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(57) Resumo: Patente de Invengdo: FORMULAGOES DE VACINA.
A presente invengéo refere-se a emulsdes de 6leo em agua, seu uso
como adjuvantes e composi¢des farmacéuticas, imunolégicas ou de
va- cina que possam compreendé-las. Em uma modalidade, a emulsao
de o6leo em agua (O/A) pode compreender uma solugdo aquosa
contendo um imu- négeno, um éleo mineral, um alcool graxo etoxilado
lipofilico nao I6nico e um surfactante hidrofilico ndo i6nico. Em outra
modalidade, a emulsdo de éleo em agua (O/A) pode compreender uma
solugdo aquosa contendo um imu- négeno, um surfactante lipofilico
nao idnico, um dleo mineral e um alcool graxo etoxilado hidrofilico nao
idnico. A presente invengdo também engloba um método de
preparagdo de uma composi¢do de vacina usando o adjuvan- te da
presente invencéo, a composicdo de vacina assim obtida e métodos
de uso.
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Relatério Descritivo da patente de Invengao para "FORMULA-
COES DE VACINA".
PEDIDOS DE PATENTE RELACIONADOS
| Este pedido de patente reivindica a prioridade do Pedido de Pa-
tente Norte-americano n2 de série 11/107.000, depositado em 15 de abril de

- 2005, cujo conteudo € aqui expressamente incorporado por referéncia.

INCORPORAGCAO POR REFERENCIA

Os pedidos de patente precedentes, e todos os documentos ai
citados ou dura.nte seu processamento ("documentos citados no pedido de
patente") e todos os documentos citados ou referenciados nos documentos
citados no pedido de patente, e todos os documentos aqui citados ou refe-
renciados ("documentos aqui citados"), e todos os documentos citados ou
referenciados nos documentos aqui citados, juntamente com quaisquer ins;
trugbes, descrigdes, especificagdes de produto e folhas de produto do fabri-
cante para quaisquer produtos aqui mencionados ou em qualquer documen-
to aqui 'incorporado por referéncia, sao aqui incorporados por referéncia e
podem ser empregados na pratica da invengéo.

- CAMPO DA INVENGCAO

A presente invengéo refere-se a emulsdes de 6leo em agua, seu
uso como adjuvantes e composi¢des farmacéuticas, imunoldgicas ou de va-
cina compreendendo-as.

AINTECEDENTES DA INVENCAO

O uso de adjuvantes em vacinas é bem-conhecido. Um adjuvan-
te € um composto que, quando combinado com um imundgeno de vacina,
aumenta a resposta imune ao imundgeno de vacina. Um adjuvante é um
composto que, quando combinado com um imundgeno de vacina, aumente a
resposta imune ao imundgeno de vacina. Entre as estratégias que promo-
vem imunogenicidade de uma proteina, glicoproteina ou peptidio estao a-
quelas que emulsificam imundgenos de vacina. (Nossal 1999, em: Funda-
mental Immunology. Paul (Ed.), Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia,
Pa.; Vogel e Powell, 1995, em: Vaccine Design.'The Subunit and Adjuvante
Approach. Powell e Newman (Eds.), Plenum Press, NY, N.Y. p. 141). Por
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causa da funcdo essencial que os adjuvantes desempenham para melhorar
a imunogenicidade de imundgenos de vacina, o uso de adjuvantes na formu-
lacao de vacinas se tornou virtualmente universal (Nossal, 1999, supra; Vo-
gel and Powell, 1995, supra; cujos ensinamentos sdo aqui incorporados por
referéncia). Adjuvantes convencionais, bem-conhecidos na técnica, sdo de
naturezas diversas. Podem, por exemplo, consistir em sais inorganicos inso-
laveis em agua, lipossomos, micelas ou emulsdes, isto €, adjuvante de Fre-
und. Outros adjuvantes podem ser encontrados‘ em Vogel e Powell, 1995,
acima menc'ionado. Embora nao haja um mecanismo unico de agao do adju-
vante, uma caracteristica essencial é sua capacidade de aumentar significa-
tivamente a resposta imune a um imunégeno de vacina em comparagao com
a resposta induzida pelo imunégeno de vacina isoladamente (Nossal, 1999,
supra; Vogel e Powell, 1995, supra). Com relagdo a isso, alguns adjuvantes
sdo mais eficazes para aumentar respostas imunes humorais; outros adju-
vantes sao mais eficazes para aumentar respostas imunes mediadas por
células (Vogel e Powell, 1995, supra); e ainda outro grupo de adjuvantes
aumentam tanto respostas imunes humorais, quanto mediadas por células
contra antigenos de vacina antigens (Vogel e Powell, 1995, supra).

Geralmente, as emulsdes usadas em formulagdes de vacina
compreendem uma mistura de dleo, solugdo aquosa e surfactantes. Algu-
mas emulsdes incorporam um surfactante lipofilico, como Span 80°, e um
surfactante hidrofiliéo, como Tween 80°. Essas emulses também podem
conter compostos como lecitina ou 'saponina, conhecidas como possuindo
propriedades de surfactante iénico.

Entretanto, podem-se observar problemas de estabilidade com
emulsdes usadas como adjuvantes de vacina, em particular durante o arma-
zenamento ou transporte. As atividades enzimdticas de lipase ou esterase
presentes na solugao ou suspensao de imunégen'o podem hidrolisar os sur-
factantes da emulséo e podem levar a uma falta de estabilidade do adjuvan-
te. As lipases ou esterases podem vir, por exemplo, de uma cultura celular
usada para cultivar virus ou de bactérias. I1sso é particularmente verdadeiro

quando essas composi¢coes contém imundgenos concentrados, particular-
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mente imundgenos concentrados nao purificados. Tipicamente, esse é o ca-
so com adjuvantes usados em vacinas inativadas (mortas). Esse problema é
ainda mais significativo com composi¢des de vacina multivalentes, porque os
imunogenos estdo mais concentrados no mesmo volume de diluente.

Outro problema com o uso do adjuvante esta relacionado a um
risco de eventos adversos, como toxicidade ou inflamacgao local no sitio de
inje¢cao. Por exemplo, uma resposta inflamatéria local e/ou granulomas po-
dem resultar apds a inje¢ado. Para limitar essa reagao adversa, os surfactan-
tes e similares componentes na emulsao podem ser reduzidos; entretanto, a

reducao pode resultar, entdo, em uma diminuigdo na estabilidade da compo-

| si¢cao de vacina. Conseqglientemente, ha necessidade de novos adjuvantes e

de composigoes de vacina contendo esses adjuvantes com maior seguranca
€ estabilidade.

A citagcao ou identificacao de qualquer documento neste pedido
de patente ndo € uma admissdo de que esse documento esteja disponivel
como técnica anterior a presente invencao.

SUMARIO DA INVENCAO

Em uma primeira modalidade, a presente invengao apresenta
uma nova emuisao de dleo em agua (O/A), com maior estabilidade na pre-
senga de suspensdes de bactérias, parasitos ou virus, particularmente aque-
las concentradas e nao purificadas ou fracamente purificadas.

Outra modalidade da presente invengao apresenta uma emulsio
O/A estavel, segura e facilmente administravel, em particular injetavel, que
age como veiculo para a distribuicao de uma composi¢ao farmacéutica com-
preendendo pelo menos um ingrediente ativo que pode ser, mais particular-
mente, um imundgeno.

Ainda outra modalidade da presente invengdo apresenta uma
emulsdo O/A estével, segura e injetavel, que age como um adjuvante para
aumentar a resposta imune induzida por um imunégeno. Em particular, a
presente invengao apresenta um novo adjuvante que, quando usado em
uma composi¢ao de vacina contendo um imundgeno aumenta a resposta

imune celular, a resposta imune humoral ou, vantajosamente, ambas do va-
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cinado ao imunégeno.

Ainda outra modalidade da presente invengdo apresenta uma
composi¢cdo ou vacina estéavel, segura e imunogénica compreendendo uma
emulsao O/A.

Uma modalidade adicional da presente invengdo apresenta um
método de preparagdo de uma composi¢do de vacina usando o adjuvante da
presente invengao; a composi¢ao de vacina assim obtida; e métodos de seu
uso. _

Ainda outra modalidade da presente invengado apresenta um kit
compreendendo um imundgeno ou outro produto farmacéutico em um pri-
meiro frasco e um adjuvante preparado de acordo com a presente .invengéao
em um segundo frasco, com o adjuvante projetado para ser misturado com o
imunoégeno ou outro produto de vacina antes do uso.

Em uma modalidade, a presente invengao apresenta uma emul-

sao de bleo em'égua (O/A) que pode compreender:

(1) uma solugdo aquosa contendo um imunégeno;

(2) um Oleo mineral;

(3) um alcool graxo etoxilado lipofilico ndo idnico;

(4) um surfactante hidrofilico ndo idnico selecionado do

grupo de alcool graxo etoxilado, copolimero de blocos de polioxietileno-
polioxipropileno ou qualquer de suas combinagoes.

Em outfa modalidade, a presente invengdo apresenta uma e-
mulsdo de 6leo em agua (O/A) que pbde compreender:

- (1) uma solugao aquosa contendo um imundégeno;

(2) um surfactante lipofilico ndo i6nico selecionado do grupo
de alcool graxo etoxilado, copolimero de blocos de polioxietileno-
polioxipropileno ou qualquer de suas combinacoes;

(3) um o6leo mineral;

(4) um alcool graxo etoxilado hidrofilico nao iénico.

As emulsoes preparadas de acordo com a presente invengao se
baseiam em uma combinacao de pelo menos dois surfactantes escolhidos

entre os membros de dois grupos diferentes de surfactantes (surfactantes
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lipofilicos e hidrofilicos), e é possivel usar um ou mais surfactantes perten-
centes a cada grupo.

Em ainda outra modalidade vantajosa, a presente invengéo a-
presenta uma composi¢ao de vacina compreendendo uma nova emulsio
que pode conter pelo menos um imundgeno adequado para provocar uma
resposta imunologica em um vacinado. A invengdo também apresesnta
composigcoes em que a emulsdo age como um adjuvante para aumentar a
resposta imune induzida pelo imundégeno, em particular para aumentar a
resposta celular; a resposta humoral ou, vantajosamente, ambas.

Em uma modalidade vantajosa, o antigeno ou imundgeno é, ou

'é derivado de, Mycoplasma, 'vantajosamente Mycoplasma hyopneumoniae,

circovirus suino, vantajosamente circovirus suino 2, ou Helicobacter, vanta-
josamente Helicobacter cerdo ou Helicobacter pylori.

Em outra modalidade vantajosa, a presente invengao apresenté
um método de preparagdo de uma composi¢do de vacina, em que um imu- -
négeno, particularmente um imundgeno em forma liofilizada ou em uma so-
lugdo aquosa, € misturado com o adjuvante de acordo com a presente in-
vencdo. O imundgeno pode ser selecionado do grupo que consiste em: pa-
tdgenos inativados, patégenos atenuados, antigenos de subunidade, vetores
de expressao recombinantes, incluindo plasmidios, e similares. O patégeno
pode ser de origem bacteriana, viral, protozoaria, parasitaria ou flngica, ou o
imundgeno pode ser um toxdide.

Em outra modalidade vantajosa, a presente invencao apresenta
um método de indugdo de uma resposta imune em um vacinado contra um
patégeno, compreendendo a administragdo da composicdo de vacina da
presente invengao ao vacinado.

Em outra modalidade vantajosa, a presente invengdo apresenta
kits compreendendo pelo menos dois frascos, em um primeiro frasco um
imunégeno, particularmente um imundégeno em forma liofilizada ou em solu-
¢ao0 em um meio aquoso, e, em um segundo frasco, um adjuvante ou emul-
sdo de acordo com a presente invencao.

Deve-se notar que, nesta descricao e particularmente nas rei-
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vindicagdes, termos como “compreende”, "compreendido", “compreendendo”
e similares. podem ter o significado atribuido a esses termos na lei de propri-
edade industrial norte-americana; por exemplo, podem significar “inclui”, "in-
cluido", "incluindo" e similares; e que termos como "consistindo essencial-
mente em" e "consiste essencialmente em" tém o significado atribuido a eles
pela lei de propriedade industrial norte-americana, por exemplo, permite e-
lementos ndo explicitamente citados, mas excluem elementos que sejam
encontrados na técnica anterior ou que afetem uma caracteristica basica ou
nova da invengao. |

Essas e similares modalidades sdo apresentadas ou ficam 6b-
vias na e estao englobadas pela Descricao Detalhada a seguif.

DESCRICAO DETALHADA

Por razbes de conveniéncia, certos termos empregados no rela-
torio, exemplos e paragrafos e reivindicagbes anexas sdo apresentados a-
qui.

Conforme aqui usado, o termo "animal" engloba todos os ani-
mais vertebrados, incluindo seres humanos. Também inclui um animal indi-
vidual em todos os estagios de desenvolvimento, incluindo os estagios em-
brionarios e fetais. Em particular, o termo "animal vertebrado" inclui, mas nao
se limita a, seres humanos, caninos (por exemplo, caes), felinos (por exem-
plo, gatos), equinos (por exemplo, cavalos), bovinos (por exemplo, gado),
suinos (por exemplo, porcos), ovinos (por exemplo, ovelhas), caprinos (por
exemplo, cabras), coelhos, assim como aves. O termo "aves", conforme aqui
usado se refere a qualquér espécie ou subespécie da classe taxondmica
Aves, como, mas ndo limitadas a, galinhas (reprodutoras, para abate e poe-
deiras), perus, patos, gansos, codornas, faisdes, papagaios, tentilhdes, gavi-
des, corvos e ratitas, incluindo avestruz, emu e casuar.

Conforme aqui usado, o termo "porco” ou "leitdo" se refere a um
animal de origem suina, ao passo que "porca" se refere a uma fémea de i-
dade e capacidade reprodutiva.

Conforme aqui usado, o termo "virulento" se refere a um isolado

que retenha sua capacidade de ser infeccioso em um hospedeiro animal.
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Conforme aqui usado, o termo "vacina inativada" engloba uma
composigéd de vacina contendo um organismo ou patdgeno infeccioso que
nao seja mais capaz de replicagdo ou crescimento. O patégeno pode ser de
origem bacteriana, viral, protozoaria, parasitaria ou fungica. A inativagdo po-
de ser realizada por varios métodos, incluindo alta pressao,. tratamento qui-
mico (por exemplo, tratamento com timerosal ou formalina), sonicagéo, radi-
acao, calor ou qualquer outro meio convencional suficiente para evitar a re-
plicagdo ou crescimento do organismo, mantendo, ao mesmo tempo, sua
imunogenicidadé.

Conforme aqui usado, o termo "imunogenicidade" significa ca-

' paz de produzir uma resposta imune em um animal hospedeiro contra um

imundgeno ou imundgenos. Essa resposta imune forma a base da imunida-
de protetora provocada por uma vacina contra um organismo infeccioso es-
pecifico. '

Conforme aqui usado, o termo "resposta imune" se refere a uma
resposta provocada em um animal. Uma resposta imune pode se referir a
imunidade celular (CMI); imunidade humoral ou pode envolver ambas. A
presente invengao também considera uma resposta limtiada a uma parte do
sistema imune. Por exemplo, uma composi¢do de vacina da presente inven-
¢ao pode induzir especificamente uma resposta aumentada a interferon ga-
ma. '

Conforme aqui usado, o termo "antigeno" ou "imundgeno" signi-
fica uma substancia que induza uma resposta imune especifica em um ani-
mal hospedeiro. O antigeno pode compreender um organismo inteiro, morto,
atenuado ou vivo; uma subunidade ou parte de um organismo; um vetor re-
combinante contendo um enxerto com propriedades imunogénicas; um pe-
dago ou fragmento de DNA capaz de induzir uma resposta imune ao ser a-
presentado a um animal hospedeiro; uma proteina, uma glicoproteina, uma
lipoproteina, um polipeptidio, um peptidio, um epitopo, um hapteno, ou qual-
quer de suas combinacOes. Alternativamente, o imundgeno ou antigeno po-
de compreender uma toxina ou antitoxina.

