Republica Federativa do Brasil
hitie do 7 .

(RPI 2110)

@ o Coméroin Extarior
h Py

Intitutes b

21 Pl0616328-9 A2

(22) Data de Depésito: 25/09/2006
(43) Data da Publicacao: 14/06/2011

* B RPIOG® 1632 8A2*%

(51) Int.CI.:
A61K 39/145 2006.01
A61P 31/16 2006.01

(54) Titulo: VACINAS E METODOS PARA TRATAR
INFLUENZA CANINO

(30) Prioridade Unionista: 07/10/2005 US 60/724.827
(73) Titular(es): PFIZER PRODUCTS INC.

(72) Inventor(es): HANS ANTHONY DRAAYER, MICHAEL JOHN
HEUTHER , SHELLY LYNN SHIELDS

(74) Procurador(es): Alexandre Ferreira
(86) Pedido Internacional: PCT 182006002741 de 25/09/2006

(87) Publicacao Internacional: wo 2007/042884de 19/04/2007

(57) Resumo: VACINAS E METODOS PARA TRATAR
INFLUENZA CANINO. A presente invengéo se refere ao fornecimento
de novas vacinas e tratamentos para as doengas relacionadas com o
virus influenza canino. Ela revela antigenos virais de influenza e
métodos de apresentagéo desses antigenos a caninos, especialmente
cachorros. Ele se refere a vacinas atenuadas e mortas. A presente
invengdo se refere a virus influ- enza canino e eqUino
experimentalmente gerados. A invengao também inclui influenza A,
incluindo H3, N8, H3N8, H7N7 e virus os quais contém pelo menos um
segmento de genoma de um virus influenza canino ou eqUino. A
presente invengdo também se refere ao uso desses virus em
composi¢des terapéuticas para proteger caninos, cachorros em
particular, de doengas causadas por virus influenza.
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“WACINAS E METODOS PARA TRATAR INFLUENZA CANINO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo se refere a proporcionar novas
vacinas e tratamentos para as doengas relacionadas com o vi-
rus influenza canino. Ela revela antigenos virais de influ-
enza e métodos de apresentacdo desses antigenos para cani-
nos, especialmente cachorros. Ela se refere a vacinas atenu-
adas e mortas. A presente invencgdo se refere a vacinas e vi-
rus influenza de canino e egiiino experimentalmente gerados;
A invencdo também inclui virus A, H3, N8, H3N8 e H7N7 os
gquais contém pelo menos um segmento de genoma de um virus
influenza de canino ou eqiiino. A presente invencdo também se
refere ao uso desses virus nas composi¢des terapéuticas para
proteger caninos, cachorros em particular, de doencas causa-
das pelos virus de influenza.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

Virus de influenza eqiiino foi reconhecido como um
patdgeno fespiratério principal em cavalos desde cerca de
1956. Sintomas de doenca causados por virus de influenza e-
giiinos podem ser severos, e sdo geralmente seguidos por in-
feccdes bacterianas secundarias. Dois subtipos de virus de
influenza eqiino sdo reconhecidos, a saber o subtipo 1, o
protétipo sendo A/Egiiino/Praga/l1/56 (H7N7) e o subtipo 2, ©
protétipo sendo A/Eqiino/Miami/1/63 (H3N8). Presentemente, o
subtipo de virus recombinante é o subtipo 2, a variedade
H3N8. Acredita-se agora que essa variedade pode estar infec-
tando caninos e ela pode ser tdo virulenta com taxas de fa-

talidade de caninos reportadas em alguns casos tao altas
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quanto 36%. E possivel que uma transferéncia interespécie do
virus influenza eqiino completou ou de uma porgdo dele para
o cachorro tenha resultado num novo virus influenza canino
éspecifico associado com a doenga respiratéria aguda. Ver
Transmission of Equine Influenza to Dogs (P.C. Crawford et
al., Science 310, 482 - 485 (2005). Existe uma clara e con-
vincente necessidade por um vacina eficaz para tratar e pre¥
venir esse novo influenza canino.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1 mostra reag¢des do sitio de injecdao médias
geométricas de cachorros vacinados com Vacinas de Antigeno
de Eqiiino. Figura 2 mostra a consolidag¢do do pulmdo porcen=-
tual média em animais vacinados com Vacinas do Virus Influ-
enza de Eqliino e desafiados com o Virus Influenza Canino.

RESUMO DA INVENGCAO

A presente invencdo proporciona para antigenos de
influenza canina e eqiiina, vacinas e métodos de uso daquelas
vacinas para tratar caninos, especialmente cachorros, de in-
feccdes, doencas e sintomas causados por influenza canina. A
invengdo ainda proporciona composicgdes terapéuticas para
proteger um animal contra a doenga causada pelo virus influ-
enza. Métodos para fazer as vacinas e métodos de tratamento
dos animais sd@3o aqui descritos. Os antigenos dessa invencgéao
podem ser qualquer tipo de virus de influenza identificado,
de qualquer péssaro ou mamifero, incluindo mas sem se limi-
tar a influenza com o subtipo antigénico H3N8 ou mais comu-
mente referido como a variedade H3N8. O influenza pode ser

de origem mamifera, incluindo mas sem se limitar a origem
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suina, avidria, eqiiina ou canina. Virus de influenza canino
e eqliino e antigenos relacionados sdo preferidos. Variedades
com as proteinas designadas H3 ou N8 sdo reveladas. Varieda-
des com ambos os H3N8 sdo preferidas. Variedades com as pro-
teinas designadas H7N7 s&o também reveladas.

A concentracdo de antigeno e a produgdao de vacinas
sdo descritas. Meio de cultura de células e o creséimento
viral sdo descritos. A preparacgdo de vacina de virus atenua-
do, morto ou inativado, assim como adjuvante de vacina, for-
mulacdes, formas e veiculos, dosagens, vias de administracgéao
e ensaios sdo todos descritos.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGCAO

DEFINICOES E ABREVIACOES

As definicdes abaixo de aplicam a essa descoberta,
palavras ndo definidas tém o significado comumente usado por
uma pessoa versada na técnica.

“Cerca de” quando usado Jjuntamente com uma varia-
vel numérica mensurdvel, se refere ao valor indicado da va-
ridvel e a todos os valores da variavel que estejam dentro
do erro experimental do valor indicado (por exemplo, dentro
dos 95% de intervalo de confiangca para a média) ou dentro
dos 10 por cento do valor indicado, o que for maior.

“Imunidade ativa” inclui tanto a imunidade humoral
e/ou a imunidade mediada por célula num cachorro.

“Anticorpo” se refere a uma molécula de imunoglo-
bulina que pode se.ligar a um antigeno especifico como © re-
sultado de uma resposta imune aquele antigeno. Imunoglobuli-

nas sdo proteinas do soro compostas de cadeias de polipepti-
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deo “leve” e “pesada” com regides “constantes” e variaveis”
e sdo divididas em classes (por exemplo, IgA, IgD, IgE, IgG
e IgM) baseando-se na composicdo das regides constantes. Um
anticorpo que é “especifico” para um dado antigeno indica
que as regides varidveis do anticorpo reconhecem e se ligam
a um antigeno especifico exclusivamente. Anticorpos podem
ser uma mistura policlonal ou monoclonal. Anticorpos podem
ser imunoglobulinas intactas derivadas de fontes naturais ou
de fontes recombinantes, ou podem ser por¢des imunorreativas
de imunoglobulinas intactas. Anticorpos podem existir numa
variedade de formas incluindo, por exemplo, como Fv, Fab’,
F(ab’),, assim como em cadeias individuais.

“Antigeno” ou “imundégeno” se refere a uma molécula
gque contém um ou mais epitopos (linear, conformacional ou
ambos) que na exposicdo a um individuo irdo induzir uma res-
posta imune que é especifica para aquele antigeno. Um epito-
po é o sitio especifico do antigeno o qual se liéa a um re-
ceptor de células T ou ahticorpo especifico, e tipicamente
compreende cerca de 3 residuos de aminoacidos até cerca de
20 residuos de aminoadcidos. O termo antigeno se refere a su-
bunidades antigeno - antigeno separadas e discretas de um
organismo como um todo com as gquais o antigeno esta associa-
do na natureza - assim como bactérias, virus, fungos, para-
sitas ou outros micrébios mortos, atenuados ou inativados. O
termo antigeno também se refere a anticorpos, tais como an-
ticorpos antiidiotipo ou fragmentos seus, e a mimbétopos de
peptideo sintético que podem mimetizar um antigeno ou deter-

minante antigénico (epitopo). O termo antigeno também se re-
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fere a um oligonucleotideo ou polinucleotideo que expressa
um antigeno ou determinante antigénico in vivo, tal como em
aplicagdes de imunizagdo de DNA.

“Antigenicidade” se refere a capacidade de uma
proteina ou polipeptideo de ser imunoespecificamente ligado
por um anticorpo promovido contra a proteina ou polipepti-
deo.

“Canino” inclui o qual é comumente chamado de ca-
chorro, mas inclui outros membros da familia Canidae.

“Resposta imune celular” - ver Resposta Imune.

“Animal de companhia”, conforme aqui utilizado, se
refere a qualquer animal n&do-humano em cativeiro considerado
como sendo um animal de estimacdo. Esses podem incluir, mas
ndo estdo restritos, a Cachorros, gatos, cavalos, ovelhas,
coelhos, macacos e roedores, incluindo camundongos, ratos,
hamsters, gerbos e furdes.

“Eqiino” inclui o que é comumente chamado de cava-
lo, mas inclui outros membros da familia Egquidae.

“Excipiente” se refere a qualquer componente de
uma vacina que ndo é um antigeno.

“Primeira vacina”, “segunda vacina”, “terceira va-
cina” e semelhantes de referem a vacinas separadamente admi-
nistrdveis, as quais podem ser a mesma ou diferentes, e as
quais em geral podem ser administradas em qualquer ordem.
De§sa forma, uma terceira vacina pode ser administrada a um
individuo antes ou depois de uma segunda vacina.

“Heterdlogo”, quando usado aqui, significa deriva-

do de um diferente virus, espécie ou variedade.
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“Homologia”, “hombélogo” e semelhantes, quando aqui
utilizados, significa o grau de identidade compartilhado en-
tre seqiiéncias de polinucleotideo e de polipeptideo.

“Hombélogo”, quando usado em referéncia a um virus,
espécie significa a mesma espécie ou variedade viral.

“Célula hospedeira”, quando usada aqui, significa
uma bactéria ou célula eucariétiéa, incluindo de mamifero,
ave ou inseto que abrigue um plasmideo, virus ou outro ve-
tor.

“Resposta imune humoral” - ver Resposta Imune.

“Hibridoma” - ver Anticorpo Monoclonal

“Resposta imune” num individuo se refere ao desen-
volvimento de uma resposta imune humoral, de uma resposta
imune celular ou de uma resposta imune humoral e celular pa-
ra um antigeno. Uma “resposta imune humoral” se refere a uma
que é mediada por anticorpos. Uma “reposta imune celular” e
uma mediada por linfécitos T ou outros linfécitos ou ambos,
e inclui a produgao de citocinas, quimiocinas e moléculas
similares produzidas por células T ativadas, linfécitos ou
ambos. Respostas imunes podem ser determinadas usando imuno-
ensaios padrdes e ensaios de neutralizagao, o0s quais sdo co-
nhecidos na técnica.

“Imunogenicidade” se refere a capacidade de uma
proteina ou polipeptideo de eliciar uma resposta imune dire-
cionada especificamente contra uma bactéria ou virus que
causa a doencga identificada.

“Quantidade imunologicamente protetora” ou “quan-

tidade eficaz para produzir uma resposta imune” de um anti-
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geno & uma quantidade eficaz para induzir uma resposta imu-
nogénica no receptor que seja adequada para prevenir ou me-
lhorar sinais ou sintomas da doenca, incluindo efeitos de
saude adversos ou suas complicagdes. Seja a imunidade humo-
ral ou a mediada por células ou ambas podem ser induzidas. A
resposta imunogénica de um animal a uma composigao de vacina
pode ser avaliada, por exemplo, indiretamente através da me-
dicdo de titulos de anticorpo, de ensaios de proliferacao de
linfécitos, ou diretamente através de sinais de monitoramen-
to e sintomas depois do desafio com a variedade do tipo sel-
vagem. A imunidade protetora conferida por uma vacina pode
ser avaliada pela medicdo, por exemplo, reducdo em sinais
clinicos tais como mortalidade, morbidez, numero de tempera-
tura e condicdo fisica geral e saude geral e desempenho do
individuo. A resposta imune pode compreender, sem limitacao,
a inducdo de imunidade celular e/ou humoral. A quantidade de
uma vacina que é terapeuticamente eficaz pode variar depen-
dendo do virus particular usado, ou da condigcdo do animal
sendo vacinado, e pode ser determinada por um clinico vete-
rindrio. |

Administracdo “intranasal” se refere a introdugao
de uma substancia, tal como uma vacina, no corpo de um indi-
viduo através ou por meio do nariz e envolve o transporte da
substéncia primariamente através da mucosa nasal.

