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RESUMO

“Aumento do titulo para vacinacdo em animais”

A divulgacdo refere-se a uma composicdo adicionada a
racdo animal utilizada em combinacdo com uma vacina para
aumentar a eficdcia da wvacina. Entre outros efeitos, a

composicdo eleva o titulo de anticorpos para a vacina.
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DESCRICAO
“Aumento do titulo para vacinacdo em animais”

Campo do Invento

O invento refere-se a combinacdes de uma composicdo e a
uma vacina que aumenta o titulo de anticorpos para a vacina e
a métodos para utilizacdo da combinacéo.

Antecedentes

A resposta imunitéaria envolve dols sistemas distintos: o
sistema inato e o sistema adquirido (mediado por anticorpos).
O sistema inato é um sistema evolutivamente antigo que
utiliza uma variedade de estratégias ©para prevenir a
infeccdo. Estas incluem as barreiras de células epiteliais
proporcionadas pela pele, o tracto gastrointestinal e os
revestimentos do pulm&o e da gléndula mamdria. Além disso, o
sistema inato inclui a barreira &cida do estdmago (ou abomaso
em animais ruminantes) e as enzimas digestivas do estdmago,
péncreas e 1intestino delgado. Finalmente, o sistema inato
inclui os gldébulos bancos, macrédfagos e neutrdfilos. Estas
células reconhecem primeiro os patogénios através da
apresentacéo de marcadores Unicos na superficie dos
patogénios e depois fagocitam e matam os patogénios.

O sistema inato ©proporciona a resposta imunitéaria
inicial e proporciona o tempo necessdrio para que o sSistema
de anticorpos adgquirido responda e desenvolva os anticorpos
necessarios para combater um patogénio especifico. Geralmente
é necessario uma semana a Vvarias semanhas para Jue uma pessoa
ou um animal desenvolva uma resposta de anticorpos. Neste
tempo 1interveniente, um organismo depende do sistema inato
para resistir a infeccéo.

0 sistema imunoldgico adquirido pode desenvolver
anticorpos em resposta a um patogénio, toxina, produto
quimico ou qualquer molécula especifica que o organismo
reconheca como antigénio (i.e. o sistema imunitdrio reconhece
o antigénio como ndo proéprio). Quando os patogénios infectam
uma pessoa ou um animal, marcadores celulares especificos
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associados ao patogénio sdo apresentados a células produtoras
de anticorpos. O sistema imunitario adquirido passa entdo por
um processo denominado "expansdo clonal". Especificamente,
isto permite a producdo em massa de células que produzem
anticorpos que sdo dirigidos a um antigénio especifico
associado ao patogénio.

Os anticorpos sao sintetizados por células T e células
B. As células T amadurecem no timo e apresentam anticorpos
que estdo ligados as suas superficies extracelulares. As
células T circulam entdo livremente no sangue e através dos
tecidos linfaticos. A ligacdo da célula T a um patogénio
através do anticorpo ligado resulta assim na identificacédo e
subsequente destruicdo do patogénio. Em contraste, 0s
anticorpos produzidos por células B s&o segregados para o
sangue onde circulam livremente. Quando os anticorpos
produzidos por células B se ligam a um patogénio, iniciam uma
cascata de eventos que resulta na identificacdo e morte do
patogénio. Os anticorpos que s&do produzidos em resposta a
imunizacdo sdo classificados em isotipos de anticorpo. Os
trés isotipos de anticorpo mais importantes incluem IgM, IgGl
e IgG2. Outros isotipos incluem, mas ndo se limitam aos
isotipos IgA, IgD, IgG3, IgG4 e IgE e, em aves de capoeira, o
isotipo IgY.

A resposta de IgM adaptativa é o primeiro anticorpo
produzido por células T e B em resposta a um antigénio; no
entanto, é um anticorpo relativamente "fraco" com afinidade
para o antigénio e especificidade limitadas. Respostas de
anticorpos mais "poderosas" estdo contidas nos isotipos IgGl
e IgG2; no entanto, o desenvolvimento dos isotipos IgGl e
IgG2 exige periodos de tempo mais longos. As respostas dos
isotipos IgG em gréavidas sédo particularmente importantes uma
vez dque estes sdo os 1isotipos de anticorpos que séo
transferidos da mde para a descendéncia através do colostro
no momento do nascimento e que por 1isso transfere uma

imunidade passiva para o recém-nascido.

A vacinacdo (também chamada imunizacdo) contra doenca é
comummente praticada dentro das industrias médica humana e de
pecuaria. Por exemplo, para vacinar contra um patogénio, é
administrada uma vacina a um animal na forma de versao ndo-
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infecciosa do patogénio ou é administrada somente uma porcédo
do patogénio. O sistema 1imunoldgico adgquirido responde
através da producdo de anticorpos para a vacina. Se o animal
for posteriormente exposto ao patogénio vivo, os anticorpos
produzidos em resposta a vacina sdo rapidamente mobilizados e
entdo reconhecem e direccionam-se para o patogénio para
destruicéao.

A industria pecuédria depende de protocolos de imunizacéao
contra doencas especificas de gado ©para minimizar a
morbilidade e mortalidade decorrentes de infeccgdes fungicas,
virais e bacterianas. Por exemplo, na industria de
lacticinios, é comum a vacinacdo dos animais contra E. coli
uma vez que esta é uma das formas mais comuns de infeccdes da
gladndula maméria (i.e. mastite) e causa perda de producao e,

em casos graves, perda da vaca.

Varios problemas surgem dos actuais protocolos de
vacinacdo. Por exemplo, a eficédcia dos protocolos de
vacinacdo varia de individuo para individuo. Especificamente,
alguns individuos desenvolverdo um elevado titulo (elevada
concentracdo sérica de anticorpos) em resposta a um protocolo
de imunizacdo especifico enquanto outros n&do. Como existe uma
correlacdo directa entre o titulo de um anticorpo e a
resposta do sistema imunitdrio a uma infeccdo, alguns
individuos permanecem susceptiveis a uma infeccdo pelo
patogénio apesar de terem sido vacinados. Consequentemente,
h4d ainda a necessidade de melhorar a eficdcia das wvacinas
para reduzir a incidéncia de doenca em populacdes animais.

