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A PRESENTE INVENCAO REFERE-SE A UM METODO DE CULTURA DE ORGANISMOS

BACTERIANOS PERTENCENDO A FAMILIA ANAPLASMATACEAE EM CELULAS EMBRIONARIAS
OU FETAIS DE MAMIFEROS. EM PARTICULAR, A PRESENTE INVENGCAO ESTA ORIENTADA AO
CRESCIMENTO DE ORGANISMOS BACTERIANOS PERTENCENDO A  FAMILIA
ANAPLASMATACEAE INCLUINDO ORGANISMOS PERTENCENDO AOS GENEROS ANAPLASMA,
EHRLICHIA E NEORICKETTSIA. OS ORGANISMOS BACTERIANOS PODEM SER CULTIVADOS
EM CELULAS HOSPEDEIRAS EMBRIONARIAS OU FETAIS DE MAMIFEROS INCLUINDO CELULAS
HOSPEDEIRAS EMBRIONARIAS DE FELINOS. O MATERIAL BACTERIANO CULTIVADO DE
ACORDO COM OS METODOS DESCRITOS NO PRESENTE DOCUMENTO PODE SER UTILIZADO
COMO A BASE PARA VACINAS CONTRA DOENGAS ASSOCIADAS COM AS BACTERIAS
ANAPLASMATACEAE, OU COMO A BASE PARA APLICACOES DE DIAGNOSTICO UTEIS PARA O
DIAGNOSTICO DE DOENCAS ASSOCIADAS COM AS BACTERIAS ANAPLASMATACEAE.
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RESUMO

METODOS DE CULTURA DA ESPECIES BACTERIANAS DA FAMILIA DAS
ANAPLASMATACEAS

A presente invengdo refere-se a um método de cultura
de organismos bacterianos pertencendo a familia
Anaplasmataceae em células embrionarias ou fetaig de
mamiferos. Em particular, a presente invencdo esta
orientada ao cregcimento de organismog  bacterianos
pertencendo a familia Anaplasmataceae incluindo organismos
pertencendo aos géneros Anaplasma, Ehrlichia e
Neorickettsia. Os organismos bacterianos podemn gser
cultivados em células hospedeiras embricnédrias ou fetaig de
mamiferos idincluinde c¢élulasg hospedeirag embriondrias de
felinog. O material bacterianc cultivado de acordo com ©8
métodos descritos no presente documento pode ser utilizado
como a base para vacinas contra doencas asgsociadas com as
bactérias Anaplasmataceae, ou como a base para aplicacgdes
de diagndéstico {teig para o diagndstico de doengas

associadas com as bactérias Anaplasmataceae.
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DESCRICAO

METODOS DE CULTURA DA ESPECIES BACTERIANAS DA FAMILIA DAS
ANAPLASMATACEAS

CAMPO DA INVENCAO

A descric8c descreve um wmétcdo de cultura de
organismos bacterianos pertencendo a familia
Anaplasmataceae em c¢élulas embriondrias ou fetails de
mamiferos, tails como células embriondrias ou fetais de
felino. Em particular, a presente descricdo descreve o
cregcimento de organismos bacterianog pertencendo a familia
Anaplasmataceae incluindo organismos pertencendo ao género
Anaplasma, hrlichia, Neorickettsia, e Wolbabachiae. Os
organismos Dbacterianos podem ser cultivados em células
embriondrias ou fetais de mamiferos, tais como células
hospedeiras embriondrias ou fetais de felino. C material
bacteriano cultivado de acordo com cs métodos descritos no
presente documento pode ser utilizado como a base para
vacinags contra doencas asggociadas com  ag  bactérias
Anaplasmataceae.
ANTECEDENTES DA INVENCQKO

Ag bactérias da familia Anaplasmataceae gdo parasitas
intracelularesg obrigatdriosg. Como tal, estes microrganismos
gdo fregquentemente dificeis de cultivar e as doengas gue
causam sdc dificeis de diagnosticar. Devido a dificuldade
de cresgcimento destes microrganismos, a preparagdo a grande
escala de antigénics para vacinas & dispendiosa e algumas
vezes impossivel. As bactérias da familia Anaplasmataceae
gdo agentes patogénicos de doengas transmitidas por vetor
de seres humanos e animaig. S30 principalmente transmitidas
atravég de vetores invertebrados tais como carragas. Dentro
da familia Anaplasmataceae, 08 microrganismog dos géneros
Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia e Wolbachieae &80
agentes causantes de doengas transmitidas por vetor e sdo
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dificeis de cultivar, especialmente a grande escala. As
egpécies bacterianas pertencendo ao género Rickettsieae nao
estdo incluidas dentro da familia Anaplasmataceae.

A anaplasmose é uma doenga portada por carracas
principal de gado endémico nos Estados Unidos. O agente
causante, Anaplasma marginale, invade e multiplica-se nos
eritrdécitos do gado, causando anemia leve a grave. A
mortalidade e morbilidade anuais devido a anaplasmose
impactando og rebanhos de gado de corte causou prejuizo no
valor de milhSes de dblares devido a, por exemplo; perda de
peso durante infecdes agudas e custos veterinérios
aumentados. Veja-se, por exemplo, Palmer em Veterinary
Protozoan and Hemoparasite Vaccines, J.G. Wright (Ed.) CRC
Press Inc., Boca Ratcon, Fla. 1989.

Anaplasma phagocytophilum causa febre portada por
carracas em ovelhas, gado, e bisbes, e tem como vetor I.
ricinis. Veja-se a Patente U.S. N.° 6.284.238, que &
totalmente incorporada por referéncia no presente
documento. Em contraste com A. marginale que infeta o8
glébulos vermelhos, A. phagocytophilum infeta granuldcitos.

As bactérias Ehrlichia estdoc estreitamente
relacionadas com a egpécie Anaplasma. Aguelas esgpécies para
as quais é conhecido um vetor bioldgico s8o transmitidas
por carracas, tails como para E. canis. Enquanto Anaplasma
phagocytophilum prefere infetar granuldcitos no  seu
hospedeiro mamifero, Ehrlichia canis prefere infetar
glébulos brancog mononucleares. Tipicamente, waplasma e
FEhrlichia estdo contidas dentro de vaclolog ligados a
membrana dag suas regpetivas célulag hospedeiras.

A primeira espécie de Ehrlichia reconhecida foi E.
canis. Ocorre em todas ag &reas do mundo onde a carraca
vetor, Rhipicephalus sanguineus (a carraga castanha do
cdo), vive. A doencga gue causa € algumas vezes denominada
pancitopenia tropical canina. E um problema especialmente

em todas as adreas quenteg do mundo, por exemplo, o sul dos
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E.U.A., América Central e do Sul, o Mediterréneo, & o Sul
da Asia. Ehrlichia canis pode ser cultivada na linha
celular de c8o DH82 bem como em linhas celulares hibridas
humano-cao (Veja-se Rikihisa, Y. 1991. Clinical
Microbiology Reviews, 4:286). S3o listadas vérias estirpes
de E. canis no Pedido de Patente U.8. N.° 2006/0188524.
FEhrlichia chaffeensis é associada com a erliguiose humana.
Veja-se Maeda, K. et al., 1987, N. Engl. J. Med. 316:853;
Dawscon, J. E. et al., 1991, J. Clin. Microbiol. 29:2741. E.
chaffeensgis pode também ser cultivada em células DH82.

As bactérias Neorickettsia estdo egtritamente
relacionadas com bactérias Ehrlichia e Anaplasma. AS
egpécies de Neorickettsia incluem N. rigticii e N. sennetsu
(das quais ambas foram previamente classificadas no género
Ehrlichia). N. risticii é o agente causante da febre equina
do Potomac. Esta doenca € c¢onhecida como ocorrendo na
América do Norte, Franca e India. N. risticii pode ser
cultivada em linhas celulares de macrdfagog-mondcitos tais
como P388D1, T-84 e U937. N. gennetsu & 0 agente causante
da erligquicse de Sennetsu em geres humanog. N. sennetsu
cresce nag linhas celulares de ratinho e humanas P388D,
L9229, e Hela.

Podem ser diagnosticadas infe¢des com organismos
bacterianog da familia Anaplasmataceae através de exame
microscdpico direto e/ou serodiagndstico. O tratamento com
antibidticos  pode ger eficaz. Egtdo comercialmente
disponiveis vacinag egquinas para protecdc contra N,
risticii. Veja-se Compendium of Veterinary Products, 6°
ed., Aurora Arriocja, ed., North American Compendiumg, Ltd.,
Port  Huron, MT (2001) . Também estd& comercialmente
dispenivel pelco menog uma vacina para gadoe para protecgdo
contra a anaplasmoge. Veja-se Id Contudo, ndco foram
fabricadas e vendidas vacinas para prevengdo a grande
egcala de outrasg doencas causadas por organismosg

bacterianos tais como, por exemplo. E. canis. Atualmente,
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acredita-se que ndoc existem vacinas comerciails para
Ehrlichia canis.

Foram realizados esforcog para cultivar determinados
organismos Rickettsiale numa variedade de células
hospedeiras. A Patente U.S. N° 5.192.679, vrefere-se a
propagacao continua de E. canis numa linha celular de
macrodfagos mondcitos caninos DH82 num meio in vitro que
sustenta © crescimento de c¢élulas DH82. O Pedido U.S.
Publicado N.° 2005/0202046 refere-se a vacinas de E. canis
onde E. canis foi cultivado em células DH82. A Patente U.S.
N° 5.401.656, refere-se & propagacdo de E. chaffeensis e E.
canis numa linha celular endotelial humana imortalizada. A
Patente U.S8. N.° 5.869.335, vrefere-se a cultura de
determinadas bactérias Rickettsiale em linhas celulares de
Ixodes scapularis. A Patente U.S. N° 5.989.848, refere-se
ao cresgcimento de determinadas esgspécies de Erlichia numa
linha celular endotelial humana imortalizada. A Patente
U.S. N° 3.616.202, refere-se ao cregcimento de Anaplasma
marginale numa cultura de tecido de medula &ssea de coelho.
O Pedido de Patente U.S. Publicado N.° 2006/0057699,
refere-se ao crescimento de determinadas espécies de
Anaplasma em células de mamiferos. O Pedido de Patente U.S.
Publicado N.° 2003/0003508, refere-se & cultura da bactéria
Rickettsia pulicis numa linha celular de Xenopus laevis. As
Patentes U.S. N.° ©5.955.359 e 5.976.860, referem-se a
cultura de determinadag espécieg bacterianas pertencendo &
ordem Rickettsiales em determinadas linhasg celularegs de
mamiferos. A Patente U.S. N° 5.877.159, refere-se a métodos
para introduzir e expressar genegs em células animais
utilizando determinados vetoreg |bacterianos invasivos
vives.

Foi enviada uma tege digcutindo a imunizacdo de caes
contra a erliquicse canina utilizando organismos de
Ehriichia canis inativados (Sunita Mahan, Immunisation of

German shepherd dogs against canine ehrlichicsis using
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inactivated Ehrlichia «canis organismg, tese enviada &
Faculdade de Ciéncias Veterindrias da Universidade do
Zimbabwe (maio de 1997)). Esta tese discute a utilizacdo de
um organismo de E. canis inativado por R-propiclactona em
combinacdo com Quill A.