“Isolado”, quando usado aqui, significa removido
de seu ambiente de ocorréncia natural, seja sozinho ou numa
célula hospedeira heterdloga, ou cromossomo ou vetor (por

exemplo, plasmideo, fago, etc.). “Bactéria isolada”, “bacté-
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ria anaerdbica isolada”, “variedade bacteriana isolada”,
“virus isolado”, “variedade viral isolada” e semelhantes se
refere a uma composicdo na qual a bactéria ou virus sdao
substancialmente livres de outros microrganismos, por exem-
plo, numa cultura, de forma que quando separado de seu ambi-
ente de ocorréncia natural. “Isolado”, quando usado para
descrever qualquer substancia particularmente definida, tal
como um polinucleotideo ou um polipeptideo, se refere a
substancia que ¢é separada do ambiente celular original no
qual a substdncia, tal como um polipeptideo ou acido nucléi-
co, é normalmente encontrada. Conforme usada aqui entdo, so-
mente a titulo de exemplo, uma linhagem celular recombinante
construida com um polinucleotideo da invengdo faz uso do a-
cido nucléico “isolado”. Alternativamente, se uma proteina
particular ou um fragmento imunogénico especifico & reivin-
dicado ou usado como uma vacina, poderia ser considerado ser
isolado porque ele foi identificado, separado e, até alguma
extensdo, purificado em comparagdo com como ele pode existir
na natureza. Se a proteina ou um fragmento imunogénico espe-
cifico seu é produzido num vetor de expressdo eucaridtico ou
bacteriano recombinante que produz o antigeno, ela é consi-
derada como existindo como uma proteina ou 4&cido nucléico
isolado. Exemplo, uma linhagem celular recombinante constru-
ida com um polinucleotideo faz uso de um &cido nucléico “i-
solado”.

“Adjuvante metabolizavel” - Adjuvantes consistindo
de componentes que sdo capazes de serem metabolizados pelas

espécies alvo, tails como adjuvantes baseados em Oleo. Um ad-
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juvante metabolizavel pode ser um 6leo metabolizavel. Oleoé
metabolizdveis sdo gorduras e Oleos que ocorrem tipicamente
em plantas e animais e geralmente consistem amplamente de
misturas de triacilglicerdis, também conhecidas como trigli-
cerideos ou gorduras neutras. Essas substdncias ndo-polares
insoluveis em &gua sdo triésteres do &cido graxo do glice-
rol. Triacilgliceréis diferem de acordo com a identidade e
colocacdo de seus trés residuos de acido graxo. Comparar com
“adjuvante ndo-metabolizavel”.

“Adjuvante ndo-metabolizavel” - Adjuvantes consis-
tindo de componentes que ndo podem ser metabolizados pelo
corpo do individuo animal ao qual a emulsdo é administrada.
Oleos ndo-metabolizaveis adequados para uso nas emulsdes da
presente invencdo incluem alcanos, alquenos, alquinos e seus
correspondentes acidos e alcodis, os seus éteres e ésteres e
suas misturas. Preferivelmente, os compostos individuais do
bleo »séo compostos de hidrocarboneto leves, isto €&, tais
componentes tem de 6 a 30 atomos de carbono. O 6leo pode ser
sinteticamente preparado ou purificado a partir de produtos
de petrdleo. Oleos ndo-metabolizdveis preferidos para uso
nas emulsdes da presente invengéo incluem éleo mineral, &éleo
de parafina e cicloparafinas, por exemplo. O termo “6leo mi-
neral” se refere a um 6leo adjuvante ndo-metabolizavel que é
uma mistura de hidrocarbonetos liquidos obtidos de petrolato
através de uma técnica de destilacdo. O termo é sindnimo com
“parafina liquefeita”, “petrolato liquido” e "“6leo mineral
branco”. O termo é também tencionado para incluir "“6éleo mi-

neral leve”, isto é, dleo o qual é similarmente obtido por
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destilacdo do petrolato, mas o qual tem uma gravidadé espe-
cifica levemente mais baixa do que o 6leo mineral branco.
Ver, por exemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18°?
edicdo (Easton, Pa.: Mack Publishing Company, 1990, nas pa-
ginas 788 e 1323). Oleo mineral pode ser obtido a partir de
varias fontes comerciais, por exemplo, J.T. Baker (Phillips-
burg, PA), USB Corporation (Cleveland, OH). Oleo mineral
preferido é o 6leo mineral leve comercialmente disponivel
sob o nome DRAKEOL®.

“Anticorpo monoclonal” se refere aos anticorpos
produzidos numa linhagem individual de células de hibridéma,
todas direcionadas para um epitopo ou um antigeno particu-
lar. O antigeno usado para fazer o anticorpo monoclonal pode
ser fornecido como uma proteina isolada do patdgeno ou o pa-
tégeno inteiro. Um “hibridoma” é uma linhagem celular clonal
que consiste de células hibridas formadas pela fusdo de uma
célula de mieloma e de uma célula produtora de anticorpos
especifica. Em geral, anticorpos monoclonais séo de origem
de camundongo; entretanto, anticorpo monoclonal também se
refere a uma populacdo clonal de um anticorpo feito contra
um epitopo particular de um antigeno produzido por uma tec-
nologia de exibicdo de fago ou método que seja equivalente
com a exibicdo de fago ou células hibridas de origem que ndao
seja de camundongo.

“N-dias” ou “M-dias” apdés um evento se refere,

respectivamente, a qualquer tempo no N° ou M° dia depois do

evento. Por exemplo, a vacinag¢do de um individuo com uma se-

gunda vacina 14 dias apds a administragdo de uma primeira
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vacina significa que a segunda vacina é administrada em
qualquer momento no 14° dia depois da primeira vacina.

“ORF” indica “estrutura de leitura aberta”, isto
é, a regido codificadora de um gene.

Administracdo “oral” ou “peroral” se refere a in-
troducdo de uma substéncia, tal como uma vacina, no corpo de
um individuo através ou por meio da boca e envolve a deglu-
ticdo ou transporte através da mucosa oral (por exemplo, ab-
sorgcdo sublingual ou bucal) ou ambas. Intra-traqueal €& tam-
bém uma administracdo oral ou peroral.

Administracdo “oronasal” se refere a .introdugéo
de uma substancia, tal como uma vacina, no corpo de um indi-
viduo através ou por meio do nariz e da boca, conforme.pode—
ria ocorrer, por exemplo, pela colocagdo de uma ou mais go-
tas no nariz. Administracdo oronasal envolve o transporte
dos processos associados com a administracdo oral e intrana-
sal.

“Administragéo parenteral” se refere a introducdo
de uma substancia, tal como uma vacina, no corpo de um indi-
viduo através ou por meio de uma via que ndo inclui o trato
digestivo. Administragdo parenteral inclui administracgao
subcuténea, administracao intramuscular, administracéao
transcutdnea, administracdo intradérmica administragéo peri-
toneal, administracdo intra-ocular e administracdo intrave-
nosa. Para os propdsitos dessa descoberta, a administracao
parenteral exclui as vias de administrag¢do que primariamente
envolvem o transporte da substédncia através do tecido da mu-

cosa na boca, nariz, traquéia e pulmdes.
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“Farmaceuticamente aceitavel” ée refere as subs-
tancias, as quais estdo dentro do escopo do perfeito julga-
mento médico, adequadas para o uso em contato com os tecidos
dos individuos sem toxicidade inadequada, irritag¢dao, respos-
ta alérgica e semelhantes, comensuradas com uma proporg¢ao de
beneficio-para-risco razoavel, e eficaz para 0s seus UsOs
tencionados.

“Veiculo farmaceuticamente aceitavel” se refeie a
um meio carreador que ndo interfere com a eficacia da ativi-
dade bioldgica do ingrediente ativo e ndo é téxico ao indi-
viduo ao qual ele é administrado. |

“Anticorpo policlonal” se refere a uma populacgao
misturada de anticorpos feitos contra um patégené ou antige-
no particular. Em geral, a populagéo contém uma variedade de
grupos de anticorpo, cada grupo direcionado para um epitopo
particular do patégeno ou antigeno. Para fazer anticorpos
policlonais, o patdégeno inteiro ou um antigeno isolado € in-
troduzido por inoculag¢do ou infecgdo num hospedeiro que in-
clui o hospedeiro para fazer anticorpoé contra o patdgeno ou
antigeno.

“Prevenindo infeccdo” significa prevenir ou inibir
a replicacdo da bactéria ou virus o qual causa a doenga i-
dentificada, para inibir a transmissdo da bactéria ou virus,
ou para prevenir a bactéria ou virus de se estabelecer no
seu hospedeiro, ou para aliviar os sintomas da doenga causa-
da pela infeccdo. O tratamento é considerado terapéutico se
ele for uma reducdo na carga bacteriana ou viral.

“Protecdo”, “protegendo” e semelhantes, conforme
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aqui utilizado em relagdo a uma vacina, significa que a va-
cina previne ou reduz os sintomas da doenga causada por um
organismo a partir do qual o(s) antigeno(s) usado(s) na va-
cina é/sdo derivados. Os termos “protecdo” e “protegendo” e
semelhantes também significam que a vacina pode ser usada
para “tratar” a doenga ou um ou mais sintomas da doenga que
j& existe num individuo.

Administracdo “respiratdéria” se refere a introdu-
cdo de uma substédncia, tal como uma vacina, no corpo de um
individuo através ou por meio da inalacdo de uma substéncia
nebulizada (atomizada). Na administraééo respiratdéria, o me-
canismo de transporte primdrio envolve a absorgdo da subs-
tdncia atomizada através da mucosa na traduéia, brénquio e
pulmdes e ¢é, conseqientemente, diferente da administracao
intranasal ou peroral.

“Especifico para”, quando usado para descrever an-
ticorpos da invencdo, indica que as regides variaveis dos
anticorpos da invengdo reconhecem e se ligam exclusivamente
a uma variedade H3N8 especifica (isto é, sdo capazes de dis-
tinguir uma proteina H3N8 particular de outras proteinas co-
nhecidas em virtude de diferencas mensurdveis na afinidade
de ligacdo, independentemente da existéncia de identidade de
seqiiéncia, homologia ou similaridade 1localizada entre as
proteinas H3N8 e tais polipeptideos). Sera entendido que an-
ticorpos especificos também podem interagir com outras pro-
teinas (ou outros anticorpos nas técnicas de ELISA) através
de interacdes com seqiiéncias fora da regido variavel dos an-

ticorpos e, particularmente, na regido constante da molécu-
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la. Ensaios de varredura para determinar a especificidade de
ligacdo de um anticorpo da inveng¢do sao bem conhecidos e ro-
tineiramente praticados na técnica. Para uma discussdao com-
preensiva de tais ensaios, ver Harlow et al. (Eds.), Anti-
bodies: A Laboratory Manual; Cold Spring Harbor Laboratory;
Cold Spring Harbor, NY (1988), capitulo 6. Anticorpos da in-
vencdo podem ser produzidos usando qualquer método bem co-
nhecido e rotineiramente praticado na técnica.

“Vacina de subunidade” se refere a um tipo de va-
cina que inclui um ou mais antigenos, mas ndo todos os anti-
genos, 0S quais sdo derivados dé ou hombélogos a antigenos de
um patédgeno de interesse, tal como um virus, bactéria, para-
sita ou fungo. Tal composicdo é substancialmente livre de
células de patdgenos intactas ou particulas patogénicas, ou
o lisato de tais células ou particulas. Dessa forma, uma va-
cina de subunidade pode ser preparada a partir de polipepti-
deos imunogénicos pelo menos parcialmente purificados ou
substancialmente purificados do patdgeno ou de seus analo-
gos. Métodos para obter um antigeno ou antigenos na vacina
de subunidade incluem técnicas de purificacdo padronizadas,
producdo recombinante ou sintese quimica. Uma “vacina de su-
bunidade” se refere, dessa forma, a uma vacina consistindo
de um componente ou de coﬁponentes antigénicos definidos de
um imundégeno viral, bacteriano ou outro completo.