Sumério

A divulgacédo refere-se a combinacdes para aumentar a
eficdcia de wvacinas e a métodos para utilizacdo das
combinacdes. As combinacdes da divulgacdo utilizam uma
composicdo dque tem o0s seguintes componentes: p-1,3(4)-
endoglucano-hidrolase, R-1,3(4)-glucano, terra diatoméacea,
argila mineral e glucomanano. Esta composicdo é distribuida
aos animais gque estdo prestes a passar por um protocolo de
vacinacdo ou estdo sujeitos a um protocolo de vacinacéo.
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As combinacdes aumentam a eficdcia da vacina aumentando
a concentracdo sérica (titulo) de anticorpos para a vacina. A
concentracdo sérica de anticorpos aumentada permanece mesmo
apbds a composicdo ser retirada da dieta dos animais.

Breve Descricdo dos Desenhos

A Fig. 1 mostra resultados de experiéncias de Western
blotting que demonstram o efeito da composicdo na expresséio
de L-selectina de neutrdfilos tal como descrito no Exemplo 1.

A Fig. 2 mostra resultados de experiéncias de Western
blotting que demonstram os efeitos da composicido em formas
ndo aquecidas e aquecidas (sedimentadas) na expressdo de L-
selectina de neutrdéfilos tal como descrito no Exemplo 2.

A Fig. 3 é& um grafico resumindo os efeitos da composicao
na expressdo do ARNm codificando L-selectina em neutrdfilos
de rato tal como descrito no Exemplo 3.

A Fig. 4 mostra resultados de experiéncias de Western
blotting que demonstram os efeitos da composicdo na expresséao
de interleucina-1f (IL-13) de neutrdéfilos tal como descrito
no Exemplo 4.

A Fig. 5 é um grafico de barras que resume o0s resultados
de ELISA utilizados para quantificar o titulo de IgGl contra
a vacina J5 tal como descrito no Exemplo 6.

A Fig. 6 é um grafico de barras que resume os resultados
de ELISA utilizados para quantificar o titulo de IgG2 contra
a vacina J5 tal como descrito no Exemplo 6.

A Fig. 7 é um grafico de barras que ilustra os efeitos
de uma dose baixa (15 gramas/dia) e uma dose elevada (30
gramas/dia) da composicdo na expressdo de interleucina-1f em
gado de alimentacdo tal como descrito no Exemplo 6.

A Fig. 8 mostra resultados de experiéncias de Western
blotting que demonstram os efeitos da composicdo na expressao
de L-selectina de neutréfilos em gado de alimentacdo tal como
descrito no Exemplo 6.
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A Fig. 9 é um grafico de barras que resume os resultados
de ELISA utilizados para quantificar o total do titulo de
IgGl e IgG2 tal como descrito no Exemplo 7.

Descricdo das Concretizacdes Preferidas

Conforme necessario, concretizacdes detalhadas da
presente composicdo sdo aqui divulgadas; no entanto, deve
entender-se que as concretizacgdes divulgadas sdo meramente
exemplificativas do invento, que pode ser concretizado de

varias formas.

A presente divulgacdo dirige-se a combinacdes que
aumentam a funcdo imunitdria em animais e a métodos para
utilizacdo das combinacdes. Geralmente, as combinacdes da
divulgacdo wutilizam uma composicdo que tem os seguintes
constituintes: B-1,3(4)-endoglucano-hidrolase, B-
1,3(4)glucano, terra diatomécea, argila mineral e glucomanano
que se sabe aumentar a funcdo imunitéaria (US2005/0220846). A
composicdo é& utilizada em combinacdo com uma vacina de forma
que a ingestdo da composicdo pelo animal aumenta a eficécia
da vacina. Tal como aqui definido, uma vacina estimula o
sistema imunitédrio, incluindo a producdo de anticorpos gquando
administrada a um animal. Uma indicacdo de uma maior eficacia
de uma vacina ¢é um maior titulo de anticorpos para o

antigénio da vacina no soro do animal.

A combinacdo pode ser eficazmente utilizada em alimentos
para pessoas ou animais em muitas espécies, tais como
mamiferos, incluindo humanos, e aves. Numa concretizacéao
preferida, as combinacdes sdo utilizadas em mamiferos de
pecuaria. As combinacdes podem ser igualmente bem utilizadas
com ruminantes e ndo-ruminantes. Exemplos de ruminantes
incluem, mas ndo se limitam a gado, ovelhas, cabras, vacas,
veados, bisontes e bufalos. 0s ndo-ruminantes incluem porcos,
cavalos, porcas e outros. Numa concretizacdo particularmente
preferida, as composicdes da composicdo sdo utilizadas para
gado ovino e bovino.

Numa concretizacdo, a composicdo é dada a um animal
durante o periodo em que o animal estd sujeito a um protocolo
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de vacinacdo. Um protocolo de vacinacdo tipico requer a
administracdo de pelo menos uma e habitualmente varias doses
da vacina ao longo de um periodo de tempo definido para
maximizar a estimulacdo do sistema imunitdrio e a producédo de
anticorpos. Numa concretizacdo preferida, a composicdo é dada
diariamente a um animal comecando antes do inicio do
protocolo de wvacinacdo e continuando apdés o 1inicio do
protocolo de wvacinacdo. Em concretizacdes alternativas, a
composicdo pode ser dada a um animal comecando apds o inicio
do protocolo de vacinacdo ou simultaneamente com o inicio do
protocolo.

A vacina da combinacdo pode desencadear uma resposta a
um patogénio, uma toxina, um farmaco ou outras moléculas. A
vacina pode ser uma vacina de ADN onde uma molécula de ADN
codificando um antigénio é injectada num animal, resultando
na sintese do antigénio e subsequentemente uma resposta
imunitdria ao antigénio. Numa concretizacdo preferida, a
vacina da combinacdo estimula a producdo de anticorpos para
um patogénio causador de doenca. Numa concretizacao
particularmente preferida, a wvacina estimula a producdo de
anticorpos contra patogénios que causam mastite. A vacina Jb5
& uma dessas vacinas de mastite comercialmente disponiveis
(disponivel em Pfizer).

