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A INVENCAO PROPORCIONA UMA COMPOSICAO MELHORADA DE VACINA CONTRA BRSV, A
QUAL PROPORCIONA DE FORMA VANTAJOSA IMUNIDADE RELATIVAMENTE A INFECGAO APOS
UMA UNICA ADMINISTRAGAO. A COMPOSICAO COMPREENDE UM VIRUS BRS VIVO
MODIFICADO E UM ADJUVANTE, OS QUAIS EM COMBINAGAO PROPORCIONAM IMUNIDADE
FACE A INFECGAO COM BRSV APOS UMA UNICA ADMINISTRAGAO E ESTIMULAM UMA
RESPOSTA IMUNE ESPECIFICA PARA O BRSV E QUE INCLUI IMUNIDADE MEDIADA POR
CELULA E LOCAL (IGA SEGREGADA). NUMA FORMA DE REALIZAGAO PREFERIDA, O VIiRUS BRS
PERTENCE A ESTIRPE 375 E O ADJUVANTE COMPREENDE UM HIDROCARBONETO
INSATURADO DE TEREBENTINA, DE UM MODO PREFERIDO, ESQUALENO OU ESQUALANO, E
UM COPOLIMERO EM BLOCO DE POLIOXIPROPILENO E POLIOXIETILENO, DE UM MODO
MUITO PREFERIDO, UM EM QUE O COPOLIMERO TENHA UMA COMPONENTE DE
POLIOXIPROPILENO (POP) COM UMA MASSA MOLECULAR MEDIA DE ENTRE CERCA DE 3250 E
4000, E A COMPONENTE DE POLIOXIETILENO (POE) COMPREENDA CERCA DE 10 - 20% DA
MOLECULA TOTAL. O ADJUVANTE PODE INCLUIR OPCIONALMENTE UM TENSIOACTIVO, DE
UMA FORMA PREFERIDA, UM MONO-OLEATO DE POLIOXIETILENOSSORBITANO.



RESUMO

"VACINA VIVA MODIFICADA MELHORADA CONTRA BRSV"

A invengdo proporciona uma composicado melhorada de vacina
contra BRSV, a qual proporciona de forma vantajosa imunidade
relativamente a infeccdo apds uma Unica administracao. A
composicdo compreende um virus BRS vivo modificado e um
adjuvante, o0s quais em combinacdo proporcionam imunidade face a
infecgdo com BRSV apdés uma Unica administracdo e estimulam uma
resposta imune especifica para o BRSV e que inclui imunidade
mediada por célula e local (IgA segregada). Numa forma de
realizacdo preferida, o virus BRS pertence a estirpe 375 e o
adjuvante compreende um hidrocarboneto insaturado de
terebentina, de um modo preferido, esqualeno ou esqualano, e um
copolimero em bloco de polioxipropileno e polioxietileno, de um
modo muito preferido, um em que o copolimero tenha uma
componente de polioxipropileno (POP) com uma massa molecular
média de entre cerca de 3250 e 4000, e a componente de
polioxietileno (POE) compreenda cerca de 10 - 20% da molécula
total. O adjuvante pode incluir opcionalmente um tensioactivo,
de uma forma preferida, um mono—-oleato de

polioxietilenossorbitano.



DESCRIGAO

"VACINA VIVA MODIFICADA MELHORADA CONTRA BRSV"

Campo da Invencgao

Esta invencdo diz respeito a métodos melhorados para se
induzir imunidade protectora contra o Virus Sincicial
Respiratdério de Dbovino (BRSV), empregando especificamente uma
vacina viva modificada adequada para administracdo numa dose

Unica aos animais receptores.

Antecedentes da Invencao

O Virus Sincicial Respiratério de bovino (BRSV) é hoje em
dia considerado um agente etioldgico importante no Complexo de
Doenca Respiratéria de bovino (BRDC). A doencga caracteriza-se
por uma respiracdo rapida, com tosse, perda de apetite,
descargas oculares e nasais, e temperaturas elevadas. Num ataque
agudo, a morte pode ocorrer nas 48 horas seguintes a

manifestacdo dos sintomas.

O BRSV infecta gado de todas as idades, incluindo vitelos
em aleitamento. O BRSV ¢é considerado o patogénico wviral mais
comum na pneumonia enzodtica dos vitelos e também tem sido
associado ao enfisema pulmonar em vitelos que terminaram
recentemente a fase de aleitacdo. Desta forma, existe uma
necessidade de uma profilaxia eficaz contra este virus, para os

rebanhos de gado de carne e de leite.