Conforme aqui usado, o termo "multivalente" significa uma vaci-
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na contendo mais de um antigeno, da mesma espécie (por exemplo, diferen-
tes isolados de Mycoplasma hyopneumoniae), de espécies diferentes (por
exemplo, isolados tanto de Pasteurella hemolytica, quanto de Pasteurella
multocida), ou uma vacina contendo uma combinagéo de antigenos de dife-
rentes géneros (por exemplo, uma vacina compreendendo antigenos de
Pasteurella multocida, Salmonella, Escherichia coli, Haemophilus somnus e
Clostridium).

Conforme aqui usado, o termo "adjuvante” significa uma subs-
tédncia adicionada a uma vacina para aUmentar a imunogenicidade de uma
vacina. O mecanismo de como um adjuvante opéra € mal compreendido.
Acredita-se que alguns adjuvantes aumentem a resposta imune por ligagao
lenta do antigeno, ao passo que similares adjuvantes podem mediar seus
efeitos por qualquer um dos seguintes mecanismos: aumento da infiltragcdo
celular, inflamagéo e deslocamento para o sitio de injegdo, particularmente
pafa células apresentadas de antigeno (APC); promog¢éo do estado de ativa-
cao de APCs por regulagdo positiva de sinais co-estimuladores ou expres-
sdo do complexo de histocompatibilidade maior (MHC); intensificagdo da
apresentagao do antigeno; ou indugdo da liberagao de citocina para efeito
indireto. O adjuvante mais propriado para um dado imundgeno de vacina
dependera, em grande medida, do tipo de resposta imune que é requerido
para a imunidade protetora. A selegdo do adjuvante pode ser ligeiramente
empirica. Adjuvantés de vacina conhecidos incluem, mas nao se limitam a,
emulsdes de 6leo em agua (por exémplo, adjuvante de Freund completo e
adjuvante de Freund incompleto), em particular emulsdes de 6leo em &agua,
emulsdes de agua em dleo, emulsdes de agua em O6leo em agua. Incluem
também, por exemplo, Saponina, hidroxido de aluminio, sulfato de dextrano,
carbémero, alginato de sddio, "AVRIDINE" (N, N-dioctadecil-N',N'-bis(2-
hidroxietil)-propanodiamina), 6leo de parafina, muramil dipeptidio, lipidios
catidnicos (por exemplo, DMRIE, DOPE e suas combinagbes) e similares.

Conforme aqui usados, o termo "veiculo farmaceuticamente a-
ceitavel" sé@o intercambiaveis e se refere a um veiculo fluido para conter i-

mundgenos de vacina que possam ser injetados em um hospedeiro sem e-
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feitos adversos significativos. Carreadores farmaceuticamente aceitaveis
adequados ’conhecidos na técnica incluem, mas nao se limitam a, dgua esté-
ril, solugéo salina, glicose ou solu¢gdes tamponadas. Os veiculos podem in-
cluir agentes auxiliares, incluindo, mas nao limitados a, diluentes, estabiliza-
dores (isto é, agucares e aminodacidos), conservantes, agentes umectantes,
agentes emulsificadores, agentes de tamponamento de pH, aditivos de au-
mento de viscosidade, corantes e similares. Os carreadores farmacéutica ou
veterinariamente aceitaveis sao bem-conhecidos por aqueles versados na
técnica. Por exémplo, um carreador ou excipiente farmacéutica ou veterina-
riamente aceitavel pode ser uma solugado de NaCl a 0,9% (por exemplo, so-
lugdo salina) ou um tampao fosfato. As doses e volumes de doses sdo aqui
discutidos na descrigdo geral e também podem ser determinadas por aque-
les versados na técnica a partir desta decri¢ao, lida em conjunto com o co-
nhecimento da técnica, sem nenhuma experimentagao excessiva.

Conforme aqui usado, o termo "composig¢éo de vacina" inclui pe-
lo menos um antigeno ou imundgeno em um veiculo farmaceuticamente a-
ceitavel utilizavel para induzir uma resposta imune em um hospedeiro. Com-
posigOes de vacina podem ser administradas em dosagens e por técnicas
bem-conhecidas nas técnicas médicas e veterinarias, levando-se em consi-
deragdo fatores como a idade, sexo, peso, espécie ou condigdo do animal
receptor, e a via de administrag&o. A via de administragdo por ser percuta-
nea, mediante administragdo na mucosa (por exemplo, oral, nasal, ocular)
ou mediante uma via parenteral (por eXempIo, intradérmica, intramuscular,
subcutanea). Para a administragdo parenteral do produto ao hospedeiro,
pode-se usar uma seringa com uma agulha ou um injetor sem agulha. As
composigbes de vacina podem ser administradas isoladamente ou podem
ser co-administradas ou seqiencialmente administradas com outros trata-
mentos ou terapias. Formas de administracdo podem incluir suspensodes e
prepara¢des para administragao parenteral, subcutanea, intradérmica ou
intramuscular (por exemplo, administragdo injetavel), como suspensbes ou
emulsdes estéreis. As composigdes de vacina podem ser administradas co-

mo uma pulverizagdo ou misturadas em alimentos e/ou na agua ou distribui-
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das em mistura com um carreador, diluente ou excipiente adequado, como
agua estéril, solugdo salina fisioldgica, glicose ou similare. As composicdes
podem conter substéncias auxiliares, como agentes umectantes ou emulsifi-
cadores, agentes de tamponamento de pH, adjuvantes, aditivos de formagéo
de gel ou de aumento da viscosidade, conservantes, agentes de sabor, co-
rantes e similares, dependendo da via de administragdo e da preparagéo
desejada. Textos farmacéuticos padronizados, como o "Remington's Phar-
maceutical Sciences,” 1990, podem ser consultados para preparar prepara-
¢Oes adequadas, sem experimentagcao ekcessiva.

A presente invengao apresenta em uma modalidade um novo
adjuvante ou emulisao de 6leo em agua (O/A) que pode compreender:

(1) uma solugdo aquosa contendo um antigeno ou imuné-
geno de vacina capaz de induzir uma resposta imune em um hospedeiro;

(2) um alcool graxo etoxilado lipofilico ndo iénico;
(3) um o6leo mineral;
(4) um- surfactante hidrofilico nao idnico selecionado do

grupo de alcool graxo etoxilado, copolimero de blocos de polioxietileno-
polioxipropileno e/ou qualquer de suas combinagdes. ,

A presente invengao apresenta em outra modalidade um novo
adjuvante ou emulsdo de 6leo em agua (O/A) que pode compreender:

(1) uma solugdo aquosa contendo um antigeno ou imuné-
geno de vacina capaz de induzir uma resposta imune em um hospedeiro ;

(2) um surfactante lipofilico néo iénico selecionado do grupo
de alcool graxo etoxilado, copolimero de blocos de polioxietileno-
polioxipropileno e/ou qualquer de suas combinagdes;

(3) um 6leo mineral;

(4) um alcool graxo etoxilado hidrofilico ndo iénico.

As emulsGes preparadas de acordo com a presente invengao se
baseiam em uma combinagcdo de pelo menos dois surfactantes escolhidos
entre os membros de dois grupos diferentes de surfactantes (surfactantes
lipofilicos e hidrofilicos), e é possivel usar um ou mais surfactantes perten-

centes a cada grupo.
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Um alcool graxo etoxilado lipofilico pode ser um alcool graxo e-
toxilado que pode compreender cerca de 43% do peso molecular (p/p) ou
menos de oxido de etileno (EO). Um copolimero de blocos de polioxietileno-
polioxipropileno lipofilico (copolimero de blocos POE-POP) € um copolimero
que pode compreender cerca de 35% (p/p) ou menos de 6xido de etileno.

Um alcool graxo etoxilado hidrofilico pode ser um alcool graxo
etoxilado compreendendo mais de cerca de 43% (p/p) de Oxido de etileno
(EQ). Um copolimero de blocos POE-POP hidrofilico € um copolimero com-
preendendo Cerca de 55% (p/p) ou mais de 6xido de etileno. |

Para os surfactantes hidrofilicos nédo idénicos o alcool graxo pode
ser um alcool graxo C9 a C22 e vantajosamente selecionado do grupo que
consiste em um alcool oleilico, cetilico, estearilico, isoestearilico, laurilico, e
suas combinagdes, vantajosamente um alcool oleilico e, mais vantajosamen-
te, um alcool oleilico com 5 a 21 EO. O copolimero de blocos POE-POP tem
um PM de cerca de 3.000 a cerca de 16.000.

| O grupo de surfactantes hidrofilicos nao i6nicos inclui, mas nao
se limita a, os &lcoois graxos etoxilados: Brij® 76 [Steareth-10], Bri® 56 [Ce-
teth-10], Bril® 96/97 [Oleth-10] Brif® 98 [Oleth-20] Brif® 721 [Steareth-21]
Brii® 58 [Ceteth-20], Brij® 35 [Laureth-23] Brij® 78 [Steareth-20], (Unigema)
Volpo® N5 [Oleth-5], Volpo® CS6 [Ceteareth-6], Volpo® CS12 [Ceteareth-12],
Volpo® CS20 [Ceteareth-20], Volpo® CS25 [Ceteareth-25], Volpo® CS23 [Ce-

- teareth-23] (Croda), BL9-EX [Laureth-9], BC-7 [Ceteth-7], BT-5 [C12-14 Pa-

reth-5], BT-7 [C12-14 Pareth-7], BT-9 [C12-14 Pareth-9], BT-12 [C12-14 Pa-
reth-12], BD-10 [C12-15 Pareth-10], BO-7V [Oleth-7], BC5.5 [Ceteht-6], , BL-
21 [Laureth-21], BL-25 [Laureth-25], BC-15TX [Ceteth-15], BC-23 [Ceteth-
23], BC-25TX [Ceteth-25], BO-15V [Oleth-15], BO-50V [Oleth-50], BB-20
[Beheneth-20], (Nikko Chemicals), e suas combinacdes, os copolimeros de
blocos POE-POP: Lutrol® F127 [Poloxamer 407], Lutrol® F68 [Poloxamer
188], Lutrol® F108 [Poloxamer 338], Lutrol® F98 [Poloxamer 278], Lutrol
®Fg7 [Poloxamer 227, Lutrol® F88 [Poloxamer 228], Lutrol® F77 [Poloxamer
207], Lutrol® F38 [Poloxamer 108] (BASF), Tetronics®T1307, Tetro-
nics®T1107, Tetronics®T908 (BASF), e suas combinagoes.
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Para os surfactantes lipofilicos n&o iénicos, o alcool graxo é um
alcool graxo C9 a C22 e vantajosamente selecionado do grupo que consiste
em alcool oleilico, cetilico, estearilico, isoestearilico, laurilico e suas combi-
nagoes, vantajosamente um alcool oleilico, mais vantajosamente um é&lcool
oleilico etoxilado com 1 a 4 EO. O copolimero de blocos POE-POP tem um
PM de cerca de 1.000 a cerca de 8.000.

O grupo de surfactantes lipofilicos nao iénicos inclui, mas nao se
limita a, os alcoois graxos etoxilados: Bri® 30 [Laureth-4], Brij® 92/93 [Oleth-
2], Brif® 72 [Steareth-2], Brij® 52 [Ceteth-2] (Unigema), Volpo® L3 [C12-13
Pareth-3], Volpo® N3 [Oleth-3], Volpo® L4 [C12-13 Pareth-4] (Croda), BS-4
[Steareth-4], BD-2 [C12-15 Pareth-2], BD-4 [C12-15 Pareth-4], BT-3 [C12-14
Pareth-3] (Nikko Chemicals) e suas combinagdes, os copolimeros de blocos
POE-POP: Pluronic®L121 [Poloxamer 401], Pluronic® L101 [Poloxamer 331],
Pluronic® L81 [Poloxamer 221], Pluronic® L62 [Poloxamer 182], Pluronic® L43
[Poloxamer 123], Pluronic® P103 [Poloxamer 333}, Pluronic® L123 [Poloxa-
mer 403], Lutrol® L63 [Poloxamer 183], Lutrol® P122 [Poloxamer 402], Lu-
trol® L92 [Poloxamer 272], Lutrol® L72 [Poloxamer 202], Lutrol® L42 [Polo-
xamer 122}, Lutrol® L61 [Poloxamer 181] (BASF), T‘etronics®T1301', Tetro-
nics®T701, Tetronics®T901 (BASF); e suas combinagoes.

Os surfactantes da inveng@o podem ter um &lcool graxo de ori-
gem animal ou vegetal. A troca de uma origem pela outra pode ser feita sim-
plesmente, com apénas um pequeno ajuste na formulagdo da emulsao.

Uma emuls&o de acordo com a invengdo pode ter uma concen-
tragao global de surfactantes, em peso por volume de emulsdo, de cerca de
0,2% a cerca de 6,5%, em particular de cerca de 1% a cerca de 6%, vanta-
josamente de cerca de 1,5% a cerca de 5%, mais vantajosamente de cerca
de 2% a cerca de 3%.

Essas emulsbes tém uma baixa viscosidade e sio facilmente in-
jetaveis.

Em uma modalidade vantajosa, a presente invengdo apresenta
uma emulsdo de 6leo em agua (O/A) que pode compreender:

(1) uma solugéo aquosa contendo um antigeno ou imuné-
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geno de vacina capaz de induzir uma resposta imune em um hospedeiro;

(2) um alcool graxo etoxilado lipofilico nao i6nico;
(3) um 6leo mineral;
(4) - um alcool graxo etoxilado hidrofilico ndo iGnico compre-

endendo mais de cerca de 43% e menos de cerca de 71% (p/p) de 6xido de
etileno;

(5) um alcool graxo etoxilado hidrofilico nao ibnico compré-
endendo cerca de 71% ou mais (p/p) de éxido de etileno.

O élcool graxo etoxilado compreendendo mais de cerca de 43% |

e menos de cerca de 71% (p/p) de 6xido de etileno é vantajosam'ente um

alcool oleilico etoxilado com 5 a 14 EO. O alcool graxo compreendendo cer-

ca de 71% ou mais (p/p) de éxido de etileno é vantajosamente um alcool
oleilico etoxilado com 15 EO ou mais.

Nessa modalidade vantajosa, a concentragdo de alcool graxd
etoxilado hidrofilico nao idnico €, em geral, de cerca de 1,0% a cerca de
5,0%, em particular de cerca de 1,5% a cerca de 4,5%, mais vantajosamente
de cerca de 2,0% a cerca de 3,5%, expressa como uma porcentagem em
peso pbr volume de emulsao (p/v). Para o alcool! graxo etoxilado altamente
hidrofilico ndo idnico, a concentragao €, em geral, de cerca de 0,01% a cerca
de 3,0%, particularmente de cerca de 0,05% a cerca de 2,5%, mais vantajo-
samente de cerca de 0,1% a cerca de 2,0% (p/v). A concentragao do alcool
graxo etoxilado lipofilico nao ibnico é, em geral, de cerca de 0,1% a cerca de
2,5%, em particular de cerca de 0,2% a cerca de 2,0%, vantajosamente de
cerca de 0,2% a cerca de 1,5%, mais vantajosamente de cerca de 0,2% a
cerca de 1,2% (p/v).

Em uma modalidade vantajosa, a presente invengao apresenta
uma emulsao de 6leo em agua (O/A) que pode compreender:

(1) uma solugao aquosa contendo um antigeno ou imuné-
geno de vacina capaz de induzir uma resposta imune em um hospedeiro;

(2) um alcool graxo etoxilado lipofilico ndo idnico;

. (3) um 6leo mineral;

(4) um alcool graxo etoxilado hidrofilico ndo iénico;



10

15

20

25

30

14

(5) um copolimero de blocos de polioxietileno-
polioxipropileno hidrofilico nao iénico.