Ja que o cregcimento de egpécies bacterianas
pertencendo a familia Anaplasmataceae em células
hospedeiras foi alcancado gomente com éxito limitado e
aparentemente ndo se traduziu num fornecimento abundante de
vacinasg, permanece uma necessidade geral de desenvolvimento
de sistemas de cultura para o crescimento de tals egpécies
bacterianas para facilitar o estudo destes microrganismos
patogénicos e para o desenvolvimento de vacinas para
protegdoc contra as doencas gue causam. Existe também uma
necegsidade de desenvolver um sistema de cultura a grande
egcala para a preparagdo de grandes quantidades de
antigénio a partir de tais microrganismos para utilizag¢do
em diagndsticos e vacinas.

SUMARIO DA INVENGAO

A descrigdo degcreve a cultura de organismos
bacterianos ©pertencendo a familia Anaplasmataceae em
células hospedeiras embriondrias ou fetais de mamiferos. Os
organismos bacterianos cultivados podem ser utilizados como
uma vacina contra doengas causadas por parte dos organismos
bacterianos. © antigénio utilizado na vacina pode ser
fabricado a partir dos organismos bacterianos isclados a
partir das células hospedeiras de mamiferos.
Alternativamente, ¢ antigénico utilizado na vacina pode sger
fabricado a partir de culturas das células hospedeiras de
mamiferos infetadas <com o8 organigmog bacterianog. 08
organismos bacteriancs (ou a célula hospedeira se presente)
podem ser inativados. Alternativamente, 08 organismos
bacterianos podem ger atenuados vivos de tal forma a ser
replicados dentro de um animal ao qual s3o administrados

uma ou mals vezes sem causar o estado de doenca tipico da
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forma patogénica ndo atenuada do organismo bacteriano.

Com maior particularidade, a descrigdo descreve a
cultura de organismos bacterianos da familia
Anaplasmataceae em célula hospedeiras que g&oc células
embriondrias de mamiferos. Numa forma de realizacdo da
desgcricdo, as Dbactériags sado cultivadas em célulasgs de
mamifero embriondrias ndo humanas. Taisg células hospedeiras
podem ser obtidas a partir de gqualguer parte de um embrido
ou feto animal ndo humano. Tais células hospedeiras
podem ser diferenciadas ou ndo diferenciadas. As células
hospedeiras embriondrias podem ser derivadas a partir de
embrides ou fetog felinog, caninos, de ratinho, suinos,
bovinog, ovinosg, de simios ou equinos. Numa forma de
realizacdo da invencdo, as células hospedeiras embrionadrias
gdo derivadas a partir de embrifes ou fetos felinos.

Os organismos bacteriancos da familia Anaplasmataceae
pertencem 208 gérneros Anaplasma, Ehrlichia ou
Neorickettsia. 0Os organismos Dbacterianos pertencendo a
familia Anaplasmataceae n8c incluem agqueles organismcs
bacterianos pertencendo & familia Rickettsiaceae. (A
familia Rickettsiaceae incluli o género Rickettsieae, dgue
inclui as espécies R. orientia e R. vrickettsia). Os
organismos bacterianog especificos pertencendo aoc género
Anagplasma podem ser A. bovis, A. centrale, A. marginale, e
A. phagocytophilum. O organismo bacteriano especifico
pertencendo ao género Ehrlichia pode ser E. canis. O
organismo bacteriano especificco pertencendo ao género
Neorickettsia pode ser N. risticii.

A degcricdo descreve um método de cultura de uma
egpécie bacteriana a partir da familia Anaplasmataceae
compreendende: i) obter espécies bacterianas a partir da
familia Anaplasmataceae; ii) infetar células embriondrias
de mamiferc ndc humano com as ditasg egpéciesg bacterianasg; e
iii) cultivar as ditas células embriondrias de mamifero ndo

~

humano sob condigdeg favordvelis a propagacdo das células
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embriondrias de mamifero ndo humanco, cultivando como tal as
egpécies bacterianas. A egpécie bacteriana pode ger obtida
num esgtado purificado igento de qualquer célula hospedeira,
num estado onde estd presente numa célula hospedeira, num
estado onde egtd presente num homogenado de tecido animal
infetado. Numa forma de realizacdo, ag células embrionarias
de mamiferc ndo humano s8o infetadas com um homogenado de
células de mamifero isocladas a partir de um animal infetado
com um organismo de Anaplasmataceae. Noutra forma de
realizac8o, as células embricondrias de mamiferc ndc humano
gdo infetadas através da exposicdo das células embrionérias
a um organismo de Anaplasmataceae. A esgpécie bacteriana de
Anaplasmataceae pode ser dos génercos Anaplasma, FEhrlichia
ou Neorickettsia. A espécie bacteriana de Anaplasmataceae
pode ser Anaplasma bovis, Ehrlichia canis, ou Neorickettsia
risticii. Numa forma de realizac8o, as células embriondrias
de mamifero ndc humano sdo células de felino. Ag células de
felino podem ser células fibroblasticas embrionédrias de
felino, célulag ewmbriondrias de felino FEA, ou células
fetais inteiras de Felis catus. Ag células embriondriasg de
mamiferos ndoc humanos podem ser indiferenciadas e/ou
imortalizadag. Noutra forma de realizacg8o, as células
embrionérias de mamiferos ndo  humanos gdo células
epiteliais renais embriondrias de macaco.

A descrigdco também descreve composicdeg compreendendo
células embriondrias de mamiferog ndc humanog infetadas com
uma espécie bacteriana a partir da familia Anaplasmataceae.
Ag esgpéciegs bacterianas podem ser dos géneros Anaplasma,
Fhrlichia ou Neorickettsia. BAs egpécies bacterianas de
Anaplasmataceae podem ger qualsquer conhecidags para o
perito na especialidade incluinde, sem limitac8o, Anaplasma
bovis, Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia canis, ou
Neorickettsia risticii. As células embriondrias de
mamiferocs n&o humanos podem ser células fibroblasticas

embriondrias de felino (FEF), c¢élulas embrionadrias de
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felino FEA, ou células fetais inteiras de Felis catus. As
células embriondrias de mamiferocs ndoc humanog podem ger
indiferenciadas e/ou imortalizadas. As células embriondrias
de mamiferogs n8o humanos podem também ser células
epiteliais renais embriondrias de macaco.

A descricgdo também descreve métodos de prevengdo de
infecdo num mamiferc através da administracdo ao mamifero
de uma vacina com base em material cultivado de acordo com
os métodos descritos no presente documento. A descricdo
também degcreve métodos de protecdo de um mamifero através
da administracdoc ao mamiferc de uma vacina com base en
material cultivado de acordo com og métodog descritos no
presente documento. A descrig¢do também descreve métodos de
tratamento de um mamifero atravég da adminigtracdo ao
mamifero de uma vacina com bagse em material cultivado de
acordo com og métodog degcritos no presente documento. Em
particular, a descricdo também descreve a protecdo de um
mamifero contra wuma doenca caugada por um organismo
pertencendo & familia Anaplasmataceae proporcionando ao
mamifero uma quantidade terapeuticamente eficaz de un
antigénio bacterianc Anaplasmataceae. 0O mamifero pode ser
um ser humano, macaco, gato, cdo, cavalo, vaca, porco,
ovelha ou cabra. Numa forma de realizacgdo da invencde, o
animal & um cdo.

A desgcricdo também descreve a administragdo a um
mamiferoc de uma guantidade imunologicamente protetora de
material cultivado de acordce com og métodos descritos no
presente documento; ou a administracdo a um mamifero de uma
quantidade eficaz de material cultivado de acordo com 08
métodos degcritogs no presente documento para produzir uma
resposta imune.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAQ

A menos gue esgtabelecido de outro modo todos os

termos utilizados no presente documento tém o @ geu

gignificado comum conforme seria entendido por parte do
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perito na especialidade. 0Os termos para os quais sdo
proporcionadas abaixo definicdes explicitas tém
adicionalmente ao seu gignificado explicito o gignificado
tipicamente adscrito por parte do perito na egpecialidade.

A presente invencdo refere-se a um método de cultura
continua de Ehrlichia canis em c¢élulas fibroblésticas
embricndrias de felino. A presente divulgacido refere-se a
métodos de cultura de microrganismos. Mais particularmente,
a presente invencdc refere-gse a métodos de crescimento de
organismos bacterianos pertencendo a familia
Anaplasmataceae. Mais particularmente, a presente invencao
refere-se a cregecimento continuo de organismcos bacterianos
pertencendo aos géneros Anaplasma, Ehrlichia ou
Neorickettsia.

Exemplog ndo limitantes de espécies pertencendo ao
género Anaplasma que podem ser utilizados de acordo com a
presente divulgag¢do incluem A. bovis, A. centrale, A.
marginale, ovis, A, platys e A. phagocytophilum
(previamente vreferidos como Ehrlichia phagocytophila,
Ehrlichia equi, agente da erliquiose granulocitica humana
ou agente HGE). Exemplos ndo limitantes de espécies
pertencendo ac génerc Ehrlichia que podem ser utilizados de
acordo com a presente invencgdo incluem E. canis, E.
chaffeensis, e E. muris. Exemplog ndo limitanteg de
espécies pertencendo ao génerc Neorickettsia que podem ger
utilizados de acordo com a descricdo incluem N.
helminthoeca, N. vristicii (febre eguina do Potomac,
anteriormente denominado E. risticii), e N. sennetsu.

De acordo com a descricdo, os organismog bacteriancs
da familia Anaplasmataceae g8o cultivados em células
hospedeiras embriondrias ou fetais de mamifercs. Conforme
utilizado no presente documento, "células hospedeiras" sédo
células gue os organismos bacterianos da familia
Anaplasmataceae podem infetar e nas guais 08 organismos

bacterianos se podem replicar. Exemplos ndo limitanteg de
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células hogpedeiras embriondrias ou fetais de mamiferos
incluem células embrionédrias ou fetais humanag, felinas,
caninas, de ratinho, suinas, bovinas, ovinas, de gimios ou
equinas. Conforme utilizadc no presente documento, "células
hospedeiras infetadas" refere-se a células hospedeiras que
contém uma ou mais bactérias de Anaplasmataceae.

As células hospedeiras podem ser derivadas a partir de
uma Tnica célula isolada a partir de tecido embriondrio ou
fetal de mamiferos. Por exemplo, as células podem ser
derivadas a partir de tecido embrion&rio felino, canino,
bovino, eguino, de ratinho, suino, de simio ou humano.

Numa forma de vrealizacdo da descricdo, esgpécies
bacterianas pertencendo as Anaplasmataceae gdo cultivadas
em células hospedeiras que sdo derivadas a partir de tecido
embrionario ou fetal de mamifero ndo humano. Um exemplo ndo
limitante de células embriondrias ou fetais de felino que
podem ger wutilizadas de acordo com a presente invengéo
incluem c¢élulas fibroblasticas embriondrias de felino
(FEF), célulag embrionarias de felino FEA (Universidade de
Glasgow, Glasgow, Escdcia; conforme descrito em Jarret, O.
et al., J. gen. Virol. 20:169-175 (1973)), e células fetais
inteirag de Felis catus (FCWF-4, Anervican Type Culture
Collection. P.O. Box 1549 Manassas, VA 201 Q8, Estados
Unidos {(doravante, "ATCC") depdsito CRL-2787).