“Fragmento imunogénico especifico” se entende uma
porcdo de uma seqliéncia que é reconhecivel por um anticorpo
que é especifico para a seqiéncia.

“Individuo” se refere a qualquer animal com um
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sistema imune, o qualrinclui mamiferos tals como cachorros.

“TCIDs¢” se refere a “dose infecciosa de cultura de
tecido” e é definida como aquela diluigdo de um virus reque-
rida para infectar 50% de um dado lote de culturas de célu-
las inoculadas. VArios métodos podem ser usados para calcu-
lar TCIDsg, incluindo o método de Spearman-Karber o qual &
utilizado por toda essa especificagdo. Para uma descrigdo do
método de Spearman-Karber, ver B. W. Mahy & H. O. Kangro,
Virology Methéds Manual 25-46 (1996).

“Agente terapéutico” se refere a qualquer molécu-
la, composto, virus ou tfatamento, preferivelmente um virus
atenuado ou morto, ou subunidade ou composto que ajuda no
tratamento de uma infecgdo vifal ou de uma doenca ou condi-
¢cdo causada por meio disso.

“Quantidade terapeuticamente eficaz”, no contexto
dessa descoberta, se refere a uma quantidade_de um antigeno
ou vacina que poderia induzir uma resposta imune num indivi-
duo (por exemplo, cachorro) recebendo o antigeno ou vacina o
qual é adequado para prevenir ou melhorar os sinais ou sin-
tomas da doenca, incluindo efeitos de saude adversos ou suas
complicacdes, causadas por infeccdo com um patdgeno, tal co-
mo um virus (por exemplo, H3N8), bactéria, parasita ou fun-
go. Imunidade humofal ou 1imunidade mediada por célula ou
tanto a imunidade humoral quanto a imunidade mediada por cé-
lula pode ser induzida. A resposta imunogénica de um animal
em relacdo a uma vacina pode ser avaliada, pof exemplo, in-
diretamente através da medicdo de titulos de anticorpo, de

ensaios de proliferacdo de linfdécitos ou diretamente através
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do monitoramento de sinais e sintomas depois do desafio com
a variedade de tipo selvagem. A imunidade protetora conferi-
da por uma vacina pode ser avaliada pela medigdo, por exem-
plo, redugdo nos sinais clinicos tais como mortalidade, mor-
bidez , numero de temperatura e condigdo fisica global e sa-
ide global e desempenho do individuo. A gquantidade de uma
vacina que é terapeuticamente eficaz pode variar dependendo
do virus particular usado, ou da condigdo do individuo, e
pode ser determinada por uma pessoa versada na técnica.

“Transmitido” significa um virus que é capaz de
ser passado de um primeiro animal (cachorro) para um segundo
animal (cachorro) onde o segundo cachorro demonstra a soro
conversdo do virus tranémitido.

“Tratar” se refere & reversdo, alivio, inibigdo do
progresso de ou prevengdo de um disturbio, condigdo ou doen-
ca para o qual tal termo se aplica, ou a prevengdo de um ou
mais sintomas de tal disturbio, condigdo ou doenga.

“Tratamento’ se refere ao ato de “tratar” conforme
definido imediatamente acima.

“Wacina” se refere a uma composigdo imunogénica
selecionada de um virus, seja vivo modificado, atenuado ou
morto, ou a uma vacina de subunidade, ou a qualquer combina-
cdo do anteriormente mencionado. Administragao da vacina pa-
ra o individuo resulta numa resposta imune. A vacina pode
ser introduzida diretamente no individuo por qualquer via
conhecida de administracgdo, incluindo parentalmente, pero-
ralmente ou semelhante.

PARTE 1. ANTIGENOS E VARIEDADES DE VIRUS, SUAS
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PRODU(;OES} MANUFATURAS, FORMULACOES EM E ADMINISTRAGAO DE
VACINAS

Um aspecto da presente invencdo proporciona vaci-
nas que usam O0s seguintes antigenos para provocar uma res-
posta imune.

Antigeno(s) util/uteis da invencdo. Os antigenos
dessa invencdo pode ser qualquer variedade de virus influen-
za identificada, de qualquer passaro ou mamifero, incluindo
mas sem se limitar a virus influenza com o subtipo de hema-

glutinina H3 e o subtipo de neuraminidase N8, ou o subtipo

H3N8 ou mais comumente referido como um virus H3N8. O influ-

enza pode ser de gqualquer origem de mamifero ou de ave in-
cluindo, mas sem ée limitar, a origem suina, eqiiina ou cani-
na. Antigenos de influenza eqliino e canino sdo preferidos.
Variedades com as glicoproteinas de subtipo designadas H3 ou
H8 e, mais preferivelmente, variedades tanto com H3 quanto
com HSB.

As variedades e variantes e mutantes e variantes
suas também sdo preferidas conforme descrito em Transmission
of Equine Influenza to Dogs (P.C. Crawford et al, Science
310, 482 - 485 (2005). A HA viral é uma determinante critica
da especificidade das espécies hospedeiras do virus influen-
za.

Os antigenos de influenza dessa invengdo podem ser
isolados de cachorros, cavalos, porcos e aves, tanto domés-
ticas quanto selvagens. Os animais escolhidos para a coleta
de amostra devem apresentar sindromes clinicas agudas e/ou

sub-agudas as quais podem incluir sintomas respiratérios de
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brados a severos e febre. Animais também podem exibir sinais
de anorexia e letargia. métodos de isolamento de virus sdo
bem conhecidos pelas pessoas versadas na técnica incluindo:
inoculacdo das culturas de células de mamiferos ou de aves,
ovos embrionados com amostras de mucos nasal ou da faringe
de espécies clinicas, colegdo por “swabbing” da passagem na-
sal ou garganta ou pela coletdnea de tecidos tais como: ba-
co, pulmido, amigdala e figado e lavagem interna do pulmdo. O
efeito citopatico do virus pode ser observado na cultura ce-
lular, e o fluido alantdico ou os lisatos celulares podem
ser téstados gquanto a sua capacidade de aglutinar hemacias
humanas, de galo, peru ou porquinhos-da-india, evidéncia
presumivel.para a presenca de um virus influenza.
Nomenclatura de cepas virais e de possiveis anti-
genos. Variedades de virus influenza do tipo A sdo subdivi-
didas em subtipos baseando-se nas caracteristicas antigéni-
cas de suas glicoproteinas na superficie do virion. Essas
glicoproteinas virais sdo hemaglutinina (HA) e neuraminidase
(NA) . Tipicamente, o subtipo HA é nomeado primeiro e o NA em
segundo, dessa forma, H3N8 se refere a um virus com o subti-
po de hemaglutinina 3 e o subtipo de neuraminidase 8. O sub-
tipo é baseado na andlise soroldgica da HA e da NA. Usando
bs procedimentos aqui revelados, uma vacina para qualguer um
desses subtipos pode ser feita. Atualmente, existem 16 sub-
tipos de HA identificados e 9 subtipos de NA identificados.
Pode haver mais no tipo selvagem que ainda ndo tenham sido
descritos. Especificamente, os subtipos identificados inclu-

em H1, H2, H3, H4, HS, He6, H7, H8, H9, H10, H11l, H1Z2, H13,



10

15

20

25

19

H14, H15 e H16 e N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 e N9. Todas
essas combinac¢des de subtipos, e qualquer combinagdo desses
e qualquer subtipo e combinagdo de subtipos futuros que se-
rdo identificados no futuro usando os procedimentos descri-
tos acima ou procedimentos substancialmente similares séao
por meio disto descritos e reivindicados como antigenos u-
teis dessa invencdo. Todas as outras combinag¢des de subtipos
de HA e de NA sdo reveladas. Isso inclui, mas ndo estd limi-
tado, aos subtipos H3N8 e HT7NT7.

A hemaglutinina de virus influenza (HA) é a glico-

proteina da superficie do virion que liga o virus aos seus

receptores nas células hospedeiras e funde o envelope viral
com és membranas das vesiculas endociticas para iniciar o
processo infeccioso. Ela é também o componente do virion
mais importante na estimulacdo e formagcdo dos anticorpos
protetores. A seqiiéncia de aminodcidos da HA e, dessa forma,
o local dos seus sitios de N-glicosilacdo é determinada pelo
genoma viral.

O genoma de RNA de filamento negativo, segmentado
do virus influenza é replicado por uma RNA polimerase depen-
dente de RNA a qual ndo tem uma fungdo de revisao eficaz,
levando a uma alta taxa de erros de transcrigdo que podem
resultar em substituicdes de aminodcidos na superficie das
glicoproteinas de HA e NA. Uma das conseqléncias dessa alta
freqiéncia de mutacdo é que as populagdes virais contém mu-
tantes que diferem da maioria na quantidade e posigdo das
glicanas N-ligadas na HA. As estruturas desses oligossacari-

deos podem ser determinadas por suas posigdes na HA e pelo
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arranjo de enzimas biossintéticas e de limpeza fornecidas
pela célula hospedeira no qual o virus cresce. Dessa forma,
a plasticidade do genoma viral e a maquinaria de glicosila-
cdo especificada pelo hospedeiro podem, juntas, criar popu-
lacdes virais que sdo mais heterogéneas na estrutura e fun-
cdo do que poderia ser desenvolvido por qualquer processo
individualmente. Essa diversidade & considerada}como sendo
responsavel pela. sobrevivéncia desses virus numa variedade
de nichos bioldgicos e para a sua capacidade de superar oOs
efeitos inibitérios de neutralizacdo de anticorpos e de a-
gentes antivirais. Mutag¢des no genoma viral de varias cepas
foram identificadas e aquelas variedades modificadas também
sdo aqui reivindicadas. Por exemplo, alguns desses mutantes
sdo descritos em Transmission of Equine Influenza to Dogs
(P.C. Crawford et al., Science 310, 482-485 (2005) aqui in-
corporado por referéncia.

Essa invencdo também revela uma vacina feita de
uma variedade especifica coletada e identificada como Varie-
dade de Influenza de Eqgiiino A/Equino/2/Miami/1/63. Essa va-
riedade é depositada na American Type Culture Collection,
10801, Universidade Boulevard, Manassas, VA 20110-2209 como
ATCC VR 317. Essa variedade foi originalmente isolada a par-
tir de lavagens nasais de um cavalo doente em Miami em 1963.
O virus foi passado 5 vezes em embrides de galinha. O virus
foi depois classificado como H3N8.

Outrd exemplo de um virus influenza H3N8 norte-
americano derivado de um cavalo é A/Eqiino/Kentucky/1998.

Exemplos adicionais de derivados de H3N8 de um cavalo sdo
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A/Eqiino/Kentucky/15/2002, A/Eqiino/Ohio/1/2003,
A/Eqiino/Kentucky/1/1994, A/Eqiiino/Massachusetts/213/2003,
A/Eqiino/Wisconsin/2003 e A/Eqiiino/Newmarket/A2/1993.

Essa invencdo também revela uma vacina feita de
uma variedade especifica coletada e identificada como uma
variedade de Influenza Canina A/canino/Iowa/13628/2005 e a
variedade A/canino/Iowa/9A1/B5/08/D12. A gltima variedade,
variedade A/canino/Iowa/9A1/B5/08/D12, foi depositada como
UC 25508, em 29 de junho de 2006, na American Type Culture
Collection, 10801, Universidade Boulevard, Manassas, VA
20110-2209, o numero de acesso ATCC sendo PTA-7694. O virus
é adicionalmente classificado como H3N8.