Outros exemplos de patogénios e doencas para oS dJuais
humanos e animais s&o vulgarmente vacinados e que podem
beneficiar de um protocolo que estimule a eficdcia incluem,
mas ndo se limitam a, rinotraqueite bovina infecciosa (IBR),
virus parainfluenza de tipo 3 (PI3), virus de diarreia bovina
(BVDV) , virus sincicial respiratério bovino (BRSV) ,
rotavirus, coronavirus, Campylobacter sps., Pasteurella sps.,
conjuntivite, Salmonella sps., Clostridium sps.,
Leptospirose, Brucelose, doenca de Newcastle, variola
avidria, erisipela, cblera aviaria, Virus da Doenca de Marek
(MDV), Virus da Bronquite Infecciosa (IBV), encefalomielite
aviaria, coccidiose, rinopneumonite, gripe equina,
Streptococcus equi, arterite viral equina, erliquiose
monocitica equina, encefalomielite, encefalite do Nilo
Ocidental, raiva, parvovirus, adenovirus, Bordetella, doenca
de Lyme, Giardia, tosse convulsa, virus do sarampo, hepatite
A e B, difteria, e poliomielite.



EP 2 019 680/PT

Os constituintes da composicdo da combinacéao sdo
preparados através de métodos vulgarmente conhecidos na arte
e podem ser obtidos a partir de fontes comerciais. A B-
1,3 (4)-endoglucano-hidrolase é produzida a partir da
fermentacéao submersa de uma estirpe de Trichoderma
longibrachiatum. A terra diatomacea estéd disponivel como um
produto com lavagem acida comercialmente disponivel, com 95%
de silica (Si02) e com os seus restantes componentes néo
ensaiados mas consistindo principalmente em cinza (minerais)
tal como definido pela Association of Analytical Chemists
(AOAC, 2002). p-1,3(4)glucano e glucomanano podem ser de
preparacdes comercilals de extracto de parede celular de
levedura derivados de levedura primaria inactivada
(Saccharomyces cerevisiae) com a composicdo guimica mostrada
na Tabela 1:

TABELA 1
Humidade 2-3%
Matéria seca 97-98%
Proteinas 14-17%
Gordura 20-22%
Fésforo 1-2%
Mananos 22-24%
R-1,3(4)glucanos 24-26%
Cinza 3-5%

As argilas minerais (aluminossilicatos) utilizadas nesta
composicdo podem ser qualquer uma de uma variedade de argilas
comercialmente disponiveis incluindo, mas ndo se limitando a,
argila montmorilonite, bentonite e zeolite.

Numa concretizacdo preferida da combinacédo, p-1,3(4)-
endoglucano-hidrolase, terra diatoméacea, glucano e
glucomanano, e argila mineral sdo combinados peso a peso nhos
intervalos de <cerca de 0,05-3%, 1-40%, 1-20% e 40-92%,
respectivamente. Noutra concretizacdo preferida, p-1,3(4)-
endoglucano-hidrolase, terra diatoméacea, glucano e
glucomanano, e argila mineral s&do combinados a 0,1-3%, 5-40%,
2-15% e 40-80%, respectivamente. Numa concretizacéao
especialmente preferida, B-1,3(4)-endoglucano-hidrolase,
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terra diatomécea, glucano e glucomanano, e argila mineral sé&o
combinados a 0,2-3%, 20-40%, 4-10% e 50-70%, respectivamente.

Numa concretizacdo, a composicdo é um pd seco, solto que
¢ adequado para inclusdo directa numa racao, produto
alimentar ou como suplemento de uma racdo ou dieta mista
total comercialmente disponivel. O pd pode ser misturado com
alimento s6lido ou liquido ou com agua. Noutra concretizacéo,
a composicdo é formada em granulado.

Numa concretizacdo, guando incorporada directamente em
alimentos, a composicdo pode ser adicionada em quantidades
variando de cerca de 0,1 a cerca de 20 kg por tonelada (2000
libras) de alimento. Numa concretizacdo preferida, a
composicdo é adicionada a racgdes animais ou a alimentos em
quantidades de cerca de 0,5 kg a cerca de 10 kg por tonelada
de alimento. Numa concretizacdo especialmente preferida, a
composicdo pode ser adicionada a alimentos em gquantidades
variando de cerca de 1 a cerca de 5 kg por tonelada de
alimento.

Quando expressa como percentagem de matéria seca de
alimento, a presente composicdo pode ser adicionada a racdes
animais ou a alimentos em quantidades wvariando de cerca de
0,01 a cerca de 2,5% em peso, de preferéncia de cerca de
0,0125% a cerca de 2% em peso. Numa concretizacdo preferida,
a composicdo é adicionada a racdes animais ou a alimentos em
quantidades de cerca de 0,05 a cerca de 1,5% em peso, de
preferéncia de cerca de 0,0025% a cerca de 1% em peso. Numa
concretizacdo especialmente preferida, a presente composicéo
é adicionada em quantidades de cerca de 0,1 a cerca de 0,7%
em peso, de preferéncia de cerca de 0,125% a cerca de 0,5% em
peso do alimento.

Alternativamente, a composicdo da presente combinacéido
pode ser dada directamente a animais mamiferos ou aves como
um suplemento em quantidades de cerca de 0,01 gramas a cerca
de 1 grama por gquilograma de peso corporal vivo, de
preferéncia de cerca de 0,012 gramas a cerca de 0,5 gramas
por guilograma de peso corporal vivo, de maior preferéncia de
cerca de 0,016 gramas a cerca de 0,37 gramas por quilograma
de peso corporal vivo por dia. Numa concretizacao
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especialmente preferida, a composicdo pode ser proporcionada
para utilizacdo com muitas espécies em quantidades de cerca
de 0,05 gramas a cerca de 0,20 gramas por quilograma de peso
corporal vivo por dia.