Os organismos bacterianos cultivados de acordo com a
presente inveng¢do podem gser utilizados para vacinas,
diagndésticos ou pesguisga adicional incluindo, por exemplo,
producdac de quantidades de wmoléculas biclégicas para
isolamento e esgtudo. Congsequentemente, as bactérias
cultivadas de acordo com a presente invencdo podem ger
formuladas numa vacina para administracdoc a um mamifero
para prevenir infe¢dc ou melhorar doengas causadas por
parte do organismo bacteriano. Por exemplo, as bactérias
cultivadas nas células hospedeiras poderiam ser Ehrlichia

canis para utilizag¢do numa vacina a ser administrada a

10



EP2190980B1

caninos para prevenir ocu melhorar a erligquicse canina.

Como tal, a descricdo também descreve composigdes ou
vacinas imunogénicas com base em material cultivado de
acordc com a pregente invengdo. O agente terapéutico
(também referido como o© antigénio, agente ativo, ou a
composicdo imunogénica) gue pode gervir como a base para
uma vacina pode ser um ou mais dog seguintes:

a) culturas colhidas de células hospedeiras que g0
infetadas com bactériag Anaplasmataceae;

b) extratos ou fragdes de (a) que gdo potenciadas
relativamente a concentracio das bactérias
Anaplasmataceae contidas dentro dag células hogpedeiras
infetadas;

c) Extratos potenciadosg com bactérias Anaplasmataceae de
(a) gue contém vestigiosg das células hospedeiras;

d) Extratos de bactériag Anaplasmataceae de (a) que nao
contém vegtigios das células hospedeiras ou

e) Agentes imunogénicos bacterianos de Anaplasmataceae
isolados.

"Igsolados" quando utilizado no presente documento
gignifica removido a partir do seu ambiente de ocorréncia
natural. Como tal, as células bacterianas Anaplasmataceae
isoladas incluem amplamente aquelas que foram removidas a
partir dog seus ambientes de ocorréncia natural, cujos
ambientes podem incluir artrdpodes, insgetos ou mamiferos
infetados vivos ou mortos inteiros. As células bacterianas
Anaplasmataceae isoladas incluem aguelas que sdo contidas
dentro de tecido de mamiferos que fol removido a partir de
um mamifero infetado por bactérias Anaplasmataceae. AS
células bacterianas Anaplasmataceae isocladag também incluem
agquelas que estdo completamente ou parcialmente separadas
de c¢élulas de mamiferos de um mamifero infetado por
bactérias Anaplasmataceae, tal como a partir da lise das
células hospedeiras, infetado por bactérias Anaplasmataceae
também incluem aquelas que sdo contidas dentro de células

11



EP2190980B1

hospedeiras conforme descritc no presente documento, ou
geparadag parcialmente ou completamente a partir das
mesmag. As células bacterianas Anaplasmataceae isoladas
também incluem aquelas que estdo substancialmente igentas
de outros microrganismos, por exemplo, numa cultura.
"Igoladag™" conforme utilizado am "agentes
imunogénicos bacterianos de Anaplasmataceae isolados”
refere-se a agentes imunogénicos bacterianos gqgue £foram
completamente ou parcialmente separados a partir da sua
regpetiva fonte de bactérias Anaplasmataceae. Composicldes
de agentes imunogénicosg bacteriancos de Anaplasmataceae
isoladog podem incluir algumag bactérias Anaplasmataceae
intatag inteirag, porgdes ou componentes de bactérias
Anaplasmataceae, células hospedeiras intatas inteiras, e/ou
porcdes ou compeonentes de células hospedeiras. Os agentes
imunogénicos bacterianos de Anaplasmataceae isoclados também
incluem composic¢des que sdo enriquecidas relativamente a
uma ou mais biomoléculas bacterianas de Anaplasmataceae.
"Agentes imunogénicos bacteriancs de Anaplasmataceae"
conforme utilizado no presente documento inclui bactérias
Anaplasmataceae inteiras que sdo bactérias vivas inativadas
ou modificadas. Um agente imunogénico de Anaplasmataceae
conforme utilizado no presente documento pode também

incluir proteinas (lipoproteinas, proteinas membranosas,

proteinas c¢itosdélicas), fragmentos imunogénicos de tais
proteinas, acidos nucleicos, lipidos, sacarideos,
lipopolissacarideos ou outras moléculas biolégicas

derivadas a partir das bactérias Anaplasmataceae. O agente
imunogénico bacteriano de Anaplasmataceae pode ser células
bacterianas de Anaplasmataceae inteiras ou parteg das
mesmas que estdo presentes em células hospedeiras, em gque
tanto ag célulag bacterianas como hospedeiras sdo mortas ou
inativadasg. 0 agente imunogénico bacteriano de
Anaplasmataceae pode também ser células bacterianas de

Anaplasmataceae inteiras ou partes das mesmas que estdo

12



EP2190980B1

presentes em células hospedeiras, em que as células
bacterianas ou hogpedeiras ndo gdo mortasg ou inativadag.

0 perito na especialidade esté geralmente
familiarizado com as técnicag através das guais as células
bacterianas ou hospedeiras podem ger mortasg ou inativadas.
Tais técnicas incluem, meics figicog, guimicos e
bioldgicos. Exemplos ndoc limitantes de técnicas de
inativacdo incluem sgonicacdco, técnicas de congelamento e
descongelamento, pressdo, tratamento com calor, quimicos ou
enzimas. Exemplos ndo limitantes de agentes de inativacédo
guimica incluem tratamento com etilenamina bindria (BER) e
formalina (golugdo de formaldeido).

Conforme afirmado acima, o material cultivado de
acordo com a presente invencgdo pode ser utilizado para
fabricar antigénico para vacinas. Conforme utilizado no
presente documento, o termo "vacina(s)" significa e refere-
ge a um produto, cuja administracdo pretende eliciar uma
regposta imune gue possa prevenir e/ou reduzir a gravidade
de uma ou mailg doencgas infeciosgas. Uma vacina contém um
antigénic  {ou, "agente ativo", "agente imunogénico",
"agente terapéutico”, ou "composicdo imunogénica'") que pode
ger material cultivado de acordo com a pregente invengao
incluindo uma cé&lula hospedeira infetada com bactérias
Anaplasmataceae, bactérias Anaplasmataceae intatas
inteiras, ou fragbes ou parteg ou biomoléculas bacterianas
de uma bactéria Anaplasmataceae gque atuam para estimular o
gigtema imune num animal. Um antigénio pode ser uma
preparacdo viva atenuada ou morta de células hospedeiras
infetadas com bactérias Anaplasmataceae, bactérias
Anaplasmataceae vivas atenuadas ou mortas, células
irradiadag vivag, fracdeg em bruto ou agenteg imunogénicos
bacterianos de Anaplasmataceae. Como tal, uma vacina pode
compreender antigénios enriquecidos, isolados ou
purificados. Ag vacinas podem ser formadas a partir de

culturas inativadas ou mortas de células hogpedeiras
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infetadas com Anaplasmataceae, ou bactérias Anaplasmataceae
inativadas ou mortas.

Uma vacina pode também compreender uma combinacdo de
antigénios a partir de mais de uma espécie bacteriana de
Anaplasmataceae ou a partir de outros agentes patogénicos
(por exemplo viricos, parasiticos bacteriancos ou flngicos)
conforme descrito mais abaixo.

As vacinas fabricadas a partir de material cultivado
de acordo com a presgente invencdo compreendem uma
guantidade terapeuticamente eficaz do antigénio. No
contexto desta invencgdo, uma "quantidade terapeuticamente
eficaz" refere-gse a uma gquantidade de um antigénio ou
vacina que induziria uma resposta imune num mamifero
recebendo o antigénio ou vacina gue é adegquado para
prevenir ou melhorar sinais ou sintomas de doenga,
incluindo efeitos adversos para a salGde ou complicacgdes dos
mesmos, causados por uma infecdo com uma bactéria
Anaplasmataceae  patogénica. A imunidade humoral ou
imunidade mediada por células ou imunidade tanto humoral
como mediada por células podem ger induzidas. A resposta
imunogénica de um animal a uma vacina pode ser avaliada,
por exemplo, indiretamente através da medicdo de titulos de
anticorpos, através de andlise microscdpica, ou diretamente
atravésg da monitorizacgdo de sinaig e gintomas apds degafio
com estirpes de tipo selvagem, A imunidade protetora
conferida atravég de uma vacina pode sger avaliada através
de medicdo, por exemplo, reducgdc dos sinais clinicos tais
como mortalidade, morbilidade, temperatura corporal e
condicdo figica global e salde e desempenho global do
individuo. A gquantidade de uma vacina que é
terapeuticamente eficaz pode variar dependendo do virus
particular utilizado, ou da condigdo do individuo, e pode
ger determinada por parte de um perito na egpecialidade.

O material cultivado de acordo com a presente invengdo

pode também ser utilizado para fabricar composicdes
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imunogénicas que estimulam uma resposta imune num individuo
mamifero ao qual as composigdes sdo administradas. Tais
composicgdes podem ser utilizadas para identificar
antigénios que podem servir comoc a base de uma vacina.
Consequentemente, por exemplo, podem ser administradas
composigdes imunogénicas compreendendo material cultivado
de acordo com a presente invencgdo a um individuo mamifero.
Posteriormente, o titulo de anticorpeos do individuo
mamifero pode ser monitorizado e podem ser selecionados
antigénicos bacteriancs de Anaplasmataceae candidatos para
utilizacdo ou estudo adicional em vacinas. As composicdes
imunocativag da pregente invencao incluem composi¢gdeg que
estimulam uma resposta imune humoral e/ou uma resgposta
imune mediada por células no individuo recebendo uma
vacina.

Conforme utilizado nc pregsente documento, uma
"resposta imune" refere-se a resposta de imunidade ativa do
individuo mamifero devide a ter vrecebido uma ou wmais
vacinas com base no material cultivado de acordo com ©s
métodos descritos no presente documento. A resposta imune
pode incluilr a producgdc de um ou mais anticorpos em
regposta ao antigénio ou agente imunogénico presente na
vacina. "Resposta imune" num individuo refere-se ao
desenvolvimentce de uma resposta imune humoral, uma regposta
imune celular, ou uma resposta imune humcral e uma celular
a um antigénio. Podem ser determinadas respostas imunes
utilizando ensgaiog imunoldégicosg e ensaios de neutralizacdo
padrdao, que sdo conhecidos na técnica.

Podem ser utilizadas vacinas fabricadas a partir de
material cultivado de acordo com a presente invengdo para
prevenir infe¢®es num individuo mamifero, proteger um
individuo mamifero, ou tratar um individuo mamifero.