Além das variedades acima nés revelamos uma varie-
dade obtida da seguinte forma. Identificar um cachorro ou
grupo de cachorros exibindo sinais clinicos de doenga respi-
ratéria, obter amostras de secre¢des orais ou nasais ou a-
mostras derivadas de tecido respiratdrio ou dé tecido de 6r-
gdo interno de cachorros, ensaiar as amostras e identificar
a presenca de um virus influenza H3N8. Usando os procedimen-
tos aqui descritos, isolar, purificar, cultivar, crescer,
produzir, concentrar esse antigeno de virus e identificar
como virus de influenza canino da Pfizer. Adaptar a e passar
ou em ovos embrionados ou em células caninas ou ambos, iden-
tificar como Master Seed, virus H3N8 de influenza canina. Um
virus de influenza H3N8 derivado de canino é preferido. um
H3N8 derivado de eqiiino ou suino pode também ser usado, as-
sim como um virus influenza do subtipo H3 ou N8. Nbés revela-

mos uma variedade obtida da seguinte forma. Infectar um ca-
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chorro ou grupo de cachorros com H3N8 de influenza eqiino.
De cachorros exibindo os sinais clinicos ou subclinicos de
doenca respiratéria, obter amostras de secregdes orais e na-
sais, ou amostras derivadas de tecido respiratdédrio ou de la-
vagem interna pulmonar ou de tecido de érgdo interno dos ca-
chorros, ensaiar as amostras e identificar a presenga de um
virus influenza H3N8. Ao usar os proéedimentos aqui descri-
tos, isolar, purificar, cultivar, crescer, produzir, concen-
trar esse antigeno de virus e identificar como virus de in-
fluenza canino. Adaptar a e passar ou em ovos embrionados ou
em células caninas ou ambos, identificar como Master Seed,
virus H3N8 de influenza canina. Um virus de influenza H3N8
derivado de canino é preferido. um H3N8 derivado de eqiino
ou suino podé também ser usado, assim como um virus influen-
za do subtipo H3 ou N8. O virus H3N8 derivado de suino é
tratado da mesma forma que o virus derivado de eqliino ou ca-
nino que é completamente aqui descrito.

PARTE 2. DESCRICOES DETALHADAS DA P‘RODUCAO,
MANUFATURA, FORMULACAO E ADMINISTRACAO DE VACINAS PRODUZIDAS
DOS ANTIGENOS DA PARTE 1.

Parte 2a) Discussdo. Os antigenos de virus da Par-
te 1 podem ser feitos em composicdes Uteis de matéria com-
preendendo o antigeno viral modificado para reduzir a sua
viruléncia e formulado numa formulagdo util ou formulagdo de
vacina. As seguintes descrig¢des proporcionam detalhes para a
producdo, manufatura, formulagdo e administragdo de vacinas
uteis para a prevengdo ou tratamento de sinais clinicos as-

sociados co a infeccgdo por virus influenza em cachorros, o
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na prevencdo de doenca em cachorros por um virus de influen-
za canino ou eqiiino. A infecgdo por influenza canina a ser
tratada pode ser causada por virus de influenza eqiiino ou
ela pode ser um novo influenza canino modificado derivado de
um virus influenza de eqiino. Os tratamentos descritos aqui
podem agir como um adjuvante na prevengdo do espalhamento do
virus influenza canino ou equiho na doencga canina.

Sdo aqui descritos métodos e materiais para tratar
e imunizar animais com uma vacina e, particularmente, ca-
chorro contra virus de influenza canina e eqiiina. O método
inclui a administracdo ao cachorro de uma quantidade tera-
peuticamente eficaz de uma primeira, de uma segunda e/ou de
uma terceira vacina que seja capaz de induzir uma resposta
imune, e particularmente no cachorro contra os virus de in-
fluenza H3N8. A vacina da presente invengdo é geralmente
tencionada para ser um tratamento profildtico o qual imuniza
cachorros contra a doenga causada pdr variedades virulentas
de virus influenza eqiiinos ou caninos.

Aqui, ndbs revelamos vacinas que proporcionam imu-
nidade ativa e/ou passiva. Ou a vacina inteira, ou fragmen-
tos imunogénicos especificos de suas pfoteinas poderiam ser
esperados como sendo eficazes quando dada como um tratamento
terapéutico contra virus de influenza eqiiina ou canina. Des-
sa forma, a imunidade que é fornecida pela presente invencéao
pode ser ou imunidade ativa ou passiva, e o uso tencionado
da vacina pode ser ou profildtico ou terapéutico. Numa moda-
lidade preferida, a vacina ainda inclui uma vacina para imu-

nizar um cachorro contra qualquer forma de virus de influen-
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za canina ou eqliina.

Parte 2b) Producdo de vacina e concentragdo de an-
tigeno. A vacina descrita nessa segdo pode ser produzida pe-
lo crescimento do virus selecionado nas células. A produgédo
do virus é preferida em cultura de células de mamiferos e-
giinos ou caninos. O crescimento de virus (antigeno) ou a
producdo em ovos também é preferido. As linhagens de células
de rim de cachorro sdo preferidas. A propagagdo viral pode
também ser efetuada em qualquer meio Util e em linhagens ce-
lulares permissivas, as quais podem ser derivadas de linha-
gens celulares de aves ou mamiferos derivadas de linhagens
celulares de felinos, eqiiinos, bovinos ou suinos. As vaci-
nas tipicamente contém TCIDsy entre 10° e 10°, niveis de vi-
rus antes da inativacdo. Alternativamente, o conteudoc de an-
tigeno na preparac¢do do virus poderia ser avaliado pelo tes-
te de inibicdo da hemaglutinacgdo (HI), pelo ensaio da hema-
glutinacdo ou difusao radiél individual e ao usar esse en-
salo uma pessoa poderia preferir uma vacina com um titulo
entre 10 a 10.000 unidades de HA/mL, mais tipicamente entre
100 a 2000 unidades de HA/mL, e freqientemente entre 100 a
1000 unidades de HA/mL como a gquantidade administrada por
dose.

Crescimento viral: linhagens celulares e ovos em-
brionados. A linhagem celular preferida para a propagagdo do
virus influenza é o rim canino (DK) . Outras linhagens celu-
lares podem ser utilizadas, as quais incluem o rim eqiiino
primdrio e imortalizado (EK), a derme eqliina (ED), testiculo

de suino (ST), rim de suino (PK), rim de bovino (BK), rim de
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felino (FK), Vero e fibroblastos de embrido de galinha imor-
talizados e primarios (CEF). O sistema de cultura celular
preferido para crescer o virus influenza é uma cultura de
monocamada aderente tradicional. Alternativamente, a suspen-
sdo e os sistemas de cultura de células microcarreadores
também podem ser utilizados. Um microcarreador preferido é
formado por contas microcarreadoras Cytodex 3 (Amersham Bi-
osciences Ltd.). Outros exemplos de microcarreadores inclui
contas compostas de vidro, silicone e dextrana, DEAE, cola-
geno, dextrana e gelatina.

O recipiente preferido para cultivar linhagens ce-
lulares e a propagacdo do virus influenza é a garrafa em ci-
lindro, a &rea superficial da garrafa em cilindro preferida
é& de 1760 cm?, mas pode variar de 490 - 4250 cm?. Alternati-
vamente, outros formatos de cultura de células uteis incluem
frascos (150 cm® - 420 cm®), médulos empilhados (21.000 cm? -
340.000 cm?®) e tanqueé de agitacédo (1,0 L - 900 L). A multi-
plicidade preferida de infecg¢do (MOI) é de 0,001 a 0,1, mas
pode variar de 0,0001 a 2,0. A janela preferida para coletar
virus da cultura celular é do dia 2 até o dia 5 apdés a in-
feccdo, mas pode variar do dia 1 até o dia 7 apdés a infec-
cao.

A propagacdo do virus também pode ser efetuada pe-
la inoculacdo dos ovos embrionados. Tipicamente ovos embrio-
nados de 0 a 12 dias de idade sdao usados para a propagagao
de virus. Preferivelmente, ovos embrionados de 7 a 8 dias de
idade sdo usados para o crescimento viral. O virus é inocu-

lado na cavidade amnidética do ovo. O virus se replica nas
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célulés da membrana amnidética e grandes quantidades sdo li-
beradas de volta para dentro do fluido amnidético. Depois de
2 a 3 dias apdés a inoculacdo, o virus no fluido amnidtico
pode ser coletado.

Meio de cultura celular: Formulacdes de meio de
cultura celular preferidas para propagar virus influenza in-
cluemn, mas nio estdo limitadas, aos seguintes: meio Eagle
modificado da Dulbecco (DMEM), Meio Eagle Modificado Basal,
Meio Optimem e Leibovitz-15 (L-15). Tipicamente, o meio de
cultura é suplementado com 0,1 a 10 unidades de tripsina.
Alternativamente, equivalentes derivados vegetais de tripsi—
na (por exemplo, Accutase) variando de 2 - 100 unidades po-
dem também ser usados em cultura celular para a propagagao
eficiente do virus. Meio de cultura celular pode ser usado
na auséncia ou presenca de componentes derivados de animais.

Um exemplo de suplementacdo com um componente derivado ani-

o®

mal é& o soro irradiado com gama variando de 0,5 - 10% da
concentracdo final.

Parte 2c) Preparacdo da vacina inativa ou morta,
subunidade e atenuada, viva modificada.

Inativa ou morta. Numa modalidade da presente in-
vengcdo, a vacina compreende uma vacina de virus influenza
H3N8 inativada ou morta compreendendo uma variedade.equina
ou canina H3N8 selecionada de qualquer variedade de influen-
za infecciosa eqiiina ou canina. Ver Transmission of Equine
Influenza to Dogs (P.C. Crawford et al., Science 310, 482-

485 (2005). A vacina pode também ser compreendida de H3N8 de

influenza derivada de suino ou qualquer influenza do subtipo
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H3 ou N8. A vacina inativada pode ser feita por métodos bem
conhecidos na técnica. Por exemplo, uma vez que O Vvirus é
propagado até altos titulos, poderia ser prontamente aparen-—
te para aqueles individuos versados na técnica que a massa
antigénica viral poderia ser obtida por métodos bem conheci-
dos na técnica. Por exemplo, a massa antigénica viral pode
ser obtida por diluicgdo, concentragdo ou extracgdo. Todos es-
ses métodos tem sido empregados para obter a massa antigéni-
ca viral apropriada para produzir vacinas. O virus pode ser
inativado por tratamento com formalina (por exemplo, 0,1 -
10%), beta-propiolactona (BPL) (por exemplo, 0,01 —‘10%) ou
com etilenimina bindria (BEI) (por exemplo, 1 - 10 mM) a
qual é preferida aqui, ou usando outros métodos conhecidos
pelas pessoas versadas na técnica. Condigdes e agentes comu-
mente usados sdo sugeridos, porém outros agentes e concen-
tragcdes devem ser aparentes para uma pessoa versada na téc-
nica.

Além da produgdo de virus mortos detalhada acima,
varias formas de atenuacdo sdo também possiveis e sao bem
conhecidas e descritas na técnica e aqui aplicaveis. Atenua-
cdo levando a vacinas vivas modificadas também é possivel.
Algumas dessas técnicas sdo descritas aqui e abaixo. Dentre
as formas mais preferidas de atenuacdo estdo a passagem con-
tinua numa cultura celular, a passagem continua em animais,
os varios métodos para gerar modificagdes genéticas e muta-
génese quimica ou por ultravioleta.

Vacinas de subunidade. Além disso, vacinas de su-

bunidade de influenza eqiino ou canino podem ser produzidas
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por técnicas de expressdo recombinante as qﬁais incluem, mas
nao estdo limitadas, a expressdo procaridética heterdloga
(por exemplo, E.coli, Pseudomonas, Salmonella etc.) e ex-
pressdo eucaridética heterdloga (por exemplo, levedura
[Pichia, Yarrowia] células de insetos [Baculovirus], etc. e

vetores virais (por exemplo, adenovirus canino, adenovirus

humano, poxvirus, herpesvirus canino).

Atenuada e viva modificada. Uma vacina canina de
virus atenuado é preparada de virus influenza cultivado em
uma linhagem celular ou ovo, preferivelmente um influenza
derivado de H3N8, que tenha sido atenuado por passagem seri-
al incluindo a passagem serial em temperaturas sub-Otimas
até um estado onde ele ndo seja mais capaz de causaf doenca,
mas que ainda seja capaz de eliciar uma resposta imune pro-
tetora.

A atenuacdo de um virus influenza pode ser alcan-
géda pela passagem serial de uma variedade de virus influen-
za do tipo selvagem em cultura celular. A variedade de virus
pode ser passada numa variedade de sistemas celulares até
que a sua capacidade de produzir doenca seja perdida enquan-
to seu caréter‘imunogénico é completamente retido. Uma vez
inoculado no hospedeiro, o virus pode ser capaz de multipli-
cacdo até alguma extensdo. Variedades virais atenuadas ade-
quadas também podem ser obtidas por passagem em série para
obter uma cepa superatenuada. A “superatenuagdo” significa
gue a quantidade de passagens para atenuacdo tem sido subs-
tancialmente maior do que o que é normalmente necessario pa-

ra a remocdo da patogenicidade. O virus atenuado retém a sua
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antigenicidade depois dessas varias passagens, por exemplo,
retendo tanto os seus antigenos de hemaglutinina quanto de
neuraminidase, de forma que a sua capacidade imunogénica nao
seja prejudicada. Tais variedadesAnéo produzem praticamente
sintomas ou efeitos colaterais quando administradas, e dessa
forma sdo vacinas seguras e eficazes.