Como exemplos, a composicdo pode ser proporcionada a
ovelhas no intervalo de cerca de 2 gramas por cabeca por dia
a cerca de 8 gramas por cabeca por dia. Para animais bovinos,
a composicdo pode ser proporcionada no intervalo de cerca de
10 gramas por cabeca por dia a cerca de 60 gramas por cabeca
por dia. Um perito na técnica pode apreciar que a quantidade
da composicdo dada pode variar dependendo da espécie animal,
do tamanho do animal e do tipo do produto alimentar ao qual a
composicdo é adicionada.

S80 agora proporcionados exemplos para ilustrar os
conceitos da composicdo com um certo grau de especificidade.

EXEMPLO 1

Foi conduzida uma experiéncia com ovelhas com ©
objectivo de determinar a capacidade da composicdo para
aumentar a expressdo de L-selectina de neutréfilos, um
marcador do sistema imunitério inato, em animais
imunossuprimidos. 0Os animais (seis por grupo) foram divididos
em dois grupos: Controlo e Experimental. O grupo de Controlo
recebeu uma racdo rica em energia consistindo em feno picado
disponivel ad libitum, 1 lb de milho moido por cabeca por dia
e 1 1lb de sémola de trigo cozida por cabeca por dia durante
um periodo de 28 dias. Durante este tempo, receberam também
injeccdes duas vezes por dia de dexametasona, um farmaco
imunossupressor. O grupo Experimental recebeu uma toma diéaria
da composicdo (5 gramas por cabeca por dia) durante 28 dias e
recebeu a mesma dieta e o protocolo de injeccdo de
dexametasona como Controlo. Esta composicéao do grupo
Experimental foi de 65,8 porcento em peso de argila mineral,
0,20 porcento em peso de endoglucano-hidrolase, 9,0 porcento
em peso de glucanos e glucomanano, e 25 porcento em peso de
terra diatomécea calcinada. No final do estudo, foram
recuperadas amostras de sangue e foram purificados os
neutr6filos utilizando uma centrifugacdo em gradiente de
Percoll. As quantidades de expressdo de L-selectina em
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neutréfilos foram ensaiadas utilizando técnicas de Western
blotting e anticorpos especificos para L-selectina.

Tal como mostrado na Fig. 1, painel superior, os animais
que ndo receberam a composicdo tinham uma expressdo baixa e
variavel de L-selectina. Tal como mostrado na Fig. 1, painel
inferior, os animais que receberam a composicdo demonstraram
um aumento consistente na expressdo de L-selectina. O painel
superior representa seis animais imunossuprimidos de
Controlo. O painel inferior representa seis animais
imunossuprimidos Experimentais que receberam a composicdo na
sua dieta.

EXEMPLO 2

Neste estudo, a estimulacdo do sistema imunitario inato
em ovelhas fol examinada quando a composicdo Experimental do
Exemplo 1 foil proporcionada numa dieta de granulado. A dieta
badsica consistiu em 21,55% de cevada, 10,0% de farelo de
colza, 5% de grdos de destilaria, 40% de milho moido, 1,50%
de calcério, 0,01% de sulfato de manganésio, 0,01% de
microvitamina E, 4,0% de melaco, 0,25% de mono-cal, 0,25% de
cloreto de potéssio, 0,60% de cloreto de sdébdio, 0,03% de
selenito de sdbédio, 15,79% de sémola de trigo, 0,01% de
sulfato de =zinco, 0,75% de sulfato de amdénio e 0,25% de
sulfato de cobalto. Quando a composicdo Experimental foi
adicionada a esta dieta, foi incluida a 0,6% substituindo
essa porcdo de sémola de trigo. Vinte e oito ovelhas foram
distribuidas por quatro tratamentos gque consistiram num grupo
de Controlo, um grupo dJue recebeu a composicdo Experimental
na forma em pd, uUm grupo dJue recebeu a composicdo
Experimental na forma de granulado onde foram formados
granulos a uma temperatura de 160°F, e um grupo que recebeu a
composicdo Experimental na forma granulada onde foram
formados granulos a 180°F. Todos 0s animais foram

imunossuprimidos através de injeccdo diédria de Dexametasona.

O estudo foi conduzido utilizando métodos idénticos ao
Exemplo 1 excepto que foi administrada uma composicdo em
granulos que foram fabricados através da formacdo de grénulos
a elevadas temperaturas. O racional para a conducdo deste
estudo foi determinar se o aquecimento da composicéao
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(conforme necesséario na formacdo dos granulos) pode inactivar
a capacidade da composicdo para aumentar a imunidade inata.
Tal como mostrado na Fig. 2, as ovelhas (Controlo) gque néao
receberam a composicdo expressaram niveis muito baixos de L-
selectina em neutré6filos. O proporcionar da composicédo
Experimental mesmo numa forma dJgranulada (aquecida) aumentou
ainda marcadamente a expressdo de L-selectina de neutrdfilos.

Na Fig. 2, o painel mais acima representa a expressédo de
L-selectina de neutréfilos em animais imunossuprimidos
alimentados com uma dieta de controlo sem a composicdo. O
segundo painel (PO) representa a expressdao de L-selectina em
animais imunossuprimidos que receberam a composicao
Experimental na forma ndo aquecida mexida livremente tal como
no Exemplo 1 (grupo Experimental). Os painéis trés e quatro
representam a expressdo de L-selectina de neutréfilos em
animais imunossuprimidos que receberam a composicao
Experimental em formas granuladas. Os gréanulos utilizados no
Painel 3 foram formados através de aquecimento a 160°F e os
granulos do Painel 4 foram aquecidos até 180°F durante o
fabrico das racdes.

