecciosa (IBV), virus da
laringotraqueite infecciosa (ILTV), virus da encefalomielite aviaria (AEV), virus
da leucose aviaria (ALV), poxvirus aviario (FPV), paramyxovirus aviario (APV),
virus da hepatite de pato (sigla DHV em inglés), e virus da enterite hemorrégica
(HEV).

As moléculas de DNA que sao particularmente adequadas para a
indugdo de uma resposta imunoldgica protetora contra as doengas aviarias
virais mencionadas acima, incluem, mas néo s&o limitadas ao gene inteiro gB
do virus da doenga de Marek (MDV) tendo a seqiiéncia de DNA SEQ ID N%1
ou um fragmento dessa; o gene inteiro VP2 do virus da doenga de Gumboro
(IBDV) tendo a seqiiéncia de DNA SEQ ID N%2 ou um fragmento dessa; o
gene inteiro HN do virus da doenga de Newcastle (NDV) tendo a seqiiéncia de
DNA (das bases 6.321 a 8.319) SEQ ID N*3 ou um fragmento dessa (isto &,
SEQ ID N%3 é o genoma inteiro do virus da doenca de Newcastle (NDV)); o
gene inteiro S1 do virus da bronquite infecciosa (IBV) tendo a seqiiéncia de
DNA SEQ ID N4 ou um fragmento dessa; o gene inteiro G de glicoproteina do
virus da laringotraqueite infecciosa (ILTV) tendo a seqiiéncia de DNA SEQ ID
N%5 ou um fragmento dessa; os genes inteiros VP1, VPO ou VP3 do virus da
encefalomielite aviaria (AEV) ou um fragmento dos genes (o gene VP1 tem a
seqiiéncia de DNA SEQ ID N%6; o gene VPO tem a seqiiéncia de DNA SEQ ID
N%7; e 0 gene VP3 tem a seqiiéncia de DNA SEQ ID N%8): o gene inteiro G de
paraglicoproteina do virus da parainfluenza aviaria (APV) tendo a seqliéncia de
DNA SEQ ID N%9 ou um fragmento dessa; o gene inteiro de base de

pentamérica tipo A do virus da enterite hemorragica (HEV) tendo a seqtiéncia
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de DNA SEQ ID N%10 ou um fragmento dessa; e o gene inteiro de antigeno de
envelope do virus da variola aviaria (FPV) tendo a seqliéncia de DNA SEQ ID
N°11 ou um fragmento dessa.

Um exemplo preferido da vacina de DNA contém duas estruturas
de DNA, cada uma contendo uma molécula capaz de expressar um gene ou
um fragmento do gene que ¢ do virus da doenca de Marek (MDV), do virus da
doenga de Gumboro (IBDV), do virus da doenga de Newcastle (NDV) ou do
virus da bronquite infecciosa (IBV).

Outro exemplo preferido da vacina de DNA multipla contém trés
ou mais estruturas de DNA, cada uma contendo uma molécula de DNA capaz
de expressar um gene ou um fragmento do gene que é do virus da doenga de
Marek (MDV), do virus da doenga de Gumboro (IBDV), do virus da doenga de
Newcastle (NDV) ou do virus da bronquite infecciosa (IBV).

A presente invengao também fornece um método de vacinagao de
ovos de aves e um método de preparagdo da vacina de DNA multipla. O
método de vacina¢do de ovos de aves inclui a injecdo da vacina de DNA
multipla nos ovos das aves como mostrado acima. O método de preparagéo da
vacina de DNA multipla inclui a ligagdo da molécula de DNA a um plasmideo
ou carreador de virus para formar uma estrutura de DNA; e depois misturar
duas ou mais destas estruturas de DNA para formar uma vacina de DNA
mdltipla. A inser¢do da molécula de DNA no vetor pode ser alcangada através
do método convencional, isto &, através da ligagdo da molécula de DNA com
uma enzima tal como T4 DNA ligase quando ambos os genes e o vetor
desejado s&o cortados com a(s) mesma(s) enzima(s) de restrigdo como finais
complementares de DNA s&o produzidos desse modo. Para pcDNA3, as
enzimas de restricao preferidas sao BamH1 e EcoR1.