A atenuacdo do virus influenza pode ser alcancgada
através de adaptacdo ao frio de uma variedade de virus in-
fluenza. As variedades de virus influenza adaptadas ao frio
podem ser produzidas por métodos os quais incluem a passagem
de um virus influenza do tipo selvagem,'seguido pela selegao
para o virus que cresce numa temperatura reduzida. Virus in-
fluenza adaptados ao frio podem ser produzidés, por exemplo,
pela passagem seqiencial de um virus influenza do tipo sel-
vagem em ovos de galinha embrionados em temperaturas pro-
gressivamente mais baixas, selecionando dessa forma certos
membros da mistura viral, os quais replicam estavelmente em
temperatura reduzida. Uma variedade de virus influenza adap-
tado ao frio pode exibir um fendtipo sensivel a temperatura.
Um virus influenza adaptado ao frio sensivel a temperatura
se replica em temperaturas reduzidas, mas ndo se replica
mais ou forma placas em células de cultura de tecido em cer-
tas temperaturas de crescimento mais elevadas nas quais o
virus do tipo selvagem ird& se replicar e formar placas. Uma
temperatura na qual um virus sensivel a temperatura ira
crescer é referida aqui como uma temperatura “permissiva”
para‘aquele virus sensivel & temperatura, e uma temperatura

mais elevada na qual o virus sensivel a temperatura ndo ira
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crescer, mas na qual um virus do tipo selvagem corresponden-
te 1ir&d crescer, e referida aqui como temperatura “nao-
permissiva” para aquele virus sensivel a temperatura. Por
exemplo, certos virus de influenza adaptados ao frio sensi-
veis a temperatura se replicam em ovos de galinha embriona-
dos numa temperatura de ou abaixo de 30 °C, e irao formar
placas nas células de cultura de tecidos numa temperatura
permissiva de cerca de 34 °C, mas ndo irdao formar placas em
células de cultura de tecido em temperatura ndo-permissiva
de cerca de 37 °C. Certos virus de influenza adaptados ao
frio podem ter um fendétipo de interferéncia dominante. Isto
é, eles dominam uma infeccdo quando co-infectados em células
com outros virus influenza, dificultando dessa fora o cres-
cimento daquele outro virus. um virus influenza adaptado ao
frio pode também ser produzido através de formas recombinan-
tes. Nessa abordagem, uma ou mais modificag¢des especificas,
associadas com adaptagdo ao frio identificada, atenuacgao,
sensibilidade de temperatura ou fendétipos de interferéncia
dominante sdo identificadas e s&o introduzidas de volta para
uma variedade de virus influenza do tipo selvagem usando uma
abordagem genética reversa.A genética reversa requer O Uuso
de complexos de RNA polimerase isolados de células infecta-
das com o virus influenza péra transcrever segmentos do ge-
noma de virus influenza artificiais contendo a(s) muta-
cdo/mutacdes, incorporando o(s) segmento(s) de RNA sinteti-
zado(s) em particulas virais wusando um virus auxiliador
(helper), e a seguir selecionando para virus contendo as al-

teragdes desejadas.



10

15

20

25

31

Parte 2d) Adjuvantes de vacina, formulac¢des, for-
mas e veiculos. Componentes de vacinas aqui apresentados i-
rdo preferivelmente incluir um ou mais adjuvantes. Adjuvan-
tes incluem, mas ndo estdo limitados, ao sistema adjuvante
RIBI (Ribi Inc.), sais de aluminio, incluindo Alum (0,5 -
20%, mais preferivelmente é menos do que 10%, mais preferi-
velmente sdo 2 e 5%), fosfato de aluminio (0,5 - 20%, mais
preferivelmente é menos do que 10%, mais preferivelmente sé&o
2 e 5%), hidréxido de aluminio (Alhydrogel ou Rehydragel va-
riando de 0,5 - 20%, mais preferivelmente é menos do que
10%, mais preferivelmente sdo 2 e 5%), colesterol, emulsdes
6leo-em-agua, emulsdes agua-em-6leo tais como, por exemplo,
adjuvantes completos e incompletbs de Freund, co-polimero em
bloco (CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA),
adjuvante AMPHIGEN®, saponina e saponinas tais como Quil A,
Q0S-21 (Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Ga-
lenica Pharmaceuticals, Inc., Birmingham, AL) com concentra-
cdes de saponina preferidas de 10 - 100 microgramas e de
cerca de 50 microgramas preferida ou outras fracgdes de sapo-
nina, monofosforil-lipideo A, adjuvante de lipideo amina a-
vridina, enterotoxina termoldbil de E. coli (recombinante ou
de outra forma), toxina de cdblera ou muramil dipeptideo,
dentre muitos outros. As composig¢des imunogénicas podem ain-
da incluir um ou mais outros agentes imunomodulatdérios tais
como, por exemplo, interleucinas, interferons ou outras ci-
tocinas. As composicdes imunogénicas também podenl incluir
gentamicina e Merthiolate.

Componentes das vacinas podem incluir excipientes
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farmaceuticamente éceitéveis, incluindo veiculos, solventes
e diluentes, agentes isotdnicos, agentes tamponantes, esta-
bilizantes, conservantes, agentes imunomodulatérios (por e-
xemplo, interleucinas, interferons ou outras citocinas), a-
gentes vasoconstritores, agentes antibacterianos, agentes
antifungicos e semelhantes. Veiculos tipicos, solventes e
diluentes incluem &agua, salina, dextrose, etanol, glicerol e
semelhantes. Agentes isotdnicos representativos incluem clo-
reto de sédio, dextrose, manitol, sorbitol, lactose e seme-
lhantes. Estabilizantes utelis incluem gelatina, albumina e
semelhantes. |

Vacinas de virus de influenza H3N8 sao fornecidos
em varias formas, dependehdo da via de administracdo, dos
requerimentos de estocagem e semelhantes. Por exemplo, as
vacinas podem ser preparadas como solugdes aquosas ou dis-
persdes adequadas para uso em seringas, gotejadores, nebuli-
zadores, etc. ou podem ser preparadas como pds liofilizados,
0s .quais sdo reconstituidos em salina, tampao HEPES ou a
fracdo imunogénica aquosa de uma segunda vacina de canino e
semelhante, antes do uso.

A vacina para qualquer uma das modalidades da pre-
sente invencdo ¢ formulada num veiculo farmaceuticamente a-
ceitavel de acofdo com o modo de administracdo a ser usado.
Uma pessoa versada na técnica pode prontamente formular uma
vacina que compreende um influenza de eqiiino ou canino vivo
ou morto ou um fragmento imunogénico seu, ﬁm virus recombi-
nante ou vetor bacteriano codificando influenza eqliino ou

canino, um fragmento imunogénico especifico seu ou uma molé-
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cula de DNA‘ codificando influenza eqiiino ou canino ou um
fragmento imunogénico especifico seu.

em casos onde a injecdo intramuscular é preferida,
uma formulacdo isotdénica é preferida. Geralmente, aditivos
para a isotonicidade podem incluir cloreto de sédio, dextro-
se, manitol, sorbitol e lactose. Em casos particulares, so-
lucdes isotdnicas tais como salina tamponada com fosfato sao
preferidas. As formulag¢des podem ainda proporcionar estabi-
lizantes tais como gelatina e albumina. Em algumas modalida-
des, um agente vasoconstritor é adicionado a formulagdo. As
preparacgdes fafmacéuticas de acordo com a presente invencgdo
sdo fornecidas estéreis e livres de pirogénio. Entretanto, é
bem sabido pelas peésoas versadas na técnica que as formula-
cdes preferidas para o veiculo farmaceuticamente aceitavel o
qual compreende as vacinas da presente invengdo sao aqueles
veiculos farmacéuticos aprovados nas regulagées promulgadas
pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos, ou a
agéncia governamental equivalente num pals estrangeiro tal
como Canadd ou México ou qualquer uma das nag¢des europé€ias
para qualquer vacina canina, vacinas de subunidade (antige-
no) de polipeptideo, vacinas de vetor de virus recombinante
e vacinas de DNA. Conseqiientemente, o veiculo farmaceutica-
mente acéitado para a producdo comercial da vacina da pre-
sente invencdo é um veiculo que j& estd aprovado ou sera a-
provado pela agéncia governamental apropriada nos Estados
Unidos da América ou pais estrangeiio. A vacina pode ainda
ser misturada com um adjuvante que é farmaceuticamente acei-

tavel. Em certas formula¢des da vacina da presente invengao,
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a vacina é combinada com outras vacinas caninas para produ-
zir um produto de vacina polivalente que pode proteger os
caninos contra uma ampla variedade de doengas causadas por
outros patdgenos caninos.

As composicdes da vacina opcionalmente podem in-
cluir diluentes liquidos, semi-sélidos ou sélidos farmaceu-
ticamente aceitdveis compativeis com a vacina (isto &, esté-
reis e ndo-tdéxicos) que servem como veiculos farmacéuticos,
excipientes ou meio. Diluentes podem incluir &gua, salina,
dextrose, etanol, glicerol e semelhantes. Agentes isotdnicos
podem inéluir cloreto de sdédio, dextrose, manitol, sorbitol
e lactose dentre outros. Estabilizantes incluem albumina,
dentre outros; Qualquer adjuvante conhecido na técnica pode
ser usado na composicdo da vacina, incluindo adjuvantes me-
tabolizdveis e ndo-metabolizaveis, adjuvantes baseados em
6leo tal como o Adjuvante Completo de Freund e o Adjuvante
Incompleto de Freund, adjuvantes baseados em micolato (por
exemplo, trealose dimicolato), lipopolissacarideo bacteriano
(LPS), peptidoglicanas (isto é, mureinas, mucopeptideos ou
glicoproteinas tais como N-Opaca, muramil dipeptideo [MDP]
ou andlogos de MDP), proteoglicanas (por exemplo, extraidas
da Klebsiella pneumoniae), preparagdes de estreptococos (por
exémplo, OK432), Biostim™ (por exemplo, 01K2), as "“Isocoms”
da EP 109 942, EP 180 564 e EP 231 039, hidrdéxido de alumi-
nio, saponina, DEAE-dextrana, 6leos neutros (tal como migli—
0il), ©béleos vegetails (tal como 6leo de araquis), lipossomas
e polidis Pluronic®.

As composic¢des imunogénicas da presente invengao
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podem ser feitas em varias formas dependendo da via de admi-
nistracdo. Por exemplo, as composigdes imunogénicas podem
ser feitas na forma de dispersdes ou solucdes aquosas esté-
reis adequadas para uso injetdvel, ou feitas em formas lio-
filizadas usando técnicas de liofilizagdo. Composigdes imu-
nogénicas liofilizadas s&o tipicamente mantidas em cerca de
4 °C, e podem ser reconstituidas numa solucgédo estabilizanté,
por exemplo, em salina e/ou em HEPES, com ou sem adjuvante.

Além disso, as composic¢des imunogénicas e de vaci-
na da presente invencdo podem incluir um ou mais veiculos
faimaceuticamente aceitdveis. Conforme aqui wutilizado, um
“veiculo farmaceuticamente aceitdvel” inclui qualquer e to-
dos os.solventes, meios de dispersdo, revestimentos, adju-
vantes, agentes estabilizantes, diluentes, conservantes, a-
gentes antibacterianos e antifdngicos, agentes isotdnicos,
agentes retardadores de adsorcgao e semelhantes. O(s) veicu-
lo(s) devem ser “aceitdveis” no sentido de serem compativeis
com os componentes da invencdo e ndo prejudiciais ao indivi-
duo a ser imunizado. Tipicamente, os veiculos serdo estéreis
e livres de pirogénio.