EXEMPLO 3

Foi efectuada uma experiéncia com ratos para investigar
se a composicdo tinha a capacidade para aumentar a imunidade
inata num modelo ndo ruminante. Neste estudo, os ratos foram
atribuidos a um de dois tratamentos: um grupo de Controlo
(dieta n&o suplementada) e um grupo Experimental onde a
composicdo do Exemplo 1 foi adicionada a dieta a 1% de peso
seco de alimento. Nesta experiéncia, os ratos foram
alimentados com uma racdo de rato comercial com ou sem a
composicéo Experimental. A imunossupressao utilizando
protocolos de injeccdo de dexametasona ndo foi utilizada
neste estudo. Apds 14 dias, foram tomadas amostras de sangue
a partir de ratos anestesiados através de puncdo cardiaca. Os
neutr6filos foram isolados de amostras de sangue utilizando
centrifugacdo em gradiente de Percoll e o ARN total foi
isolado utilizando TriZol.

A concentracdo do ARN mensageiro (ARNm) codificando L-
selectina de rato nas amostras de ARN de neutrdfilos foi
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entéo determinada através de transcriptase reversa
quantitativa-reaccdo em cadeia da polimerase (QRT-PCR)
utilizando iniciadores que foram especificamente

desenvolvidos para o ensaio de L-selectina de rato. As
quantidades de ARNm de L-selectina foram ©padronizadas
mostrando-as como uma proporc¢do de ARNm de [-actina, dque é
expressa em todas as <células a um nivel razoavelmente
constante. Tal como mostrado na Fig. 3, e de acordo com o0s
resultados nos Exemplos 1 e 2, a composicdo aumentou a
expressdo de ARNm de L-selectina em mais de 6 vezes (P<0,05).

Este estudo demonstrou gque a malor expressdo da L-
selectina tal como mostrado por Western blotting nos Exemplos
1 e 2 pode ser causada através de um aumento do ARNm
codificando esta proteina. Isto implica gque a composicao
altera a taxa de transcricdo do gene codificando L-selectina.

EXEMPLO 4

Os neutrdédfilos, células do sistema imunitario inato, sé&o
capazes de sinalizar e deste modo sobrerregular a producdo de
anticorpos pelo sistema imunitario adquirido através da
secrecdo de interleucina-1$ (IL-1B). Para investigar a
capacidade da composicdo para induzir neutrédéfilos para
aumentar a sintese de IL-13, foil avaliada a concentracdo de
IL-13 em neutrdéfilos tomados da mesma ovelha tal como
descrito no Exemplo 1. Para completar este estudo, foi
utilizado Western blotting e anticorpos especificos para IL-

1pB.

Tal como mostrado na Fig. 4, os animais dgque né&o
receberam a provisdo diaria da composicdo continham niveis
virtualmente indetectéaveis de IL-1B, no entanto, a proviséo
da composicdo a animais causou um aumento marcado na
expressdo de IL-1p (P<0,05). Na Fig. 4, o painel superior
representa seis animais imunossuprimidos alimentados com
Controlo. O painel inferior representa seis animais
imunossuprimidos alimentados com composicdo Experimental que
receberam a composicdo. As concentracdes de IL-13 foram
determinadas utilizando andlise Western blot e um anticorpo
especifico para IL-1B.
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Estes dados indicam que a composicdo possul a capacidade
para ndo sb6 aumentar marcadores de imunidade inata (p.ex. L-
selectina; Exemplos 1, 2 e 3) como também aumentar a
expressdao da molécula de sinalizacdo chave (i.e., IL-1B3) que
sobrerregula o sistema imunitdrio adaptativo.

EXEMPLO 5

O objectivo desta experiéncia fol determinar que genes
eram diferencialmente expressos em neutrdéfilos apds a
distribuicéao da composicéao a vacas leiteiras peri-
parturientes. Neste estudo, foli examinado o mecanismo ou
mecanismos através dos quais a composicdo aumentou a
expressdo de IL-1B em neutrdfilos. As vacas leiteiras peri-
parturientes sdo um bom modelo porque o stress da gravidez
conduz a imunossupressdo, tornando as vacas particularmente

susceptiveis a infeccéo.

Nesta experiéncia oito vacas leiteiras peri-parturientes
foram atribuidas a uma dieta de Controlo gque ndo tinha a
composicdo Experimental e oito vacas foram atribuidas a um
grupo Experimental que recebeu a composicdo do Exemplo 1 na
sua dieta (56 gramas por dia por cabeca). Os animais foram
alimentados com as dietas durante aproximadamente 28 dias até
ao parto. 12-15 horas apds o parto, 500 ml de amostras de
sangue foram recuperados através de puncdo Jjugular e o0s
neutr6filos foram preparados através de centrifugacdo de
gradiente de Percoll em larga escala.

O ARN foil isolado de neutrdfilos utilizando o método de
TriZol e depois transcrito de forma reversa para ADNc
utilizando transcriptase reversa. Durante a transcricéo
reversa foram empregues corantes de cores diferentes baseados
em nuclebdtidos (Cy3 e Cy5), de modo que os ADN complementares
(ADNc), sintetizados a partir dos dois grupos de tratamento
diferentes (Controlo e Experimental), incorporaram cores
diferentes. As amostras de ADNc dos grupos Experimental e de
Controlo foram entdo aplicadas numa lédmina de microarrays
BoTL-5. Este microarray fol preparado no Center for Animal
Functional Genomics em Michigan State University e contém
1500 genes (cada um disposto em triplicado) sobre uma lamina
de vidro. Os ADNc gerados a partir das amostras dos grupos
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Experimental e de Controlo foram entdo deixados competir pela
ligacdo aos 1500 genes no array e a expressdo relativa dos
genes fol entd@o ensalada através de comparacdo da abundéncia
relativa dos sinais de Cy3 e Cyb em cada ponto no array. O0Os
dados foram entao estatisticamente analisados para
identificar os genes gue eram diferencialmente expressos (os
genes onde P<0,05).

Os resultados mostraram gue mais de 20 genes eram
diferencialmente expressos (P<0,05) em neutrdéfilos bovinos
tomados do grupo Experimental. A enzima conversora de
interleucina (ICE) foi um desses genes sobrerregulados. Isto
foi confirmado utilizando QRT-PCR e iniciadores especificos
para a sequéncia da ICE bovina. A ICE é a enzima limitante na
conversdo da pro-IL-1B inactiva na activa, a IL-1B segregada.
Assim, a composicdo pode sobrerregular a imunidade adaptativa
(i.e., tal como aumentar o titulo de anticorpos) através da
sua capacidade para aumentar a expressdo da actividade de ICE
de neutréfilos e, consequentemente, a secrecdo de IL-13.