"Prevenir infe¢deg" e termog gemelhanteg sgignifica
prevenir ou inibir a replicag¢do das bactérias que causam a

doenca identificada, inibir a transmissdo das bactérias ou
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virus, ou prevenir que as bactérias se estabelecam no seu
animal hospedeiro, ou aliviar os sintomas da doenca causada
pela infegd3o. O tratamento é considerado terapéutico se
exigtir uma redugdoc da carga bacteriana.

"Protecgdo", "Proteger®, e gsemelhantes, conforme
utilizado relativamente a uma bactéria, significa que a
vacina previne ou reduz o0s gintomas da doenga causada por
parte do organismo a partir do qual of{g) antigénio(s)
utilizado(g) na vacina é(gdo) derivado(g). 0Os termos
"protegdo" e '"proteger" e semelhantes, gignificam também
gue a vacina pode ser utilizada para "tratar" a doenca ou
um ou maig gintomags da doenca que Jj& existe(m) num
individuo.

"Tratar" refere-se a reverter, aliviar, inibir o
progresso de, ou prevenir um distlrbio, condig¢do ou doenga
& qual se aplica tal termo, ou a prevenir ou um ou mais
gintomas de tal disttGrbio, condicdc ou doenca. Tratar
também ge refere a acelerar a recuperacdo de uma infecdo a
partir de um ou mais organismog de Anaplasmataceae.
"Tratamento" refere-se ao ato de tratar.

Como tal, podem ser utilizadas vacinag fabricadas a
partir de waterial cultivado de acordo com a presente
invengado para prevenir infeg¢des bacterianas de
Anaplasmataceae num individuo mamifero, proteger  um
individuce mamifero contra bactérias Anaplasmataceae, e
tratar um individuo mamiferoc contra infecdo por bactérias
Anaplasmataceae. Tal prevencdo, protegdo ou tratamento
podem incluir (gem limitacdc) a redugdc ou eliminacdo do
rigco de infegdo por parte do organismo Anaplasmataceae
patogénico, melhoramento ou alivio dos sintomas de uma
infecdo por tal organismo Anaplasmataceae, reducdo da carga
bacteriana de Anaplasmataceae, diminuicdo da incidéncia ou
duracdo das infeg¢des por Anaplasmataceae, reducdo dos
niveis de proteina em soro em fase aguda de Dbactérias

Anaplasmataceae, vreducdo das temperaturas retais, e/ou
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aumento da ingestdo de alimentos e/ou crescimento, por
exemplo.

"Farmaceuticamente aceitével" conforme utilizado no
presente documento refere-se a substlncias (por exemplo,
adjuvantes, imunoegtimulantes, portadores, diluentes,
agentes emulgificantes ou estabilizantes), que se encontram
dentro do ambito do bom julgamento médico, adequados para
utilizacdo em contacto com og tecidos dos individuos sem
toxicidade indevida, irritacdo, regsposta alérgica, e
gemelhanteg, comensurdveils com uma razdo de beneficio para
risco razoadvel, e eficazes para a utilizacdo pretendida. As
subgténcias farmaceuticamente aceitéveis ndo interferem com
a eficdcia do agente terapéutico e ndo glo tdxicas para o
individuo ao gual sdoc administradas.

"Individuco"™ ou "individuo mamifero" refere-se a
gqualguer animal tendo um gistema dimune, que incluil
mamiferos tais como geres humanos, gatos, gado, cavalos,
suinos, e caes.

Pode também ser utilizado material cultivado de acordo
com a presente invengdc em aplicacgdes diagndsticas para
diagnosticar a presenca de doencas ou afecdes causadas por
bactérias Anaplasmataceae. Exemplcos ndo limitanteg de tais
aplicagdes diagnésticas incluem a utilizacdo de fragdes,
proteinas ou outras biomoléculas bacterianas em engaios de
ligac¢do a anticorpos. As fracgdes, proteinas ou outras
biomoléculas bacterianas podem também ser utilizadas para
gerar anticorpos policlonais ou monoclonais para tais
ensaios.

Crescimento de Cé&lulas Hospedeiras

Sao primeiro preparadas c¢élulag hospedeiras para
cultura de organismos bacterianos de acordo com a presente
invengdo anterviormente & infecdo com o organismo bacteriano
desejado. E semeada uma amostra de uma linha celular
embrionédria de felinc em meio para cregcimento ou SugSpenso

ou por adesdo. Conforme utilizado no presente documento,
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condicdes de crescimento por adesdo em que uma camada de
células reveste guperficies contidas dentro da vegicula na
qual as célulag gdo cultivadag. As gsuperficieg poden
incluir a superficie interior da vesicula em si, ou
guperficies de vidro ou microesferas poliméricas contidas
dentro da vesicula para aumentar a A&area de guperficie.
Podem também ser utilizados microportadores para aumentar a
drea de superficie e o crescimento das célulasg hospedeiras.
Em contraste com o© crescimento por adesdo, pode ger
possivel cultivar as células hogpedeiras em guspensdo, na
gual as células hospedeiras ndc necesgitam ser ligadas a
superficies dentro da vesicula de cultura.

0 perito na egpecialidade estéd geralmente
familiarizado com ag variedades de meios de cultura gque
podem ser utilizados para cultivar as células hospedeiras.
O meio de crescimentce de células hospedeiras pode ser
derivado a partir de animais. Alternativamente, o meio de
crescimento de células hospedeiras pode ser a basge de
vegetals ou leveduras, e pode ser igento de proteinas
animais. O meio de cresgcimento pode ger derivado a partir
de extratos de soja ou a partir de outras plantas ricas em
proteinag ou produtos alimentares vegetais ricog enm
proteinas incluindo, por exemplo, legumeg. Exemplos néo
limitantes de meios esgpecificosg Gteis para o crescimento de
células hospedeiras incluem Meio Essencial Minimo de Eagle
(MEM) , Meio Essencial Minimo de Glasgow, RPMI1640, OptiMEM,
ATM V.

0O meic de crescimento pode conter ou ser suplementado
com goro fetal bovino (FBS), solugdo de triptose, solugdo
de hidrosclato de lactoalbumina, L-glutamina, bicarbonato
de g6dio; hidrolisado de 1lactalbumina, Polimixina B,
piruvato de sddio, glucose, gulfato de magnésio.

Os meios de cregcimento fregcos podemn ser
realimentados ou reabastecidos as células hospedeiras antes
ou apds infecdo ou exposicdo das células hosgpedeiras as
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bactérias Anaplasmataceae.

Ag células podem ser cultivadas a 36-38 °C durante 2-
9 dias a CO, a 571.

Infecdo das Cé&lulas Hospedeiras

As células hospedeiras podem ser expostas a ou
infetadas com organigmog Dbacterianos da familia das
Anaplasmatéaceas ao colocar as células hospedeiras em
contacto com outras células eucaridticas conhecidas como
estando infetadas com og organigmos bacterianocsg. O perito
na especialidade estd familiarizado com a determinac¢do de
ge talsg outras células eucaridticas a partir de um
mamifero, por exemplo, estdo infetadas com taig organismos
bacterianos. As células de mamifero infetadas podem ser
derivadas a partir de qualquer tecido, inciuindo o bago,
figado, péncreas, pulmdes, coragdoe ou outro tecido
muscular, cérebro, vesicula biliar, sangue, ring, nddulos
linféaticos ou estbmago. As células de mamiferog infetadas
podem ser preparadas a partir de um extrato de tecido
através de homogeneizagdo por migturador numa sclucgdo
igotdénica adequada. O homogenado pode entdo ser utilizado
para inocular (isto é, infetar) wuma cultura de células
hospedeiras, aplicado como  uma camada de células
hospedeiras ou simplesmente colocado em contacto com as
mesmas .

Alternativamente, as célulag hospedeiras podem ger
expostas a ou infetadas com organismos bacterianos isolados
da familia das Anaplasmatéceas. O perito na especialidade
estd familiarizade com técnicas de isolamentc de tais
organismos bacterianos, ou pode obter solug¢les-mde de
organismos bacterianos isolados a partir de um depdsito
bioldégico.

O meio de cregcimento utilizado para preparar células
hospedeiras antes do contacto com bactérias Anaplasmataceae
pode ser o mesmo que O melo utilizado para propagar as
células hospedeiras  apds tal contacto. As células
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hospedeiras expostas (ou infetadas) por bactérias
Anaplasmataceae podem ser cultivadas durante até 95 diag,
até 35 diag, ou durante até 5 a 10 dias, para alcanc¢ar um
titulo de TCIDs, (Dose Infeciosa de Cultura de Tecido)
>1x10%, e posteriormente a cultura pode ser colhida e
processada.
Recolha

As células hospedeiras infetadas com Dbactérias
Anaplasmataceae podem ger colhidas ao recolher os £luides
e/ou células da cultura de tecido celular. Asg células
hospedeiras podem ser colhidas a partir do meioc (e das
vegiculas de cultura) com as células bacterianas
Anaplasmataceae contidas dentro das paredes das células
hospedeiras. Alternativamente, durante a recolha a
concentracdo das bactérias Anaplasmataceae  pode ser
enriquecida através de técnicas gue melhoram a libertacido
das células bacterianas ineficazes a partir do substrato de
crescimento, por  exemplo sonicacdo, congelamento e
descongelamento, aguecimento ou lise enzimdtica quimica ou
geletiva das células hospedeirag eucaridticas. Uma colheita
enriquecida de bactérias Anaplasmataceae pode incluir
material gue & isento de células hospedeiras ou material
celular hogpedeiro. Alternativamente, uma colheita
enriquecida de Dbactérias Anaplasmataceae pode incluir
material gue contém células hogpedeiras ou material celular
hospedeiro.
Inativacgéo

0 perito na especialidade esté geralmente
familiarizado com as técnicas através das quais as células
bacterianas ou hospedeiras podem ger mortas ou inativadas.
Tais técnicas incluen, meics figicos, guimicos e
bicldégicos. Exemplos ndc limitantes de técnicas de
inativacdo incluem gonicacdo, técnicas de congelamento e
descongelamento, presgsdo, tratamento com calor, guimicos ou

enzimas. Exemplos ndo limitantes de agentes de inativacgado
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gquimica incluem tratamento com etilenoimina bindria (BEI),
formalina (solucdo de formaldeido), beta-propiolactona,
mertiolato, glutaraldeido, dodecilssulfato de sédio, ou
semelhantes, ou uma mistura dos mesmos. As células
hospedeiras podem também ser inativadas através de calor ou
psoraleno na presenca de luz ultravioleta. Egteg agentesg de
inativacdc quimica ou meiog de inativacdo fisica podem
também ser utilizados para inativar as células bacterianas
de Anaplasmataceae apds esgtas terem sido extraidas ou
geparadas a partir dag células hospedeiras.
Formulacgéo

As células Thosgpedeiras inativadasg, infetadas ou
células bacterianas de Anaplasmataceae enriguecidas podem
gervir como © antigénio e podem ger formuladas como uma
guspensdo liquida ou podem ger licfilizadas para a sua
utilizag¢do na preparagdo de uma vacina contra doengas
causadas por organismos de Anaplasmataceae. (O material
cultivado de acordo com a presente invengdo pode ser
formulado com quaisquer adjuvantes, imunoesgtimulantes,
portadores, diluentes, agentes emulsificantes ou
estabilizantes farmaceuticamente aceitéveis, exemplos ndo
limitantes dos gquais incluem s8c discutidos abaixo. O
perito na especialidade, contudo, reconheceria que poden
ger utilizadog cutros adjuvantes, imunoegtimulantesg,
portadores, diluentes, agentes emulsificantes ou
estabilizantes na formulacdo de vacinas com bhase em
material cultivado de acordo com a presente invencdo.
Adjuvantes e Imunocestimulantes