Parte 2e) Ensaios e dosagens de vacina. Os tama-
nhos das doses de vacinas de virus influenza H3N8 tipicamen-
te variam em volume de cerca de 2,0 até 0,1 mL, dependendo
da via de administracdo. As vacinas inativadas tipicamente
contém entre 10° e 10° TCIDsy, niveis do virus antes da ina-
tivacéao. Alternativamente, o conteudo de antigeno na prepa-
racdo viral poderia preferir uma vacina com um titulo entre

10 a 10.000 unidades de HA/mL, ele pode ter de 100 a 2.000
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unidades de HA/mL e, mais preferivelmente, tem entre 100 -
1.000 unidades de HA/mL como a quantidade administrada por
dose. Para vacinas contendo virus vivos modificados ou virus
atenuados, uma dose terapeuticamente eficaz ira geralmente
variar de cerca de 10° TCIDsg até cerca de 108 TCIDsg, inclu-
sive. Para vacinas contendo antigenos de subunidade, tais
como proteinas de H3 ou N8 de influenza, uma dose térapeuti—
camente eficaz geralmente varia de cerca de 10 pg até cerca
de 100 pg, inclusive. Enquanto as quantidades e concentra-
¢des dos adjuvantes e aditivos uteis no contexto da presente
invencdo podem ser prontamente determinadas pelo artesdo ha-
bilitado, a presente invengdo contempla composigdes compre-
éndendo de cerca de 50 pg até cerca de 2.000 pg de adjuvante
e, preferivelmente de cerca de 500 pug/2 mL de dose da compo-
sicdo de vacina.

Ensaios. O virus influenza pode ser detectado por
isolamento de virus ou por antigeno viral, RNA viral éu por
métodos de deteccdo de anticorpo especificos. métodos usados
para detectar virus ou componentes virais incluem a imuno-
fluorescéncia do tecido do pulmdo, células epiteliais nasais
ou conteudos de lavagem interna bronquiocalveolar, imunoisto-
guimica das amostras de tecido, ensaio imunossorvente ligado
4 enzima (ELISA), reacdo em cadeia da polimerase (PCR), cul-
tura de célula e imunoperoxidase, manchamento com anticorpo
fluorescente para a determinacgdo do tipo e do subtipo do vi-
rus e um répidd teste de membrana de imunoensaio de enzima.'
Tecidos tipicamente avaliados para o virus influenza incluem

pulmdes, lavagens internas de pulmdes, amigdalas, traquéia,
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baco assim como soro. Anticorpos monoclonais também sao dis-
poniveis que se alvejam especificamente varios epitopos de
virus, a saber epitopos de hemaglutinina (HA) e neuraminida-
se (NA). O ensaio soroldégico mais comum para a diagnose de
influenza é o ensaio de inibicdo de hemaglutinina (HI). Uma
de suas vantagens é que ele pode discriminar entre diferen-
tes subtipos e variantes antigénicas num subtipo. O ensaio
de HI pode ser efetuado usando soro derivado de eqiino, ca-
nino, suino ou aves. Um método mais preciso para medir anti-
corpo é pela técnica de hemdlise radial individual (SRH).
SRH é mais sensivel do que os ensaios de HI e tem um grau
maior de precisdo. um aumento de 50% na area da zona repre-
senta uma elevacdo no anticorpo e é evidéncia de infeccgdo
recente.

Parte 2f) Regulacdo de tempo e vias de administra-
cdo. Inoculacdo de um cachorro é preferivelmente feita para
um cachorro que é de 6 semanas e, mais preferivelmente, de 8
semanas ou mais velho. Os cachorros devem receber preferi-
velmente 2 dosagens, cada uma tipicamente administrada 3 a 4
semanas separadamente, preferivelmente 3 semanas, através de
injecdo subcuténea (SC) dependendo da condigdo do cachorro e
de seu ambiente.Isso poderia ser para obter uma resposta i-
munogénica completa e ampla. Em outra modalidade da presente
invencdo, o cachorro é submetido a uma série de 3 vacinagdes
para produzir uma resposta imune ampla e completa. A revaci-
nacao anualbcom uma unica dose é recomendada. Pode ser dado
opcionalmente um impulsionador para os cachorros em 3 e/ou 6

meses, caso necessario. A via preferida é a injec¢ao subcutéa-



10

15

20

25

38

nea, usando cerca de 1 mL, porém as vias intramuscular (IM),
usando cerca de 1 mL, ou a intradérmica (ID) usando de 0,1 a
0,3 mL, oral, oronasal e nasal, usando de 0,2 a 0,5 mL tam-
bém sdo preferidas. Outros tempos, sitios de injecdo, quan-
tidades usadas e tipo de administragdo serdao aparentes para
uma pessoa normalmente versada na técnica.

A via de administragdo para qﬁalquer uma das moda-

lidades da vacina da presente inven¢do inclui, mas ndo esta

limitada, a intradérmica, intramuscular, intra-ocular, in-
traperitoneal, intravenosa, oral, oronasal e subcutdnea, as-
sim como por inalacdo, supositdério ou transdérmica. As vias
preferidas de administracdo incluem a injecgéo intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, oronasal e subcutanea. A va-
cina pode ser administrada por quaisquer meios que incluam,
porém que ndo estejam limitados, a seringas, nebulizadores,
“‘misters”, dispositivos de injeg¢do sem agulha ou armas de

gene de bombardeamento de microprojéteis (bombardeamento bi-

olistico).

PARTE 3. DESCRICOES ESPECIFICAS DA PRODUGAO,
MANUFATURA, FORMULACAO E  ADMINISTRAGAO DAS  VACINAS
SELECIONADAS

Aqui ndés proporcionamos descrigdes especificas
mais detalhadas de uma vacina monovalente morta ou inativa-
da, para o tratamento de influenza canino.

Parte 3a) Vacina de influenza canino monovalente
de virus morto ou inativado

Usando qualquer um dos antigenos descritos na Par-

te 1 acima, incluindo o antigeno H3N8 derivado de influenza
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preferido derivado de Influenza Canino ou Egiiino, incluindo
culturas inativadas e adjuvantes de virus influenza H3N8.
Vacina de influenza canino bivalente de virus mor-
to ou inativado
Usando qualquer um dos antigenos descritos na Par-

te 1 acima, preferivelmente um antigeno H3N8 derivado de in-

fluenza derivado de influenza canino e equino, . culturas ina-

tivadas e com adjuvante de virus de influenza H3N8. Enquanto
o antigeno canino é derivado de um virus de influenza canino
e o antigeno de eqliino é derivado de um.virus de influenza
eqiino. O antigeno canino também pode consistir de dois vi-
rus de influenza caninos ou de dois virus de influenza equi-
nos.

Vacina caninas trivalentes de virus morto ou ina-
tivado

Usando qualguer um dos antigenos descritos na Par-
te 1 acima, porém mais preferivelmente um antigeno H3N8 de-
rivado de influenza derivado de influenza canino ou eqiino,
culturas inativadas e com adjuvante de virus influenza H3N8.
As seguintes vacinas trivalentes sdo descritas: a) o antige-
no canino A é derivado de um virus de influenza canino e um
antigeno eqiiino é derivado de dois virus de influenza equi-
nos, b) um antigeno canino é derivado de dois virus de in-
fluenza caninos e um antigeno equivalente é derivado de um
virus de influenza eqgiiino, c) um antigeno canino é derivado
de trés virus de influenza caninos e/ou um antigeno de eqii-
no é derivado de trés virus de influenza de eqiiino. Qualquer

combinacdo dos acima é descrita para fazer uma vacina triva-
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lente.

Parte 3b) Concentracdo de antigeno e Producgdo de
Vacina Morta ou Inativada.

A vacina descrita nessa secdo pode ser produzida
pelo crescimento dos virus selecionados nas células.

A producdo do virus é preferida em cultura de cé-
lulas de mamifero de equinb ou canino, também preferido € o
crescimento viral (antigeno) ou producdo em ovos também é
preferida. As linhagens de células de rim de cachorro sao
mais preferidas. A propagagdo viral pode também ser efetuada
em qualquer meio Util, incluindo linhagens de células per-
missivas, as quais podem ser derivadas de linhagens de célu-
las de felinos, de eqiiinos, bovinas, de aves ou de suinos.
As vacinas devem conter entre 10° e 10° TCIDsy, niveis de vi-
rus anteriores da inativacgdo. Alternativamente, a preparacéao
do virus poderia ser avaliada pelo teste de Inibicdo da He-
maglutinacdo (HI) ou pelo ensaio de hemaglutinacdo. Usando
esse ensaio, uma pessoa poderia preferir uma vacina com um
titulo entre 10 a 10.000 unidades de HA/mL, mais tipicamente
entre 100 a 2.000 unidades de HA/mL, e geralmente entre 100
a 1.000 unidades de HA/mL, conforme a quantidade administra-
da.

Crescimento do virus morto ou inativado: linhagens
celulares e ovos embrionados

O sistema de cultura celular preferido para cres-
cer virus influenza é a cultura de monocamada aderente tra-
dicional. Alternativamente, a suspensdo e sistemas de cultu-

ra de células microcarreadores também podem ser utilizados.
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Um microcarreador preferido ééo contas de microcarreador Cy-
todex 3 (Amersham Biosciences Ltd.). O recipiente preferido
para cultivar linhagens celulares e a propagacdao do virus
influenza é o formato de garrafa cilindrica, a area de su-
perficie da garrafa cilindrica preferida é de 1760 cm?, mas
pode variar de 850 - 4250 cm?. A multiplicidade de infeccéao
preferida (MOI) é de 0,001 a 0,1, mas pode variar de 0,0001
a 2,0. A coleta preferida de virus da cultura celular & do
dia 2 ao dia 5 apds a infecgdo, mas pode variar do dia 1 été
o dia 7 apdés a infeccgdao.

Meio de cultura celular: Formulacdes de meio de
cﬁltura celular preferidas para propagar o crescimento de
virus influenza incluem, mas ndo estdo limitadas as seguin-
tes: meio Eagle modificado da Dulbecco (DMEM), Meio Eagle
Modificado Basal, Meio Optimem e Leibovitz-15 (L-15). Tipi-
camente, o meio de cultura é suplementado com 0,1 a 10 uni-
dades de tripsina.

Parte 3c) Inativacdo do morto ou inativado. Depois
da producdo os virus podem ser mortos ou inativados com
qualquer método comumente usado na técnica. Um método mais
preferido poderia ser a inativacgédo dos fluidos virais com
BEI, descrito abaixo. E também Gtil inativar os virus con-
tendo fluidos com formalina ou BPL.

Parte 3d) Adjuvantes de vacina morta ou inativada,
formulacdes, formas e veiculos. Os antigenos da Parte 1 e,
particularmente, dos virus inativados ou mortos podem ser
formulados de uma variedade de formas para produzir uma va-

cina Util. Uma formulacdo preferida é para combinar a vacina



10

15

20

25

42

morta com um adjuvante. VArios adjuvantes podem ser usados
com as vacinas dessa invencdo, varias preferidas sao perce-
bidas. A quantidade de adjuvantes tipicamente compreende de
cerca de 25 pg até cerca de 1000 pg, inclusive, ou uma dose
de 1 mL. Adjuvantes especialmente uUteis para a Vacina de In-
fluenza Canino sdo os seguintes, os quails podem ser usados
em combinagées; combinacdes preferidas percebidas: sais de
aluminio, incluindo Alum (0,5 - 20%, mais preferivelmente é
menos do que 10%, mais preferivelmente sdo 2 e 5%), fosfato
de aluminio (0,5 - 20%, mais preferivelmente é menos do que
10%, mais preferivelmente sdo 2 e 5%), hidréxido de aluminio
(Alhydrogel ou Rehydragel variando de 0,5 - 20%, mais prefe-
rivelmente é menos do que 10%, mais preferivelmente sao 2 e
5%), adjuvante AMPHIGEN®, saponinas (sdo preferidas as Quil
A ou Qs-21 ou,QA—Zl, variando de 1 - 100 ug Cambridge Biote-
ch Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals,
Inc., Birmingham, AL) com concentrac¢des preferidas de sapo-
nina de 10 - 100 microgramas e de cerca de 50 microgramas
preferida, colesterol ou outros polimeros sintéticos, DEAE
dextrana, Squalene, etc.

Adjuvantes e combinagdes preferidos sao: 2, 3, 4,
ou 5% de Alum, qualquer combinagido de Alum com QuilA, éoles—
terol, uso de qualquer formulagdo e adjuvante de vacina‘co—
mercial conhecido. S&o especialmente preferidos os Alum 2 a
5 % sozinho, Quil A sozinho e Quil A e colesterol, o qual é
conhecido como “QAC”. QAC pode ser usado sozinho ou junta-

mente com colesterol e Quil A adicional. Outros adjuvantes

conhecidos também podem ser usados. Os outros componentes
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das vacinas podem ser ajustados para modificar as proprieda-
des fisicas e quimicas das vacinas. Por exemplo, adjuvantes
tipicamente compreendem de cerca de 25 ug até cerca de 1.000
ug inclusive, de uma dose de 1 mL. Similarmente, a vacina
aqui descrita poderia ser combinada com antibidéticos, os
quais podem compreender de cerca de 1 pug até cerca de 60 pug
inclusive de uma dose de 1 mL. Outros ingredientes sao pos-
siveis.