Em uma outra formagdo, uma vacina de DNA polivalente &

fornecida para a injegdo in ovo. A vacina de DNA polivalente inclui uma
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estrutura de DNA contendo duas ou mais moléculas de DNA ligadas com um
vetor. Cada uma das moléculas de DNA expressa uma proteina antigénica de
um virus aviario, o que & capaz de induzir uma resposta imunologica protetora
contra aquela doenca aviaria viral em aves. A vacina de DNA polivalente é
injetada de preferéncia no ovo das aves. Cada uma das moléculas de DNA de
uma vacina de DNA polivalente é um gene ou um fragmento do gene do virus
da doenga de Marek (MDV), virus da doenca de Gumboro (IBDV), virus da
doenga de Newcastle (NDV), virus da bronquite infecciosa (IBV), virus da
laringotraqueite (ILTV), virus da encefalomielite aviaria (AEV), virus da leucose
aviaria (ALV), virus da variola avidria (FPV), virus da parainfluenza aviaria
(APV), virus da hepatite de pato (DHV) e o virus da enterite hemorragica
(HEV).

DESCRIGAO DETALHADA DA INVENCAO

Vacinas aviarias ftradicionais incluem vacinas com o virus
quimicamente desativado ou vacinas com o virus vivo modificado. Vacinas
inativadas requerem imunizagbes adicionais, cuja producdo é cara e a
aplicagao necessita de muito trabalho. Além disso, algumas particulas virais
infecciosas podem sobreviver ao processo de inativagdo e podem causar
doencga depois da aplicagéo no animal.

Em geral, as vacinas com virus vivo atenuado sao preferidas em
vez de vacinas inativadas porque elas evocam uma resposta imunoldgica
freqlientemente associada a ambas as rea¢des humoral e celular. Tais vacinas
normalmente s&o obtidas pela passagem seriada de cepas virulentas em
cultura de tecido. Porém, o processo de atenuagdo induz mutagdes do genoma
viral, resultando em uma populagao de particulas virais heterogénea quanto a
viruléncia e as propriedades de imunizagio. Além disso, é bem conhecido que
as vacinas tradicionais com o virus vivo atenuado podem reverter a viruléncia

que resulta em surtos de doenga em animais inoculados e na possivel
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expansao do elemento patogénico para outros animais.

Por esta razdo, é vantajoso para a indUstria empregar vacinas
baseadas na tecnologia recombinante de DNA. As vacinas de DNA resultantes
sO contém e expressam o material antigénico necessario e relevante que é
capaz de eliciar uma resposta imunolégica protetora contra os elementos
patogénicos e que nao teria as desvantagens das vacinas vivas ou inativadas
mencionadas acima.

Com a finalidade de preparar vacinas de DNA multiplas ou
vacinas de DNA recombinantes polivalentes, a seqiéncia de DNA do gene
(também pode ser denominada como “molécula de DNA”) ndo precisa conter o
comprimento completo do DNA que codifica os polipeptideos. Na maioria dos
casos, um fragmento do gene que codifica uma regido de epitopo deveria ser
suficiente para a imunizag&o. A seqiiéncia de DNA de uma regido de epitopo
pode ser encontrada através pelo seqiienciamento da parte correspondente de
outras cepas virais e depois comparéa-las. E provavel que os principais
determinantes antigénicos sejam aqueles que mostram a maior heterologia. E
também provavel que estas regides ficam de modo acessivel na estrutura
adaptavel das proteinas. Um ou mais de tais fragmentos de genes que
codificam os determinantes antigénicos podem ser preparados através de
sintese quimica ou de tecnologia de DNA recombinante. Estes fragmentos de
genes, se desejavel, podem ser unidos um ao outro ou podem ser ligados a
outras moléculas de DNA.

\ Além disso, 0s genes virais ndo precisam ser de DNA. De fato,
algumas das doengas aviarias virais freqilentemente encontradas séo
causadas por RNA virus, de fita dupla ou de fita simples. Por exemplo, o virus
da doenca de Marek é um virus de RNA de fita dupla, enquanto o virus da
doeng¢a de Gumboro (IBDV), o virus da doenga de Newcastle (NDV) e o virus

da bronquite infecciosa (IB) séo virus de RNA de fita simples. Porém, as
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seqiiéncias virais de RNA podem ser transcritas reversamente em DNA usando
a tecnologia de Reagdo em Cadeia por Polimerase com Transcricdo Reversa
(RT-PCR) e depois incorporadas em um vetor pela tecnologia convencional de
DNA recombinante.