EXEMPLO 6

Para testar a hipdtese de que a composicdo aumentou a
eficdcia da wvacina, fol examinado o desenvolvimento do titulo
apdés um protocolo de vacinacdo. Dezoito cabecas de gado de
corte (seis cabecas em cada grupo) foram atribuidas a um de
trés tratamentos: Controlo, Tratamento 1 (15 gramas de
composicdo na dieta por cabeca por dia) e Tratamento 2 (30
gramas de composicdo por cabeca por dia). A dieta dos animais
consistiu numa dieta de erva de feno que foil oferecida ad
libitum com um suplemento didrio que proporcionou 14% de
proteina bruta, 3% de gordura bruta e 20% de fibra bruta
(Tabela 2). Foi proporcionado aos animais 12 libras deste
suplemento por <cabeca por dia ao longo do ensaio. A
composicéo Experimental do Exemplo 1 foi misturada
directamente neste suplemento de modo a que tomas esperadas
de 15 gramas por cabeca por dia e 30 gramas por cabeca por
dia fossem distribuidas ao gado no Tratamento 1 e 2,
respectivamente.

Foram administrados aos animais estes tratamentos
dietéticos durante 56 dias apds o©0s dquals a composicao foi
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retirada da dieta dos Tratamentos 1 e 2. Todos o0s animais
foram mantidos na mesma dieta de controlo sem a composicédo
até ao dia 84. Nos dias 7, 21 e 35 da experiéncia foi
administrada a todos os animais uma vacina de E. coli J5
(Pfizer). Este protocolo de vacinacdo (i.e., trés injeccbes,
separadas por 14 dias) seguiu as recomendacdes do fabricante.
Esta wvacina ¢é wutilizada comercialmente na industria de
lacticinios como meio de reduzir a probabilidade de mastite
por coliformes. Uma limitacdo a esta vacina, e a maioria das
outras vacinas, é a resposta varidvel e limitada no titulo.

Foram tomadas amostras de sangue utilizando puncéao
jugular nos Dias 0, 14, 28, 42 e 56, dia em gque a composicao
foi removida da dieta do animal. Todos os animais
permaneceram numa dieta comum sem a composicdo até ao dia 84.
Foram também tomadas amostras de sangue no dia 82 para
determinar se quaisquer alteracdes no titulo induzidas pela
composicdo eram mantidas apds a sua retirada da dieta. Foi
preparado soro a partir de todos os animais através de
centrifugacdo. As concentracdes de anticorpos especificos
para a vacinacdo de E. coli J5 foram avaliadas em trés
fraccOes diferentes de imunoglobulinas (IgM, IgGl e IgG2)
utilizando ensaios imunosorventes ligados a enzima (ELISA).
Para ensaiar os titulos de E. coli J5 nas fraccdes das
imunoglobulinas IgM, IgGl e IgG2, uma cultura de E. coli
(obtida de Dr. Jeanne Burton, Center for Animal Functional
Genomics, Department of Animal Sciences, Michigan State
University) foil criada, colhida e utilizada para revestir
placas de 96 pocos. Subsequentemente, foram adicionadas
amostras de soro (diluidas 1:5000) dos animais a pocos
individuais nas placas revestidas e deixadas incubar durante
uma hora para permitir gque os anticorpos no soro do animal se
ligassem ao antigénio de E. coli J5. As placas de ELISA foram
lavadas com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS)
contendo Tween-20.

Anticorpos secundarios (ovinos anti-bovino conjugados
com peroxidase de rédbano (HRP)) que se ligam especificamente
a IgM, IgGl ou IgG2 bovina (Beth Laboratories, Montgomery,
TX) foram adicionados as placas lavadas. Os anticorpos
secundarios foram conjugados com peroxidase de réabano. Apds
incubacéo durante mais uma hora com 0s anticorpos
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secundarios, as placas foram novamente lavadas com PBS e
Tween-20. O substrato da peroxidase TMB (tetrametilbenzidina)
foi adicionado as placas e a reaccdo de cor resultante foi
quantificada através da medicdo da absorvancia a 450 nm
utilizando um leitor de placas de ELISA.

Tal como mostrado na Tabela 3, a composicdo Experimental
ndo teve efeito (no limiar de P>0,05) no desenvolvimento do
titulo de FE. coli J5 associado ao isotipo de anticorpo IgM.
No entanto, a composicdo estimulou e manteve o titulo de Jb5
nos isotipos de anticorpo IgGl e IgG2 tal como mostrado nas
Figs. 5 e 6 e nas Tabelas 4 e 5.

O titulo de IgGl aumentou no Dia 56 (P<0,05) em animais
que tinham recebido tanto o Tratamento 1 como o Tratamento 2
(Tabela 4 e Fig. 5). Pelo Dia 82, o titulo em animais de
Controlo tinha caido novamente para nivels pré-experiéncia
(Dia 0). No entanto, os animais que tinham sido alimentados
com o Tratamento 1 ou o Tratamento 2 tinham um titulo de J5
elevado em comparacdo com os animais de Controlo (P<0,05). De
facto, os animais que tinham recebido o Tratamento 1 ou 2 nédo
demonstraram perda de titulo de IgGl uma vez o invento tinha
sido removido da dieta apds 56 dias (Tabela 4 e Fig. 5).