E problemdtico estabelecer-se imunidade protectora eficaz
contra o BRSV. Como em outras doencas mediadas por virus, os
niveis séricos de anticorpos contra o BRSV ndo se correlacionam
necessariamente com a proteccdo face a doenca. Este fendmeno
pode reflectir um papel da IgA localmente produzida contra o
BRSV (Kimman et al., J. Clin. Microbiol. 25: 1097-1106, 1987)
e/ou a necessidade de imunidade mediada por células para ser
montada uma defesa eficaz contra este virus. O estabelecimento
de uma imunidade eficaz em vitelos apresenta obstéculos
adicionais, uma vez gque os anticorpos contra o BRSV provenientes
da mée podem aniquilar o imunogénio injectado e neutralizar a
vacina de forma eficaz. Por ultimo, o custo e a inconveniéncia
de vacinagdes multiplas tornam desejavel a existéncia de uma
vacina numa dose unica. Existe, portanto, uma necessidade na
técnica, de formulagdes de vacina contra o BRSV numa dose unica,

gque originem uma resposta imunoldégica vigorosa e multifacetada.

O regime de administracao padrao para as vacinas da técnica
anterior contra o BRSV, é de duas doses (Stott et al., J. Hyg.
Camb. 93: 251-261, 1984; Thomas et al., Agri-Practice 5: 1986; e
Syvrud et al., Vet. Med. 33: 429430, 1988; Veterinary
Pharmaceuticals & Biologicals, Edicdo 8 1993/94, pags. 484,
740-741, 956-960, 982-983). Como se descreve em Kucera et al.
(Agri-Practice, Vet. Med., Vol. 78, Outubro de 1983,
pags. 1599-1604, 1983), uma vacinacgdo unica experimental contra
o BRSV induzia niveis relativamente Dbaixos de titulo de
anticorpos de neutralizacgdo do BRSV no soro (SN), engquanto que
duas doses da vacina originavam titulos de anticorpos SN entre
1:10 e 1:320. Além disto, em rebanhos aparentemente expostos ao
BRSV durante ensaios no campo, aproximadamente 48% dos animais
nao vacinados necessitavam de tratamento para doencas

respiratdérias, em comparagao com 27% e com 21%, respectivamente



para os animais vacinados com uma Unica dose e com duas doses.
No entanto ndo se demonstrou de forma conclusiva nos ensaios de
campo que o agente qgue provocava a doencga respiratdéria fosse o
BRSV. De notar também que uma vacina numa sé dose nao parecia
ser muito imunogénica. Avaliacdes posteriores concluiram que
seriam essenciais duas doses desta vacina para proporcionar uma
boa protec¢do (Bovine Veto Forum 1: N° 2 pags. 2-16, 1986;
Syvrud, et al., Vet. Med. 429-430, 1988).

No Vet. Immunol. Immunopathol. wvol. 22, N° 2, 1989 NL,
padginas 145-60, Kimman et al. descrevem a administracdo e as
respostas locails e sistémicas de anticorpos devidas a memdbria
contra o Virus Sincicial Respiratério de bovino e os efeitos da
quantidade de virus da replicacao do virus, da via de
administracdo e dos anticorpos maternos. No J. (Clin. Microbiol.
vol. 25, N° 6, 1987, péaginas 1097-1106, Kimman et al. descrevem
repostas locais e sistémicas contra a 1infecgao ©por Virus
Sincicial Respiratdério de bovino e re-infeccado, em vitelos com e
sem anticorpos maternos. Em Vet ¢Q., vol. 13, N° 1, 1991 NL,
paginas 47-59, Baker divulga mecanismos imunopatoldgicos humanos
e bovinos do Virus Sincicial Respiratdrio de bovino. Em Semin.
Immunol., wvol. 2, N° 5, 1990 EUA, paginas 360-374, Allison

et al. divulgam formulagdes adjuvantes e o seu modo de actuacgao.

O Pedido de Patente Europeia N° 129923 (publicado a 1 de
Fevereiro de 1985 e concedido como patente a 9 de Julho de
1988), descreve um método de preparacao de uma vacina viva
contra BRSV que envolve a dissolucdo da vacina viva numa vacina
inactivada contendo um ou mais antigénios (particularmente virus
da gripe inactivado) formulada como uma emulsdo de dleo em &agua.
Obteve-se uma resposta soroldgica em animais jovens que ainda

possuiam imunidade materna. O pedido também descreve uma



preparagao viva modificada contendo BRSV e adjuvante. No
entanto, nao foram apresentados nenhuns dados quanto a eficacia
da proteccdao de qgualquer vacina de BRSV contra um desafio por

BRSV.

Um objectivo da invencao €& proporcionar uma vacina eficaz
contra o BRSV, que estimule imunidade preventiva e gque previna

uma doenca causada por este virus.

Um outro objectivo da invencao é proporcionar um adjuvante
adequado para utilizacdo numa vacina de BRSV, em que o adjuvante
aumente a imunogenicidade do wvirus de forma a originar uma

imunidade protectora apds uma unica dose de vacina.