Parte 3e) Dosagens e ensaios de vacinas mortas ou
inativadas. Os tamanhos de doses das vacinas de virus de in-
fluenza H3N8 tipicamente variam de cerca de 2,0 até 0,1.mL,
dependendo da via de administragdo. Para vacinas contendo
virus vivos modificados ou virus atenuados, uma dose tera-
peuticamente eficaz ird geralmente variar de cerca de 10°
TCIDsg até cerca de 10% TCIDsy, inclusive. Para vacinas con-
tendo antigenos de subunidade, tais como as proteinas H3 ou
N8 de influenza, uma dose terapeuticamente eficaz varia de
cerca de 10 pg até cerca de 100 pg, inclusive. Para vacinas
contendo virus influenza inativado, as vacinas devem conter
entre 10° e 10° TCIDsy, niveis de virus antes da inativacdao.
A vacina ira preferivelmente ter entre 100 - 1.000 unidades
de HA/mL como a quantidade administrada por dose. A mais
preferida é de cerca de 640 HA por dose.

Parte 3f) Morta ou inativada, regulagao do tempo e
via de administracdo. Ver Parte 2f para a regulagdo do tempo
de vacinacdo. A via preferida é a injeg¢ao subcutdnea, SC,
usando cerca de 1 mL, porém a intramuscular, IM, de cerxca de

1 mL de intradérmica usando 1,0 - 0,2 mL e a oronasal, e a
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nasal usando 0,2 a 0,5 mL também sdo preferidas.

PARTE 4. COMBINACAO DE VACINAS

Os antigenos e vacinas dessa invengdo podem ser
combinados co outros produtos ou vacinas. Por exemplo, eles
podem ser combinados ou na fracdo liquida ou dessecada com a
linha Canine Vanguard® da Pfizer, a qual inclui muitos pro-
dutos, e/ou a linha Canine Vanguard Plus® da Pfizer, a qual
também inclui muitos produtos, incluindo o Vanguard Plus
CCV/L4® e outras combinacdes para oferecer a completa prote-
cao contra doencas de filhote de cachorro principais. O an-

tigeno do virus influenza eqiino ou canino pode ser combina-

do em quaisquer varias combinac¢des com os seguintes antige-

nos caninos; parainfluenza canino (CPIV), virus de indispo-

sicdo canina (CDV), parvovirus canino (CPV), adenovirus-1

canino (CAV-1), adenovirus-2 canino (CAV-2), Leptospira
canicola, Leptospira grippotyphosa, Leptospira
icterohaemorrhagiae, Leptospira pomona, Leptospira

bratislava, coronavirus respiratério canino (CRCV), corona-
virus canino entérico (CCV), coronavirus bovino (BCV) e an-
tigeno da Bordetella bronchiseptica.

Além disso, os antigenos do virus de influenza e-
gliino ou canino e as vacinas dessa invengdo podem ser combi-
nadas com vacinas de Bordetella bronchiseptica (p68 ou Bron-
chicine® ou Canvac CCi®) e/ou parainfluenza canino (CPIV)
e/ou coronayirus respiratério canino (CRCV) e/ou coronavirus
bovino (BCV) para proporcionar uma vacina pré-abordagem para
proteger contra os agentes comuns da tosse de canil. A dosa-

gem inicial das vacinas de combinacdo poderiam ser 2 doses



10

15

20

25

45

de 1 mL com intervalo de 3 semanas, um ﬁﬁico incentivador de
1 mL poderia ser dado antes das abordagens subseqiientes.

PARTE 5. EXEMPLOS ESPECIFICOS DAS VACINAS

As seguintes vacinas sdo especificamente forneci-
das.

Exemplos 1 - 3 Célula de mamifero crescida.

H3N8 de eqiiino da Pfizer derivado de célula
(A/Eqgiiino/2/Miami/1/1963) em a) 2 ou 5% de Alum ou b) em
QAC.

Exemplos 4 - 6 Célula de mamifero crescida.

H3N8 de canino isolado clinico da‘Pfizer derivado
de célula (A/Canino/Iowa/9A1/B5/D8/D12 em a) 2 ou 5% de Alum
ou b) em QAC. |

Exemplos 7 - 9 Ovo de ave crescido

H3N8 de eqiino da Pfizer derivado de ovo em a) 2
ou 5% de Alum ou b) em QAC.

Exemplos 10 - 11 Ovo de ave crescido

H3N8 canino isolado clinico da Pfizer derivado de
ovo em a) 2 ou 5% de Alum ou b) em QAC.

PARTE 6. EXEMPLOS ESPECIFICOS DE PROCEDIMENTOS DE
TESTAGEM DE VACINA

As vacinas dessa invencdo podem ser avaliadas e
confirmadas usando o seguinte. |

Cachorros de pesquisa de raga de 6 semanas de ida-
de ou mais de propdésito sdo administradas as vacinas aqui
descritas. Os cachorros s&o divididos em grupos de vacina
usando de 5 a 20 cachorros por grupo. A vacina é administra-

da como duas doses de 1 mL ou duas doses de 0,5 mL com 3 se-
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manas de intervalo através da viaAsubcuténea ou intramuscu-
lar. E dada vacina de placebo aos cachorros de controle. A-
mostras de soro sdo coletadas a partir de cada cachorro no
dia da primeira e da segunda vacinacgdo, a seguir duas vezes
apés a segunda vacinac¢do, assim como apds o desafio. O soro
de cachorros vacinados é testado para a soro conversao para
o antigeno da vacina através da HI (inibicdo da hemaglutini-
na) ou SRH (hembélise radial individual). Os cachorros sao
desafiados com virus H3N8 por aerossol ou gotas através da
via intranasal ou oral (a qual pode incluir intratecal) no
dia 14 ou no dia 28 apdés a segunda Qacinagéo. Os cachorros
sdo observados apdés o desafio por sinais clinicos para a do-
enca pelo monitoramento dos sinais clinicés, tais como sin-
tomas respiratdérios, febre, anorexia, letargia. As secrecgdes
nasais sdo coletadas por “swabbing” dos cachorros vacinados
e dos controles ndo-vacinados dia sim dia ndo apds o desafio
por 10 - 14 dias para medir o espalhamento do virus de desa-
fio. A presenga.do,espalhamento do virus é confirmada pelo
cultivo do tecido celular (preferivelmente rim de cachorro).
Amostras de tecidos incluindo traquéia, amigdala, pulmdo sao
coletadas de um subgrupo de cachorros apds o desafio. A pre-
senca do virus nas amostras de tecido de cachorro é confir-
mada conforme descrito acima ou de andlise imunoistoquimica.
Pela comparacdo do espalhamento do virus de desafio e do vi-
rus em amostras de tecido, cachorros vacinados com uma vaci-
na eficaz terdo uma carga viral mais baixa ou quantidades de
virus mais baixas em comparacdo com cachorros de controle

ndo-vacinados. Uma vacina eficaz ira resultar numa carga vi-
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ral mais baixa ou numa quantidade de virus mais baixa num
animal vacinado e animais vacinados demonstrardo uma redugao
nos sinais clinicos associados com infec¢do por influenza em
comparacdo com um controle nao-vacinado.

Exemplos especificos

Avaliacdo do estudo de eficacia e desafio de vaci-
nas de Influenza caninos em cachorros. Avaliagdo de vacina
de influenza de eqiiino, de virus morto para proporcionar
protecdo cruzada em caninos contra o virus influenza.

Para avaliar a soroprotecdo de virus de influenza
de eqliinos; vacinas contenfo A/Eqiiino/2/Miami/1/63 e
A/Equino/Ohio/1/2003, cachorros com de 7 a 10 semanas de i-
dade foram divididos em um dos no&e grupos de tratamento
(Tabela 2). Os cachorros foram vacinados com uma dose de 1,0
mL através da via subcutdnea nos Dias de Estudo 0 e 21. O
sangue para o soro foi coletado de todos os cachorros regis-
trados no estudo nos Dias de Estudo O (primeira vacinagao),
21 (segunda vacinacdo) e 35 (14 dias apds a segunda vacina-
cdo). Todas as amostras de soro foram ensaiadas para HAI pa-
ra o Miami63, Ohio03 e CIV. Os dados de resposta sorolédgica
estdo apresentados na Tabela 3. Diferengas estatisticamente
significativas nos titulos soroldédgicos em comparagdo com a-
nimais ndo-vacinados foram demonstradas no Dia de Estudo 35
nos seguintes grupos IVP: T02, T03, T04, TO6, TO7, TO8 e TO9
(Tabela 3). Adicionalmente, diferencas significativas foram
observadas no Dia de Estudo 21 para os seguintes grupos IVP:
T06, TO07, TO08, e TOY9 (Tabela 3).

Seguranga preliminar
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Além de medir a resposta soroldgica, a seguranga
de vacina preliminar foi avaliada nesse estudo. De um modo
geral, nenhuma reagdo associada com vacina clinicamente im-
portante foi observada com qualquer um dos IVPs avaliados.
Nenhuma reacdo sistémica associada com vacina foi observada
durante o curso do estudo. Adicionalmente, nenhum aumento de
tamanho do sitio de injecdo foi observado apdés a primeira
vacinacdo em qualquer um dos grupos de tratamento. No Dia 21
(antes da 2? vacinacdo, pequenos aumentos de tamanho foram

detectados no apalpamento do sitio de injegdo nos 34 animais

.dos cinco grupos de tratamento. Desses grupos, quatro (TO0Z,

T03, T06 e TO07) sdo auxiliados com Alum 2%, enquanto o quin-
to grupo de tratamento (TO9) é auxiliado com Quil-
A/Colesterol/Mais outros adjuvantes. O volume médio geomé-
trico no aumento de tamanho do Dia 21 wvariou de tamanho de
0,07 até 0,24 cm® pelos tratamentos.

Apdés a segunda vacinacgdo, os Dias de Estudo 22 a
24, os. aumentos de tamanho do sitio de injeg¢do foram obser-
vados em 58 dos 87 animais. Esses aumentos de tamanho chega-
ram ao ponto méximo 24 horas apds a vacinagdo (Dia 22) e de-
cresceram em tamanho para a resolugdo até o Dia de Estudo
24. Nenhum dos aumentos de tamanho do sitio de injeg¢dao foram
dolorosos ou quentés ao toque, enquanto cinco foram desco-
bertos como sendo duros quanto a resisténcia.

Avaliacdo da vacina de influenza de eqliino, virus
morto para proporcionar protecdo cruzada em cahinos contra o
virus influenza por desafio.

Seis dos nove grupos de tratamento foram desafia-
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dos com CIV: TO0l, TO02, TO03, TO06, TO7 e T09. O Dia de Estudo
0, o dia do desafio, animais 6 semanas depois da segunda va-
cinacdo com HA aproximadamente de 1:8 por 50 mL representan-
do aproximadamente 6,9 log por mL de CIV. Os cachorros foram
desafiados através da via intra-traqueal num modelo similar
ao modelo de doenca respiratéria de virus influenza suino.
Sinais clinicos associados com a doenga respiratéria foram
observados diariamente em todos os animais: descarga nasal,
descarga ocular, espirro, ansia de vémito, anorexia, depres-
sdo ou tosse. Adicionalmente, temperaturas timpédnicas e
“swabs” nasais/fafingeos para o isolamento do virus foram
coletados diariamente.

As observagéeé clinicas foram reportadas e monito-
radas diariamente até aproximadamente 50% dos animais desa-
fiados exibirem sinais clinicos de doencga respiratédria. Cin-
co dias apdés o desafio, 31 dos 59Aanimais desafiados exibi-
ram um ou mais dos seguintes sinais clinicos: descarga na-
sal, descarga ocular e/ou tosse. Consequentemente, no Dia de
Estudo 5, todos os animais foram eutanasiados e foil efetuada
a necropsia. As contagens de consolidacdo do pulmido foram
registradas e as amostras para o isolamento viral coletadas.