Além disso, por causa da degenera¢do do cddigo genético, é
possivel ter numerosas seqiiéncias de RNA e DNA que codificam uma
seqiiéncia de amino4cido especificada. Assim todas as seqiiéncias de RNA e
DNA que resultam na expressdo de um polipeptideo, com caracteristicas de
ligagéo de anticorpo, s&o abrangidas por esta invengéo.

Para elaborar uma vacina de DNA recombinante, seja univalente
seja polivalente, a seqiiéncia de DNA do gene viral pode ser ligada a outras
moléculas de DNA com quais ela ndo é associada ou ligada naturalmente.
Opcionalmente, a seqiiéncia de DNA de um gene viral pode ser ligada a uma
outra molécula de DNA, isto & um vetor, que contém por¢Ses de suas
seqiéncias de codificagdo de proteina de fusdo de DNA, tal como B-
galactosidase, resuttando em uma molécula denominada de acido nucléico
recombinante ou estrutura de DNA, que pode ser usada para a transformagéo
de um hospedeiro adequado. Tal vetor é derivado, de preferéncia, por exemplo,
de plasmideos ou seqiiéncias de acido nucléico, presentes em bacteriéfagos,
cosmideos ou virus.

Vetores especificos que podem ser usados para clonar
seqiéncias de acido nucléico, de acordo com a invengdo, sdo conhecidos
cientificamente e incluem seja um plasmideo ou um carreador de virus.
Exemplos do plasmideo incluem, mas n&o séo limitados a pBR322, pcDNA3,
pVAX1, pSectag, pTracer, pDisplay, plasmideos de sistema de pUC (por
exemplo, pUC7, pUC8, pUC18), plasmideos de sistema de pGEM, plasmideos
Bluescript ou quaisquer outros plasmideos onde o promotor de CMV, promotor

de SV40, promotor de RSV, ou o promotor de R-actina & incluido. O plasmideo
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preferido é o pcDNA3. Exemplos do carreador de virus incluem, mas néo séo
limitados a bacteridfagos (por exemplo A e os fagos derivados de M13), SV40,
adenovirus, polyoma, baculovirus, herpesvirus (HVT) ou poxvirus (por
exemplo, virus da variola aviaria).

Os métodos utilizados para a construgdo de uma molécula de
acido nucléico recombinante sdo conhecidos no meio cientifico. Por exemplo, a
insergdo da seqiiéncia de &cido nucléico no vetor de clonagem pode ser
alcangada facilmente através da ligagdo com uma enzima como T4 DNA ligase
quando ambos 0s genes e 0 veiculo de clonagem desejado séo cortadas com
a(s) mesma(s) enzima(s) de restricdo, para que os fins de DNA
complementares sejam assim produzidos.

Alternativamente, pode ser necessario modificar os locais de
restricdo para produzir fins cegos pela digestao do DNA de fita simples ou pelo
preenchimento dos fins recessivos com uma DNA polimerase apropriada.
Subseqiientemente, a liga¢ao do fim cego com uma enzima tal como T4 DNA
ligase pode ser realizada. Se for desejado, qualquer local de restricdo pode ser
produzido através da ligagdo de ligadores aos fins de DNA. Tais ligadores
podem incluir seqiiéncias de oligonucleotideos especificas que codificam as
seqliéncias do local de restrigdo. O vetor clivado pela enzima de restrigdo e a
seqiiéncia de acido nucléico também podem ser modificados através do
enfraquecimento homopolimérico.

A presente invengdo fornece dois tipos de vacinas de DNA. O
primeiro tipo é uma vacina de DNA mudltipla que inclui duas ou mais das
vacinas de DNA univalentes, cada uma contendo uma seqiiéncia de DNA que
codifica pelo menos um polipeptideo, assim permitindo protegdo contra uma
doenca viral tal como o virus da doenga de Marek (MDV), virus da doenga de
Gumboro (IBDV), virus da doenga de Newcastle (NDV), virus da bronquite

infecciosa (IBV), virus da laringotraqueite infecciosa (ILTV), virus da
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encefalomielite aviaria (AEV), virus da variola aviaria (FPV), virus da influenza
avidria (AlV), virus da leucose aviaria (ALV), genoma B do virus da hepatite de
patos o virus da enterite hemorragica (HEV), inserida em um plasmideo
disponivel comercialmente.