Sumdrio da Invencéao

A invencgao inclui utilizacgdes como definidas nas

reivindicag¢des que lhe estdo anexas.

A invencao refere-se também a uma composigdo para estimular
respostas imunes, compreendendo um copolimero em bloco, tal como
um copolimero em Dbloco de polioxipropileno e polioxietileno
(POP-POE), de um modo preferido, Pluronic® L121 (e. g., Patente
U.S. 4772466), e um éleo metabolizavel, e. g., um hidrocarboneto
insaturado de terpeno, de um  modo preferido, esqualano
(2,6,10,15,19, 23-hexametiltetracosano) ou esqualeno. A
composicado também pode incluir um detergente ou um tensioactivo
nao idénico, de um modo preferido, um mono—-oleato de
polioxietileno-sorbitano, tal como um detergente Tween®, de um
modo muito preferido Tween®-80, i. e., mono-oleato de

polioxietileno(20)-sorbitano.



Nesta mistura de adjuvante de partida, o copolimero em
bloco, o &éleo orgédnico e o tensiocactivo, podem estar presentes
em quantidades desde cerca de respectivamente, 10 a cerca de
40 mL/L, cerca de 20 a cerca de 80 mL/L e cerca de 1,5 a cerca
de 6,5 mL/L. Numa forma de realizacdo preferida da mistura
adjuvante de partida, a componente orgadnica € esqualano presente
numa quantidade de cerca de 40 mL/L, o tensioactivo ¢é
mono-oleato de polioxietileno-sorbitano (Tween®-80) presente
numa quantidade de cerca de 3,2 mL/L e o copolimero em
blocos POP-POE ¢é Pluronic® L121 presente numa quantidade de
cerca de 20 mL/L. O Pluronic® L121 é um copolimero ligquido a
15-40 °C, em que a componente de polioxipropileno (POP) tem uma
massa molecular de entre 3250 e 4000 e a componente de
polioxietileno (POE) compreende cerca 10 e 20%, de um modo

preferido, 10% da molécula total.

Noutro aspecto, a presente invencao refere-se a uma
composicdao imunogénica para imunizar um animal contra uma
infecgdo pelo Virus Sincicial Respiratério de Bovino (BRSV),
compreendendo um virus BRS modificado vivo, em combinagado com o
adjuvante acima e um estabilizador, veiculo ou diluente
farmaceuticamente aceitdavel. 0O adjuvante estd presente nesta
composigao para vacina, a uma concentragdao final de cerca de
1-25% (v/v), de um modo preferido a 5% (v/v). A composicéo
também pode incluir outros virus, tais como o Virus Infeccioso
da Rinotragqueite de Bovino (IBRV), o da Diarreia Viral Bovina
(BVDV) e 0 virus Parainfluenza 3 (PI-3V), e pode ser

administrada pela via intramuscular ou subcutdnea.

Noutro aspecto ainda, € descrito um método para proteger um
animal contra uma doencga provocada pelo Virus Sincicial

Respiratério de Bovino, por administracdo de uma uUnica dose da



vacina acima, compreendendo BRSV vivo modificado e um adjuvante.

Descricdo pormenorizada da Invencao

Como aqui utilizado, "vacina viva modificada" € uma vacina
compreendendo o virus que foil alterado, tipicamente por passagem
por células de tecido em cultura, para atenuar a sua capacidade
de provocar doenca, mas que mantém a sua capacidade de proteger

contra a doenca ou infeccao guando é administrado a animais.

"Adjuvante" significa uma composicado compreendida por uma
ou mais substéncias, gue estimula a imunogenicidade e a eficacia
de BRSV quando é misturada com BRSV numa composicao de vacina.

Uma "unidade infecciosa" de BRSV & definida como sendo a
TCIDsp ou a quantidade de virus necessédria para infectar ou matar

50% das células de tecido em cultura.

A presente invencgcao também se refere a vacinas contra BRSV
que sao adequadas para uma administracdo em dose unica. As
vacinas sdo do tipo de virus vivo modificado. Isto proporciona a
vantagem de conservacgdo da imunogenicidade e/ou da eficacia do

virus, enquanto diminui a sua viruléncia.

A vacina pode ser preparada partir de culturas virais
recentemente recolhidas, por métodos gue sdo convencioinais na
técnica (veja-se o Exemplo 1 a seguir). Isto é, o virus pode ser
propagado em culturas de células de tecido, tais como
fibroblastos dipldéides humanos ou, de um modo preferido, MDBK
(de Rim de Bovino Madin-Darby), ou em outras células de bovino.