O alcool graxo etoxilado hidrofilico € vantajosamente um alcool
graxo compreendendo mais de cerca de 43% e menos de cerca de 71%
(p/p) de éXido de etileno, e, mais vantajosamente, um alcool oleilico etoxila-
do com 5 a 14 EO. O copolimero de blocos POE-POP nao i6nico pode com-
preender, vantajosamente, 70% (p/p) ou mais de 6xido de etileno.

Nessa modalidade vantajosa, a concentragdo de alcool graxo
etoxilado hidrofilico n&o iénico €, em géral, de cerca de 1,0% a cerca de
5,0%, em particular de cerca de 1,5% a cerca de 4,5%, mais vantajosamente
de cerca de 2,0% a cerca de 3,5%, expressa como uma porcentagem em
peso por volume de emulsao (p/v). Para o copolimero de blocos POE-POP
n&@o idnico a concentragéo é, em geral, de cerca de 0,01% a cerca de 2,0%,
mais particularmente de cerca de 0,1% a cerca de 1,5% (p/v). A concentra-
¢ao do alcool graxo etoxilado lipofilico ndo idnico é, em geral, de cerca de
0,1% a cerca de 2,5%, em particular de cerca de 0,2% a cerca de 2,0%, van-
tajosamente de cerca de 0,2% a cerca de 1,5%, mais vantajosamente de
cerca de 0,2% a cerca de 1,2% (p/v). |

Geralmente, e emulsdo de acordo com a invengéo pode ter uma
temperatura de inversao de fase (TIF), que é > 25°C, em patrticular varia de
cerca de 28°C a cerca de 65°C, mais particularmente de cerca de 33°C a
cerca de 60°C. |

ATIF é a temperatura em que uma emulsao de 4gua em Odleo
muda para uma emulsdo de 6leo em agua ou defasa (ruptura da emulséo e
separagdo das 2 fases). O valor da TIF pode ser medido por varios meios,
por exemplo, por aparéncia visual ou por condutividade. A emulsao é colo-
cada a uma temperatura abaixo da TIF da emulsao, por exemplo, de cerca
de 25°C, em um banho de agua. A temperatura é progressivamente aumen-
tada. A alteragé@o do aspecto visual da emuls@o € observado em comparagéo
com uma emulsao de controle, particularmente a fluidez, a separagcdo em
duas fases, a mudanca do aspec_to da superficie devido a migracao da fase
oleosa para a superficie. A temperatura em que essa mudanga de aspecto
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visual é observada é o valor TIF da emulsdo. Alternativamente, a TIF é de-
terminada péla passagem rapida de um valor de condutividade de cerca de 5
- 15 miliSiemens/centimetro (mS/cm) (emulsdo de éleo em agua) para um
valor de cerca de 0 mS/cm (emulsdo de agua em 6leo), para solugéao salina
fisiolégica como fase aquosa, medida por uma sonda colocada na emulsao,
proxima a sua superficie. A temperatura em que a transi¢cdo é observada é o
valor TIF da emuisdo. Aqueles versados na técnica serdao capazes de de-
terminar combina¢des de surfactantes e 6leo, incluindo suas respectivas
concentragdes, 'para produzir emulsdes de acordo com a invengao e, em
particular, emulsées com um valor TIF dentro das faixas acima definidas,
sem experimentagao excessiva.

Geralmente, emulsbes de acordo com a presente invencao po-
dem conter, em volume por volume (v/\)) de emuisao, de cerca de 2% a cer-
ca de 50% de fase oleosa incluindo o(s) éleo(s) e os surfactantes, em parti-
cular de cerca de 4% a cerca de 40%, vantajosamente de cerca . de 8% a
cerca de 35% e, mais vantajosamente, de cerca de 15% a cerca de 30% de
fase oleosa. Por definicdo, as faixas de valores no presente relatério incluem
sempre o limite da faixa, a menos que indicado de outra forma.

O 6leo usado pode ser um 6leo mineral incluindo, mas nao limi-
tados a, dleo de parafina como 6leo isoparafinico e/ou 6leo nafténico, esqua-
lano, esqualeno, pristano, poliisobuteno, poliisobuteno hidrogenado, polide-
ceno, poliisopreno, poliisopropeno e similares. Um 6leo mineral vantajoso
utilizavel na presente invengao pode incluir um 6leo compreendendo uma
cadeia de carbonos linear ou ramificada com um numero de atomos de car-
bono maior do que 15, vantajosamente de 15 a 32, e livre de compostos a-
romaticos. Esses Oleos podem, por exemplo, ser aqueles comercializados
sob o nome MARCOL® 52 ou MARCOL® 82 (Esso) ou "DRAKEOL® 6VR"
(Penreco).

O dleo também pode ser uma mistura de d6leos compreendendo
pelo menos 2 dleos selecionados dentre os 6leos aqui descritos, e em qual-
quer proporgao. A mistura de éleos também pode compreender pelo menos

um oleo selecionado dentre os éleos acima descritos e pelo menos um dleo
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vegetal, e esse Oleo vegetal representa de cerca de 0,1% a cerca de 33% da
fase oleosa, vantajosamente de cerca de 5% a cerca de 15% v/v. Esses 0¢-
leos vegetais sdo dleos insaturados ricos em &cido oléico que sejam biode-
gradaveis e vantajosamente liquidos a temperatura de armazenamento (cer-
ca de +4°C), ou que pelo menos tornem possivel fornecer emulsdes que se-
jam liquidas a essa temperatura. Por exemplo o éleo vegetal pode ser dleo |
de amendoim, dleo de noz, 6leo de girassol, 6leo de acafrdo, dleo de soja,
0leo de primula e similares.

G‘eralmente, a presente invengao considera o uso de uma solu-
¢ao aquosa compreendendo um veiculo, excipiente ou diluente farmacéutica
ou veterinariamente aceitavel adequado, incluindo, mas nao limitados a, a-
gua estéril, solugado salina fisioldgica, glicose, tampao e similares. O veiculo,
excipiente ou diluente também pode incluir polidis, glicides ou agentes de
tamponamento de pH. O veiculo, excipiente ou diluente também pode, por
exemplo, compreender aminodacidos, peptidios, antioxidantes, bactericidas,
compostos bacteriostaticos. A solugdo aquosa é adicionada ao dleo e aos
surfactantes em uma quantidade que obtenha 100% do volume da emuls&o
de acordo com a invengéo. _ |

A presente invengd@o considera uma emulsdo compreendendo
um Oleo de parafina; um alcool oleilico etoxilado com 2 - 3 EO como surfac-
tante lipofilico né@o iénico; um alcool oleilico etoxilado com 5 - 6 EO como
surfactante hidrofﬂicb nao idnico; e um copolimero de blocos POE-POP com
aproximadamente 70 a 80% EO e um PM em torno de 9.800 a 16.000 como
surfactante hidrofilico ndo iénico. Em particular, o 6leo de parafina esta a
uma concentragdo de cerca de 5% a cerca de 50% e, vantajosamente, de
cerca de 15% a cerca de 30% (v/v); o alcool oleilico etoxilado com 2 - 3 EO
esta a concentragcao de 0,1% a 1,5%, vantajosamente de 0,1% a 1,2% (p/v);
o éalcool oleilico etoxilado com 5 - 6 EO estad a concentragdo de 1% a 5%,
vantajosamente de 1% a 4% (p/v); e o copolimero de blocos POE-POP com
aproximadamente 70 a 80 % EO e um PM em torno de 9.800 a 16.000 esta
a concentracao de 0,01% a 2%, vantajosamente de 0,05% a 1,5% (p/v).

Em uma segunda modalidade de acordo com a presente inven-
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¢ao, a emulsao compreende um dleo de parafina, um alcool oleilico etoxilado
com 2 - 3 EO como surfactante lipofilico nao idnico; um alcool oleilico etoxi-
lado com 10 OE como surfactante hidrofilico nao iénico; e um copolimero de
blocos POE-POP com aproximadamente 70 a 80 % EO e um PM em torno
de 9.800 a 16.000 como surfactante hidrofilico nao iénico. Em particular, o

‘Oleo de parafina esta a uma concentragado de 5% a 50%, vantajosamente de

15% a 30% (v/v); o alcool oleilico etoxilado com 2 - 3 EO esta a concentra-
céo de 0,2% a 3%, vantajosamente de 0,5% a 3% (p/v); o alcool oleilico eto-
xilado com 10 EO esta a concentragéo de 0,2 % a 3%, vantajosamente de

0,5% a 3% (p/v); e o copolimero de blocos POE-POP com aproximadamente

70 a 80 % EO e um PM em torno de 9.800 a 16.000 esta a concentragéo de

0,01% a 2%, vantajosamente de 0,05% a 1,5% (p/v).

‘ Em uma terceira modalidade de acordo com a presente inven-
¢ao, a emulsao compreende um 6leo de parafina, um alcool oleilico etoxilado
com 2 - 3 EO como surfactante lipofilico ndo idnico e um alcool oleilico etoxi-
lado com 5 - 6 OE como surfactante hidrofilico ndo idénico. Em particular, 0
6leo de parafina esta a uma concentragao de 5% a 50%, vantajosamente de
15% a 35% (V/v); o alcool oleilico etoxilado com 2 - 3 EO esta a concentra-
¢ao de 0,1% a 3%, vantajosamente de 0,5% a 2% (p/v); o alcool oleilico eto-
xilado com 5 - 6 EO estad a concentragdo de 1% a 5%, vantajosamente de
2,0% a 4,5% (p/v).

Opcionalmente, outros compostos podem ser adicionados como
co-adjuvantes a emulséo, incluindo, mas néao limitados a, aluminio; oligonu-
cleotideos CpG (ODN), em particular ODN 2006, 2007, 2059, 2216 ou 2135
(Pontarollo R.A. et al., Vet. Immunol. Immunopath, 2002, 84: 43-59; Wernette
C.M. et al., Vet. Immunol. Immunopath, 2002, 84: 223-236; Mutwiri G. et al.,
Vet. Immunol. Immunopath, 2003, 91: 89-103; Kerkmann M. et al., J. Immu-
nol., 2003, 170: 4465-4474 ); poliA-poliU ("Vaccine Design The Subunit and
Adjuvant Approach’, editado por Michael F. Powell e Mark J. Newman,
Pharmaceutical Biotechnology, 6: 03); brometo de dimetildioctadecilaménio
(DDA) ("Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant Approach", editado por

Michael F. Powell e Mark J. Newman, Pharmaceutical Biotechnology, volume
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6: 157), N,N-dioctadecil-N’,N’-bis(2-hidroxietil)propanodiamina (como Avridi-
ne®) (Ibid, p. 148), carbémero, quitosano (veja o pedido de patente norte-
americano n® de série 5.980.912 por exemplo).

A presente invencdo também apresenta um método de prepara-
¢ao de uma composi¢ao de vacina ou composi¢ao imunolégica compreen-
dendo pelo menos um antigeno ou imunégeno e um adjuvante ou emulsao
preparada de acordo com a presente invengdo. O imundgeno pode ser in-
corporado durante a formagao da emuisao ou, em uma modalidade alternati-
va, 0 imundgeno pode ser adicionado ‘aAemulséo posteriormente como, por
exemplo, pouco antes do uso. .

A quantidade total da solugdo aquosa usada pode estar presen-
te na emulsao primeiro produzida. Ou pode ser que apenas uma parte dessa
solugdo aquosa seja usada para formar a emulsdo, e a quantidade restante
da solugado aquosa seja adicionada com a incorporagdo do imunégeno. O
imundgeno ou antigeno pode estar em uma forma liofilizada ou presente em
alguma outra forma sélida apropriada e, entdo, misturada com a emulséo ou,
alternativamente, o an'u’géno pode estar em solugdo, em particular em uma
solugao aquosa, e essa solugao ser misturada com a _emulséo. _

Surfactantes sao vantajosamente adicionados ao 6leo ou a so-
Iugéd aquosa de acordo com sua solubilidade. Por exemplo, os surfactantes
lipofilicos n&o iénicos sao adicionados ao 6leo de acordo com a invencéo, ao
passo que os surfactantes hidrofilicos néo ibnicos sdo adicionados a solugéao
aquosa.

- A emulsificagao pode ser preparada de acordo com métodos
convencionais conhecidos por aqueles versados na técnica. Por exemplo,
em uma modalidade da presente invengao, a emulsdo pode ser preparada a
uma temperatura abaixo da TIF da emulsdo, em particular a temperatura
ambiente, por exemplo, a cerca de 30°C. A fase aquosa e a fase oleosa sdo
misturadas entre si por agitagdo mecanica, por exemplo, com uma turbina
equipada com a rotor-estator capaz de criar uma elevada forca de cisalha-
mento. Vantajosamente, a agitagdo comega a uma baixa velocidade de rota-

¢ao e aumenta lentamente com relagdo a adigdo progressiva em geral da
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solugdo aquosa ao 6leo. Vantajosamente, a solugdo aquosa é progressiva-
mente adicibnada ao 6leo. A razao de dleo/solucao aquosa pode ser adap-
tada para se obter uma emuisao de agua em 6leo (A/O), por exemplo, a uma
concentragao de cerca de 40% a cerca de 55% de dleo (v/v). Quando se
para a agitacdo, a emulsdo muda progressivamente para uma emulsdo O/A
enquanto resfria a temperatura ambiente (inversdo de fase). Depois da in-
versao e, caso necessario, a emulsao é diluida pela adigao de uma solugédo
aqudsa para se obter a concentragdo desejada de dleo na emulséo final. A
emulsdo pode ser armazenada a cerca de 5°C. '

Em outra modalidade, a emulsao pode ser preparada a uma

| temperatura maior que a TIF da emulsdo. Em uma primeira etapa, a fase

aquosa € a fase oleosa sdo misturadas entre si a uma temperatura maior
que a TIF da emulsdo. Vantajosamente, a solugcdo aquosa é progressiva-
menie adicionada ao 6leo. A razédo de dleo/solugao aquosa pode ser adap-
tada para se obter uma emulsdo de agua em dleo (A/O), por exemplo a uma
concentragao de cerca de 40% a cerca de 55% de 6leo (v/v). A emulsifica-
¢ao pode sser feita por agitagdo com baixa ou nenhuma forca de cisalha-
mento,‘por exemplo, com um misturador estatico ou uma hélice (pfopulsor)
ou com uma turbina a uma velocidade de rotacdo muito baixa. A emulsdo
obtida € uma emulséo de agua em o6leo (A/O). Em uma segunda etapa, a
emulséo é progressivamente resfriada abaixo da TIF. Durante essa etapa, a
emulsdao muda para uma emulsdao O/A (inversao de fase). Depois da inver-
sao e, caso necessario, a emulsao é diluida pela adicao de uma solugio a-
quosa para se obter a concentragao desesjada de 6leo na emulsao final. A
emulsao pode ser armazenada a cerca de 5°C.