O segundo tipo é uma vacina de DNA recombinante polivalente
que contém dois ou mais genes ou fragmentos de genes de virus diferentes.
Estes genes ou fragdes de genes séo levados por um vetor (til que pode ser
um plasmideo ou um carreador de virus. A vacina de DNA recombinante
polivalente codifica dois ou mais polipeptideos antigénicos que permitem uma
prote¢do contra pelo menos duas doengas virais, incluindo, mas nao limitados
a doenga de Marek (MD), doenga de Gumboro (IBD), doenga de Newcastle
(ND) ou bronquite infecciosa (IB). Os genes virais ou os fragmentos dos genes
sdo ligados de maneira eficaz ao vetor em um molde de leitura para que eles
possam ser expressos em um hospedeiro. As diferentes seqiiéncias de DNA
estruturais levadas pelo vetor podem ser separadas pelas seqiiéncias de
término e de comego para que as protefnas possam ser expressas
separadamente ou elas podem ser uma parte de um molde de leitura simples e
por isso serem produzidas como uma proteina de fusao através dos métodos
conhecidos na ciéncia.

As seqiiéncias preferidas de DNA incluem, mas nao sao limitadas
ao gene inteiro gB do virus da doenca de Marek (MDV) tendo a seqiiéncia de
DNA SEQ ID N%1 ou um fragmento dessa; o gene inteiro VP2 inteiro do virus
da doenca de Gumboro (IBDV) tendo a seqiiéncia de DNA SEQ ID N%2 ou um
fragmento dessa; o gene inteiro HN do virus da doenga de Newcastle (NDV)
tendo a seqiiéncia de DNA SEQ ID N3 ou um fragmento dessa; o gene inteiro
S1 do virus da bronquite infecciosa (IBV) tendo a seqiéncia de DNA SEQ ID
N%4 ou um fragmento dessa.

A seqiiéncia de DNA que codifica o polipeptideo gB do virus da
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doenca de Marek (MDV) tem a seqiiéncia de acido nucléico como SEQ ID N%1,
A seqliéncia de DNA contém 3.650 bp do DNA linear.

A seqiiéncia de DNA que codifica o polipeptideo VP2 do virus da
doenga de Gumboro (IBDV) tem a seqiiéncia de &cido nucléico como SEQ ID
N2%2. A seqiiéncia de DNA contém 3004 bp da molécula de DNA linear que é
transcrita reversamente do RNA padrao do virus da doenga de Gumboro
(IBDV).

A seqiiéncia de DNA do genoma inteiro do virus da doenga de
Newcastle (NDV) contém 15.186 bps de DNA, em que (1) as bases 56 a 1.792
codificam o polipeptideo NP que € uma proteina do capsideo do nlcleo; (2) as
bases 1.804 a 3.244 codificam o polipeptideo P, que &€ uma fosfoproteina; (3)
as bases 3.256 a 4.487 codificam o polipeptideo M que é uma proteina de
matriz; (4) as bases 4.498 a 6.279 codificam o polipeptideo F que é uma
proteina de fuséo; (5) as bases 6.321 a 8.319 codificam o polipeptideo HN que
é uma hemaglutinina-neuraminidase; (6) as bases 8.370 a 15.073 codificam o
polipeptideo L que é uma proteina polimerase grande. O genoma do virus da
doenca de Newcastle (NDV) tem a seqiiéncia de DNA como SEQ ID N&3.

A seqiiéncia de DNA do polipeptideo S1 contém 1.611 bp de
seqiéncia de DNA linear como mostrado em SEQ ID N%4 que é transcrita
reversamente dos padroes RNA do virus da bronquite infecciosa (IBV).

Os seguintes eshogos experimentais sdo ilustrativos, mas nao
limitam o escopo da presente invengdo. Variagdes razoaveis, como aquelas
que ocorrem com um bom artesdo, podem ser feitas sem fugir do escopo da
presente invengao.

|, MATERIAIS E METODOS

(A) ViRUS E VACINAS

O virus da bronquite infecciosa (IBV) e as vacinas contra a

doenga de Gumboro (IBD) e a doenga de Newcastle (ND) foram compradas da
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Intervet Inc.

(B) IsoLAMENTO DO RNA VIRAL E RT-PCR

Duzentos microlitros de vacinas atenuadas diluidas (Ihtervet inc)
foram dissolvidos em um tampao GTC resfriado (4 M isotiocianato de
guanidina, 25mM citrato de sodio, pH 7,0, 0,5% Sarkosyl, 0,1 M -
mercaptoetanol) e acetato de sédio (pH 4). Um volume igual de fenol-
cloroférmio (1:1) foi acrescentado e colocado em gelo durante 15 minutos
depois de vortexing. A fase aquosa foi coletada depois da centrifugacédo e o
RNA foi precipitado com um volume igual de isopropanol. O RNA foi peletizado
por centrifugagdo a 12.000 rpm por 20 min a 4°C e depois suspenso em agua
destilada deionizada tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e depois
armazenado a -70°C.