O crescimento do virus é monitorizado por técnicas convencionais



(observacdo do efeito citopatico, imunofluorescéncia ou outros
testes baseados em anticorpos) e recolhido quando se obtém um
titulo viral suficientemente elevado. As reservas virais podem
ser ailnda concentradas, ou liofilizadas, utilizando os métodos
convencionais, antes de serem incluidos na formulacgao de vacina.
Podem empregar—-se outros métodos, tais como 0s que se
descreveram em Thomas, et al., Agri-Practice, V.7 N° 5,

pags. 26-30.

As vacinas compreendem o virus vivo modificado combinado
com um ou mais estabilizadores, veiculos e adjuvantes
farmaceuticamente aceitdveis. Incluem-se nos veiculos adequados
para utilizacao soro fisioldgico, soro fisioldgico tamponado com
fosfato, Meio Minimo Essencial (MEM), ou MEM com tampdao HEPES.
Incluem-se nos estabilizadores, sem que estes se limitem a,
sacarose, gelatina, peptona, extractos proteicos digeridos, tais
como NZ-Amina ou NZ-Amina AS. Em particular, a presente invencao
refere-se a um adjuvante que aumenta a imunogenicidade do virus
vivo modificado e gque permite que uma Unica administracéo

proporcione imunidade protectora.

Incluem-se nos adjuvantes adequados o esqualano e ©
esqualeno (ou outros &leos de origem animal); copolimeros em
bloco, tais como Pluronic® (L121) Saponina; detergentes, tais
como Tween®-80; Quil® A, d&leos minerais, tails como Drakeol® ou
Marcol®, 6leos vegetais, tal como &éleo de amendoim; adjuvantes
derivados de Corynebacterium, tal como Corynebacterium parvum;
adjuvantes derivados de Propionibacterium, tal como
Propionibacterium acne; Mycobacterium bovis (Bacillus Calmette e
Guerinn, ou BCG); interleucinas, tails como a interleucina 2 e a
interleucina-12; monocinas, tais como a interleucina 1; factor

de necrose tumoral; interferdes, tal como interferdao gama;



combinacgdes, tais como saponina e hidrdéxido de aluminio ou Quil®
com hidréxido de aluminio; lipossomas; adjuvante iscom; extracto
de paredes celulares de micobactérias; glicopéptidos sintéticos,
tais como dipéptidos muramilicos ou outros derivados; Avridina;
Lipido A; sulfato de dextrano; DEAE-Dextrano ou DEAE-Dextrano
com fosfato de aluminio; carboxipolimetilenos, tal como
Carbopol®; EMA e emulsdes de copolimeros acrilicos, tais como
Neocryl® A640 (e. g., como descrito na Patente U.S. 5047238);
proteinas de vaccinia ou de virus de variola animal; adjuvantes
de particulas subvirais, tal como orbivirus; toxina da cdblera;

brometo de dimetildiocledecilaménio; ou suas misturas.

Descreve-se no exemplo 2 a seguir a formulacdo de uma

mistura adjuvante preferida.

Pode administrar—-se a vacina da presente invencao, de um
modo preferido, pela via intramuscular ou subcutdnea, ou de um
modo menos preferido, pelas vias intranasal, intraperitoneal, ou

oral.

Para uma administracdoc numa dose unica, a vacina deve
conter uma quantidade de BRSV que corresponda a cerca de 10°° a
cerca de 10°° TCIDso/mL, de um modo preferido, desde 10* a 10°
TCIDso/mL. Pode administrar—-se entre um e cinco mL, de um modo
preferido, 2 mL, a cada animal, por via intramuscular,
subcutdnea ou intraperitoneal. Pode administrar-se um a dez mL,

de um modo preferido, 2 a 5 mL, por via oral ou intranasal.

Pretende-se que o0s exemplos seguintes ilustrem mais

detalhadamente a invencdo, sem limitarem o seu ambito.



Exemplo 1: Crescimento e colheita de BRSV

D) Descricao das reservas de virus: Pode obter-se o BRSV a

partir de varias fontes facilmente acessiveis. Numa forma de
realizacdao, pode utilizar-se a estirpe 375 do BRSV. Esta estirpe
virulenta de BRSV proveio da Iowa State University, Ames, Iowa.
Considera-se e inclui-se na invengdo gqualgquer estirpe de BRSV
que seja adequada. De igual forma, os virus BHV-1, BVDV e PI-3V
estdo facilmente acessiveis. Quando sao obtidos nas formas
virulentas, estes virus podem ser atenuados, por métodos
conhecidos, para se proporcionar virus vivos modificados
adequados para utilizacao em vacinas. Os virus também podem ser
mortos por métodos convencionails, para proporcionar virus
inactivados para utilizagdo em vacinas. Sa&o bem conhecidos os
métodos de atenuacado e de inactivacdo dos virus para utilizacao
em vacinas. Sao conhecidas vacinas com virus BRSV, BHV-1, BVDV e
PI-3V modificados wvivos e/ou mortos, e estdo comercialmente
disponiveis. Ver, por exemplo, Thomas, et al., supra, e
Veterinary Pharmaceuticals & Biologicals, supra e Apéndice 2,

A-31 45.