Tal como mostrado na Tabela 5 e na Fig. 6, em relacdo a
fraccdo de 1IgG2, a adicdo de 15 g por cabeca por dia
(Tratamento 1) ou 30 g por cabeca por dia (Tratamento 2) da
composicdo causaram um aumento gradual no titulo de IgG2 de
J5 a 42 dias (i.e. a dose mais elevada aumentou o titulo em
57% e a dose mais baixa em 30% em comparacdo com o Controlo),
embora este efeito ndo fosse estatisticamente significativo a
P<0,05 (o valor de P foi de 0,16). Apdbs 56 dias, o Tratamento
2, (a dose mais elevada da Composicdo) causou uma elevacao
significativa no titulo de J5 (P<0,05). O Tratamento 1 (a
dose baixa da Composicdo) causou uma elevacdo no titulo de J5
dentro da fraccdo de IgG2 neste momento embora este efeito
nao fosse estatisticamente significativo a um limiar de
P<0,05 (valor de P = 0,12). No Dia 82 do estudo, apds a
Composicdo ter sido retirada da dieta, os animais alimentados
com a dose mais elevada da Composicdo tinham um titulo
elevado dentro da fraccdo de IgG2 (aumento de 14% em
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comparacdo com o Controlo); no entanto, este efeito ndo foi
significativo no limiar de P<0,05 (o valor de P é&é = 0,09).

Estes dados indicam que a Composicdo tem a capacidade
para aumentar o titulo e, para além disso, manter o titulo na
fraccdo de IgGl apds retirada da composicdo da dieta
(P<0,05). A Composicdo tem também a capacidade para aumentar
0 desenvolvimento do titulo dentro da fraccdo de IgG2
(P<0,05).

As concentracdes de IL-1R foram também examinadas nas
amostras de soro dos animais de Controlo, do Tratamento 1 e
do Tratamento 2 utilizando um ELISA para IL-13 (R+D Systems
Minneapolis, MN)). Tal como mostrado na Fig. 7, os resultados
indicaram gque tanto o Tratamento 1 como o Tratamento 2
aumentaram as concentracdes séricas de IL-1B apds 28 dias.
Apbs 56 dias, a dose baixa da Composicdo também elevou
significativamente a concentracédo sérica de IL-1B (P<0,05). A
dose elevada da Composicdo causou uma elevacdo numérica na
IL-1B sérica no Dia 56 do estudo; no entanto, este efeito néo
foi significativo a P<0,05 (valor de P = 0,23). Embora néio
desejando estar preso a teoria, a composicdo pode estimular o
sistema imunitadrio inato (p.ex., através da activacdo de
neutréfilos) e o0s neutrdéfilos estimulam entdo o sistema
imunitdrio adquirido através da secrecdo de IL-1B. IL-1B
aumentou especificamente a capacidade das células B para
aumentar a taxa de desenvolvimento do titulo de IgG2 e mantém
o titulo dentro da fraccédo de IgGl.

As concentracdes proteicas da L-selectina de neutrdédfilos
foram também avaliadas utilizando Western blotting tal como
mostrado na Fig. 8. A concentracdo de ARNm para a L-selectina
foi também determinada tal como para o estudo de ratos
(Exemplo 4) mas utilizando iniciadores especificos de bovino.
Foi determinado gque tanto o Tratamento 1 (15 g da composicéo
Experimental/cabeca/dia) como o Tratamento 2 (30 g de
composicdo Experimental/cabeca/dia) aumentaram (P<0,05) as
concentracdes de L-selectina dos neutrdfilos em comparacao
com o tratamento de Controlo.
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TABELA 2
Ingrediente percentagem de suplemento (com base
na racao)
Cascas de algodéo 32,5
Milho 25,0
Sémola de trigo 6,25
Farinha de colza 7,50
Grados de destilaria 8,73
Calcéario 0,75
Dynamate 0,25
Oxido de magnésio 0,15
Farinha de alfafa 14,0
Ureia 0,50
Rumensin 0,01
Sulfato de zinco 0,01
Selénio 0,04
Cloreto de sdédio 0,30
Melaco 4,00
TABELA 3
Dia de estudo Controlo (Abs | Tratamento 1| Tratamento 2
a 450 nm) (Abs a 450 nm) (Abs a 450 nm)
14 dias 0,477 0,404 0,391
28 dias 0,736 0,409 0,424
42 dias 0,842 0,405 0,408
56 dias 1,97 0,717 1,65
TABELA 4
Dia de estudo Controlo (Abs | Tratamento 1| Tratamento 2
a 450 nm) (Abs a 450 nm) (Abs a 450 nm)
0 dias 0,035 0,036 0,033
28 dias 0,065 0,045 0,035
42 dias 0,058 0,065 0,109
56 dias 0,238° 0,543° 0,471°
82 dias 0,033% 0,549° 0,573

Os valores numa fila gue ndo partilham um super-indice comum
diferem significativamente (limiar P<0,05).
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TABELA 5

Dia de estudo Controlo (Abs | Tratamento 1| Tratamento 2
at 450 nm) (Abs a 450 nm) | (Abs a 450 nm)

0 dias 0,079 0,104 0,091

28 dias 0,220 0,229 0,215

42 dias 0,228 0,296 0,358

56 dias 0,306% 0,401% O,681b

82 dias 0,178 0,179 0,252

Os valores numa fila gue ndo partilham um super-indice comum

diferem significativamente (limiar P<0,05).
EXEMPLO 7

Foi completada uma experiéncia com ovelhas para
investigar a capacidade da composicdo Experimental do Exemplo
1 para aumentar a imunidade adaptativa em resposta ao
protocolo de vacinacdo de E. coli J5 que fol empregue no
Exemplo 6. Os animais (doze animais por tratamento) foram
atribuidos a trés tratamentos: Controlo, Tratamento 1 (3
gramas por cabeca por dia da composicdo Experimental do
Exemplo 1) ou Tratamento 2 (6 gramas por cabeca por dia da
composicdo Experimental do Exemplo 1). Os animais foram
alimentados com estas dietas durante 75 dias e foram
vacinados com a vacina J5 da Pfizer nos dias 7, 21 e 35 do
ensaio. Amostras de sangue foram tomadas nos Dias 0, 35 e 75.
Amostras de sangue foram também tomadas no Dia 90 apds a
composicdo do Tratamento 1 ou do Tratamento 2 ter sido
retirada da dieta para determinar se a composicdo tinha a
capacidade de manter o titulo.