(C) OLIGONUCLEOTIDEOS

Os primers de oligonucleotideos para a ampliagdo do RT-PCR
foram comprados da Promega e foram projetados de acordo com o genoma do
virus da bronquite infecciosa aviaria (cepa Beaudette CK), do virus da doencga
de Newcastle (cepa Lasota) e do virus da doenga de Gumboro,
respectivamente. As seqliéncias dos primers usados para PCR foram:

IBS1F 5' CGg gat ccg ccg ccg ccA TGT TGG TAA CAC CTC TT 3'; (SEQ ID
N%12)

IBS1R 5' CGG AAT TCT TAA CGT CTA AAA CGA CGT GT 3! (SEQ ID N%13)
NDF F 5' CGG GAT CCG CCG CCG CCA TGG GCT CCA GAC CTT CTACC
3, (SEQ ID N%:14)

NDF R 5' CCG CTC GAG TTA CAT TTT TGT AGT GGC TCT CAT T 3'; (SEQ
ID N2:15)

NDHN F 5' CGG GAT CCG CCG CCG CCA TGG ACC GCG CCG TTA GGC
AAG 3", (SEQ ID NO:16)

NDHN R 5" GCT CTA GAT TAC TCA ACT AGC CAG ACC TG 3 (SEQ ID
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N2:17)

IBDVP2F 5' CGG GAT CCG CCG CCG CCA TGA CAA ACC TGC AAG AT 3
(SEQ ID NO:18)

IBDVP2R 5' CGG AAT TCT TAC CTT ATG GCC CGG ATT AT 3" (SEQ ID
NO:19)

(D) REACAO EM CADEIA POR POLIMERASE COM TRANSCRICAO REVERSA (RT-PCR)

A transcricdo reversa do RNA do virus da bronquite infecciosa
(IBV), do virus da doenca de Newcastle (NDV) e do virus da doenga de
Gumboro (IBDV) foi realizada a 42°C por 30 minutos em um tampéo 2,5 x Taq
(200 mM NaCl, 15 mM Tris-HCI, pH74, 15 mM MgCl2, 15 mM B-
mercaptoetanol e 0,25 mM de cada um - dATP, dCTP, dGTP e dTTP). Além do
tampao Taq, a mistura de reagéo (40 ul) também conteve RNA viral, 2,4 U de
transcrigdo reversa do virus de mieloblastose aviaria (AMV) (Promega), 16 U
de RNAsin (Promega) e 0,01 nmol primer reverso (IBDVP2R, NDF F, NDHN F
ou IBSTR). O volume final da mistura de reagdo era 40 pl. Depois da
transcricao reversa, 0s seguintes reagentes foram acrescentados a mistura de
transcricao reversa: 0,02 nmol de cada trifosfato de nucleotideo (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), 0.01 nmol de primer iniciador (IBDVP2F, NDF R, NDHN R ou
IBS1F) e 1,5 U de Taq DNA polymerase (Strategene). Depois disso, agua foi
acrescentada até um volume final de 100 pl. A reagéo foi executada durante 32
ciclos em um termociclador (Perkin Elmer-Cetus). Cada ciclo de PCR consistiu
na desnaturagao por 1 minuto a 94°C, no anelamento por 1 minuto a 57°C e no
alongamento da cadeia de DNA por 2 minutos a 72°C.

(E} PREPARACAO DAS ESTRUTURAS DE DNA

Os plasmideos pCMV-VP2, pCMV-S1, pCMV-NDF e pCMV-
NDHN foram construidos com os genes VP2, S1, NDF e NDHN da vacina
contra a doenga de Gumboro (IBD), da vacina contra o virus da doenga da

bronquite infecciosa (IBV) e da vacina contra o virus da doenga de Newcastle
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(NDV), respectivamente, e colocados no plasmideo comercial pcDNA3
(Invitrogen, E.U.A.). Todos os genes foram inseridos no vetor pcDNA3 usando
enzimas de restricdo BamHI, EcoRI, Xbal e Xhol (caracteres sublinhados na
seqUéncia dos primers). As seqiiéncias de todos os genes no vetor pcDNA3
foram verificadas através do seqlienciamento em ambas as diregdes.