Um adjuvante em geral & uma substéncia que potencia a
regposta imune do alvo de forma ndoc especifica. 8ao
conhecidos varics adjuvantes diferentes na  técnica.
Exemplos ndco limitantes de adjuvantes gue podem sex
utilizados na formulagdo de uma vacina fabricada com
material cultivado de acordo com a pregente invengao

incluem sais de aluminio (por exemplo, allmen, hidrdxido de

21



EP2190980B1

aluminio, fosfato de aluminio, 6xido de aluminio),
colegterol, adjuvanteg de lipido A de monofosforilo,
Amphigen, tocofendis, lipido A de monofosfenilo, dipéptido
de mnmuramilo, emuleBes de ©&leo, glucanos, carbdmerosg,
copolimeros em bloco, adjuvante de lipido-amina Avridine
enterotoxina termolabil a partir de E. coli (recombinante
ou nédo), toxinma da c¢dlera, ou dipéptido de muramilo,
Adjuvante Completo e Incompleto de Freund, vitamina E,
polimeros e poliaminas em bloco ndc idnicos tails como
dextransulfato, carbopol, piranc, saponinas e derivadog de
gaponinag, copolimeros em bloco, e adjuvantes tais como 08
identificados nas Patentes U.S. N.°gs 4.578.269, 4.744.983,
5.254,339. Exemplos n8o limitantes de péptidos que podem
gervir como adijuvantes incluem péptidos de muramilo,
dimetilglicina, ou tuftsina. Exemplos ndc limitantes de
dleos que podem servir como adjuvantes incluem &leo
mineral, dSleocs vegetais ou emulsgdes dos mesmos.

Podem ser formuladas vacinas fabricadas a partir de
material cultivado de acordo com a pregente invengdo como
emulgdes de Sleo-em-agua ou como emulsdes de agua-em-Oleo.
Exemplos ndo limitantes de emulsdeg de Slec-em-agua incluem
emulades de Oleo-em-agua de parafina, ou emulgleg formadas
por um ou mais de egqualenc, copolimeros em bloco de Sxido
de etileno e &xido de propileno, tengiocativos de
polissorbato, e/ou andlogos de treonilo de dipéptido de
muramilo.

Os Oleos utilizados como adjuvantes podem ser
metabolizdvels por parte do individuo recebendo a vacina
taig como &leos vegetais ou animais. Tais &leos congistem
tipicamente amplamente em misturas de triacilglicerdis,
também conhecidos como triglicerideos ou gorduras neutras.
Estag substénciag apolareg, insoliveig em &gua sdo
triésteres de acidos gordos de glicercl. Os
triacilglicerdis diferem de acordo com a identidade e
localizacdo dog seus trég residuos de acido gordo.
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Os adjuvantes podem também ser ndo metabolizaveis
consistindo em componentes gue ndo podem ser metabolizados
pelo corpo do individuo animal ao gqual a enulsdo é
administrada. Oleos n3o metabolizaveis adequados para
utilizacdo nas emulsdes da presgente invencdo incluem
alcanos, alcenos, alcinog, e 08 geug correspondenteg acidos
e &dlcoois, o8 éteres e ésteres dos mesmos, e misturas dos
mesmog. Og compostog individuais do &leo podem ser
compostos de hidrocarboneto leveg, por exemplo, compostos
tendo 6 a 30 atomos de carbono. O dleo pode ser preparado
ginteticamente ou purificado a partir de produtos de
petrdleo. Exemplos ndo limitantes de &leos ndo
metabolizédveig para utilizacdo na preparacdco de vacinas &
bagse de material cultivade de acordo com a presente
invencdo incluem &leo mineral, &leo de parafina, e
cicloparafinasg, por exemplo. O termo "éleo mineral" refere-
se a um Oleo adjuvante ndo metabolizavel que € uma mistura
de hidrocarbonetos liquidos obtida a partir de petrolato

através de uma técnica de degtilacdo. 0 termo € gindnimo de

"parafina liquidificada", ‘'"petrolato liguido® e "6leo
mineral branco". O termo também pretende incluir "éleo
mineral leve", igto &, &leo que €& obtido de forma

gemelhante através de destilagdo de petrolato, mas que tem
uma gravidade especifica ligeiramente menor do que o &leo
mineral branco.

Outros compostos capazes de potenciar uma resposta de
imunidade humoral que pode ser utilizada na formulacdo de
vacinas & base de material cultivado de acorde com a
presente invengdo incluem, sgem limitagdo, copolimero de
anidrato maleico de etileno (EMA), emulsdes de latex de um
copolimero de estireno com uma mistura de &cido acrilico e
acido metacrilico.

Para além do adjuvante, uma vacina a4 base de material
cultivado de acordo com a pregente invencgado pode incluir

agentes imunomoduladores tais coma, por exemplo,
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interleucinas, interferdes, o©ou outras citocinas (por
exenplo, citocinas relacionadas com Thl, tais como
interleucina-12 (IL-12), interleucina-18 (IL-18), ou

interferdc gama) .

A guantidade de adjuvante ou imunoestimulante
adicionado numa formulacdo de vacina & base de material
cultivado de acordo com a pregente invencdo depende da
natureza do adjuvante ou imunoestimulante em si. O perito
na especialidade é capaz de selecionar uma quantidade que é
suficiente para potenciar uma resposta imune ao agente de
imunizacdo bacterianc de Anaplasmataceae.

Portadores

Portadoreg farmaceuticamente aceitéveis adequados para
utilizacdo em vacinas formuladas & Dbage de material
cultivado de acordo com a presente invencdo podem ser
gualguer portador 1liquidco convencional adequado para
composicdes farmacéuticas veterindrias, incluindo solugdes
de sal equilibradas tais como sdo adeguadas para utilizacdo
em meios de cultura de tecido. Os portadores
farmaceuticamente aceitéveis sdo entendidos como sendo
compostos que ndo afetam de forma adversa a salde do animal
a ser vacinado, pelo menog ndo até ac ponto em gque o efeito
adverso & pior do que os efeitos vistos quando o animal néo
& vacinado. Portadores adequadogs também incluem Aagua
estéril, solugdc salina, tampdes aguescos taig como PBS,
golventeg, diluentes, agentes isotdnicos, agentes de
tamponamento, dextrose, etancl, manitol, sorbitol, lactose
e glicerol, e semelhantes.

Veiculo

Vacinag formuladag a partir de material cultivado de
acordo com a presente invencdo podem também compreender um
veiculo. Um wveiculo é um composto ao qual as células
hospedeiras, células bacterianas Anaplasmataceae, ou
proteinag, fragmentog proteicos, acidos nucleicos ou partes

dos mesmos, aderem, sem estar covalentemente aderidos ao
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mesmo. Exemplos ndc limitantes de tais veiculog incluem
bio-microcapsulag, micro-alginatos, liposgomag e
macrogsdig. Alguns materiais que gervem como adjuvantes
podem também servir como veiculos tais como hidrdxido de
aluminio, fogfato de aluminio, sulfato de aluminio ou éxido
de aluminio, gilica, caulino, e bentonita, todog conhecidos
na técnica.
Estabilizantes

Frequentemente, uma. vacina é misturada com
estabilizantes, por exemplo para proteger o©s componentes
propensos a degradacdo de serem degradados, para potenciar
a vida Util da wvacina, ou para melhorar a eficdcia do
congelamento e descongelamento. Exemplos ndo limitanteg de
estabilizantes gque podem ger adicionados a formulacdeg de
vacinags & base de material cultivado de acordo com a
presente inven¢do incluem SPGA (Bovarnik et al., 1950, J.
Racteriology, vol. 59, p. 509), leite desnatado, gelatinas,
albumina sérica bovina, hidratos de carbono (por exemplo
sorbitol, manitol, trealose amido, sacarose, dextrano ou
glucose), proteinas (por exemplo, albumina, caseina ou
produtog de degradacdo da mesma), estabilizantes de origem
ndoc animal, e tampdeg (por exemplo fosfatos de metal
alcalino). Em composicdes de vacinas liofilizadas, podem
gser adicionadog um ou maig estabilizantes.
Vacinas Multivalentes

O agente imunogénico colhido a partir do material
cultivado de acordo com a presente invengdo pode ser
formulade numa vacina compreendendc um ou mais agentes
imunogénicos adicionais. 0O(s) compentente(s) imunocativo(s)
adicional (aig) pode(m) sger parasitas, bactériag ou virus
inteiros (inativados ou modificades vivos), ou uma porgao
fracionada ou extrato dos mesmos (por exemplo, proteinas
lipidos, lipopolissacarideocs, hidratos de carbono ou acidos
nucleicos) .

Onde o©o agente imunogénico colhido a partir do
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material cultivado de acordo com a presente invencdo &
utilizado numa vacina canina, podem ger adicionados
antigénics para outrog agentes patogénicos caninog na
formulacdo. Exemplos nd8o limitantes de outros agentes
patogénicos para og guais podem ser adicioconados antigénios
adicionais incluem Bordetella bronchiseptica, virug da
cinomose canina (CDV), adenovirus canino de tipos 1 e 2
(Cav-1, CaAV-2), virus de parainfluenza canina (CPI),
coronavirus canino (cev) , parvovirus canino (CPV) ,
Leptospira interrogans gerovar canicola, Leptospira
interrogans gerovar icterohaemorrhagiae, Leptospira

interrogans gerovar  bratislava, Leptospira interrogans

gerovar pomona; Leptospira kirgchneri serovar
grippotyphosa, virus da vraiva, Borrelia burgdorferi,
rotavirus canino (CRV), herpesvirus caninoc (CHV), e Virus
Minuto de Caninos (MCV), Babegia canis, Giardia e
Leishmania.

Alternativamente, pode ger administrada uma vacina a
base de material cultivado de acordo com a presente
invengdo gimultaneamente ou concomitantemente com outras
vacinasg vivag ou inativadas.

Congelamento e Descongelamento / Reconstituicdo

Por razbes de estabilidade ou economia, as vacinas a
base de material cultivado de acordo com a presgsente
invencdo podem ser secas por congelamento. Em geral isto
permitird o armazenamentc prolongado a @ temperaturas
superiores a 0 °C, por exemplo a 4 °C. S&8oc conhecidos
procedimentos para secagem por congelamento para os peritos
na especialidade; encontra-se disponivel comercialmente
equipamento para secagem por congelamento a diferentes
escalas. Para reconstituir a vacina seca por congelamento,
pode ser sugpensa num diluente fisiologicamente aceitéavel.
Tais portadores podem ser tdo gimpleg como agua egtéril, ou
uma solug¢do de gal fisioldgica ou ocutro portader conforme

discutido acima.
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Dosagens

As vacinas a base de material cultivado de acordo com
a pregente invengdo podem ger formuladas numa forma
farmacéutica unitéria para facilitar a administragdo e
garantir a uniformidade da dosagem. No presgente documento,
uma unidade de dosagem no que ge refere & composigdo da
vacina refere-ge a unidades fisicamente discretas adequadas
como dosagens unitlrias para animais, cada unidade contendo
uma quantidade predeterminada de agente  imunogénico
bacterianc de Anaplasmataceae calculada para prcduzir o
efeito imunogénico desejado em associacdo com O sistema de
adjuvante e portador ou veiculo requeridos.