B) Cultura de células: Foi adquirida a 1linha de células

MDBK (NBL-1), isenta de BVD, a partir da American Type Culture
Collection. Foi mantida em OptiMEM (Gibco, Grand Island, NY),
suplementado com até 10% (v/v) de soro bovino, até 0,5% de
hidrolisado de lactalbumina (JRH, Lenexa, KS), até 30 mcg/mL de
polimixina B (Pfizer, NY, NY) e neomicina (Upjohn, Kalamazoo,
MI) e com até 2,5 mcg/mL de anfotericina B (Sigma Chemical Co.,
St. Louis MO). Podem também adicionar-se piruvato de sédio,
bicarbonato de sddio, glucose, L-glutamina e cloreto de célcio,

conforme necessdrio para assegurar o crescimento das células.



Para a propagacdo do virus, suplementou-se OptiMEM, MEM de
Fagle, Meio 199 ou um meio equivalente com até 2% de soro
bovino, até 0,5% de albumina de soro bovino, até 0,5% de
hidrolisado de lactalbumina, até 30 mcg/mL de polimixina B e de
neomicina, e até 2,5 mcg/mL de anfotericina B. Podem também
adicionar-se piruvato de sdédio, bicarbonato de sdédio, glucose,
L-glutamina e <cloreto de <céalcio, conforme necessdrio para

assegurar o crescimento das células.

C) Inoculacgao de culturas: Inocularam-se culturas

individuais subconfluentes de células MDBK com BRSV, BVDV,
PI-3V ou BHV-1V, wutilizando uma multiplicidade de infeccgdes
entre 1:5 e 1:5000 unidades infecciosas por célula. Rejeitou-se
o meio de crescimento das células e substituiu-se por meio de
propagagao viral (ver acima), apés o que se adicionou
directamente o virus semente ao vaso de cultura. Mantiveram-se

as culturas infectadas com virus a 36 °C.

O crescimento viral foi determinado por exame microscdpico
do efeito citopdtico ou por coloracao com anticorpos
fluorescentes. Para o BRSV, as células infectadas evidenciaram a
formacao de sincicios e de células alongadas fusiformes, que
progrediram até toda a folha estar essencialmente envolvida de
células. Para 0 BHV-1V, as células infectadas exibiram
granulacdo citoplédsmica seguida de arredondamento e/ou aquisicéo
de forma de Dbaldao das células infectadas. Para o BVDV, as
células infectadas formaram vacuolos intracelulares,
arredondaram-se e deixaram as 4&reas circunscritas isentas de
células. As alteracdes citopaticas nas células infectadas com o
PI-3V sado semelhantes as evidenciadas pelas células infectadas

pelo BHV-1V.
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D) Colheita dos Virus: Recolheram-se os fluidos de cultura

em vasos estéreis. As diversas colheitas podem iniciar-se quando
50% da camada de células evidenciar a citopatologia
caracteristica e continuar até gque 100% das células estejam
afectadas. Os fluidos virais podem ser clarificados ou nao por
centrifugacgao. Armazenam-se os fluidos virais a -50 °C ou a uma

temperatura inferior, ou liofilizam-se e armazenam-se entre 2 e

8 °C.

Para a preparagao de uma vacina final, as reservas de
virus, isolados ou em combinacéo, sdao misturados com um
adjuvante.

Quando se utilizam reservas virais liquidas, misturam-se
19 partes de reserva viral com uma parte de adjuvante, de um
modo preferido, o adjuvante do Exemplo 2. Quando se utilizam
reservas virais liofilizadas, prepara-se uma solugdo diluida a
5% (v/v) de adjuvante em soro fisioldgico (mistura-se 1 parte de
adjuvante com 19 partes de soro fisioldgico). Reconstitui-se a
reserva viral liofilizada (reidratada) com o adjuvante diluido,
para se formar a composigao final da vacina. Pode adicionar-se
timerisol a formulacdao final, a uma concentracdo final de

1:10000.

Exemplo 2: Formulacdo de uma reserva de adjuvante preferido

Preparou-se um adjuvante preferido para wutilizacao na

presente invencdo, de acordo com a seguinte formulagao:
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copolimero em blocos de polioxipropileno-
polioxietileno (e. g., Pluronic® L1121,
BASF, Parsippany, NJ) 20 mL

esqualano (e. g., Kodak, Rochester, NY) 40 mL

mono-oleato de polioxietileno-sorbitano

(e. g., Tween®-80, Sigma Chemical,
St. Louis, MO) 2 mL
solucao de sal tamponizada (e. g.,
Solucao D-V PAS, isenta de Ca e Mg) 936, 8 mL

Misturam-se os 1ingredientes e homogeniza-se até se formar
uma massa ou uma emulsdo estdvel. Antes da homogeneizagdo, podem
esterilizar—-se num autoclave os ingredientes ou a mistura. Pode
esterilizar—-se ainda a emulsdo por filtracdo. Pode adicionar-se
formalina até uma concentracao final de 0,2%. Pode adicionar-se

timerosal a uma diluicdo final de 1:10000.