Neste estudo, foi utilizado um anticorpo secundéario (de
coelho anti-IgG de ovino conjugado com HRP: Beth
Laboratories, Montgomery, Texas) dgue reconhecia ambos o0s
isotipos de ovelha IgGl e IgG2. A Tabela 6 e a Fig. 9 mostram
os dados das fraccdes combinadas de IgGl e IgG2 de ovelha. Os
métodos utilizados neste estudo para conduzir o ELISA foram
idénticos aos delineados no Exemplo 6 excepto que foi
utilizado um anticorpo anti-IgG de ovino (VMRD, Pullman, WA).

No Dia 35, a dose elevada da composicdo Experimental
casou uma elevacdo no total dos titulos de IgGl e IgG2. No
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Dia 75,

aumento

as doses baixa e elevada da Composicdo causaram um
titulo de J5.
baixa causou um aumento de 17% no titulo e a dose elevada
no titulo de J5. No Dia 90,
animais com Tratamento 1 ndo tinham uma elevacdo no titulo em
No

animais no Tratamento 2 dgque receberam a dose

gradual no Especificamente, a dose

causou um aumento de 31% os

comparacdo com oS animais alimentados com controlo.

entanto, os
elevada da Composicdo exibiram uma elevacdo de 24% no titulo

de J5.

Estes dados apoiam as observacdes da Experiéncia 6 por a
da
desenvolvimento do titulo dentro da fraccdo de IgGl e IgG2 e

administracéo composicdo Experimental ter aumentado o

mantido o titulo apds a retirada da composicdo Experimental
da dieta durante mais 15 dias.

TARELA ©
Dia de|Controlo (Ul|Tratamento 1 (U|Tratamento 2 (U
estudo de Abs a 450|de Abs a 450|de Abs a 450
nm) nm) nm)
0 dias 0,174 0,173 0,173
35 dias |0,270 0,285 0,330
75 dias |0, 350 0,410 0,460
90 dias |0,376 0,379 0,469

O invento tendeu a aumentar o titulo de

J5 nas fraccdes de
IgG combinadas embora os valores de P fossem superiores ao do
limiar P<0,05.

Lisboa, 2011-12-2¢
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REIVINDICACOES

1. Combinacdo, compreendendo:

- uma vacina;

- uma composicdo compreendendo p-1,3(4)glucanos, R-
1,3 (4)-endoglucano-hidrolase, terra diatomécea, uma argila
mineral, e glucomanano;
para utilizacdo no aumento da eficacia da vacina, em que a
composicdo é dada a um animal desde antes do 1inicio do
protocolo de vacinacdo, de modo que o titulo dos anticorpos
para a vacina aumenta relativamente ao titulo de anticorpos

para a vacina na auséncia da composicdo.

2. Combinacdo da reivindicacdo 1, em que a composicédo
¢ dada em dguantidades de 0,01 gramas a 1,0 grama por
quilograma de peso corporal vivo do animal.

3. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que
a vacina é uma vacina de mastite.

4. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 2, em que
a vacina de mastite é a vacina Jb da Pfizer.

5. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que
o titulo das classes de anticorpos IgGl e IgG2 para a vacina
aumenta na presenca da composicdo relativamente ao titulo dos
anticorpos IgGl e IgG2 na auséncia da composicéo.

6 Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em que
o titulo da classe de anticorpos IgGl para a vacina aumenta
relativamente ao titulo de anticorpos IgGl na auséncia da
composicao.

7. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em gque
o titulo da classe de anticorpos IgG2 para a vacina aumenta
relativamente ao titulo dos anticorpos IgG2 na auséncia da
composicao.

8. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 1 em que o
titulo aumentado das classes de anticorpos IgGl e IgG2 para a
vacina é mantido apds a retirada da composicdo de uma dieta.
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9. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em dgue
o titulo aumentado dos anticorpos da classe IgGl para a
vacina é mantido apds a retirada da composicdo de uma dieta.

10. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 1, em dque
a composicdo é combinada com a racdo dos animais.

11. Combinacdo da reivindicacdo 10, em que a composicao
¢ dada a animais no intervalo de cerca de 0,01% a cerca de
2,5% em peso da racdo numa base de peso seco.

12. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 1-4 para
utilizar no aumento da eficacia da vacina em gado.

13. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 12, em que
o gado é gado bovino ou ovino.

14. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 13 em dque
a composicdo é administrada a gado bovino no intervalo de
cerca de 10 gramas a cerca de 60 gramas por dia por animal.

15. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 13 em que
a composicdo é administrada a ovelhas no intervalo de cerca
de 2 gramas a cerca de 10 gramas por dia por animal.

16. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 1 em que a
vacina é uma vacina para rinotraqueite infecciosa bovina,
parainfluenza de tipo 3, virus de diarreia bovina, virus

sincicial respiratério bovino, rotavirus, coronavirus,
Campylobacter sps., Pasteurella sps., conjuntivite,
Salmonella sps., Clostridium sps., Leptospirose, Brucelose,

doenca de Newcastle, variola aviaria, erisipela, cblera
avidria, Virus da Doenca de Marek, Virus da Bronqgquite
Infecciosa, encefalomielite aviaria, coccidiose,
rinopneumonite, gripe equina, Streptococcus equi, arterite
viral equina, erligquiose monocitica equina, encefalomielite,
encefalite do Nilo Ocidental, raiva, parvovirus, adenovirus,
Bordetella, doenca de Lyme, Giardia, virus do sarampo,
hepatite A, hepatite B, difteria ou poliomielite.

17. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 1 em que a
composicdo é um pd seco solto adequado para inclusdo directa
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numa racdo, produto alimentar comercialmente disponivel ou
como suplemento para uma racdo total mista ou dieta.

18. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 17, em que
a composicdo é combinada com racdo sdélida, racdo ligquida ou
agua.

19. Combinacdo de acordo com a reivindicacdo 1 em que a
composicdo ¢é dada ao animal desde antes do inicio do
protocolo de vacinacdo e continuando apds o 1inicio do
protocolo de vacinacéo.

Lisboa, 2011-12-26
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