A guantidade de imunizacdo eficaz de agente
imunogénico bacteriano de Anaplasmataceae pode variar
dependendo da estirpe ou estirpes eleitas e pode ser
qualquer quantidade suficiente para evocar uma regposta
imune protetora. Por exemplo, sdoc adequadas quantidades em
que a unidade de dosagem compreende bacterina inativada de
Anaplasmataceae a TCIDs, de pelo menos cerca de 1x10°.
Administracgédo

A administracdo da vacina a um individuo resulta na
estimulacgdo de uma resposta imune no individuo mamifero. A
via de administracdo para vacinas & base de material
cultivado de acordo com a presente invengdo pode ser
administrada ao alvo mamifero de acordo com métodos
conhecidos na técnica. Tais métodos incluem, mas ndo estéo
limitados a, intradérmicog, intramusculares, intraoculares,
intraperitoneais, intravenosos, orais, oronasais, e
subcuténeog, bem como através de inalacgdo, supositdrios, ou
trangdérmicos. Vias de administracdo incluem intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, oronasal, e injecao
gsubcuténea. A wvacina pode sger adminigtrada através de
gquailsguer meios que incluem, mag ndo egtlo limitados a,
geringas, nebulizadores, atomizadores, disposgitivos de

injecgdo gem seringa, ou pistolas de genes de bombardeamento

27



EP2190980B1

de microprojéteis (Bombardeamento biobalistico).

Viag de aplicacdo alternativas gque sdo faziveis sédo
através de aplicagdo tdpica como gotas, spray, gel ou
pomada no epitélio mucoso do olho, nariz, boca, ano, ou
vagina, ou na epiderme da pele exterior em qualguer parte
do corpo; atravésg de pulverizacdo como aeroggol, ou pd.
Alternativamente, a aplicacdo pode ser atravég da via
alimentar, através de combinacdo com a comida, &gua para
alimento ou bebida por exemplo como um pd, um liguido, ou
comprimido, ou através de administracdo direta na boca como
um liguidoe, um gel, um comprimido, ou uma cépsula, ou no
dnus como um suposgitdrio. A via de aplicacdo preferida é
através de injec¢do intramuscular ou subcutlnea.

A vacina de acordo com a invencdo pode estar em varias
formas, por exemplo: um ligquido, um gel, uma pomada, um pd,
um comprimido, ou uma c¢édpsula, dependendo do método
desejado de aplicacdoc ao alvo.

0 esquema da aplicag¢do da vacina de acordo com a
invengdo ao alvo mamifero pode ger em doges Gnicas ou
miltiplas, que podem ser administradas aoc mesmo tempo oOu
gsequencialmente, de uma forma compativel com a dosagem e
formulacio, e numa tal guantidade conforme geja
imunclogicamente eficaz.

Modelo de Desafio

De modo a estudar e avaliar eficazmente os mecanismos
patogénicos das bactérias Anaplasmataceae e 08 mecanismos
de defesa dos hospedeiros mamiferog e desta forma avancar
na técnica das vacinas e melhorar og produtces de vacinasg,
deve ger empregue um modelo de degafio eficaz.

Um modelo de degafio para a erliquiosge canina, por
exemplo, pode ser baseade na percentagem de animais de
teste demonstrando sintomas clinicos persistentes e graves
gue sdo comummente associados com a erligquiosge canina, tails
como febre, trombocitopenia, gecrecdo ocular mucopurulenta,

desidratacdo, ou semelhantes. Alternativamente, pode ser
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enpregue o modelo de desafio descrito pelo Pedido U.S. N.°
2006/0188524 publicado. Este desgafio de E. canis pode ser
cbtido num animal de teste ao adminigtrar ao dito animal de
tegte uma sclucdo-mde de desafio de células mononucleares
de sangue periférico (PBMC) contendo uma cultura virulenta
de bactérias E. canis vivas. A cultura virulenta de E.
canis é preparada passando repetidamente o microrganismo de
E. canis tal como E. canis Ebony, E. canis Broadfoot ou
gsemelhante, num hogpedeiro; separando as PBMC a partir da
amostra de sgangue do hogpedeiro; e misturando as PBMC
separadas com soro fetal bovino a 20I e sulféxido de
dimetilo a 10I.

Um método para a indugdo de erliquiose canina clinica
num animal de teste inclui administrar ac ditco animal uma
quantidade eficaz de wuma solugdco-mde de desafio de E.
canis, consistindo essencialmente num microrganismo de E.
canis virulento em células wmononucleares de  sgangue
periférico. Foram depositadas culturas vidveis de E. canis
Broadfoot (algumas vezes referido como E. canis BF, ou
Broadfoot), e E. canis Ebony (algumas vezes referido como
Ebony) (11 feb. 2004) com o© ATCC, 10801 University
Boulevard, Manassas, Va. 20110-2209 E.U.A., e foram-lhes
regpetivamente atribuidos os nGmeros de acesso ATCC PTA-
5811 para a estirpe Broadfoot, e PTA-5812 para a estirpe
Ebony.

Exigtem varios ocutrogs métodos de diagndstico celular
para determinar a presenca de infec¢do. Por exemplo, a
presenca de infecdo pode ger determinada através de
imunofluoregcéncecia direta. Outros métodos de detegdo de
infecédo incluem coloracgdo, por exemplo, Giemsa,
Wright/Giemsa. Pode também ser utilizado Laranja de
Acridina para corar os organismosg.

A menos que definido de outra forma, todos os termos
técnicos e cientificos utilizados no presente documento

possuem o mesmo significado como habitualmente entendido

29



EP2190980B1

por um perito na especialidade ao qual esta invencado
pertence.

Para um entendimento mais c¢laro da invencgdo, sgdo
estabelecidos os seguintes exemplos abaixo. Estes exemplos
gdo meramente i1lustrativos e ndo sdo entendidos como
limitando o ambito ou subjazendo principios da invengdo de
qualquer forma. Com efeito, varias modificag¢bes da
invencdo, para além daguelas mostradas e descritas no
presente documento, tornar-ge-3o aparenteg para os peritos
na esgpecialidade a partir dos exemplos estabelecidos abaixo
no presente documento e da anterior descricdo. Tais
modificagdes degtinam-ge também a entrar no ambito das
reivindicacBes anexas.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Crescimento de E. canis em Células FEF na

presenca de Célulasg DHE2

1.1 Propagacdo de Células DH82 Nic Infetadas

Um frasco congelado de célulags DHB82 ndo congeladas
(American Type Culture Collection (ATCC) n.° de acesso CRL-
10389, P.O. Box 1549, Manassas, VA 20108) foi descongelado,
clarificade, e utilizado para inocular um baldo de cultura
celular de 75 cm’ contendo Meio de Cultura DH82, e incubado
a 37 °C com CO, a 5I. 0 Meio de Cultura DH82 consiste em
bagse MEM de Dulbecco suplementada com goro bovino fetal
(FBS) a 10I e HEPES a 1I. Apés formacdo de uma monocamada,
as célulag foram raspadas no meio de cultura, colhidas, e
centrifugadas a 1.500 rpm durante 10 min. O gedimento
celular foi ressuspenso em 5 ml de Meio de Cultura DHS82
fresco e separado a uma razado variando desde 1:3 até 1:5.
1.2 Infecdo de Células DHB82 Ndo Infetadas com Células DH82

Infetadas por E. canis

Um frasco congelado de células DH82 infetadas com E.
canig (N.° de acesgo ATCC CRL - 10390) foi descongelado,
clarificado, e utilizado para inocular um bal&o de cultura

celular de 175 cm® contendo uma monocamada (confluéncia 80-
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90I) com aproximadamente 10’ células DH82 nfo infetadas em
Meio de Cultura DH82. As culturas de DH82 infetadas com E.
canis foram mantidas atravég de realimentac¢8o, isto &,
substituicdo de 50 do meio de cultura gasto com Meio de
Cultura DH82 fresco conforme descrito acima. As culturas
infetadag com E. canis foram monitorizadas utilizando o
método de coloracdo Diff-Quick em laminas contendo células
fixag com acetona de acordo com ag instrucgdes do fabricante
(VWR, Wesgt Chegter, PA n.° 47733-150) ou uma técnica de
anticorpos imunofluorescentes (IFA) padrdc. Brevemente,
foram incubadas placas contendo células fixas com acetona a
partir de culturas DH82 infetadas com E. canis ou ndo
infetadas com um soro de cd8o de E. canis policlonal,
lavadas com PBS, incubadags com IgG gama de cabra anti céo
etiquetada com fluoresceina (Kirkegaard e Perry n.° 02-19-
02), lavadas com PRS, e examinadas com um microscdpio de
fluorescéncia.

1.3 Propagagdo de Células FEF Ndo Infetadas

Um frasco de células fibrobléasticas embriondrias de
felino (FEF) congeladas foi descongelado, clarificado, e
utilizado para inocular um baldo de cultura celular de 175
cm® contendo Meio de Cultura FEF, e incubado a 37 °C com
CO, a 5. O Meio de Cultura FEF consiste em meio M6B8 (base
MEM, basge Glasgow-MEM, triptose fogfato, triptose,
hidrcosolato de lactoalbumina, L-glutamina, e bicarbonato de
gd6dio) e FBS a 5I. Apds incubac¢do durante 4-5 dias, as
culturas estiveram prontas para passagem quandoc a
monocamada teve uma confluéncia de 90-95I. Apds tratamento
com tripsina a 0,251, as células foram separadas a uma
razdao de :5 a 1:10.

1.4 Infecdo de Células FEF Nio Infetadas com Células DHE2

Infetadas por E. canis

Foram colhidas células DH82 infetadas por E. canis
através de raspagem no meio de cultura, centrifugadas a

1.500 rpm durante 10 min, e ressuspensas a 1x10° células/ml
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em Meio de Cultura DH82 fresco. Foram suspensas culturas de
FEF n3o infetadas que foram semeadas a 6x10° células por
baldo de cultura celular de 175 cm® em Meio de Cultura FEF
e incubadas durante 18-24 h a 37 °C com CO, a 5I em meio de
cultura e colocadas em baldes de cultura celular de 75 cm’
a uma razdo de sgeparagdo de 1:3. Foram entdo utilizados
geis ml de células DH82 infetadas com E. canis ressuspensas
para infetar cada bal3o de cultura celular de 75 cm’
contendo células FEF ndo infetadas em suspensdo, e
incubados a 37°C com (O, a 5I. As culturas mistas de
DHB82/FEF infetadas com DH82 foram alimentadas cada trés
dias substituindo o meic de cultura fresco com Meio de
Cultura FEF fregco. 14 dias apds a infecdo, as culturas
mistas foram separadas 1: 2 e as suspensdes celulares foram
transferidas para os pogos de placas de cultura de 24 pocos
a 1 ml por pogo. Apds incubacgdo durante 16 h a 37 °C com
C0, a 5I, os sobrenadantes das culturas a partir dos pogos
foram transferidos para laminas, fixos com acetona, e
avaliados para a presenga de infecdo por E. canis
utilizando IFA conforme descrito acima.