Exemplo 3: Melhoramento de uma Vacina de BRSV Modificado

Vivo

Para este estudo, prepararam-se duas vacinas de BRSV, uma
que continha e outra que nao continha a mistura adjuvante
descrita no Exemplo 2. A vacina sem adjuvante continha 2,52 log
de unidades infecciosas de BRSV por 2 mL, enquanto a vacina que
continha adjuvante continha 2,96 log de unidades infecciosas de

BRSV por 2 mL e 5% de adjuvante (v/v).
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Administrou-se a cada um dos elementos de um conjunto de
vinte bovinos uma dose de 2 mL de vacina sem adjuvante, dez por
via intramuscular e dez por via subcuténea. Administrou-se a
outros cinco bovinos uma dose de 2 mL da vacina contendo
adjuvante. Repetiram-se todas as vacinagdes passados 21 dias.
Obtiveram-se amostras de soro no sexto dia apds a segunda
vacinacdo, e testaram-se quanto a presenca de anticorpos de
neutralizagcao anti-BRSV no soro. Descreve-se no Exemplo 4 o

ensaio de determinacdo de anticorpos de neutralizacdo no soro.

Os resultados deste estudo indicaram que 4 dos 5 vitelos
inoculados com a vacina de BRSV contendo adjuvante mostravam
evidéncia de anticorpos anti-BRSV (seroconversdao), enguanto
nenhum dos animais inoculados com a vacina de BRSV isenta de
inoculante demonstrou evidéncia de anticorpos. Isto indica que o
adjuvante descrito no Exemplo 2 tem a propriedade de aumentar a

imunogenicidade das vacinas com BRSV modificado vivo.

Exemplo 4: Administracdo de uma Dose Unica de Vacina de

BRSV Melhorada

Foi efectuado o seguinte ensaio de vacinagdo e desafio para
se determinar se uma Unica 1munizacdo com vacina de Virus
Sincicial Respiratdrio de Bovino modificado vivo (BRSV)
formulado com um adjuvante induzia imunidade protectora em gado.
Em segundo lugar, concebeu-se o estudo para se determinar se
haveria interferéncia na inducdo da imunidade protectora contra
0 BRSV quando se procedesse a administracdo em simultédneo de
Virus de Diarreia Viral Bovina (BVDV) modificado wvivo, virus
herpes bovino do Tipo 1 (BHV-1 ou IBRV) e Virus de Parainfluenza

Bovina (PI3).
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A) Vacinas Experimentais: Foi cultivado o Virus Sincicial

Respiratdério de Bovino modificado wvivo (BRSV), em cinco
passagens apds a sementeira de partida, em células de Rim Bovino
Madin Darby (MDBK), a passagem 20 da reserva inicial de células.
Em resumo, cultivaram-se células MDBK em frascos rotativos de
850 cm’, a uma densidade de 3 x 10’ células por frasco rotativo,
em Meio Minimo Essencial (MEM) contendo 5% de soro bovino, 0,5%
de LAH e 30 pg/mL de Gentamicina. Deixaram-se crescer as células
a 37 °C durante 2 dias antes de se infectarem com virus.
Decantou-se o meio dos frascos rotativos e adicionou-se-lhes
virus a uma Multiplicidade de 1Infeccdo de 1:600 em 100 mL de
meio de propagacgao de virus por frasco (MEM contendo 2% de soro
bovino, 0,5% de LAH e 30 pg/mL de Gentamicina). Sete dias depois
da infeccao, estava presente 100% de citopatologia e
recolheram-se os fluidos sobrenadantes. Estabilizou-se o virus
com 25% (v/v) de estabilizador SGGK3 e liofilizou-se. No dia da
vacinagdo, reconstituiu-se o virus liofilizado com 5% (v/v) de
adjuvante diluido em diluente salino (Ver Exemplo 2) .
Combinou-se o wvirus BRSV reconstituido com wvirus PI3, BVDV e
BHV-I. Determinou-se o titulo de cada componente da vacina por

titulacdo em replicado, no dia da vacinacgao.