O tamanho das goticulas de 6leo na emulsao pode ser de cerca
de 100 nm a cerca de 500 nm. A emulsao pode ser usada, por exemplo, co-
mo um adjuvante para formular uma composi¢éo de vacina ou uma compo-
sigao farmacéutica. A emulsdo também pode ser usada como um solvente
para dissolver um produto seco, particularmente um produto liofilizado con-
tendo, por exemplo, microorganismos atenuados ou vetores recombinantes

Vivos.
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Em uma modalidade particular, produz-se uma pré-emulsdao com
apenas uma parte da solugao aquosa. Essa pré-emulsdo pode ser diluida
pela adigdo de uma suspensdo de um ingrediente ativo, como um farmaco
ou um imundgeno, vantajosamente um imundgeno, para se obter a compo-
sicao final. Alternativamente, a pré-emulsao pode ser diluida com uma solu-
¢ao aquosa e usada para dissolver um produto seco, como um produto liofi-
lizado. |

O imundgeno ou antigeno adequado para uso na presente in-
vengao pode ser selecionado do grupo due consiste em patdgenos inativa-
dos, patoégenos atenuados, subunidades imunogénicas (por exemplo, protei-
nas, polipeptidios, peptidios, epitopos, haptenos) ou vetores de expressao
recombinantes, incluindo plasmidios com enxertos imunogénicos. Em uma
modalidade da presente invengéo, o imunégeno é um microorganismo inati-
vado ou morto. Em outra modalidade da invengéo, a composi¢édo de vacina
compreende um imunégeno selecionado do grupo de patégenos aviarios
incluindo, mas nao limitados a, Salmonella typhimurium, Salmonella enteriti-
dis, Virus da Bronquite Infecciosa (IBV), Virus da Doengca de Newcastle
(NDV), virus da sindrome de queda de ovos (EDS_),. ou Virus da Doencga
Bursal Infecciosa (IBDV), virus da influenza aviaria e similares, e suas com-
binagdes.

- Alternativamente, a composigao de vacina compreende um imu-
ndégeno selecionadd de um patdgeno de felinos como, mas nao limitados a,
herpesvirus felino (FHV),'caIicivirus' felino (FCV), virus da leucemia felina
(FeLV), virus da imunodeficiéncia felina (FIV), virus da raiva e similares, e
suas combinacgoes.

Em ainda outra modalidade, uma composicao de vacina da pre-
sente invengdo compreende um imundgeno selecionado de um patégeno
canino incluindo, mas néo limitados a, virus da raiva, herpesvirus canino
(CHV), parvovirus canino (CPV), coronavirus canino, Leptospira canicola,
Leptospira icterohaemorragiae, Leptospira grippotyphosa, Borrelia burgdorfe-
i, Bordetella bronchiseptica e similares, e suas combinacoes.

Em ainda outra modalidade da invengdo a composi¢do compre-
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ende um imundégeno selecionado de um patégeno eqliino, como herpesvirus
equino (tipo 1 ou tipo 4), virus da influenza equina, tétano, virus do Nilo Oci-
dental e similares e/ou suas combinacoes.

Em ainda outra modalidade da invengao, a composi¢cdo compre-
ende um imunogeno selecionado de um patégeno bovino, como virus da
raiva, rotavirus bovino, virus da parainfluenza bovina tipo 3 (bPIV-3), coro-
navirus bovino, virus da diarréia viral bovina (BVDV), virus da doenga do pé
e boca (FMDV), virus sincicial respiratério bovino (BRSV), virus da Rinotra-

queite Bovina Infecciosa (IBR), Escherichia coli, Pasteurella multocida, Pas-

teurella haemolytica e similares e suas combinagoes.

Em ainda outra modalidade da presente inveng¢éo, a composigédo
compreende um imundgeno selecionado de um patégeno suino como, mas
ndo limitados a, virus da influenza suina (SIV), circovirus suino tipo 2 (PCV-
2), virus da sindrome respiratéria reprodutiva suina (PRRS), virus da pseu;
do-raiva (PRV), parvovirus suino (PPV), FMDV, célera de porcos (HCV),
Mycoplasma hyopneumoniae, Erysipelothrix rhusiopathiae, Pasteurella mul-
tocida, Bordetella bronchiseptica, Escherichia coli , Helicobacter cerdo. Heli-
cobacter pylori e similares, e suas combinagdes.

Uma modalidade vantajosa da invengao apresenta composigoes
de vacina compreendendo pelo menos um imunégeno e uma emulsdo em
um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Imunégenos compreendendo virus,
bactérias, fungos e similares podem ser produzidos por métodos de cultura
in vitro usando meio de cultura apropriado ou linhagens de células hospedei-
ras e métodos convencionais bem-conhecidos por aqueles versados na téc-
nica. Por exemplo, PRRS pode ser cultivado em uma linhagem celular apro-
priada, como a linhagem celular MA-104 (veja os pedidos de patentes norte-
americanos n® de série 5.587.164, 5.866.401, 5.840.563, 6.251.404 entre
outro). De maneira similar, PCV-2 pode ser cultivado usando-se a linhagem
de células PK-15 (veja o pedido de patente norte-americano n? de série
6.391.314); SIV pode ser cultivado em ovos (pedido de patente norte-
americano n? de série 6.048.537); e Mycoplasma hyopneumoniae pode ser

cultivado em um meio de cultura apropriado (pedidos de patentes norte-
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americanos n? de série 5.968.525, 5.338.543; Ross R. F. et al., Am. J. Vet.
Res., 1984, 45: 1899-1905).

Para se obter uma composi¢cao imunoldgica, ou de vacina, inati-
vada, o patégeno é vantajosamente inativado apds colheita e, opcionalmen-
te, submetido a clarificagdo por meio de um trataamento quimico usando,
por exemplo, formaldeido, beta-propiolactona, etilenoimina, etilenoimina bi-
naria (BEI), timerosal, e similares, e/ou um tratamento fisico (por exemplo,
um tratamento térmico ou sonicagao). Métodos para inativagdo sdo bem-
conhecidos por aqueles versados na técnica. Por exemplo, o virus PRRS
pode ser inativado por tratamento com beta-propiolactona (Plana-Duran et
al., Ve_t; Microbiol., 1997, 55: 361-370) ou por tratamento com BEI (pedido de
patente norte-americano n° de série 5.587.164); a inativagdo do virus PCV-2
pode ser realizada usando-se tratamento com etilenoimina ou por tratamento
com beta-propiolactona (pedido de patente norte-americano n? de série
6.391.314); o virus da influenza suina pode ser inativado usando-se um de-
tergente como Triton, ou com tratamento com formaldeido (pedido de paten-
te norte-americano n°® de série 6.048.537); a bactéria Mycoplasma hyop-
neumoniae pode ser inativada por tratamento com formaldeido (Ross R. F.
supra), por etilenoimina ou tratamento com BEI (veja WO 91/18627), ou por
tratamento com timerosal (pedido de patentes norte-americanas n2 de série
5.968.525 e 5.338.543).

0] patégeno inativado pode ser concentrado por técnicas de
concentragao convencionais, em parﬁcular por ultrafiltragdo, e/ou purificado
por meios:de purificagdo convencionais, em particular usando técnicas de
cromatografia, incluindo, mas nao limitadas a, filtragdo em gel, ultrafiltragdo
em um gradiente de sacarose, ou precipitagdes seletivas, em particular u-
sando um polietileno glicol (PEG).

Imundgenos utilizaveis em composi¢cdes de vacina de acordo
com a presente invengao também incluem vetores de expressdo. Um "vetor"
se refere a um plasmidio ou virus de DNA ou RNA recombinante, por exem-
plo, poxvirus, adenovirus, herpesvirus, que compreende um polinucleotideo

heterdlogo para ser distribuido a uma célula-alvo, in vitro ou in vivo. O poli-
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nucleotideo heterélogo pode compreender uma sequéncia de interesse para
fins de terapia, e pode opcionalmente estar na forma de um cassete de ex-
pressdo. Conforme aqui usado, um vetor ndo precisa ser capaz de replica-
¢ao na célula-alvo ou sujeito final. O termo inclui vetores de clonagem para
tradugcao de uma seqiiéncia codificadora de polinucleotideo. Também estéo
incluidos vetores virais.

O termo "recombinante” significa um polinucleotideo de origem
de cDNA gendmico, semi-sintética ou sintética, que ndo ocorra na natureza
ou que esteja Iigado a outro polinucleotideo em um arranjo nao encontrado
na naturéza.

De acordo com outra modalidade da invengdo, os vetores de
expressao s&o vetores de expressdo usados para a expresséo in vitro de
proteinas em um sistema de células apropriado. As proteinas expressadas
podem ser colhidas no ou do sobrenadante da cultura depois, ou ndo depois,
da secrecdo (se ndo houver secrec¢do, tipicamente ocorre ou é realizada
uma lise celular), opcionalmente concentradas por métodos de concentragéo
como ultrafiltragdo e/ou purificadas por meios de purificagdo, como métodos
de cromatografia do tipo afinidade, troca de ions ou filtracdo em gel, e formu-
ladas em uma emulsé@o de acordo com a presente invengéo.

A presente invengao também engloba a formulagdo de composi-
¢bes imunoldgicas multivalentes ou composicdes de vacina em combinagao.
Por exemplo, antigenos utilizaveis em uma bacterina bovina em combinagéo
preparada de acordo com a presente invengao incluem, mas ndo se limitam
a, Mycoplasma bovis, Pasteurella sp., particularmente P. multocida e P. ha-
emolytica, Haemophilus sp., particularmente H. somnus, Clostridium sp.,
Salmonella, Corynebacterium, Streptococcus, Staphylococcus, Moraxella, E.
coli e similares.

A presente invengdo também apresenta métodos para induzir
uma resposta imune em um hospedeiro, por exemplo, um animal, compre-
endendo a administragdo ao hospedeiro de uma composigéao imunolégica ou
composicao de vacina de acordo com a inveng¢do. As respostas imunes pro-

vocadas dessa maneira sdo particularmente respostas imunes de anticorpos
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e/ou celulares e, em particular, uma resposta de gama-interferon.

- Em particular, a presente invencdo apresenta métodos para i-
munizar contra, ou prevenir ou reduzir os sintomas causados por, infecgao
de um animal com um organismo patogénico (por exemplo, infecgédo por um
virus, bactéria, fungo, ou parasito protozoario). O método da presente inven-
¢ao e utilizavel em animais vertebrados, incluindo, mas n&o limitados a, se-
res humanos, animais caninos (por exemplb, caes), felinos (por exemplo,
gatos); equinos (por exemplo, cavalos), bovinos (por exemplo, gado), ovinos
(por exemplo, ovelhas), caprinos (por exemplo, cabras), suinos (por exem-
plo, porcos) e coelhos, assim como em aves, incluindo, mas nao limitadas a,
galinhas, perus, patos, gansos, codornas, faisbes, papagaios, tentilhdes,
gavides, corvos e ratitas (avestruz, emu, casuar e similares). |

Em um aspecto particular da invengdo, esses métodos consis-
tem na vacinagao de fémeas gravidas antes da parturicdo por administracao
de uma composigdo de vacina preparada de acordo com a invengdo. Esses
meétodos também incluem a indugdo de anticorpos protetores provocados
pelo protocolo de vacinagéo e a transferéncia desses anticorpos protetores
de fémeas gravidas vacinadas para seus descend‘entes. A transferéncia
desses anticorpos maternos protege subseqiientemente os descendentes de
doengas.

A dosagem da composi¢do de vacina preparada de acordo com
a presente invengdo dependera da espécie, raga, idade, tamanho, histdrico
de vacinagao e status de satude do animal a ser vacinado. Outros fatores,
como concentragdo de antigeno, componentes de vacina adicionais e via de
administracao (isto €, administragao subcutanea, intradérmica, oral ou intra-
muscular) também afeterdo a dosagem eficaz. A dosagem de vacina a ser
administrada é facilmente determindavel com base na concentracdo de anti-
geno da vacina, na via de administragédo e na idade e condi¢do do animal a
ser vacinado. Alternativamente, podem-se usar ensaios metédicos de imu-
nogenicidade de diferentes dosagens, assim como estudos de LDs, e simila-
res procedimentos de triagem para determinar a dosagem eficaz para uma

composi¢ao de vacina de acordo com a presente invengdo sem experimen-
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tacao excessiva. Dos exemplos apresentados abaixo, fica prontamente claro
que dosagem aproximada e que volume aproximado seriam apropriados pa-
ra usar a composi¢ao de vacina aqui descrita. O fator critico é que dosagem
proporciona pelo menos um efeito protetor parcial contra infeccdo natural. O
volume apropriado também é facilmente determinado por aqueles versados
na técnica. Por exemplo, em espécies avidrias, o volume de uma dose pode
ser de cerca de 0,1 mL a cerca de 0,5 mL e, vantajosamente, de cerca de
0,3 mL a cerca de 0,5 mL. Para espécies felinas, caninas e eqtinas, o volu-
me de uma dose pode ser de cerca de 0,2 mL a cerca de 3,0 mL, vantajo- |

samente de cerca de 0,3 mL a cerca de 2,0 mL, e, mais vantajosamente, de

“cerca de 0,5 mL a cerca de 1,0 mL. Para espécies bovinas e suinas, o volu-

me de dose pode ser de cerca de 0,2 mL a cerca de 5,0 mL, vantajosamente
de cerca de 0,3 mL a cerca de 3,0 mL, e, mais vantajosamente, de 0,5 mL a
cerca de 2,0 mL. |

Vacinagbes repetidas podem ser vantajosas a intervalos de
tempo periodicos para aumentar a resposta imune inicialmente ou quando
um longo periodo de tempo tiver decorrido desde a ultima dose. Em uma
modalidade da presente invenc¢do, a composicao de vacina é administrada
como uma injegao parenteral (isto €, por via subcutédnea, intradérmica ou
intramuscular). A composicéo pode ser administrada como uma dose ou, em
modalidades alternativas, administrada em doses repetidas de cerca de du-
as a cerca de cinco doses dadas a intervalos de cerca de duas a cerca de
seis semanas, vantajosamente de cerca de duas a cerca de cinco semanas.
Entretanto, aqueles versados na técnica reconhecerdo que o nimero de do-
ses e o intervalo de tempo entre vacinagdes depende de inimeros fatores,
incluindo, mas n&o limitados a, a idade do animal vacinado; a condicdo do
animal, em particular na presenga de anticorpos maternos; a via de imuniza-
¢ao; a quantidade de antigeno disponivel por dose; e similares. Para uma
vacinagao inicial, o periodo em geral serd mais longo que uma semana e,
vantajosamente, estara entre cerca de duas e cerca de cinco semanas. Para
animais previamente vacinados, pode-se realizar uma vacinagio de reforco,

antes ou durante a gravidez, em um intervalo aproximadamente anual.
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A presente invengdo também considera a administracdo de uma
composic¢éao de vacina usando um injetor sem agulha, como, mas nao limita-
dos a, Pigjet®, Avijet®, Dermojet® ou Biojector® (Bioject, Oregon, EUA). A-
queles versados na técnica sdo capazes de ajustar as especificagdes do
injetor conforme requerido com relagédo a fatores como a espécie do animal
a ser vacinado; a idade e o peso do animal e similares, sem experimentacdo
excessiva.

Em uma modalidade da presente invengédo, o0 método compre-
ende uma unica administracdo de uma composicdo de vacina formulada
com uma emulsdo de acordo com a invengdo. Por exemplo, em uma moda-
Ii'dade, a composig¢ao de vacina é uma vacina de Mycoplasma hyopneumo-
niae inativado, ao passo que uma modalidade alternativa apresenta uma
vacina compreendendo uma composigéo de virus PCV2 inativado. Outras
composigOes imunoldgicas ou vacinas sdo adequadas para uso em um re-
gime de dose unica, incluindo, mas néo limitados a, PRRS e SIV inativado. A
vacina também pode ser administrada na presenga de anticorpos pré-
existentes.

A invengao também se refere a métodos para tratar um hospe-
deiro, por exemplo, um animal, compreendendo a administragdo ao hospe-
deiro de uma composi¢ao farmacéutica preparada de acordo com a inven-
¢ao e compreendendo pelo menos um imundgeno selecionado do grupo que
consiste em proteinas ou peptidios, anticorpos, alergenos, CpG ODN, fato-
res de crescin*iento, citocinas ou anticorpos e, em particular, CpG ODN ou
citocinas. Essas composigées farmacéuticas podem ser usadas para melho-
rar os desempenhos de crescimento de um animal, como uma galinha, porco
ou vaca.