(F) PREPARACAO DE DNA E DiSPERSAO DE DNA

A quantidade do DNA do plasmideo que foi purificado através da
cromatografia de afinidade (Qiagen Inc.) foi determinada por medidas
espectrofotométricas a 260 e 280 nm. O DNA em aliquotas a 100 pg foi
suspenso em 100 uf de PBS (0,14M NaCl, 10mM fosfato de sédio, pH 7,4).
Para a dispersdo do DNA, uma seringa de 1ml com 20 escalas e uma agulha
de 1 e 1/2 polegada foram utilizadas. Para os grupos in ovo, os embrides (ovos
com 18 dias ap6s a fertilizagdo e em desenvolvimento das bandejas de
incubagéo) foram injetados com vacina de DNA de 0,1 mililitro (100 pg) na
extremidade mais larga de cada ovo através da camara de ar com agulha.
Depois disso, os ovos foram transferidos para a incubadora onde eles
permaneceram até a eclosdo com aproximadamente 21 dias de idade. No caso
da vacina intramuscular (sigla IM), todas foram injetadas no musculo toracico
da galinha (1/5 da dose das vacinas vivas) 10 dias apds a eclosao.

Il. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Ovos livres de patégenos especificos (Specific Pathogen Free -
SPF) fertiizados (n=60) foram aleatoriamente colocados em 12 grupos. Em
todos os grupos (cinco ovos em cada grupo), cada ovo recebeu o volume de
100 pi de vacina. Uma mistura de 100 pg de pCMV-NDF + 100 pg de pCMV-
NDHN foi injetada em cada ovo do grupo A, 100 pug de pCMV-S1 foi injetado
em cada ovo do grupo B, 100 ug de pCMV-VP2 foi injetado em cada ovo de
grupo C, uma mistura de 100 pg de pCMV-NDF + 100 pg de pCMV-NDHN +
100 ug de pCMV-S1 (ND+IB) foi injetada em cada ovo do grupo D, uma mistura
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de 100 ug de pCMV-NDF + 100 pg de pCMV-NDHN + 100 ug de pCMV-VP2
(ND+IBD) foi injetada em cada ovo do grupo E, uma mistura de 100 pg de
pCMV-VP2 + 100 ug de pCMV-VP2 mistura (IB+BD) foi injetada em cada ovo
do grupo F, uma mistura de 100 ug de pCMV-NDF + 100 ug de pCMV-NDHN +
100 ug de pCMV-S1 + 100 ug de pCMV-VP2 (ND+IB+IBD) foi injetada em cada
ovo do grupo G, uma dose da vacina comercial in ovo contra a doenga de
Gumboro (IBD) (Embrex, Inc.) foi injetada em cada ovo do grupo H como
controle positivo, e 100 ul de PBS foi injetado em cada ovo do grupo |, J, Ke L.
Todas as aves neste trabalho receberam um volume de 100 i de vacina cada
(1/5 das vacinas vivas), injetado no musculo toracico, 10 dias apds a eclosio.
As aves do grupo A e | foram injetadas com a vacina contra o virus da doenga
de Newcastle (NDV), as do grupo B e J foram injetadas com a vacina contra o
virus da bronquite infecciosa (IBV), as do grupo C e K foram injetadas com a
vacina contra o virus da doenga de Gumboro (IBDV), as do grupo D foram
injetadas com a mistura das vacinas contra o virus da doenga de Newcastle
(NDV) e contra a bronquite infecciosa (IB), as do grupo E foram injetadas com
a mistura das vacinas contra o virus da doenga de Newcastle (NDV) e contra a
doenca de Gumboro (IBD), as do grupo F foram injetadas com a mistura das
vacinas contra a bronquite infecciosa (IB) e contra a doenga de Gumboro (IBD)
e as do grupo G e L foram injetadas com a mistura das vacinas contra o virus
da doeng¢a de Newcastle (NDV), contra a bronquite infecciosa (IB) e contra a
doenga de Gumboro (IBD).