B) Animais Experimentais Utilizados: Utilizou-se um total

de 30 bovinos para este estudo. Estes bovinos eram susceptiveis
ao BRSV, como indicado por um titulo de anticorpos
neutralizantes no soro (SN) < 2 no dia da vacinacao, para oS
animais de teste e no dia da infecgdo para os controlos.
Alojaram-se o0s animais ao ar livre com acesso a um abrigo com
trés paredes, aberto a sul. Alojaram-se os controlos em separado
dos animais vacinados antes da infecc¢do, para evitar uma
exposigcao ao virus da vacina. Foi-lhes disponibilizada uma racéo

completa ao dia, palha e agua foram fornecidos ad libitum.
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C) Vacinagao: Administrou-se uma vez a cada animal a
vacinar um volume de dois mL da wvacina de combinacao.
Vacinaram-se vinte (20) animais (dez por via subcutédnea e dez

por via intramuscular) e nado se vacinaram os dez animais

restantes que serviram de controlos de desafio.

D) Desafio Experimental: Desafiaram-se o0s animais com

virus BRSV virulento catorze dias a seguir a vacinacéo.

Administrou-se um minimo de 10°’ TCIDsy de virus BRSV virulento a

cada vitelo, por desafio com aerossol, em trés dias
consecutivos.
E) Observacgdes Clinicas: Observaram-se 0s animais

diariamente -2 a 14 dias apdés o desafio, para sinais clinicos de
doenca e de febre (temperatura rectal). Observaram-se os bovinos
para detectar sinais de infeccdao com BRSV, incluindo mas nao se
limitando a, descargas nasais e oculares, conjuntivite, tosse,
dispneia, anorexia e depressao. Registou-se diariamente a

temperatura rectal durante o periodo de observacgao.

F) Ensaios:

1. Ensaio de Anticorpos Neutralizantes no Soro (SN)

Misturaram-se diluigbdes em série de soro termicamente
inactivado com volumes iguais de suspensdes virais, num teste de
neutralizacdo de virus a soro constante, wutilizando 100 a
500 TCIDsq de BRSV. Incubou-se durante 1 hora a 37 °C a mistura
de virus e soro, e depois inoculou-se em células VERO em placas
de microtitulagdo com 96 pocgos. A presenca dos titulos em

anticorpos SN foi indicada ©pela auséncia de virus, como
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detectado pelo efeito citopatico. Para a determinacdo dos
titulos de anticorpos SN, calcularam-se os pontos finais de 50%

de neutralizacdo de acordo com o método de Reed e Muench.

2. Titulacdo de Virus na Diluigdo Final da Vacina

Determinou-se o titulo de virus BRSV em vacina por
titulagcao em replicado no dia da vacina. Em resumo, combinou-se
a vacina de combinacado com antissoros neutralizantes adequados.
Incubaram-se as misturas da vacina com antissoros a 37 °C
durante entre 45 e 60 minutos. Fizeram-se diluic¢cdes em série da
vacina e dos antissoros e 1inocularam-se em células VERO. A
presenca de virus foi indicada pela ©presenca de efeito
citopatico e confirmada por imunofluorescéncia especifica (FA).
Calculou-se o titulo do virus em cada réplica pelo método de
Reed e Muench. O titulo médio da fraccgdo de BRSV da vacina foi

de 10°* TCIDsy por dose.

3. Titulacdo do Virus do desafio

A diluigcdo do BRSV do desafio foi diluida em série, e
inoculou-se em células MDBK em placas de microtitulacgcdao com
96 pogos. A presenca de virus foi indicada pela presenca de
efeito citopdtico e confirmada por imunofluorescéncia especifica

tal como se descreveu para o isolamento do virus.

Para interpretar 0s resultados, atribuiram-se

classificagdes clinicas tal como se segue:
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Sinal Clinico

Descarga Nasal

Grave serosa

Ligeira

mucopurulenta

Moderada

mucopurulenta

Grave

mucopurulenta

Descarga Ocular

Grave serosa

Ligeira
mucopurulenta
Moderada
mucopurulenta
Grave
mucopurulenta

Conjuntivite

Tosse

Dispneia

Anorexia

Hiperemia e enrubescimento da

mucosa nasal

Febre

(tem que ser

1 °F acima da linha

103,5 a 103,9
104,0 a 104,09
105,0 a 105,9

2106,0 °F

pelo menos
de base)
°F

°F

°F
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Considerou-se que era normal uma descarga serosa ligeira,
nasal ou ocular, para gado alojado ao ar livre. Considerou-se a
febre significativa apenas quando era, pelo menos, de um grau
superior a temperatura de linha de base do corpo. Determinou-se
a temperatura de linha de base do corpo como sendo a média das
temperaturas do corpo para cada animal, no dia antes e no dia do

desafio.

As classificagdes clinicas totais para cada animal foram
obtidas por soma total. Compararam-se as classificacgdes clinicas
dos animais vacinados e dos de controlo pelo método de Andlise

da Soma por Graus de Mann Whitney.