A presente invengao também se refere a um kit compreendendo
um primeiro frasco contendo um ingrediente, como um imundgeno ou com-
posicao farmacéutica e, em um segundo frasco, uma emulséo preparada de
acordo com a presente invengao. O imunégeno pode estar em forma liofili-
zada, forma seca ou em solugdo aquosa, conforme aqui descrito.

A invengéo sera agora adicionalmente descrita por meio dos se-
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guintes exemplos nado limitativos.

'EXEMPLOS

Exemplo 1: Método de Fabricagdo de Emulsédo

A emulsao é produzida em duas etapas, conforme descrito a
seguir:

Primeira Etapa: Um emulsificador de rotor-estator de alto cisa-
lhamento Silverson (tipo LART com uma cabecga de desintegragdo com um
didmetro de 10 mm) foi usado para produzir as formulagdes. Para produzir

uma emulsdo, um volume de fase oleosa foi emulsificado a 35°C com um

volume de fase aquosa n? 1. A fase aquosa foi adicionada a fase oleosa sob

agitagao, 5.000 rpm (rotagdes por minuto) durante 1 minuto. A velocidade de
rotagdo foi progressivamente aumentada com o aumento do volume para
8.300 rpm durante 1 minuto. Durante essa etapa, a emulsdo era uma emul-
sao de agua em 6leo. A emulséo LR4 final é uma O/A contendo 20% de fase
oleosa. Para a emulsdo LR4, a composi¢ao de fase era a seguinte:

Fase oleosa (72 mL):

- Oleth-2 (Brij® 92) ' 1 1,8% plv,

- Oleth-5 (Volpo® N5) L 8.2%
p/v,

- Oleo de parafina (Marcol 82®) : 87,5% viv,

- Conservante o 2,5%
viv

Fase aquosa n? 1 (108 mL):

- Poloxamer 407 (Lutrol® F127) - : 0.58% plv,

- Tampao isotdnico contendo fosfato de dissédio e monopotas-
sioa 0,02 M (pH 7,8) : Q. S. para 100,0% v/v

Uma solugdo a 5% (p/v) de Lutrol® F127 no mesmo tampao que
a vacina, por exemplo, em tampao isoténico contendo fosfato de dissédio e
monopotéassio a 0,02 M (pH 7,8) foi usada para preparar a fase aquosa n® 1.

Quando a agitagao parou, a emulsao mudou para uma emulsdo
de 6leo em agua. A emulséo foi colocada em uma camara fria a 5°C durante

pelo menos 4 horas. Nesse estagio, a emulsao era uma pré-emulsdo con-



10

15

20

25

30

28

tendo 40% de fase oleosa.

Segunda Etapa: A fase aquosa n? 2 foi preparada com 180 mL
de tampao isotdnico de fosfato de dissodio e monopotassio a 0,02 M pH 7,8
com o(s) imundgeno(s) (imunégeno de Mycoplasma hyopneumoniae inativa-
do, ou imundégeno PCV-2, conforme descrito abaixo). A pré-emulsdo, con-
forme preparada na primeira etapa, foi resfriada a cerca de 5°C, diluida por
adicao do mesmo volume de uma fase aquosa n? 2 & mesma temperatura, e
misturada pela rotagao de uma barra magnética durante 1 minuto. A concen-
tracao de surfactante final na emulsao LR4 era de 2,18% (p/v).

Conforme aqui preparadas, as vacinas LR4 sdo estaveis durante
pelo menos um ano a 5°C.

Usando-se o mesmo método de preparagdo, outras emulsbes
podem ser obtidas conforme descrito abaixo:

Emulsao LR3

Primeira Etapa:

A emulsdo LR3 final é uma emulsdo O/A contendo 33% de uma
fase oleosa. |

Fase oleosa (120 mL):

- Oleth-2 (Brij® 92) : 6,24% plv,
- Oleth-10 (Brij® 96) : 2,76% plv,
- Oleo de parafina (Marcol 82®) : 89,50% vl/v,
- Conse-rvante ' © 1,50%
viv |
- Fase aquosa ne 1 (120 mL):
- Poloxamer 407 (Lutrol® F127) :1,20% plv,
- Tampéo isotdnico contendo fosfato de dissodio € monopotéas-
sioa 0,02 M (pH 7,8) : Q.S. para 100,0% v/v

Uma solugéo a 5% (p/v) de Lutrol® F127 no mesmo tamp&o que
a vacina, por exemplo, em tampao isotonico de fosfato de dissddio e mono-
potassio a 0,02 M (pH 7,8) foi usada para preparar a fase aquosa n2 1.

Quando a agitagao parou, a emulsdo mudou para uma emulsdo

de 6leo em agua. A emulsio foi colocada em uma camara fria a 5°C durante
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pelo menos 4 horas. Nesse estagio, a emulsdo era uma pré-emulsao con-
tendo 50% de fase oleosa.

Segunda Etapa: A fase aquosa n® 2 (120 mL) é constituida com
o tampao isotbénico contendo fosfato de dissédio e monopotassio a 0,02 M

(pH 7,8) e o(s) imundgeno(s). A pré-emulsdo, conforme preparada na primei-

" ra etapa, foi resfriada a cerca de 5°C, diluida por adicdo de metade do volu-

me de uma fase aquosa n° 2 & mesma temperatura, e misturada pela rota-
¢ao de uma barra magnética durante 1 minuto. A concentracéo de surfactan-
te final na emulséio LR3 é de 3,40% p/v.

Conforme aqui preparadas, as vacinas LR3 sdo estaveis durante
pelo menos um ano a 5°C.

Emulsdo BE1: A emulsdo BE1 final é uma emulsdo O/A Conten-_
do 33% de uma fase oleosa. -

Fase oleosa (120 mL):

- Oleth-2 (Brij® 92) : 3,0% p/v,

- Oleth-5 (Volpo® N5) 0 9,1%
piv, ’

- Oleo de parafina (Marcol 82®) : 86,4% Vv,

- Conservante ' C o 1,5%
v/v '

Fase aquosa n® 1 (240 mL):

.- Tampao isotdnico contendo fosfato de dissédio e monopotas-
sio a 0,02 M (pH 7,8) : : Q.S. para 100,0% v/v

A fase aquosa n% 1 contém tampao isoténico contendo fosfato
de diss6dio e monopotassio a 0,02 M (pH 7,8) a 98,5% v/v e o(s) imundge-
no(s). A emulsdo BE1 nao é diluida antes do uso. A concentracdo de surfac-
tante final na emulsao BE1 é de 4% p/v.

Exemplo 2: Estabilidade das emulsdes

As composigbes LR4 e LR3 eram estaveis mesmo na presenga
de imundgeno(s) concentrado(s) a 21°C durante pelo menos 9 meses. A dis-
tribuicdo de tamanho de particulas das emulsdes nao se alterou durante es-

se periodo de tempo.
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Exemplo 3: Vacina combinada de Mycoplasma hyopneumoniae
e PCV-2 — Composi¢ao e seguranga em leitdes }

Materiais e Métodos: Duas vacinas preparadas conforme descri-
to no Exemplo 1, contendo emulséo LR3 ou LR4, 12 Unidades de Antigeno
de Mycoplasma hyopneumoniae inativado e 2,4 logqo (Unidades de Antige-
no) de circovirus suino tipo 2 inativado / dose. Vinte e quatro (24) leitdes, de
trés semanas de idade, foram aleatoriamente alocados em dois grupos. O
grupo 2 de doze (12) leitdes foi vacinado no dia ) com 4 mL da composigcdo
de vacina LR4 por via intramuscular. O grupo 1 corresponde ao grupo de
controle nao vacinado. Os leitdes foram monitorizados diariamente. Duas

semanas apos a injegao, o sitio de injecdo e as lesdes locais sdo observa-

dos.
Choque e Ganho de Tamanho da
Tratamento Reacgbes Hipertermia Peso Diario | Reagao Lo-
Gerais °C Médio Rela- | cal
tivo (cm®)
Grupo 1 (con- Sem rea- -0,1+0,3* 6,5+1,9 0,0+0,0
trole) _ cao ' '
Grupo 2 (LR3) | Sem rea- 0,6 +0,5 6,3 1,3 1,8+£2,8
cao
Grupo 3 (LR4) | Sem rea- 0,1+£0,2 6,4+17 84+11,4
¢cao . .

* Média + Desvio Padréo _
_ Resulfados: adjuvantes LR3 e LR4 mostraram um bom perfil de

seguranga. | |

Exemplo 4: Resultados sorolégicos apdés a administragdo de
uma dose __de vacina PCV-2 com adjuvante de emulsdo LR4

Materiais e Métodos: Uma vacina preparada conforme descrito
no Exemplo 1, contendo emulsdo LR4, CpG ODN n® 2216 50 pg / dose, 1,5
Unidades de Antigeno de Mycoplasma hyopneumoniae inativado e 1,5 logso
(Unidades de Antigeno) de circovirus suino tipo 2 inativado / dose. Quarenta
(40) leitdes, de trés semanas de idade e com elevados anticorpos maternos
preexistentes, foram aleatoriamente alocados em dois grupos. O grupo 2 de
vinte (20) leitdes foi vacinado no dia 0 com 0,5 mL da composic¢ao de vacina

LR4 por via intradérmica com um injetor sem agulha. O grupo 1 corresponde




10

15

20

25

30

31

ao grupo de controle ndo vacinado. As amostras de sangue foram colhidas
em DO, D21, D41, D63, D84, D126, D153 e D180 apds a vacinagdo para
titulacdo dos anticorpos contra PCV-2 ORF2 por ELISA.

Tratamento | DO D21 D41 D63 D84 D126 D153 D180

Grupo 1 3,08+ 2567+ |2/156+ <151+ 1 <161+ | <161+ | <161+ | <1561+
0,58" | 0,50 0,58 0,48 0,34 0,17 0,05 0,02

Grupo 2 2,91+ | 2,35% | 2,44+ 2,67+ 2,60+ 2,40+ 2,48+ 2,43+
0,52 0,52 0,35 0,50 0,49 0,49 0,54 0,54

* Média + Desvio Padréo (unidades logio)

Resultados: Conforme demonstrado na tabela a seguir, todas as
vacinas mostraram uma resposta de anticorpos anti-PCV-2 ORF2 significati-
va de 7 a 180 dias apds a vacinagdo, mesmo na presenga de anticorpos ma-
ternos no momento de vacinagao.

Exemplo 5: Método de Preparagao de Helicobacter

Cultura: Culturas bacterianas foram cultivadas a partir de esto-
ques em glicerol usando-se um inéculo de 5 - 10% em caldo de Brucella su-
plementado com 10% de Soro Bovino Fetal (FBS). As culturas foram cultiva-
das em frascos com tampa ventilada em um incubador de gas triplo}(85% de
N,, 10% de CO,, 5% de O,) com agitacdo a cerca de 70 rpm a 37°C. No
momento da inoculagdo, placas de TSA + 5% de Sangue de Ovelha (SB)
também foram riscadas como um teste diagndstico para determinar a pureza
da amostra. A morfologia da colbnia era puntiforma e clara. Alguma hemdlise
foi observada nas placas deixadas no incubador durante 3-4 dias. As cultu-
ras levaram 24 - 36 horas para crescer até ODggo > 1. As culturas cultivadas
também foram riscadas em placés de TSA + 5% SB, e testadas quanto a
produgao de catalase e urease (Helicobacter cerdo era positiva para ambas).

Centrifugagdo: Culturas cultivadas até ODgy > 1 foram distribui-
das em aliquotas em garrafas de centrifuga estéreis e centrifugadas a 7.500
rpm durante 20 minutos com Qm rotor J10 Beckman a aproximadamente
8.600 g. O sobrenadante foi descartado, e os péletes de células foram lava-
dos com 1 x solugéo salina tamponada com fosfato (PBS). Os péletes foram
ressuspendidos em PBS e distribuidos em aliquotas em frascos de vacina
de 10 mL.

| Liofilizagao: Preparag¢des de antigeno foram liofilizadas durante

36 horas sem estabilizadores ou conservantes. Observaram-se tortas bem-
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formadas.

Digestdo com pepsina: Uma solugdo de pepsina (0,1%) foi pre-
parada em HCl a 10 mM e esterilizada por filtragdo duas vezes com um filtro
de 0,2 microm. A preparacao de antigeno liofilizada foi digerida com pepsina
(1 ug de pepsina foi adicionado para cada mg de massa celular seca) duran-
te 25 horas a 37°C e agitagdo suave. Amostras de 100 pL foram espalhadas
sobre placas de TSA + 5% SB (incubadas a 37°C em um incubador microae-
rofilico de gas triplo) a 18 e 25 horas; nenhum crescimento foi observado
apos 96 horas, indicando que a digestdo com pepsina tem um efeito de ina-
tivacao. |

Neutralizagdo com PBS: As preparagdes de antigeno tinham um
pH de cerca de 2,0 apos a digestdo com pepsina, de modo que foram neu-
tralizadas com um volume a 2:1 de PBS. Apds neutralizagdo do pH, pH era
de cerca de 7,0.

Exemplo 6: Formulagdes de preparagdes de antigeno prepara-
das com Helicobacter cerdo tratado com pepsina ou formalina

Formulam-se vacinas conforme mostrado na Tabela 1 extempo-
raneamente por dissolugdo das bactérias liofilizadas em 10 mk de adjuvante
LR2 por frasco. Os valores refletem a concentragdo de cada ingrediente a-
pés a formulagdo. A emulsdo LR2 é equivalente & emulsdo LR4 descrita no
Exemplo 1. Na emulsdo LR2, a concentragdo final de Lutrol F127 é de
0,20% (p/v), em vez de 0,175% (p/v).
Tabela: FormulacOes de Vacina

. Quantidade de Ingredi- |Quantidade de Ingrediente
Ingrediente Componentes |ente mg por mL mg por dose (2 mL)
PBS

NaCl 2 4
KCI 0,05 0,1
Na,HPO, 0,2875 0,575
KH,PO, 0,05 0,1
H.0 desioni-
zada
pepsina (solucao) 3,5 ug 7,0 pg
HCI 10,042 0,084
Células de Helico-
bacter : 3,5 7,0

Exemplo 7: Animais e Métodos Para Vacinagdo com Vacinas a
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Base de H. cerdo

Os animais usados nesse estudo sdo porcos convencionais se-
lecionados, que sdo livres de PRRSV, e livres de M. hyopneumoniae. Lei-
tdes convencionais sdo selecionados enquanto ainda com suas maes. To-
dos os pesos dos porcos sao registrados. Os porcos sdo distribuidos em 2
grupos de pelo menos 5 porcos cada, com estratificacdo por peso, sexo e
ninhada de origem. Todos 0s porcos séo examinados para assegurar O es-
tado de saude. Apenas animais clinicamente saudaveis séo incluidos no en-
saio. Todos os porcos séo identificados. Os porcos sao vacinados em 1 se-
mana e 2 semanas de idade, enquanto com suas maes. Um grupo de porcos
é vacinado, e um grupo deixado como controle ndo vacinado. Os animais
vacinados recebem 1 dose (2 mL por dose) por via intramuscular, como 0,5
mL em cada ombro e quadril. Os controles ndo vacinados nao recebem ne-
nhuma injegao.

Com 3 semanas de idade, todos os porcos sdo desmamados e
desafiados. Cada grupo é alojado em gaiolas separadas em uma instalagéd
de isolamento. Os porcos séo necropsiados aproximadamente 28 dias apds
o desafio. Os porcos de controle negativo sdo necropsiados na dita de ne-
cropsia final. O projeto experimental é resumido na Tabela 2.