IIl. DETECCAO DE SEROLOGIA

Todas as amostras de soro foram coletadas 10 dias (as aves
injetadas com vacinas vivas de baixa dosagem foram coletadas a0 mesmo
tempo), 17 dias, 24 dias e 31 dias ap6s a eclosdo. Os titulos de anticorpos
foram detectados por ELISA usando kits laboratoriais para deteccdo de

anticorpos para bronquite infecciosa (IB), doenga de Gumboro (IBD) e virus da
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doenga de Newcastle (NDV), comprados da IDEXX Laboratories, Inc. Todas as
amostras foram analisadas em duplicadas. Antes da analise, as amostras do
teste foram diluidas quinhentas vezes (1:500) com diluentes para amostras. Os
procedimentos des testes foram aplicados de acordo com o manual do
equipamento. Para a validagdo do ensaio, foi necessario mensurar e registrar
os valores de absorvéncia a 650 nm, A (650). O nivel relativo de anticorpo foi
determinado calculando a relagdo amostra positiva (S/P). Os titulos maximos
foram calculados usando a féormula:
Log10Titulo = 1,09(Log10S/P)+ 3,36
RESULTADOS

Como mostrado na Tabela 1, os resultados demonstraram que
para a detecgdo de anticorpos anti-IBD (doenga de Gumboro), os antigenos
recombinantes VP2 do virus da doenga de Gumboro (IBDV) podem ser
expressos e eles tiveram o papel da estimulagdo primaria. Os titulos
aumentaram rapidamente apds o booster de uma vacina de baixa dosagem. Os
titulos do grupo C, E, F e G 17 dias apds a eclosdo (isto é, 7 dias ap6s a
injegdo intramuscular (IM)) foram significativamente mais altos do que os titulos
do grupo K e L. O mais importante é que a expressao do antigeno do virus da
doenga de Gumboro (IBDV) néo sofreu interferéncia de outras vacinas de DNA
monovalentes (virus da doenga de Newcastle (NDV) e virus da bronquite
infecciosa (IBV)). Os mesmos resultados foram aplicados as vacinas de DNA
da bronquite infecciosa (IB) e do virus da doenga de Newcastle (NDV). Os
titulos do grupo B, D, F, e G foram mais altos do que os titulos do grupo J e L
17 dias apés a eclosédo (Tabela 2) e os titulos do grupo A, D, E e G foram mais
altos do que os titulos do grupo | e L 17 dias apés a eclosdo (Tabela 3). O
unico resultado imprevisivel foi que o titulo anti-NDV (virus da doenga de
Newcastle) ndo pode ser altamente induzido pela vacina de DNA triplovalente

(Tabela 3, grupo G), mas o titulo anti-IBD (doenca de Gumboro) e anti-IB
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{bronquite infecciosa) podem (Tabelas 1 & 2, grupo G).

TJABELA 1

Amostras de Soro Analisadas por Kits Laboratoriais para

Deteccao de Anticorpos da Doenca de Gumboro (IBD) IDEXX (Os titulos de

anticorpos correspondem a valores médios + SD).

PROGRAMAGAO DA IMUNIZAGAO E DA COLETA DE AMOSTRAS (DIAS)

GRUPO DE ANIMAIS 10 Dias AE" 17 Diag AE 24 DIAS AE I DIAS AE

C {IBD) e 453511267 | 1662323105 21.25413.852
E (IBD+ND) - 1.685+655 17.339£2.185 19.04142 967
F {IBD+IB) — B.252£2.205 | 10.05741.295 | 17.561+2.006
G (IBD+IB+ND) B 8.111+1.701 13.12741.763 16.654+2 134
H {IBD positivo) £.553x851 | 13.025%2. 131 | 18.015¢1.592 18.85312 614
K (PBS/IBD) — - 1.853£302 17.00242 965

L (PBS/IBD+IB+ND} - — | 6923+1.168 | 18.063+2.531

*AE: apos eclosao.

** titulo médio menor que 396 (considerado negativo pelo kit IDEXX).

TABELA 2

Amostras de Soro Analisadas por Kits Laboratoriais para

Detecgdo de Anticorpos 1B IDEXX (Os titulos de anticorpos correspondem a

valores médios £ SD).