Observaram-se sinais <clinicos da doenga nos animais de
controlo, a partir do dia 5 e até ao dia 10 apds o desafio
(Tabela 1). Observou-se que todos 0S controlos (100%)
apresentavam sinais de doenca respiratdria em diversos dias. Os
sinais especificos de doenca respiratdéria incluiam descarga
nasal serosa grave (descarga pingando de facto das narinas),
descarga nasal mucopurulenta, descarga ocular e tosse. A
classificagao clinica média para os vitelos de controlo foi

de 3,7.

Em comparacao, os sintomas respiratérios eram muito menos
comuns nos animais vacinados. S6 40% dos animais vacinados
apresentavam quaisquer sinais de doenga respiratdéria e sd dois
(10%) apresentavam sinais clinicos em diversos dias. A
classificacdo clinica média para o grupo vacinado foi de 1,0.
Verificou-se existir wuma diminuicado significativa da doenca
clinica nos animais wvacinados, em comparacao com os do grupo de
controlo, por uma Andlise de Soma por Graus de Mann Whitney

(p<0,05).
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Estes dados mostram gque a administracdao de uma uUnica dose
de vacina de virus BRSV vivo modificado adjuvantado, de acordo
com a invencédo, proporciona proteccdo contra um desafio com BRSV
virulento. Este método de vacinacdao é eficaz, mesmo quando sao

co—administradas outras vacinas com a vacina BRSV.

Desta forma, a 1invencdo refere-se a uma composicadao de
vacina para imunizar um animal contra uma infeccdo por Virus
Sincicial Respiratério de bovino (BRSV). A vacina inclui um
virus BRS modificado vivo, um adjuvante e um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel, de tal forma que a combinacéo
proporciona imunidade contra uma infeccdo por BRSV apds uma
Unica administracdo, e origina uma resposta imune especifica
contra o BRSV gque ¢é seleccionada entre imunidade mediada por

células e imunidade local (IgA segregada).

A imunidade mediada por células inclui estimulacao das
Células T Auxiliares, das Células T Assassinas e das Células T
de Hipersensibilidade Prolongada, bem como a estimulacao de
produgao de macréfagos, monécitos e outras linfocinas e
interferdo. A presenca de imunidade mediada por células pode ser
determinada por testes convencionais in vitro e in vivo. A
imunidade local, tal como a da IgA segregada, pode ser
determinada por testes de ELISA ou IFA convencionails que
demonstram um titulo de anticorpos neutralizantes no soro, de
1-2 ou maior. De acordo com a invencado, as consequéncias da
imunidade mediada por células ou da imunidade 1local séo

especificas, ou associadas ao BRSV.

Lisboa, 1 de Outubro de 2013

19



REIVINDICACOES

Composicdo de wvacina para utilizacdo na imunizacao de um
animal contra a infeccdo pelo Virus Sincicial Respiratdrio

de Bovino (BRSV) compreendendo:

um Virus BRS modificado vivo, um adjuvante compreendendo um
copolimero em bloco e um oéleo metabolizdvel e um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel, em que a composicdo de vacina
contém de 107° a 10°° TCIDso/mL de BRSV e ¢é administrada

como uma dose Unica.

Composicao da reivindicacao 1, em que o adjuvante
compreende um copolimero em bloco de polioxipropileno-

polioxietileno e um hidrocarboneto terpeno insaturado.

Composicado da reivindicacado 2, em que o hidrocarboneto
terpeno insaturado é um de esqualeno e esqualano, € O
copolimero possul um componente de polioxipropileno com um
peso molecular médio de cerca de 3250 a 4000 e o componente
de polioxietileno compreende cerca de 10-20% da molécula

total.

Composicao de qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 3, em que
o0 copolimero estd presente numa concentracdo final de cerca
de 0,01 a 1% (v/v) e o componente hidrocarboneto esta
presente numa concentracdao final de <cerca de 0,02 a

2% (v/Vv).

Composicao de qualgquer uma das reivindicacgdes 1 a 4, em que

o adjuvante compreende adicionalmente um tensioactivo.



Composicao de qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 5, em que
o0 adjuvante compreende também um tensiocactivo presente numa

concentracdo final de cerca de 0,0015 a 0,20% (v/v).

Composicado de gqualguer uma das reivindicagdes 5 ou 6, em
que o tensiocactivo é um mono-oleato de

polioxietilenossorbitano.

Composicéao de qualquer das reivindicacdes 1 a 7,
compreendendo ainda o Virus da Rinotraqueite Bovina
(BHV-IV), Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) e Virus

Parainfluenza 3 (PI-3V).

Composicdo de qualquer uma das reivindicagdes 1 a 8, em que

a composicao é administrada intramuscularmente,
subcutaneamente, intraperitonealmente, oralmente ou
intranasalmente.

Lisboa, 1 de Outubro de 2013
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