O porcentual de contagens de consolidagcdao do pul-
mdo indicaram que a demonstrag¢do bem sucedida de doenga res-
piratéria foi alcancada com esse desafio. A consolidagdo
porcentual por todos os animais variou de 60% em 9 animais
até oito animais com 10 a 35% de consolidacdo, 26 animais
exibindo < de 10% de consolidacdo e 16 animais ndo exibindo

consolidacdo (Figura 2). As quantidades de animais com con-
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solidagéo-de pulmdo pelos grupos de tratamento estao apre-
sentadas na Tabela 5. Enquanto foram observadas diferencgas
numéricas entre os grupos de tratamento e os controles nega-
tivos, diferencas estatisticamente significativas para a
consolidacdo do pulmido, isolamento do virus no pulmao e dos
tecidos das amigdalas ndo foram detectadas (Tabela 6). Das
amostras de lavagem de pulmdo, diferengas estatisticamente
significativas (P <= 0,05) foram detectadas nos resultados
de isolamento de virus entre os controles negativos e TO02Z,
TO7 e TO09 (Tabela 7).

Tabela 2. Grupos de tratamento para o estudo de

soro conversdo canino.

Grupo IVP

TO1 Salina - Controle negativo

TO2 Miami 63 — dose de HAI 320 - Alum 2%

TO3 Miami 63 - dose de HAI 640 - Alum 2%

T04 Miami 63 - dose de HAI 320 - Quil-
A/colesterol

705 Miami 63 - dose de HAT 640 - Quil-
A/colesterol

TO6 Ohio 03 - Dose de HAI 320 - Alum 2%

TO7 Ohio 03 - Dose de HAI 640 - Alum 2%

TO8 Ohio 03 - Dose de HAI 640 - Quil-
A/Colesterol

TOOS Ohio 03 - Dose de HAI 640 - Quil-
A/Colesterol/mais outros adjuvantes
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Tabela 3. Resumo dos dados de titulos soroldgicos
em cachorros vacinados com vacinas de antigenos de influenza

de eqiino (36252)

Titulos de HAI contra CIV

Gru- Dia Dia 21 Dia 35
pPo 0
de
tra-
ta-
men-

to

Gru- | IPV N Ver- | Mé- Min Max GM Min Max
po da- dia
dei- | geo-
ro mé-
tri-

ca

TO1 | Sa- 10 <8 4,0 |4,0 |4,0 14,0 |4,0 4,0

lina

TO2 Mia- | 9 <8 4,0 4,0 4,0 9,3 | 4,0 4,0

63 -
bai-
Xa

dose

| Alum
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N
o®

TO3

Mia-

mi

63 -

alta

dose

Alum

[\)
o®

10

<8

1,0

4,0

12,1

4,0

128,

TO4

Mia-

mi

63 -

Bai-
xa

dose

Quil

A/co
les-
te-

rol

10

<8

4,0

4,0

9,2%

16,0
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TOS

Mia-

mi

63 -

alta

dose

Quil

A/co
les-
te-

rol

<8

4,0

16,0

TO6

Ohio

03 -

Bai-

Xa

dose

Alum

N
o

10

<8

17,1

8,0

64,0

48,5

32,0

128,

TO7

Ohio

03 -

alta

dose

Alum

N
o

10

<8

11,3

4,0

32,0

55,7

32,0

128,

TO8

Ohio

10

<8

7,5*

16,0

18,4

8,0

32,0
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03 - *
Alta

dose

Quil
A/Co
les-
te-

rol

TO9 Ohio | 10 <8 32,0 | 4,0 {128, | 84,4 18,0 256,
03 - * 0 * 0
Alta

dose

Quil

A/co
les-
te-

rol/
mais
ou-

tros
adju
van-

tes

* = diferenca significativa entre TO0l e o grupo marcado
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(P £ 0,05)

Tabela 4. Distribuicdo de freqiiéncia de reagdes de
sitio de injecdo positivas em cada dia de estudo por grupo

de tratamento

Grupo de tratamento Reag¢des de-sitio de injecdo posi-
tivos

Gru- IPV DO | D2 | D D21 | D22 D23 D24

po 3

TO1 Salina 0 0 0 |0 0 0 0

TO2 Miami 63 - baixa |0 0 0 [8/8 [7/9 8/9 7/9

dose - Alum 2%

TO3 Miami 63 - alta |0 0 0 |8/1 |10/10]|6/9 8/9
dose - Alum 2% 0

TO4 Miami 63 - Baixa |0 0 0 |0 6/10 |6/10 |5/10
dose - Quil-
A/colesterol

TOS Miami 63 - alta|O0 0 0 |O 6/9 5/8 5/8

dose - Quil-
A/colesterol

TO6 Ohio 03 - Baixa |0 0 0 6/1 {10/10|7/8 9/9
dose - Alum 2% 0

TO7 Ohio 03 - alta]|oO 0 0 |7/1 [9/10 |10/1 |9/10

dose - Alum 2% 0 0
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TO8 Ohio 03 - Alta|O0 0 0 |0 0 0 0
dose - Quil-
A/Colesterol

TO9 Ohio 03 - Alta |0 0 0 |5/1 |10/10}10/1 |8/9
dose - Quil- 0 0
A/colesterol/mai
s outros adju-
vantes

Tabela 5. Quantidade de animais por grupo de tra-

tamento com pontuacdes de consolidacdo de pulmdo positivas.

IVP TO1 T02 TO3 T06 TO7 TO9
No. Po- |8 5 9 7 5 9
sitivo

No. Ne- |2 4 1 3 5 1
gativo

Tabela 6. Isolamento do virus de amostras de pul-

mdo e amigdalas por grupo de tratamento

IVP Virus isolado? Sim/N&o

Pulmao Amigdala

Sim Nao Nao Sim

No. 3 No 3 No. 3 No. %
TO1 7 70,0 3 30,0 9 90,0 |1 10,0
T02 8 88,9 1 11,1 9 100,0 | O 0
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TO3 10 100,0 |0 0 10 100 0 0
TO6 9 90,0 1 10,0 9 90,0 |1 10,0
TO7 10 100,0 | O 0 10 100,0 | O 0
TO9 10 100,0 | O 0 10 100,0 | O 0

Tabela 7. Isolamento de virus de amostras de lava-

gem de pulmdo por grupo de tratamento.

Virus isolado? Sim/N&o
Ndo Sim
IVP Numero | Porcentagem | Numero Porcentagem
TO1l 2 20,0 8 80,0
TO2 7 77,8 2 22,2%
TO3 5 50,0 5 50,0
TO6 7 70,0 3 30,0*
TO7 10 100,0 0 0*
TOO9 10 100,0 0 0*

* Indica diferenca estatisticamente significativa
(p £ 0,05) entre TOl e o grupo de tratamento.

CONCLUSAO DAS DESCRICOES ESPECIFICAS

Deve ser notado que, conforme usado nessa especi-
ficacdo e nas reivindicagdes em anexo, artigos individuais
tais como “um”, “uma” e “o” podem se referir a um objeto ou
a uma pluralidade de objetos, a ndo ser que o contexto cla-
ramente indique outra coisa. Dessa forma, por exemplo, refe-
réncia a uma composicdo contendo “um composto” pode incluir
um Unico composto ou dois ou mais compostos.

E para ser entendido gque a descrigdo acima é ten-
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cionada para ser ilustrativa e ndo restritiva. Muitas moda-
lidades serdo aparentes para as pessoas versadas na técnica
na leitura da descricdo acima. O escopo da invengdo deve,
conseqgiientemente, ser determinado com referéncia as reivin-
dicacdes em anexo, juntamente com o escopo total dos equiva-
lentes aos quais tais reivindicag¢des sdo intituladas. As
descobertas de todos os artigos e referéncias, incluindo pa-
tentes, pedidos de patente e publicagdes sd@o aqui incorpora-
das por referéncia nas suas totalidades e para todos ds pro-
pbdésitos.

Todas as composicles e/ou métodos revelados e aqui
reivindicados podem ser feitos e executados sem experimenta-
cdo demasiada a luz da presente descoberta. Enquanto as com-
posigées e métodos dessa invencdo foram descritos em termos
das modalidades preferidas, serd aparente para as pessoas
versadas na técnica que variacbes podem ser aplicadas as
composicdes e/ou métodos e nos passos ou na seqléncia de
passos do método aqui descrito sem sair do conceito, espiri-
to e escopo da invengdo. Mais especificamente, serd aparente
gque certos agentes, os quais s&o tanto quimicamente quanto
fisiologicamente relacionados podem ser substituidos para os
agentes aqui descritos enquanto os mesmos resultados ou si-
milares poderiam ser alcancados. Todos os tais substitutos
similares e modificacdes aparentes para as pessoas versadas
na técnica sdo consideradas como estando dentro do espirito,
escopo e conceito da invengdo, conforme definido pelas rei-

vindicacgdes em anexo.
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REIVINDICACOES

1. Uso de uma vacina contendo pelo menos um virus

influenza atenuado ou morto, CARACTERIZADO pelo fato de ser

na preparacido de um medicamento para a imunizacdo de cachor-

ros contra o virus influenza.

2. Uso, de acordo com a reivindicacéao 1,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido virus é seleciona-
do do grupo consistindo do subtipo H3, N8 e/ou H3N8, e qual-
quer combinac¢do desses.

3. Uso, de acordo com a reivindicacéo 2,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido virus é influenza
de subtipo H3N8.

- 4. Uso, de acordo com a reivindicacao 3,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido virus é derivado
de origem canina ou egiiina.

5. Uso, de acordo .com a reivindicacdao 4,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido virus pode ou néo
ser capaz de ser transmitido para um cachorro.

6. Uso, de acordo com a reivindicacéo 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido virus é capaz de
ser transmitido para um cachorro.

7. Uso, de acordo com a reivindicacéao 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido virus ndo € capaz
de ser transmitido para um cachorro.

8. Uso, de acordo com a reivindicacéao 7,
CARACTERIZADO pelo fato de que a quantidade do referido vi-
rus é de 10 a 10.000 unidades de HA.

9. Uso, de acordo com a reivindicacédo 8,
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CARACTERIZADO pelo fato de que a quantidade do referido vi-
rus é de 100 a 1.000 unidades de HA.

10. Uso, de acordo com a reivindicacao . 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido virus é derivado
de origem eqgiiina.

11. Uso, de acordo com a reivindicacdo 10,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido virus é um virus
influenza eqiino.

12. Uso, de acordo com a reivindicacao 11,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido virus é derivado
antigeno da cepa de influenza eqiino A/Equino/2/Miami/1/63.

13. Uso, de acordo <com a reivindicacdo 11,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido virus & seleciona-
do do grupo consistindo da

a) Cepa de influenza eqiiino A/Equino/Z/Miami/l/63,
e/ou |

b) Cepa de influenza eqiino A/Eqiiino/2/Miami/1/63,
Virus de Semente Mestre da cepa de semente passada e deposi-
tada, Lote 3 17-9, rétulada cdmb Equine Flu A2,3 17-9 MSV, 1
1-2 1-86.

14. Uso, de acordo com a reivindicacdo 5,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido virus é derivado
de origem canina.

15. Uso, de acordo com as reivindicacdées 1 - 14,
CARACTERIZADO pelo fato de que o referido virus estéa morto.

16. Uso, de acordo com as reivindicagdes 1 - 14,
CARACTERIZADO pelo fato de que a referida vacina contém ain-

da um adjuvante, onde o adjuvante pode ser selecionado de a)



um adjuvante metabolizéavel, b) um adjuvante ndo-
metabolizavel, c) Alum 2%, d) Alum 5%, e) Quil A e f) Coles-
terol ou qualquer combinagdo desses.

17. Processo para produzir uma vacina, onde a re-
ferida vacina é CARACTERIZADA pelo fato de compreender as
composicdes de vacina conforme reivindicadas nas reivindica-

cbes 1 - 14.
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Porcentagem média da consolidagdo de pulmdo.
em animais vacinados com vacinas de virus
influenza eqiiino e desafiados com virus
influenza canino
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RESUMO

“VACINAS E METODOS PARA TRATAR INFLUENZA QANINO”

A presente invengdo se refere ao fornecimento de
novas vacinas e tratamentos para as doengas relacionadas com
o virus influenza canino. Ela revela antigenos virais de in-
fluenza e métodos de apresentagdo desses antigenos a cani-
nos, especialmente cachorros. Ele se refere a vacinas atenu-
adas e mortas. A presente invengdo se refere a virus influ-
enza canino e eqiiino experimentalmente gerados. A invengédo
também inclui influenza A, incluindo H3, N8, H3N8, H7N7 e
virus os quais contém pelo menos um segmento de genoma de um
virus influenza canino ou eqiino. A presente invengao também
se refere ao uso desses virus em composigdes terapéuticas
para proteger caninos, cachorros em particular, de doengas

causadas por virus influenza.
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