Tabela 2: Projeto Experimental

Descri¢cdo do Tratamento | Desfio com Helicobac- | Sem desafio
, ter

Grupo vacinado 5 porcos

Controles negativos 5 porcos

Procedimento de Desafio e avaliagao: No caso de doenca clini-
ca grave, os tratamentos que séo considerados para o bem-estar do animal
podem ser administrados. Todos 0os numeros de etiqueta de orelha dos ani-
mais, data(s) de doenca, diagnéstico presumido, regime de tratamento e
disposi¢do do animal séo registrados. Nenhum tratamento é fornecido apés
o desafio. Animais moribundos ou com lesdes sofrem eutanasia. Um animal
nao saudavel (doenga ch’niCa ou lesao) pode ser retirado do estudo.

~ Sorologia e Testes cuténeos: Coleta-se sangue da veia cava an-

terior antes da vacinacao, antes do desafio e na necrépsia. Os niveis de an-
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ticorpos para Helicobacter sao determinados. Efetuam-se testes cutaneos.

Parametros de Produgdo: Os porcos sdo pesados ao chegarem,
antes da vaciancdo, antes do desafio e em cada necropsia, para avaliar o
ganho ou perda de peso em potencial.

Necrépsia: Os porcos sdo necropsiados a 28 DPI conforme a-
daptado para desafio com Helicobacter.

Exemplo 8: Isolados de Helicobacter

Dois isolados bacterianos (2662 e 1268) foram recuperados da
mucosa géstrica suina por cultura microéerofilic_:a e passagem em placas de
meio de Skirrow. '

Com base na localizagéo gastrica (cardia e antro), morfologia
(bastonetes Gram-negativos, curtos, curvos e "em forma de asa de gaivota"),
atividade de urease, reatividade com um anticorpo anti-Hp de coelho, ambos
os isolados foram classificados no género Helicobacter com base em SDS-
PAGE e perfis de Western Biotting. O isolado 2662 se mostrou similar a He-
licobacter pylori e recebeu o nome "Helicobacter cerdo". O isolado 1268 ti-
nha um perfil distintivo, diferente do do 2662.

Exemplo 9: Carga Bacteriana Medida Pela Atividade de Urease

Tabela 3: Carga Bacteriana Medida Pela Atividade de Urease

Grupos Atividade de Urease na Mucosa Gastrica
Nenhuma Fraca Moderada Forte

Grupo vacinado 4* : 0 2 -

Controles de In- - 1 3 3

feccao

- * Lesbes macroscopicas no esdfago

Exemplo 10: Resposta Inflamatéria Gastrica

A resposta inflamatoria gastrica (Tabela 4) foi "contada" por foli-
culos e infiltrados linfociticos na lamina prépria gastrica em uma escala de 0,
nenhuma; 1, leve; 2, moderada; e 3, grave. A contagem inflamatdria total
para cada porco foi calculada como a soma das contagens histolégicas na
cardia e no antro gastricos. As co'ntagens meédias do grupo foram calculadas
a partir dessas.

Tabela 4: Resposta Inflamatéria Gastrica
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Grupo Numero Contagem Total Média
Grupo Vacinado 3,6
Grupo de controle 4,4

Exemplo 11: Respostas Soroldgicas
Tabela 5. Respostas Sorolégicas

Grupos Dia6 | Primeirava- | Dia14 | Segunda | Dia24 | Dia 40
Grupo vacina- | 1,0 cinacéo 1,3 vacinagéo | 81,0 86,5
do

Controles de 1,0 0,8 1,3 4,5
infeccdo

Suivaxyn Myco | 6,9 11,8 99,9 97,3
hyo+H.cerdo ’

Controles 9,4 6,6 9,1 9,0

A vacina para H. cerdo apresentou bons indices de imunidade
protetora com base na intensidade da atividade de 'urease, avaliagao histo-
l6gica cega de se¢des de tecido e as fortes respostas soroldgicas. Uma va-
cina combinada compreendendo Suivaxyn, Mycoplasma hyopneumoniae e
H. cerdo apresentou respostas de anticorpos similares. ‘

A invencao é adicionalmente' descrita pelos seguintes paragra-
fos numerados:

1. Uma emulsao de 6leo em agua (O/A) compreendendo:

(1) uma solugdo aquosa contendo um antigeno ou imuné-

geno de vacina capaz de induzir uma resposta imune em um hospedeiro;

(2) um alcool graxo etoxilado lipofilico ndo i6nico;
(3) um 6leo mineral;
(4) ~um surfactante hidrofilico ndo iénico selecionado do

grupo de alcool graxo etoxilado, copolimero de blocos de polioxietileno-
polioxipropileno (copolimero de blocos POE-POP) e/ou qualquer de suas
combinacdes. ,

2. Uma emulsao de 6leo em agua (O/A) compreendendo:

(1) uma solugao aquosa contendo um antigeno ou imunoé-
geno de vacina capaz de induzir uma resposta imune em um hospedeiro;

(2) um surfactante lipofilico ndo iénico selecionado do grupo
de alcool graxo etoxilado, copolimero de blocos de polioxietileno-

polioxipropileno (copolimero de blocos POE-POP) e/ou qualguer de suas
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combinagdes;

- (3) um 6leo mineral;
(4) um alcool graxo etoxilado hidrofilico nao idnico.
3. Emulsdo do paragrafo 1 ou 2 em que o alcool graxo eto-

xilado lipofilico compreende cerca de 43% do peso molecular (p/p) ou menos
de Oxido de etileno (EO). _ ,

4, Emulsao do paragrafo 2 em que o copolimero de blocos
POE-PORP lipofilico compreende cerca de 35% (p/p) ou menos de dxido de
etileno. |

5. Emulsédo do paragrafo 2 em que o alcool graxo etoxilado
hidrofilico compreende mais de cerca de 43% (p/p) de oxido de etileno (EO).

6. Emulsdo do paragrafo 1 em que o copolimero de blocos
POE-POP hidrofilico compreende cerca de 55% (p/p) ou mais de éxido de
etileno. _
| 7. Emulsao do paragrafo 3 em que o o alcool graxo etoxi-
lado é um &lcool graxo C9 a C22 e vantajosamente selecionado do grupo
que consiste em um oleila, cetila, estearila, isostearila, alcool laurilico, e suas
combinagdes, vantajosamente um &lcool oléico e, mais vantajosamente, um
Oleo oleilico etoxilado com 1 a 4 EO.

8. Emulsdo do paragrafo 5 em que o o &lcool graxo etoxi-

- lado is um alcool graxo C9 a C22 e vantajosamente selecionado do grupo

que consiste em um alcool oleilico, cetilico, estearilico, isoestearilico, laurili-
co, € suas combinagoes, Vantajosanﬁente um alcool oleilico e, mais vantajo-
samente, um alcool oleilico etoxilado com 5 a 21 EO.

9. Emulsdo do paragrafo 4 em que o o copolimero de blo-
cos POE-POP tem um PM de cerca de 1.000 a cerca de 8.000.

10. Emulséo do paragrafo 6 em que o o copolimero de blo-
cos POE-POP tem um PM de cerca de 3000 a cerca de 16.000.

11. Emulsédo de qualquer um dos paragrafos 1 a 10, em que
o tensoativo hidrofilico ndo-iénico é um alcool graxo etoxilado.

12. Emulsdo do paragrafo 11 em que o alcool graxo etoxila-
do é Brij® 76, Brij® 56, Brij® 96/97, Brij® 98, Brij® 721, Brij® 58, Brij® 35, ,
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Brij® 78 (Unigema), Volpo® N5, Volpo® CS6, Volpo® CS12, Volpo® CS20,
Volpo® CS25, Volpo® CS23 (Croda), BL9-EX, BC-7, , BT-5, BT-7, BT-9, BT-
12, BD-10, BO-7V, BC5.5, BT-5, BL-21, BL-25, BC-15TX, BC-23, BC-25TX,
BO-15V, BO-50V, BB-20, (Nikko Chemicals) ou qualquer de suas combina-
coes.

13. Emulsé&o de qualquer um dos paragrafos 1 a 12 em que
tensoativo hidrofilico ndo-iénico € um copolimero de bloco POE-POP.

14. Emulsao do paragrafo 13 em que o copolimero de blo-
cos POE-POP é Lutrol® F127 [Poloxamer 407], Lutrol® F68 [Poloxamer
188], Lutrol® F108 [Poloxamer 338], Lutrol® F98 [Poloxamer 278], Lutrol

®F87 [Poloxamer 227], Lutrol® F88 [Poloxamer 228], Lutrol® F77 [Poloxa-

mer 207], Lutrol® F38 [Poloxamer 108] (BASF), Tetronics®T1307, Tetro-
nics®T1107, Tetronics®TI08 (BASF) ou qualquer de suas combinagoes.

15. Emulsdo de qualquer um dos paragrafos 1 a 14, em que
tensoativo lipofilico ndo-idico € um alcool graxo etoxilado.

16. Emulsao do paragrafo 15 em que o alcool graxo etoxila-
do é Brij® 30, Brij® 92/93, Brij® 72, Brij® 52 (Unigema), Volpo® L3, Volpo®
N3, V(_)Ipo® L4 (Croda), BS-4, BD-2, BD-4, BT-3 (Nikko Chemicals) qualquer
de suas composig¢des.

17. Emulsdo de qualquer um dos paragrafos 1 a 16 em que
o tensoativo lipofilico nm&o-iénico € um copoll’merd de bloco POE-POP.

18. Emulséo do paragrafo 17 em que o o copolimero de blo-
cos POE-POP é Pluronic® L121 [Poloxamer 401], Pluronic® L101 [Poloxa-
mer 331], Pluronic® L81 [Poloxamer 221], Pluronic® L62 [Poloxamer 182],
Pluronic® L43 [Poloxamer 123], Pluronic® P103 [Poloxamer 333], Pluronic®
L123 [Poloxamer 403], Lutrol® L63 [Poloxamer 183], Lutrol® P122 [Poloxa-
mer 402], Lutrol® L92 [Poloxamer 272], Lutrol® L72 [Poloxamer 202], Lu-
trol® L42 [Poloxamer 122], Lutrol® L61 [Poloxamer 181] (BASF), Tetro-
nics®T1301, Tetronics®T701, Tetronics®T901 (BASF) ou qualquer de suas
combinagdes.

- 19. Emulsdo de qualquer um dos paragrafos 1 a 18, em que

concentragao total de tensoativos, em peso por volume de emulsdo é de
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cefca de 0,2 % a cerca de 6,5%, em particular de cerca de 1% a cerca de
6%, vantajosamente de cerca de 1,5% a cerca de 5%, mais vantajosamente
de cerca de 2% a cerca de 3%.
20. Uma emulsao de éleo em agua (O/A) compreendendo:
(1) uma solugdo aquosa contendo um antigeno ou imuné-

geno de vacina capaz de induzir uma resposta imune em um hospedeiro;

(2) um alcool graxo etoxilado lipofilico ndo i6nico;
(3) um 6leo mineral;
(4) um alcool graxo etoxilado hidrofilico ndo iénico compre-

endendo mais de cerca de 43% e menos de cerca de 71% (p/p) de 6xido de
etileno (EO); |

(5) um alcool graxo etoxilado hidrofilico ndo iébnico compre-
endendo cerca de 71% ou mais (p/p) de éxido de etileno (EO).

21. Emulsdo do paragrafo 20, em que o alcool graxo etoxi-
lado hidrofilico nao iénico compreendendo mais de cerca de 43% e menos
de cerca de 71% (p/p) de éxido de etileno (EO) é um aicool oleilico etoxilado
com 5 a 14 EO.

22. Emuls&@o do paragrafo 20 ou 21 em que o o alcool graxo
etoxilado hidrofilico néo idnico compreendendo cerca de 71% ou mais (p/p)
de 6xido de etileno (EO) é um alcool oleilico etoxilado com 15 EO ou mais.

23. Emuls@o de qualquer um dos paragrafos 20 a 22, em
que a concentragao do alcool graxo etoxilado hidrofilico néo idnico compre-
endendo mais de cerca de 43% e ménos de cerca de 71% (p/p) de 6xido de
etileno é de cerca de 1,0% a cerca de 5,0%, em particular de cerca de 1,5%
a cerca de 4,5%, mais vantajosamente de cerca de 2,0% a cerca de 3,5%,
expressa como uma porcentagem em peso por volume de emulsao (p/v).

24. Emulsdo de qualquer um dos paragrafos 20 a 23, em
que a concentra¢do de alcool graxo etoxilado hidrofilico nao iénico compre-
endendo cerca de 71% ou mais (p/p) de 6xido de etileno é de cerca de
0,01% a cerca de 3,0%, particularmente de cerca de 0,05% a cerca de 2,5%,
mais vantajosamente de cerca de 0,1% a cerca de 2,0% (p/v).

25. Emulsdo de qualquer um dos paragrafos 20 a 24, em



10

15

20

25

30

39

que a concentra¢do do alcool graxo etoxilado lipofilico ndo idnico é de cerca
de 0,1% a éerca de 2,5%, em particular de cerca de 0,2% a cerca de 2,0%,
vantajosamente de cerca de 0,2% a cerca de 1,5%, mais vantajosamente de
cerca de 0,2% a cerca de 1,2% (p/v).
26. Uma emulsao de dleo em agua (O/A) compreendendo:
(1) uma solu¢do aquosa contendo um antigeno ou imuno-

geno de vacina capaz de induzir uma resposta imune em um hospedeiro;

(2) um alcool graxo etoxilado lipofilico nao ibnico;

(3) | um Oleo mineral;

(4) um alcool graxo etoxilado hidrofilico ndo ibnico; |

(5) um copolimero de blocos de polioxietileno-

polioxipropileno hidrofilico nao idnico. A
27. Emulséo do paragrafo 26, em que o alcool graxo etoxi-

lado hidrofilico é vantajosamente an alcool graxo etoxilado compreendendo

mais de cerca de 43% e menos de cerca de 71% (p/p) de 6xido de etileno.

28. Emulséo do paragrafo 27, em que o o alcool graxo é um
alcool oleilico etoxilado com 5 a 14 EO. |

29. Emulsdo de qualquer um dos paragrafos 26 a 28, em
que a concentragdo de alcool graxo etoxilado hidrofilico ndo idnico é de cer-
ca de 1,0% a cerca de 5,0%, em particular de cerca de 1,5% a cerca de
4,5%, mais vantajosamente de cerca de 2,0% a cerca de 3,5%, expressa
como uma porcentagem em peso por volume de emulsao (p/v).

30. .Emulsdo de qualquer um dos paragrafos 26 a 29 em
que a concentragcao de copolimero de polioxietileno-bloco de polioxipropileno
nao-iénico hidrofilico € de cerca de 0,01% a cerca de 2,0%, mais particular-
mente de cerca de 0,1% a cerca de 1,5% (p/v).

31. Emulsao de qualquer um dos paragrafos 26 a 30 em
que a concentragao do alcool graxo etoxilado lipofilico ndo ibnico é de cerca
de 0,1% a cerca de 2,5%, em particular de cerca de 0,2% a cerca de 2,0%,
vantajosamente de cerca de 0,2% a cerca de 1,5%, mais vantajosamente de
cerca de 0,2% a cerca de 1,2% (p/v).

32. Emulsao de qualquer um dos paragrafos 1 a 31 em que
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0 a emulsao tem uma inversao de fase de temperatura (TIF) maior que ou
igual a 25°C. 4

33. Emulsao do paragrafo 32, em que o TIF é de cerca de
28°C a cerca de 65°C, mais particularmente de cerca de 33°C a cerca de
60°C. |

34. Emulsao de qualquer um dos paragrafos 1 a 33 em que
a emulsdao compreende em volume por volume (v/v) de emulsdo, de cerca
de 2% a cerca de 50% de dleo de fase incluindo o(s) 6leo(s) os tensoativos,
em particular de cerca de 4% a cerca de 40%, vantajosamente de cerca de
8% a cerca de 35% e, mais vantajosamente, de cerca de 15% a cerca de
30% de 6leo de fase. ' '

35. Emulsdo do paragrafo 34, em que o 6leo é um 6leo mi-
neral. ‘

36. Emulsédo do paragrafo 35, em que o éleo mineral é um
oleo de parafina como éleo isoparafinico e/ou éleo nafténico, esqualano, es-
qualeno, pristano, poliisobuteno , poliisobuteno hidrogenado , polideceno |,
poliisopreno , poliisopropeno e similares.