Exemplo 2: Crescimento de E. canis numa Populagdo Homogénea
de Células FEF

Foram infetados cdes por via intravenosgsa com 0,5 - 2

ml de células DH82 infetadas com E. canis expandidas a
partir de c¢élulas obtidas a partir da ATCC conforme
descrito acima. Tais células infetadas com E. canis s8o
descritas na Patente U.S. N.° 5.192.679. 0s c8es foram
identificados positivamente como estande infetados com E.
canis através de PCR de ADN do bag¢o e do sangue. O ADN foi
purificado a partir de amostras de sangue e tecido
utilizando um QTAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) de
acordo ccom as instrugdes do fabricante. A PCR fol realizada

®

num termociclador robdtico Robolycler (Stratagene, Cedar
Creek, TX) utilizando reacdes de 25 ul consistindo em 2,5

pnl de tampdc de reagdo 10X (Genscript Corporation,
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Pigcataway, NJ), 0,2 ul de dNTPs a 100 mM (Invitrogen
Corp., Carlsbad, Ca), 1 ul de iniciador oligonucleotidico 1
(5'-AGA ACG AAC GCT GGC 2AAG  (C-3M) e iniciador
oligonucleotidico 2 (5’-CGT ATT ACC GCG GCT GGC A-37) a 10
uM, e 0,2 ul de Tag polimerase a 5U/ul (Genscript Corp.)
num protocolo de termociclagem congistindo numa etapa de
degnaturacdo preliminar de 94 °C durante 5 min, seguida por
35 ciclos de 94 °C durante 1 min., 60 °C durante 1 min, e
72 °C durante 1 min, seguido por uma etapa de alongamento
final de 72 °C durante 10 minutog. Foram preparadcs
homogenados em meio de cultura fregco a partir de amostras
de bacgosg, nddulos linfaticog, ou célulags mononucleares de
nddulog linfaticos (PBMCg) obtidos a partir de cées
infetados com E. canis e utilizados como um revestimento
para infetar células FEF.

O homogenado de bago infetado com E. canis foi
inoculado em células FEF ndo infetadas em dois balbes de
cultura de 75 cm® contendco 30 ml de suspensdoc de células
FEF semeadas a 2 x 10° células /ml por frasco levando o
homogenado a uma diluig¢do final de 1:10 até 1:100. Apds 18-
24 horasgs de incubacdc a 37 °C com CO, a 5%, o meio de
cultura foi substituido com 30 ml de Meio de Cultura FEF
fresco. Apds 5-7 dias de incubac¢do, a monocamada de células
foi tripsinizada e ressuspensa em 5-10 ml de Medio de
Cultura FEF fregco. Cinco ml desta suspensdo foram entdo
inoculados em cada um de dois baldes de cultura de 175 cm’
contendo 50 ml de Meio de Cultura FEF. As célulags foram
entdo incubadas durante 7-10 dias a 37 °C com CO, a 5%.
Para manter a viabilidade, as culturas requereram
"alimentacao", que foi alcangada substituindo 50% de meio
de cultura gasto com Meic de Cultura FEF fresco. Apds 10-14
diags adicionais de incubagdo a 37 °C com CO, a 5%, as
células foram tripsinizadas e ressusgpensas conforme
descrito acima. Para manter propagagdo continua, foram

passados 1 a 2 ml de suspensdo de células FEF para células
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FEF n3o infetadas e incubados a 37 °C com CO, a 5I. As
culturas infetadas foram pagsadag 7 a 13 vezeg utilizando
tempos de incubagdo wvariando desde 4 até 14 dias. A
presenca de E. canis nas c¢élulas FEF cultivadas foi
confirmada através da utilizacdo de IFA e PCR conforme
descrito acima.
Exemplo 3: Crescimento de E. canis numa Populac8o Homogénea
de Células FCWF-4
3.1 Propagacdo de Célulag FCWF-4 Néo Infetadas (N.° ATCC
CRL-2787)

Um frasco congelado de c¢élulas fetais inteiras de
Felis catus 4 (FCWF-4) ndo infetadas (N.° de acesso ATCC

CRL-2787) clarificado, e utilizado para inocular um baldo
de cultura celular de 75 cm® contendo Meio de Cultura FCWF,
e incubado a 37 °C com CO, a 5I. O Meio de Cultura FCWF
consiste em E-MEM (Meio Esgencial Minimo de Eagle com
solugdo de sal equilibrada de Earle e L-glutamina a 2 mM),
piruvato de gdédic a 1,0 mM, amincdcidos ndo essgencialsg a
0,1 mM, bicarbonato de sédio a 1,5 g/litro, e FBS a 10I.
Apds 4-5 dias de incubacdo, a monocamada de confluéncia de
90-951 foi tratada com tripsina a 0,251 e separada a uma
razdo de 1:4 a 1:6.

3.2 Preparacdc de Populacdc Homogénea de Células FCWF-4

Infetadas com E. canis

~

Antericrmente & infecdo com E. canis, foram semeadas
células FCWF-4 ndo infetadas num balio de 175 cm® a 6x10°
células por Dbaldc e incubadas durante 18-24 h. Foi
utilizado homeogenado infetado com E. canis para infetar
células FCWF-4 conforme descrito para células FEF exceto
gque fol utilizado o Meio de Cultura FCWF em lugar do Meio
de Cultura FEF. A presencga de E. canis nags células FCWF-4
cultivadas foi confirmada através da utilizac@o de IFA e
PCR conforme descrito acima.

Exemplo 4: Crescimento de E. muris numa Populacdo Homogénea
de Células FEA
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4.1 Propagacdo de Células Embriondrias de Felino FEA

Um frasco de células emnbriondriags de felino FEA
congeladas foil descongelado, clarificado e utilizado para
inocular um baldo de 75 cm® contendo Meio de Cultura FEA, e
incubado a 37 °C com CO, a 5I. O Meio de Cultura FEA
consiste em MEM de Dulbecco, L-glutamina a 2 mM, piruvato
de sédio a 1,0 mM e FBS a 10I. Apds 7 dias de incubacio, a
monocamada confluente foi tratada com tripsina a 0,251 e
passada a uma razdo de separac¢do de 1:2.

4,2 Preparacdo de Populacdo  Homogénea de Células

Embrionérias de Felino FEA Infetadas com E. muris

Foram propagadas células DH82 ndc infetadas conforme
descrito acima, e infetadas com E. muris utilizando células
DHB82 infetadas com E. muris (N.° de acesso ATCC R- 1411 -
estirpe Asuke). O protocclo para a preparagdo de materiais
e infecdc seguiu eggencialmente o© protocolo conforme
descrito acima para as células DH82 infetadag com E. canis,
exceto que as células DH82 infetadas com E. muris foram
substituidas por célulasgs DH82 infetadas por E. canis. Foram
infetados ratinhos por via intraperitoneal com 0,5 ml de
células DH82 infetadas com E. muris.

Os ratinhogs foram identificados positivamente como
estando infetados com E. muris através de PCR de ADN do
bago e do sangue. Foi purificado ADN a partir de amostras
de sangue e tecido utilizandoe um QIAamp DNA Mini Kit da
Qiagen de acordo com as instrucgdes do fabricante. Foi
realizada PCR num termociclador robdtico RoboCycler®
(Stratagene) utilizando reacdes de 25 ul congistindo em 2,5
1l de tampdo de reagdo 10x (Genscript), 0,2 ml de dNTPs a
160 mM (Invitrogen), 1 pl de iniciador oligonucleotidico 1
(5'-AGA ACG AAC GCT GGC GGC AAG C-3") e inicilador
oligonucleotidico 2 (5'-CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC A-37) a
10uM, e 0,2 pl de Tag polimerase a 5U/ul (Genscript Corp.)
num protocolo de termociclagem congistindo numa etapa de

desnaturacdo preliminar de 94 °C durante 5 min, seguida por

35



EP2190980B1

35 ciclos de 94 °C durante 1 min., 60 °C durante 1 min, e
72 °C durante 1 min, seguido por uma etapa de alongamento
final de 72 °C durante 10 minutos.

Foram preparados homogenados em meio de cultura
fresco a partir de amostras de bacgo obtidas a partir de
ratinhos infetadogs com E. muris e utilizados em células
embriondriag de felino FEA. Um ml do homogenado de bago de
ratinho infetado com E. muris foi inoculadoc em células
embriondrias de felino FEA niao infetadas num baldco de
cultura celular de 25 cm® contendo uma monocamada de
células embriondrias de felino FEA com 24 horas (a
confluénecia de ~80I) e 8 ml de meio de cultura FEA a uma
diluicdo final de homogenado de 1:9. Apds 5-24 horas de
incubacdc a 37 °C com CO, a 5I, o meio de cultura foi
gubgtituido com 38 ml de Meio de Cultura FEA fresco. Apds
5-7 diag de incubacgdo, a monocamada de c¢élulasgs foi
tripsinizada e ressuspensa em 2 ml de Meio de Cultura FEA
fregco. Um ml desta suspensdo de células infetadas com E.
murig foi inoculado num baldo de cultura celular de 75 cm’
contendo uma monocamada de células embriondrias de felino
FEA com 24 horas e 30 ml de meio de cultura FEA. As células
foram incubadas durante 4-7 dias a 37 °C com C02 a 5I. As
culturas infetadas foram pasgadas 5 vezeg utilizando tempos
de incubac@o variando desde 4-9 dias a 37 °C com CO, a 5%.
Para passagem adicicnal, 1 a 2 ml de células infetadas que
foram tripsinizadas e ressuspensas em 4 a 8 ml de meio de
cultura foram utilizados para infetar células embriondrias
de felinc FEA n8o infetadas adicionais. As c¢élulas
infetadas foram inoculadas em baldes contendo monccapa de
células embriondrias de felino FEA com 24 horas, incubadas
durante 5-48 horas a 37 °C com CO, a 5I, realimentadas com
meio de cultura fresco, e adicionalmente incubadas durante
4-9 diag a 37 °C com CO, a 5I. A pregenca de E. muris nas
culturas de células embrionadrias felinas FEA fol confirmada

através da utilizacdoc de IFA e PCR, conforme descrito
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acima.
Exemplo 5: Crescimento de E. muris numa Populacdo Homogénea
de Células FEF

Foram preparados homogenados em meio de cultura a
partir de amostras de tecido cobtidas a partir de ratinhos
infetadogs com E. muris conforme descrito acima e foram
utilizados para infetar células FEF, cultivadas conforme
descritoc acima. Cada 1linha celular n3oc infetada foi
inoculada com 0,5 ml de homogenado de bago infetado com E.
muris por baldo de cultura celular de 25 cm® gue continha
uma monocamada com 24 horas e 8 ml de meio de cultura. Esta
& uma diluic8o final de homogenado de 1:17. Apds 24 horas
de incubacdo a 37 °C com CO, a 5I, o meio de cultura foi
gubstituido com 8 ml de meio de cultura fresco adequado.
Apds 7 dias de incubacdo, a monocamada celular foi
tripsinizada e o contetdo de células infetadas total do
baldo de 25 cm® foi inoculado num bal3c de 75 cm’ contendo
30 ml de meio fresco (esta & uma separacgdo de 1:3,75). As
culturas infetadas foram passgadas 2 vezeg utilizando tempos
de incubacdo variando desde 7-8 dias a 37 °C com CO, a 51.
A presenca de E. muris nas culturas de células foi
confirmada atravésg da utilizacdo de IFA e PCR, conforme
descrito acima.