PROGRAMAGAO DA IMUNIZACAO E DA COLETA DE AMOSTRAS (DIAS)
|

GRUPO DE ANIMAIS 10 DIAS AE* 17 DIAS AE 24 Dias AE 31 DIas AE

B (IB) - 4412117 2.4261264 3214877

D {IB+ND) — 5864182 8051221 1.9884501

_ FuB+1BD). _ 509489 685166 1.192+237
G (IBD+IB+ND) — 499:81 68878 2.5512531 |
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PROGRAMAGAO DA IMUNIZAGAO E DA COLETA DE AMOSTRAS (DIAS)
GRUPO DE ANIMAIS | 10 DIAS AE* 17DIASAE | 24D1AS AE 31 DIAS AE
J (PBSIIB) - — _4B5476 1.6621441
L (PBS/1BD+IB+ND) — — 819+202 13324488

*AE: apds eclosao.
™ titulo médio menor que 396 (considerado negativo pelo kit IDEXX).
TABELA 3
Amostras de Soro Analisadas por Kits Laboratoriais para
Detec¢ao de Anticorpos NDV IDEXX (Os titulos de anticorpos correspondem a

valores medios + SD},

PROGRAMAGAD DA IMUNIZAGAQ E DA COLETA DE AMOSTRAS (DIAS)

GRUPD DE ANIMAIS 10 DiAS AE* 17 DIAS AE, 24 Das AE 31 Dias AE
A (ND) - 466+101 2.394+456 8.103+2 198
D {ND+IB) - 706140 17784378 6.61142.206
E (ND+IBDj . 517£104 3.0214411 5.981+1.695

G (IBD+IB+ND) — — — 783£201

| {(PBS/MD) B - 1.8534324 3912+304

L {PESABD+IB+ND) - - 40274662 5807+1.996

*AE: apos eclosdo.
** titulo medio menor que 396 (considerado negativo pelo conjunto IDEXX).
A presente invengao pode ter variagdes, portanto, ndo devem ser
interpretadas como uma limitagdo do escopo da invengao, mas como uma
mera ilustracao de algumas das representacgdes preferidas apresentadas desta
invengdo. Assim o escopo da invengdo deve ser determinado pelas

reivindicagdes anexas e seus equivalentes legais.
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REIVINDICACAQO

1. Vacina de DNA bivalente, para injecao in ovo, caracterizada por compreender;

duas estruturas de DNA, cada estrutura de DNA expressandoc uma proteina
antigénica de um virus aviario onde; uma primeira estrutura de DNA compreende
uma primeira molecula de DNA que codifica um gene HN inteiro do virus da Doenga
de Newcastle (NDV) tendo a sequéncia de DNA de bases 6321 a 8319 em SEQ ID
NO:3 e um vetor, uma segunda estrutura de DNA compreende uma segunda
molécula de DNA que codifica uma proteina antigénica de um virus avidrio e um
vetor; onde a segunda molécula de DNA & selecionada dentre um grupo
compreendendo um gene gB inteiro do virus da Doenga de Marek (MDV) tendo a
sequéncia de DNA SEQ ID NO:1, um gene VP2 inteiro do virus da Doenga
Infecciosa Bursal {IBDV) tendo a sequéncia de DNA SEQ 1D NO:2; um gene 51
inteiro do virus da Bronquite Infecciosa (IBV) tendo a sequéncia de DNA SEQ ID
NO:4; um gene G inteiro de glicoproteina (SEQ ID NO:5) do virus da
Laringotragueite Infecciosa (ILTV); um gene VP1 (SEQ ID NO:6), VPO (SEQ ID
NO:7) ou VP3 inteiro (SEQ |ID NO:8) do virus da Encefalomielite Aviaria (AEV); um
gene G inteirp de paraglicoproteina (SEQ ID NO:8) do virus da Parainfluenza
Aviaria (APV): um gene base penton tipo A inteiro (SEQ ID NO:10) do virus da
Enterite Hemorragica (HEV), e um gene antigénico do envelope inteiro (SEQ 1D

NO:11} do virus da Variola Aviaria (FPV), onde o dito vetor € um plasmideo.
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RESUMO
“YACINA DE DNA MULTIPLA PARA INJEGAO IN OVO”

A presente invengdo refere-se a uma vacina de DNA multipla
efou uma vacina de DNA bivalente para ser usada na aquisicdo de imunidade
embrionaria em ovos de aves. A vacina de DNA multipla contém duas
estruturas de DNA, cada uma contendo uma molécula de DNA que codifica
uma proteina viral aviaria, capaz de induzir uma resposta imunolégica protetora
contra doenga viral aviaria em aves. A vacina de DNA muiltipla contém uma
estrutura de DNA que contém duas moléculas de DNA, cada uma
representando um gene viral aviario. A vacina de DNA multipla efou bivalente &
injetada preferencialmente no liquido amnidtico do ovo da ave apés cerca de

18 dias de incubagao.
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