37. Emulsdo do paragrafo 34 ou 35 em que 6leo mineral
compreende uma cadeia de carbono ramificada ou linear com um .numero de
atomos de carbono maior do que 15, vantajosamente de 15 a 32, e livre de
compostos aromaticos.

38. 'E-mulséo do paragrafo 37 em que 6leo é com nome co-
mercial de MARCOL® 52 ou MARCOL® 82 (Esso,) ou "DRAKEOL® 6VR"
(Penreco,): |

39. Emulsdo de qualquer um dos paragrafos 34 a 38 em
que o leo & uma mistura de 6leo compreendendo pelo menos dois éleos em
qualquer proporgao.

40. Emulsao do paragrafo 39 em que a mistura de dleo
compreende pelo menos um 6leo vegeta.

41, Emulsdo do paragrafo 40 em que o 6leo vegetal repre-
senta de cerca de 0,1% a cerca de 33% da fase oleosa, vantajosamente de
cerca de 5% a cerca de 15% V/v.
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42. Emulsao do parégrafo 40 ou 41, em que o dleo vegetal é
6leo de castanha, 6leo de girassol, 6leo de soja, dleo de primula.

43. Uma emulsédo compreendendo um éleo de parafina; um
alcool oleilico etoxilado com 2 - 3 EO como surfactante lipofilico ndo idnico:;
um alcool oleilico etoxilado com 5 - 6 EO como surfactante hidrofilico ndo
idnico; e um copolimero de blocos POE-POP com aproximadamente 70 a
80% EO e um PM em torno de 9.800 a 16.000 como surfactante hidrofilico
nao iénico.

44, Emuls&o do paragrafo 43, em que o dleo de parafina es- |

ta a uma concentragio de cerca de 5% a cerca de 50% e, vantajosamente,

" de cerca de 15% a cerca de 30% (v/v); o alcool oleilico etoxilado com 2 - 3

EO esta a concentragédo de 0,1% a 1,5%, vantajosamente de 0.1% a 1.2%
(p/v); o alcool oleilico etoxilado com 5 - 6 EO esta a concentragédo de 1% é
5%, vantajosamente de 1% a 4% (p/v); e o copolimero de blocos POE-POP
com aproximadamente 70 a 80 % EO e um PM em torno de 9.800.a 16.000
esta a concentragéo de 0,01% a 2%, vantajosamente de 0,05% a 1,5% (p/v).

45, Uma emulsdo compreendendo um éleo de parafina, um
alcool oleilico etoxilado com 2 - 3 EO como surfactante lipofilico nao idnico;
um alcool oleilico etoxilado com 10 OE como surfactante hidrofilico nao i6ni-
co; € um copolimero de blocos POE-POP com aproximadamente 70 a 80 %
EO e um PM em torno de 9.800 a 16.000 como surfactante hidrofilico ndo

~ibnico.

46. -Emuls&o do paragrafo 45, em que o 6leo de parafina es-
ta a uma concentragdo de 5% a 50%, vantajosamente de 15% a 30% (v/v); 0
alcool oleilico etoxilado com 2 - 3 EO estd a concentragdo de 0,2% a 3%,
vantajosamente de 0,5% a 3% (p/v); o alcool oleilico etoxilado com 10 EO
esta a concentragdo de 0,2 % a 3%, vantajosamente de 0,5% a 3% (p/v); e o
copolimero de blocos POE-POP com aproximadamente 70 a 80 % EQ e um
PM em torno de 9.800 a 16.000 esté a concentragdo de 0,01% a 2%, vanta-
josamente de 0,05% a 1,5% (p/v).
' 47. Uma emulsdo compreendendo um éleo de parafina, um

alcool oleilico etoxilado com 2 - 3 EO como surfactante lipofilico ndo idnico e
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um &lcool oleilico etoxilado com 5 - 6 OE como surfactante hidrofilico ndo
iénico.

48. Emulséo do paréagrafo 47, em que o dleo de parafina es-
ta a uma concentragéo de 5% a 50%, vantajosamente de 15% a 35% (V/v); 0
alcool oleilico etoxilado com 2 - 3 EO esta a concentragdo de 0,1% a 3%,
vantajosamente de 0,5% a 2% (p/v); o alcool oleilico etoxilado com 5 - 6 EO
estd a concentragao de 1% a 5%, vantajosamente de 2,0% a 4,5% (p/v).

49. Método para preparar um composicdo de vacina
compreendendo misturar um antigeno de vacina ou imundgeno capaz de
induzir uma resposta imune em um hospedeiro com uma emulsdo de
qualquer um doa paragrafos 1 a 48.

50. Método para induzir um resposta imune em. um
hospedeiro compreendendo administrar a emulsdo de qualquer um dos
paragrafos 1 a 48 ou a composicdo de vacina do paragrafo 49 ao
hospedeiro. = o
51, Um Kit para realizar o método do paragrafo 49 ou 50
compreendendo a emulsdo de qualquer um dos paragrafos 1 a 48 ou a
composi¢cao de vacina do paragrafo 49 e instrugbes para realizar o rﬁétodo.

Tendo, desse modo, descrito e detalhes modalidades vantajosas
da presénte invengdo, deve ser entendido que a invengao definida pelos
paragrafos acima ndo estd limitada a detalhes particulares descritos no

" relatério descritivo, assim como variagbes dos padrdes sdo possiveis sem

distanciarem-se do espirito ou escopo da presente invengao.
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REIVINDICACOES

1. Emulsao de 6leo em agua (O/A) compreendendo:

(1) uma solugdo aquosa contendo um antigeno de vacina ou
imunégeAno capaz de induzir uma resposta imune em um hospedeiro;

(2) um alcool graxo etoxilado lipofilico nao idnico;

(8) um éleo mineral;

(4) um surfactante hidrofilico nao idnico selecionado do grupo
de alcool graxo etoxilado, copolimero de blocos de polioxietileno-polioxipro-
pileno (copolimero de blocos POE-POP) e/ou qualquer combinacdo desses.

2. Emulsao de 6éleo em agua (O/A) compreendendo: |

(1) uma Solugéo aquosa contendo um antigeno de vacina ou
imundgeno capaz de induzir uma resposta imune em um hospedeiro;

(2) um surfactante lipofilico nao idnico selecionado do grupo de'
alcool graxo etoxilado, copbh’mero de blocos de polioxietileno-polioxipro- |
pileno (copolimero de blocos-POE-POP) e/ou qualquer combinagio desses;

(3) um éleo mineral; |

(4) um alcool graxo etoxilado hidrofilico nao iénico.

3. Emulséo, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o alcool
graxo etoxilado lipofilico compreende cerca de 43% do peso molecular (p/p)
ou menos de dxido de etileno (EO), ou ,

em que o copolimero de blocos POE-POP hidrofilico
compreende cerca de 55% (p/p) ou mais de 6xido de-etileno, ou

em que o alcool graxo etoxilado lipofilico COmpreende cerca de
43% do peso molecular (p/p) ou menos de dxido de etileno (EO), e

em que 0 alcool graxo etoxilado é um alcool graxo de C9 a C22
e vantajosamente selecionado do grupo que consiste em um alcool oleilico,
cetilico, estearilico, isoestearilico, laurilico, e suas combinagées,
vantajosamente um alcool oleilico e, mais vantajosamente, um dlcool oleilico
etoxilado com 1 a 4 EO, ou

em que o copolimero de blocos POE-POP hidrofilico
compreende cerca de 55% (p/p) ou mais de 6xido de etileno, e

em que o copolimero de blocos POE-POP tem um PM de
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cerca de 3.000 a cerca de 16.000, ou

em que o surfactante hidrofilico n&o iénico é um &lcool graxo
etoxilado, ou _

em que o alcool graxo etoxilado hidrofilico compreende mais
de cerca de 43% (p/p) de oxido de etileno, ou '

em que o alcool graxo etoxilado hidrofilico compreende mais
de cerca de 43% (p/p) de 6xido de etileno, e em que o alcool graxo etoxilado
€ um alcool graxo de C9 a C22 e vantajosamente selecionado do grupo que
consiste em um alcool oleilico, cetilico, estearilico, isoestearilico, laurilico, e
suas combinagdes, vantajosamente um alcool oleilico e, mais
vantajosamente, um alcool oleilico etoxilado com 5 a 21 EOQ, ou

em que o surfactante hidrofilico n&o iénico é um élcool graxo
etoxilado, e

em que o alcool graxo etoxilado é Brij® 76, Brij® 56, Brij®
96/97, Brij® 98, Brij® 721, Brij® 58, Brij® 35, Brij® 78 (Unigema), Volpo®
N5, Volpo® CS6, Volpo® CS12, Volpo® CS20, Volpo® CS25, Volpo® CS23
(Croda), BL9-EX, BC-7, BT-5, BT-7, BT-9, BT-12, BD-10, BO-7V, BC5.5, BT-
5, BL-21, BL-25, BC-15TX, BC-23, BC-25TX, BO-15V, BO-50V, BB-20
(Nikko Chemicals) ou qualquer combinagao desses, ou

em que o surfactante hidrofilico ndo iénico é um copolimero de
blocos POE-POP, ou

em que b surfactante hidrofilico nao iénico é um copolimero de
blocos POE-POP, e |

em que o copolimero de blocos POE-POP é Lutrol® F127
[Poloxamer 407], Lutrol® F68 [Poloxamer 188], Lutrol® F108 [Poloxamer
338], Lutrol® F98 [Poloxamer 278], Lutrol ®F87 [Poloxamer 227], Lutrol®
F88 [Poloxamer 228], Lutrol® F77 [Poloxamer 207], Lutrol® F38 [Poloxamer
108] (BASF), Tetronics®T1307, Tetronics®T1107, Tetronics®T908 (BASF)
ou qualquer combinagao desses, ou

em que o surfactante lipofilico ndo iénico é um alcool graxo
etoxilado, ou

em que o surfactante lipofilico ndo iénico é um alcool graxo
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etoxilado, e

em que o alcool graxo etoxilado é Brij® 30, Brij® 92/93, Brij®
72, Brij® 52 (Unigema), Volpo® L3, Volpo® N3, Volpo® L4 (Croda), BS-4,
BD-2, BD-4, BT-3 (Nikko Chemicals) ou qualquer composi¢éo dessas, ou

em que a concentragao global de surfactantes, em peso por

volume de emulséo ¢ de cerca de 0,2% a cerca de 6,5%, em particular de

cerca de 1% a cerca de 6%, vantajosamente de cerca de 1,5% a cerca de
5%, mais vantajosamente de cerca de 2% a cerca de 3%.

4. Emulsao, de acordo com a reivindicagao 2, em que o alcool
graxo etoxilado lipofilico compreende cerca de 43% do peso molecular (p/p)

“ou menos de 6xido de etileno (EO), ou

em que o copolimero de biocos POE-POP lipofilico

- compreende cerca de 35% (p/p) ou menos de 6xido de etileno, ou

em que o alcool graxo etoxilado hidrofilico compreende mais
de cerca de 43% (p/p) de 6xido de etileno (EO), ou
em que o alcool graxo etoxilado lipofilico compreende cerca de
43% do peso molecular (p/p) ou menos de éxido de etileno (EO), e
| em que o alcool graxo etoxilado € um alcool graxo de C9 a C22
e vantajosamente selecionado do grupo que consiste em um &lcool oleilico,
cetilico, estearilico, isoestearilico, laurilico, e suas combinagoes,

vantajosamente um alcool oleilico e, mais vantajosamente, um alcool oleilico

etoxilado com 1 a 4 EQ, ou

em que o alcool graxo etoxilado hidrofilico compreende mais
de cerca de 43% (p/p) de 6xido de etileno (EO), e

em que o alcool graxo etoxilado € um alcool graxo de C9 a C22
e vantajosamente selecionado do grupo que consiste em um alcool oleilico,
cetilico, estearilico, isoestearilico, laurilico, e suas combinacdes,
vantajosamente um alcool oleilico e, mais vantajosamente, um alcool oleilico
etoxilado com 5 a 21 EQ, ou

em que o copolimero de blocos POE-POP lipofilico
compreende cerca de 35% (p/p) ou menos de éxido de etileno, e

em que o copolimero de blocos POE-POP tem um PM de
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cerca de 1.000 a cerca de 8.000, ou

em que o surfactante hidrofilico ndo idnico é um alcool graxo
etoxilado, ou

em que o surfactante hidrofilico ndo idnico € um alcool graxo
etoxilado, e

em que o alcool graxo etoxilado é Brij® 76, Brij® 56, Brij®
96/97, Brij® 98, Brij® 721, Brij® 58, Brij® 35, Brij® 78 (Unigema), Volpo®
N5, Volpo® CS6, Volpo® CS12, Volpo® CS20, Volpo® CS25, Volpo® CS23
(Croda), BL9-EX, BC-7, BT-5, BT-7, BT-9, BT-12, BD-10, BO-7V, BC5.5, BT-
5, BL-21, BL-25, BC-15TX, BC-23, BC-25TX, BO-15V, BO-50V, BB-20,
(Nikko Chemicals) ou qualquer combinagao desses, ou

em que o surfactante lipofilico nao iénico € um alcool graxo
etoxilado, ou |
em que o surfactante lipofilico nAo idnico & um alcool graxo
etdxilado, e ’

em que o alcool graxo etoxilado é Brij® 30, Brij® 92/93, Brij®
72, Brij® 52 (Unigema), Volpo® L3, Volpo® N3, Volpo® L4 (Croda), BS-4,
BD-2, BD-4, BT-3 (Nikko Chemicals) ou qualquer composi¢do dessas, ou

em que o surfactante lipofilico ndo idnico é um copolimero de
blocos POE-POP, ou

em que o surfactante lipofilico nao iénico € um copolimero de
blocos POE-POP, e

em que o copolimero de blocos POE-POP é Pluronic® L121
[Poloxamer 401], Pluronic® L101 [Poloxamer 331], Pluronic® L81
[Poloxamer 221], Pluronic® L62 [Poloxamer 182], Pluronic® L43 [Poloxamer
123], Pluronic® P103 [Poloxamer 333], Pluronic® L123 [Poloxamer 403],
Lutrol® L63 [Poloxamer 183], Lutrol® P122 [Poloxamer 402], Lutrol® L92
[Poloxamer 272], Lutrol® L72 [Poloxamer 202], Lutrol® L42 [Poloxamer 122],
Lutrol® L61 [Poloxamer 181] (BASF), Tetronics®T1301, Tetronics®T701,
Tetronics®T901 (BASF) ou qualquer combinacgao desses, ou

em que a concentragdo global de surfactantes, em peso por

volume de emulsao é de cerca de 0,2% a cerca de 6,5%, em particular de
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cerca de 1% a cerca de 6%, vantajosamente de cerca de 1,5% a cerca de
5%, mais véntajosamente de cerca de 2% a cerca de 3%.

5. Emulséo, de acordo com a reivindicagédo 1, em que o
surfactante hidrofilico ndo idnico compreende um alcool graxo etoxilado
hidrofilico ndo ibnico compreendendo mais do que cerca de 43% e menos do
que cerca de 71% (p/p) de 6xido de etileno (EO) e um alcool graxo etoxilado
hidrofilico nédo idbnico compreendendo cerca de 71% ou mais (p/p) de éxido
de etileno (EO).