Exemplo 6: Cregcimento de E. muris numa Populac8o Homogénea
de Células FCWF-4

Foram preparados homogenados em meio de cultura a

partir de amostras de tecido obtidas a partir de ratinhos
infetados com E. muris conforme descrito acima e foram
utilizados para infetar células FCWF-4, cultivadas conforme
descrito acima. Cada linha celular nd3oc infetada foi
inoculada com 0,5 ml de homogenado de bago infetado com E.
muris por bal3io de cultura celular de 25 cm’ gue continha
uma monocamada com 24 horag e 8 ml de meio de cultura. Esta
& uma diluig¢8o final de homogenado de 1: 17. Apds 24 horas
de incubacsio a 37 °C com CO, a 5I, o meio de cultura foi
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gubstituido com 8 ml de meioc de cultura fresco adequado.
Apds 7 dias de incubacgdo, a monocamada celular foi
tripsinizada e o contetdo de células infetadas total do
baldo de 25 cm® foi inoculadc num baldo de 75 cm® contendo
30 ml de meio fresco (esta é uma separacadao de 1:3,75). As
culturas infetadas foram passgadag 2 vezeg utilizando tempos
de incubac@o variando desde 7-8 dias a 37 °C com CO, a 5I.
A presenca de E. muris mnas culturas de células foi
confirmada atravég da utilizacdo de IFA e PCR, conforme
descrito acima.

Exemplo 7: Infecdo de células FEF com células P388D1

infetadas com N. risticii

Podem ser preparados materiais para infetar células
FEF com N. risticii a partir de célulag P388P1 infetadas
com N. risticii conforme descrito acima, ou conforme
previamente descrito em Vemulapalli, R. et al., J. Clin.
Micro. 33(11): 2987-2993 (1995), ou conforme previamente
descrito na Patente US N° 4.759.927.

Foram adicionadas células P388D1 (N.° de acesso ATCC
CCI-46) infetadas com a egtirpe 90-12 de N. risticii a uma
multiplicidade de infegdo (MOI) de 0,0006 to 0,0028 en
garrafas cilindricas de 850 cm® contendo monocamadas de
células FEF com 3-4 diag. Anteriormente & infecgdo, © meio
de cultura gastc nas garrafas cilindricas foi substituido
com 300 ml deo meio de cultura utilizade para a infecgdo.
Apds inoculagdo a MCI egpecificada, as garrafas cilindricas
foram incubadas a 37 °C sem C0O,. O meio de cultura testado
incluiu mas ndo esteve limitado a D-MEM, MEM Earles, e
M6B8; foi utilizado FBS a 0 a 5I. As culturas infetadas
foram colhidags quando © efeito citopético (CPE) alcangou
751 a 85I, o que variou entre 8-16 dias dependendo da MOI
utilizada. O CPE obgervado incluiu inchaco, arredondamento,
e destacamento de c¢élulas infetadas. Ag culturas foram
colhidas golpeando os lados das garrafas cilindricas para

libertar as células no meic de cultura. A presenca de

38



EP2190980B1

infecdo foi confirmada utilizando um protocolo IFA padrio
em células gue foram fixas com acetona 70011> e metanol a
301 em placas de 96 pocos com um anticorpo monoclonal de N.
risticii e IgG de «cabra anti ratinho etigquetada com
fluoresceina (Bethyl Laboratories, Inc., Montgomery, TX).
Exemplo 8: Infecfoc de Células MA-104 com E. muris

8.1. Propagacgdo de Células MA-104 N&o Infetadas

Um frasco de células MA-104 (células epiteliais de
rim de embrido de macaco) congeladas, n.° de acesso ATCC
CRL-2378.1) foi descongelado, clarificado, e utilizadc para
inocular um baldc de cultura celular de 75 cm2 contendo
Meio de Cultura MA-104, e incubados a 37°C com CO, a 5I. O
Meio de Cultura MA-104 consiste em Meio Egsencial Minimo de
Eagle com BSS de Earleg e L-glutamina a 2 mM (EMEM) gue é
suplementado com piruvato de sddio a 1,0 mM, aminodcidos
ndo esgenciaig a 0,1 mM, bicarbonato de sédio a 1,5 g/1, L-
glutamina adicional a 1I e FBS a 10I. Apdés incubacido
durante 5-7 dias, as culturas egtiveram prontas para
passagem guando a monocamada teve uma confluéncia de 90-
95I. Apds tratamento com tripsina a 0,251, as células foram
passadas a uma razdo de separagdo de 1:5 a 1:10.

8,2. Preparac¢do de Populacdo Homogénea de Células MA 104
Infetadas com E. muris

Foram preparadog homogenados a partir de amostras de
bago obtidas a partir de ratinhos infetados com E. muris e
utilizados para infetar células MA-104. Foi wutilizado
homogenado de baco de ratinho infetado com E. muris para
revestir células MA-104 em baldes de cultura celular de 25
cm®. Foram inoculadas monocamadas de MA-104 com 24 horas a
confluénecia «85% com uma diluicgsio de 1: 91 de homogenado de
baco (0,1 ml de homogenado de bago em 9 ml de meio de baldo
com 24h de existéncia) .

0O Meio de Cultura MA-104 congiste em Meio Essencial
Minimo de Eagle com BSS de Earles e L-glutamina a 2 mM
(EMEM) que €& suplementado com piruvato de sddic a 1,0 mM,
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aminodcidos essenciails a 0,1 mM, bicarbonato de sédio a 1,5
g/l, L-glutamina adicional a 1I e FBS a 10I. Apds 5 dias de
incubacsio a 37 °C com CO, a 5I, as células foram tratadas
com tripsina e todags as células foram ressgusgpensas em 30 ml
de Meio de Cultura MA-104 fresco; estes 30 ml foram entédo
dispensados num baldco de cultura celular de 75 cm’. Apds 8
dias de incubacdo a 37 °C com CO, a 5I, estas células foram
tratadas com tripsina e todas as células foram ressuspensas
em 50 ml de Meio de Cultura MA-104 fresco; estes 50 ml
foram entdoc disgpensadog num baldc de cultura celular de 175
cm®. Para passagem adicional, 3 ml de células infetadas que
foram tripsinizadas e regsuspensas em 9-10 ml de meio de
cultura foram inoculados em 50 ml de meio de cultura fresco
em baldes de cultura celular de 175 cm’. Foram adicionadas
células MA-105 ndo infetadas durante a passagem guando ©
efeito citopédtico nas células infetadas aparentou ser
avancade, as células infetadas eram egcasgsag, ou as células
infetadas pareceram fracas. O intervalo de incubac¢do para
as células infetadas foi de 5-8 dias a 37 °C com CO° a 5I.
A presencga de E. muris nas células MA-104 cultivadas foi

confirmada através da utilizacdo de IFA.
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DOCUMENTOS REFERIDOS NA DESCRIQﬁO

Esta lista de documentos referidos peleo autor do presente
pedido de patente foi elaborada apenas para informacg8o do
leitor. Nao é parte integrante do documento de patente
europeia. Ndo obstante o cuidado na sua elaboracdo, o IEP
ndo assume gqualquer regponsabilidade por eventuals errog ou

omissdes.

Documentos de patente referidos na descricgédo
e US 6284238 B [0004]

e US 20060188524 A [0006] [0076]
e US 5192679 A [0008] [0085]

e US 20050202046 A [0009]

e US 5401656 A [0009]

e US 5869335 A [0008]

# US 5989848 A [0008]

e US 3616202 A [0008]

e US 20060057699 A [0009]

# US 20030003508 A [0009]

¢ US 5955359 A [0009]

e US 5976860 A [0009]
e US 5877159 A [0009]
e US 4578269 A [0055]
e US 4744983 A [0055]
e US 5254339 A [0055]
e US 4759927 A [0095]

Documentos de ndo patente citados na descrigdo

¢ Palmer in Veterinary Protozocan and Hemoparasite Vaccines.
CRC Press Inc, 1989 [0003]

e RIKIHISA, Y. (Clinical Microbioclogy Reviews, 1991, vol. 4,
286 [0006]

» MAEDA, K. et al. N. Eng. J. Med., 1987, vol. 316, 853
[0006]

¢ DAWSON, J. E. et al. J. Clin. Microbiol., 1991, wvol. 29,
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2741 [0006]

e (Compendium of Veterinary Products. North American
Compendiums, Ltd, 2001 [0008]

¢ SUNITA MAHAN. Imnmunisation of German shepherd dogs
against canine ehrlichiosis wusing inactivated Ehrlichia
canig organisms. thesis, May 1997 [0010]

¢ JARRET, O. et al. J. gen. Virol., 1973, vol. 20, 169-175
[0024]

¢ BOVARNIK et al. J. Bacteriology, 1950, wvol. 59, 509
[0064]

¢ VEMULAPALLI, R. et al. J. (Clin. Micro., 19%5, wvol. 33
(11), 2987-2993 [0085]
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REIVINDICAGCOES

1. Um método para a cultura continua de Ehrlichia canig
compreendendo:
i) obter Ehrlichia canis;
iil) obter células fibroblasticas embrionadrias de felino;
iii) infetar ag c¢élulag fibrcoblasticas embriondrias de
felino com a dita Ehrlichia canis; e
iv) cultivar continuamente as ditas células
fibroblasticag embriondrias de felino em meio de cultura
de célulags embriondrias de felino gob condigdes que
conduzam &  propagacao  das células fibrobléasticas
embriondrias de felino, desta forma cultivando

continuamente a Ehrlichia canis.

2. Um método para a cultura continua de Ehrlichia canis
compreendendo:
i) infetar um cdo com Ehrlichia canis;
ii) obter tecido infetado a partir do cdo infetado;
iii) obter célulag fibroblasticag embriondriag de felino;
iv) colocar em contacto as células fibroblasticas
embrionadriasg de felino com o tecido infetado; e
v) cultivar continuamente as ditas células fibroblasticas
embriondriag de felino em meic de cultura de células
embrionadrias de felino scb condi¢les gue conduzam &
propagacdo das células fibroblésticas embriondrias de
felino, desta forma cultivando continuamente a Ehrlichia

canis.

3. 0 método de acordo com a reivindicacdo 2, em que ©
tecido infetado a partir do cdo infetado & um homogenado de

baco.

4. Uma composicdo compreendendo uma célula fibroblastica

embrionadria de felino infetada com Ehrlichia canis.
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