6. Emuls3o, de acordo com a reivindicagao 5, em que o alcool

graxo etoxilado hidrofilico ndo iénico compreendendo mais do que cerca de

 43% e menos do que cerca de 71% (p/p) de 6xido de etileno (EO) é um

alcool oléico etoxilado com 5 a 14 EO, ou

em que o alcool graxo etoxilado hidrofilico n&o iénico
compreendendo cerca de 71% ou mais (p/p) de 6xido de etileno (EO) é um
alcool oléico etoxilado com 15 EO ou mais, ou

em que a concentragao do alcoo! graxo etoxilado hidrofilico
n&o idnico compreendendo mais do que cerca de 43% e menos do que
cerca de 71% (p/p) de dxido de etileno é de cerca de 1,0% a cerca de 5,0%,
em particular de cerca de 1,5% a cerca de 4,5%, mais vantajosamente de
cerca de 2,0% a cerca de 3,5%, expressa como uma porcentagem em peso
por volume de emulsao (p/v), ou

ém que a concentragao de alcool graxo etoxilado hidrofilico
n&o idnico compreendendo cerca de 71% ou mais (p/p) de Oxido de etileno é
de cerca de 0,01% a cerca de 3,0%, particularmente de cerca de 0,05% a
cerca de 2,5%, mais vantajosamente de cerca de 0,1% a cerca de 2,0%
(p/v), ou

em que a concentragado do alcool graxo etoxilado lipofilico nao
ibnico é de cerca de 0,1% a cerca de 2,5%, em particular de cerca de 0,2% a
cerca de 2,0%, vantajosamente de cerca de 0,2% a cerca de 1,5%, mais
vantajosamente de cerca de 0,2% a cerca de 1,2% (p/v).

7. Emulsao, de acordo com a reivindicagdo 1, em que o

surfactante hidrofilico ndo idnico compreende um alcool graxo etoxilado
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hidrofilico nao idnico e um copolimero de blocos de polioxietileno-
polioxipropileno hidrofilico nao iénico.

8. Emulsao, de acordo com a reivindicagao 7, em que o alcool
graxo etoxilado hidrofilico é vantajosamente um alcool graxo etoxilado
compreendendo mais do que cerca de 43% e menos do que cerca de 71%
(p/p) de 6xido de etileno, ou _ N

em que o alcool graxo € um alcool oléico etoxilado com 5 a 14
EO, ou _

em que a concentragao de alcool graxo etoxilado hidrofilico
nao ibnico € de cerca de 1,0% a cerca de 5,0%, em particular de cerca de
1,5% a cerca de 4,5%, mais vantajosamente de cerca de 2,0% a cerca de
3,56%, expressa como uma porcentagem em peso por volume de emulséo
(p/v), ou

7 em que a concentragédo do copolimero de blocos de
polioxietileno-polioxipropileno hidrofilico nao idnico é de cerca de 0,01% a
cerca de 2,0%, mais particularmente de cerca de 0,1% a cerca de 1,5%
(p/v), ou

em que a cohcentragéo do alcool graxo etoxilado lipofilico nao
idnico € de cerca de 0,1% a cerca de 2,5%, em particular de cerca de 0,2% a
cerca de 2,0%, vantajosamente de cerca de 0,2% a cerca de 1,5%, mais |
vantajosamente de cerca de 0,2% a cerca de 1,2% (p/v).

9. Emulséao, de acordo com a reivindicagao 1, em que a
emulsao tem uma temperatura de invérséo de fase (TIF) maior do que ou
igual a 25°C, ou

em que a emulsdo tem uma temperatura de inversio de fase
(TIF) maior do que ou igual a 25°C, e |

em que o TIF é de cerca de 28°C a cerca de 65°C, mais
particularmente de cerca de 33°C a cerca de 60°C. A

10. Emulsao, de acordo com a reivindicagéo 1, em que a
emulsao compreende em volume por volume (v/v) de emulsdo, de cerca de
2% a cerca de 50% de fase oleosa incluindo o(s) 6leo(s) e os surfactantes,

em particular de cerca de 4% a cerca de 40%, vantajosamente de cerca de
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8% a cerca de 35% e, mais vantajosamente, de cerca de 15% a cerca de
30% de fase oleosa, ou

em que a emulsao compreende em volume por volume (v/v) de
emulséo-, de cerca de 2% a cerca de 50% de fase oleosa incluindo o(s)
oleo(s) e os surfactantes, em particular de cerca de 4% a cerca de 40%,

* vantajosamente de cerca de 8% a cerca de 35% e, mais vantajosamente, de

cerca de 15% a cerca de 30% de fase oleosa, e
em que o 6leo é um 6leo mineral, ou
em que a emuisao compreende em volume por volume (v/v) de

emulsao, de cerca de 2% a cerca de 50% de fase oleosa incluindo o(s)

| oleo(s) e os surfactantes, em particular de cerca de 4% a cerca de 40%,

vantajosamente de cerca de 8% a cerca de 35% e, mais vantajosamente, de
cerca de 15% a cerca de 30% de fase oleosa, e

em que o 6leo é um 6leo mineral, e

em que o 6leo mineral € um dleo parafinico como dleo
isoparafinico e/ou 6leo nafténico, esqualano, esqualeno, pristano,
poliisobuteno, poliisobuteno hidrogenado, polideceno, poliisopreno,
poliisopropeno e similares, ou

em que a emulsao compreende em volume por volume (v/v) de
emulsao, de cerca de 2% a cerca de 50% de fase oleosa incluindo o(s)
Oleo(s) e os surfactantes, em particular de cerca de 4% a cerca de 40%,
vantajosamente de cerca de 8% a cerca de 35% e, mais vantajosamente, de
cerca de 15% a cerca de 30% de fase oleosa, e

em que o 6leo é um 6leo mineral e

em que o 6leo mineral compreende uma cadeia de carbonos
linear ou ramificada com um nimero de dtomos de carbono maior do que 15,
vantajosamente de 15 a 32, e livre de compostos aromaticos, ou

em que a emulsao compreende em volume por volume (v/v) de
emulsao, de cerca de 2% a cerca de 50% de fase oleosa incluindo o(s)
6leo(s) e os surfactantes, em particular de cerca de 4% a cerca de 40%,
vantajosamente de cerca de 8% a cerca de 35% e, mais vantajosamente, de

cerca de 15% a cerca de 30% de fase oleosa, e
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em que o 6leo é um 6leo mineral, e

em que o 6leo mineral compreende uma cadeia de carbonos
linear ou ramificada com um numero de atomos de carbono maior do que 15,
vantajosamente de 15 a 32, e livre de compostos arométicos, e

em que o Oleo é comercializado sob o nome MARCOL® 52 ou
MARCOL® 82 (Esso) ou "DRAKEOL® 6VR" (Penreco), ou

em que o 6leo € uma mistura de 6leos compreendendo pelo
menos dois éleos em qualquer proporgao, ou

em que o 6leo € uma mistura de 6leos compreendendo pelo
menos dois éleos em qualquer proporgéo, e

em que a mistura de éleos compreende pelo menos um dleo
vegetal, ou ‘

em que o o6leo é uma mistura de 6leos compreendendo pelo
menos dois 6leos em qualquer proporgao, e

| em que a mistura de éleos compreende pelo menos um dleo
vegetal, e

em que o 6leo vegetal representa de cerca de 0,1% a cerca de
33% da fase oleosa, vantajosamente de cerca de 5% a cerca de 15% v/v,

em que o 6leo é uma mistura de 6leos compreendendo pelo
menos dois 6leos em qualquer proporgao, e

em que a mistura de dleos compreende pelo menos um 6leo
vegetal, e '

em que o 6leo vegetal é 6leo de amendoim, éleo de noz, leo
de girassol, dleo de agafréo, 6leo de soja, 6leo de primula e similares.

11. Emulséo, de acordo com a reivindicag¢édo 2, em que a
emulsao tem uma temperatura de inversao de fase (TIF) maior do que ou
igual a 25°C, ou

em que a emulsao tem uma temperatura de inversdo de fase
(TIF) maior do que ou igual a 25°C, e

em que o TIF é de cerca de 28°C a cerca de 65°C, mais
particularmente de cerca de 33°C a cerca de 60°C.

12. Emulséo, de acordo com a reivindicagédo 2, em que a
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emulsdo compreende em volume por volume (v/v) de emulsio, de cerca de
2% a cerca de 50% de fase oleosa incluindo o(s) 6leo(s) e os surfactantes,
em particular de cerca de 4% a cerca de 40%, vantajosamente de cerca de
8% a cerca de 35% e, mais vantajosamente, de cerca de 15% a cerca de
30% de fase oleosa, ou

em que a emulsd@o compreende em volume por volume (v/v) de
emulsao, de cerca de 2% a cerca de 50% de fase oleosa incluindo o(s)
6leo(s) e os surfactantes, em particular de cerca de 4% a cerca de 40%,
vantajosamentevde cerca de 8% a cerca de 35% e, mais vantajosamente, de
cerca de 15% a cerca de 30% de fase oleosa, e

em que o 6leo € um dleo mineral, ou

em que a emulsao compreende em volume por volume (v/v) de
emulsio, de cerca de 2% a cerca de 50% de fase oleosa incluindo o(s)
6leo(s) e os surfactantes, em particular de cerca de 4% a cerca de 40%,
vantajosamente de cerca de 8% a cerca de 35% e, mais vantajosamente, de
cerca de 15% a cerca de 30% de fase oleosa, e

em que o 6leo é um 6leo mineral, e

em que o oleo mineral € um dleo parafinico como dleo
isoparafinico e/ou 6leo nafténico, esqualano, esqualeno, pristano,
poliisobuteno, poliisobuteno hidrogenado, polideceno, poliisopreno,
poliisopropenq e similares, ou

em que a emulsdo compreende em volume por volume (v/v) de
emulsao, de cerca de 2% a cerca de 50% de fase oleosa incluindo o(s)
6leo(s) e os surfactantes, em particular de cerca de 4% a cerca de 40%,
vantajosamente de cerca de 8% a cerca de 35% e, mais vantajosamente, de
cerca.de 15% a cerca de 30% de fase oleosa, e

em que o 6leo é um 6leo mineral, e

em que o Oleo mineral compreende uma cadeia de carbonos
linear ou ramificada com um numero de atomos de carbono maior do que 15,
vantajosamente de 15 a 32, e livre de compostos aromaticos, ou

em que a emulsdo compreende em volume por volume (v/v) de

emulsdo, de cerca de 2% a cerca de 50% de fase oleosa incluindo o(s)
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Oleo(s) e os surfactantes, em particular de cerca de 4% a cerca de 40%,
vantajosamente de cerca de 8% a cerca de 35% e, mais vantajosamente, de
cerca de 15% a cerca de 30% de fase oleosa, e

em que o Oleo é um dbleo mineral, e

em que o 6leo mineral compreende uma cadeia de carbonos
linear ou ramificada com um numero de a&tomos de carbono maior do que 15,
vantajosamehte de 15 a 32, e livre de compostos aromaticos, e

em que o 6leo é comercializado sob 0 nome MARCOL® 52 ou
MARCOL® 82 (Esso) ou "DRAKEOL® 6VR" (Penreco), ou

em que o Oleo é uma mistura de éleos compreendendo pelo
menos dois 6leos em qualquer proporg¢ao, ou

em que o 6leo é uma mistura de 6leos compreendendo pelo
menos dois 6leos em qualquer proporgéo, e

em que a mistura de 6leos compreende pelo menos um 6leo
vegetal, ou '

em que o 6leo é uma mistura de 6leos compreendendo pelo
menos dois 6leos em qualquer proporg¢ao, e

em que a mistura de 6leos compreende pelo menos um dleo
vegetal, e

em que o 6leo vegetal representa de cerca de 0,1% a cerca de
33% da fase oleosa, vantajosamente de cerca de 5% a cerca de 15% v/v,

em que o Oleo é uma mistura de 6leos compreendendo pelo
menos dois 6leos em qualduer propovrgéo, e

em que a mistura de éleos compreende pelo menos um 6leo
vegetal, e

em que o Oleo vegetal € 6leo de amendoim, 6leo de noz, éleo
de girassol, 6leo de acafrao, éleo de soja, 6leo de primula e similares.

13. Emulsao, de acordo com a reivindicagao 1, em que o
antigeno ou imundgeno de vacina é Mycoplasma hyopneumoniae, porcine
circovirus 2 ou Helicobacter pylori.

14. Emulsao, de acordo com a reivindica¢ao 2, em que 0

antigeno ou imunogeno de vacina € Mycoplasma hyopneumoniae, porcine
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circovirus 2 ou Helicobacter pylori.

15. Emulsdo compreendendo um dleo parafinico, um alcool
oléico etoxilado com 2 - 3 EO como surfactante lipofilico ndo iénico; um
alcool ol.éico etoxilado com 10 OE como surfactante hidrofilico ndo inico; e
um copolimero de blocos POE-POP com aproximadamente 70 a 80% de EQ

- e um PM de cerca de 9.800 a 16.000 como surfactante hidrofilico ndao iénico.

16. Emulso, de acordo com a reivindicagdo 15, em que o 6leo
parafinico esta a uma concentracao de 5% a 50%, 'vantajosamenfe de 15% a
30% (v/v); o alcool oleilico etoxilado com 2 - 3 EO esta a uma concentragéo

de 0,2% a 3%, vantajosamente de 0,5% a 3% (p/v); o alcool oleilico

“etoxilado com 10 EO esta a uma concentragao de 0,2% a 3%,

vantajosamente de 0,5% a 3% (p/v); e o copolimero de blocos POE-POP
com aproximadamente 70 a 80% de EO e um PM de cerca de 9.800 a
16.000 esta a uma concentragdo de 0,01% a 2%, vantajosamente de 0.05%
a 1,5% (p/v). ' ’

' 17. Emulsao compreendendo um éleo parafinico, um alcool
oléico etoxilado com 2 - 3 EO como surfactante lipofilico ndo iénico e um
alcool oléico etoxilado com 5 - 6 OE como surfactante hidrofilico néo iénico.

18. Emulsao, de acordo com a reivindicagdo 17, em que o
bleo parafinico esta a uma concentragdo de 5% a 50%, vantajosamente de
15% a 35% A(v/v); o alcool oleilico etoxilado com 2 - 3 EO: esta a uma
concentragao de 0,1% a 3%, vantajosamente de 0,5% a 2% (p/v); o alcool |
oleilico etoxilado com 5-6 EO estd a uma concentragcdo de 1% a 5%,
vantajosamente de 2,0% a 4,5% (p/v).

19. Composi¢do compreendendo a emulsédo, como definida na
reivindicagcao 15, e um antigeno ou imundgeno de vacina, em que o antigeno
ou imundgeno de vacina é Mycoplasma hyopneumoniae, porcine circovirus 2
ou Helicobacter pylori.

20. Composigéo compreendendo a emulsdo, como definida na
reivindicagéd 17, e um antigeno ou imunégeno de vacina, em que o antigeno -
ou imundgeno de vacina € Mycoplasma hyopneumoniae, porcine circovirus 2

ou Helicobacter pylori.
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RESUMO

Patente de Invengéo: "FORMULAGOES DE VACINA". |

A presente invengéo refere-se a emulsdes de 6leo em agua, seu
uso como adjuvantes e composi¢des farmacéuticas, imunoldgicas ou de va-
cina que possam compreendé-las. Em uma modalidade, a emulsdo de dleo
em agua (O/A) pode compreender uma solugdo aquosa contendo um imu-
négeno, um 6leo mineral, um alcool graxo etoxilado lipofilico ndo iénico e um
surfactante hidrofilico ndo i6nico. Em outra modalidade, a emulsdo de éleo
em agua (O/A) pode compreender uma‘_solugéo aquosa contendo um imu-
négeno, um surfactante lipofilico ndo iénico, um 6leo mineral e um &lcool
graxo etoxilado hidrofilico n&o idnico. A presente invengdo também engloba
um método de preparagdo de uma composigdo de vacina usando o adjuvan-

-te da presente invengao, a composi¢ao de vacina assim obtida e métodos de

uso.
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