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COMPOSIGOES ADJUVANTES, NA FORMA DE EMULSOES SIMPLES OU
MULTIPLAS, PARA AUMENTAR A RESPOSTA IMUNOLOGICA EM
ANIMAIS

Campo da invengao

[001] A presente invengao se refere a composi¢cées adjuvantes, entre
Oleos puros (originados somente de uma espécie vegetal) ou em misturas de
diferentes 6leos vegetais (blends), na forma de emulsdes simples ou multiplas,
para aumentar a resposta imunoldgica em animais.

Estado da técnica

[002] Adjuvantes sao moléculas, compostos ou complexos
macromoleculares que impulsionam a poténcia e longevidade de uma resposta
imune especifica a antigenos. Um bom adjuvante deve causar toxicidade minima
e efeitos imunologicos duradouros por si mesmos. S&0 essenciais na indugao e
modificagdo da resposta imune e, por isso, uma variedade de substancias esta
disponivel para esta finalidade.

[003] O desenvolvimento de uma vacina ou de um antigeno requer
primariamente a identificacdo de fragdes imunolégicas responsaveis pela
protecao, isto €, o mecanismo imunoldgico efetivo responsavel pela protecao
contra doengas e subsequentemente a selecdo de um antigeno capaz de obter
a resposta adaptativa desejada. Identificado o antigeno apropriado, é essencial
fornecé-lo eficientemente ao sistema imunoldgico do hospedeiro.

[004] As vacinas podem ser classificadas de diversas formas. Contudo,
uma classificagcao usual é a capacidade dos componentes vacinais se replicarem
ou ndao no hospedeiro, ou seja, vacinas vivas atenuadas ou patdgenos
inativados, respectivamente. Na segunda categoria estédo incluidas as vacinas
derivadas de subunidades. Estas, por sua vez, sdo bem mais seguras do que os
outros tipos de vacinas, porém, devido a sua fraca imunogenicidade, requerem
com frequéncia a utilizacdo de adjuvantes para obter uma resposta imune
desejada. Portanto, o adjuvante interfere diretamente no mecanismo de acao da

vacina, uma vez que com o auxilio do adjuvante, uma dose menor de antigeno
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€ necessaria para estimular a resposta imunoldgica, diminuindo assim o custo
da produgao de vacinas. Na auséncia de um adjuvante, a caréncia da resposta
imunoldgica pode ser grave, levando as células T imaturas antigeno-especifico
a reconhecer o antigeno de forma nao eficiente, levando a uma tolerancia.

[005] Os adjuvantes sao utilizados com a finalidade de aumentar a
imunogenicidade de um antigeno recombinante ou altamente purificado; reduzir
a quantidade de antigenos ou o numero de imunizagdes necessarias para uma
imunidade protetora; aumentar a eficacia de uma vacina em recém-nascidos,
idosos ou pessoas imunologicamente comprometidas; atuar como sistema de
fornecimento de antigeno para estes serem absorvidos por mucosas.

[006] Diversos fatores estao envolvidos na resposta imune para que um
adjuvante seja caracterizado. Entre estes fatores estdo o antigeno, a espécie a
ser vacinada, a via de administracao e, provavelmente, o efeito adverso que ele
pode causar. O adjuvante ideal é aquele que possui estabilidade,
biodegradabilidade, baixo custo de produgédo, que ndo tenha como principal
efeito adverso a indugao de doencas autoimunes e que produza uma apropriada
resposta imune celular ou humoral.

[007] O maior problema que pode ocorrer quando se adiciona um
adjuvante numa formulagdo de vacina esta na possibilidade deste induzir
reacoes adversas. Tais reacdes podem ser locais ou sistémicas. As reacdes
locais geralmente se caracterizam por dor, inflamacgéo local, edema, necrose,
linfoadenopatia, granuloma, Ulcera e geragao de abscessos estéreis. As reagdes
sistémicas incluem nauseas, febre, artrite, uveite, eosinofilia, alergia, anafilaxia,
toxicidade em o6rgaos especificos (figado e pulmao) e imunotoxicidade (ex:
liberagdo de citocinas imunossupressoras ou doengas autoimunes).

[008] Classicamente, os exemplos de adjuvantes mais conhecidos sao
sais de aluminio ou calcio, compostos tensoativos (saponinas), emulsdes, blocos
de polimeros n&o ibnicos, derivados de lipopolissacarideos, micobactérias e
muitos outros, capazes de favorecer ou ampliar a etapa particular dos eventos

imunolégicos e finalmente iniciar uma resposta mais eficiente.
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[009] Dentre os tipos de adjuvantes citados acima, apenas as emulsdes
serdo o foco da invengao.

[010] Pode-se definir como emulsdo toda mistura de duas substancias
(ou tipos de substancias) imisciveis. Uma substadncia é dispersa noutra
substancia de fase continua e estabilizada por uma ou diversas substancias
surfactantes ou emulsificadoras, presentes na interface das duas fases. Os
agentes surfactantes podem ser definidos pelo valor de seu balango ou equilibrio
hidrofilico-lipofilico (EHL) que informa suas relativas afinidades as diferentes
fases: dos diferentes surfactantes (e valores) aos diferentes tipos de emulsdes.
Aqueles com baixo valor EHL (maior afinidade a fases oleosas), se inclinam a
formar emulsdes agua-em-6leo, onde o antigeno se encontra diluido em
particulas dispersas em uma fase continua de 6leo. Os surfactantes com alto
valor EHL tém maior afinidade para fases aquosas gerando emulsdes 6leo-em-
agua, onde o 6leo constitui uma fase dispersa na fase continua de agua. Ja no
caso de um valor EHL intermediario, dispersbes agua-em-6leo-em-agua podem
ser obtidas. Neste caso, uma fase oleosa contendo pequenas particulas de
solugcao aquosa esta dispersa numa fase continua de agua.

[011] As emulsdes de Oleo tém sido utilizadas como adjuvantes para
vacinas desde muito tempo. Le Moignic e Pinoy descobriram em 1916 que uma
suspensao de Salmonella typhimurim morta em Oleo mineral aumentava a
resposta imunologica. Em 1925, Ramon descreveu o 6leo de amido como uma
das substancias que aumentam a resposta antitoxica para o toxoide da difteria.
Entretanto, as emulsées de 6leo ndo se tornaram populares até 1956 quando
Freund apareceu com sua formulacdo adjuvante conhecida como Adjuvante
Completo de Freund (CFA). O CFA é uma emulsdo de agua-em-6leo composta
de 6leo mineral (parafina) misturado com Micobacteria morta e Arlacel A. Arlacel
A. é principalmente monooleato de manida e ¢é utilizado como agente
emulsificante.

[012] Embora o CFA seja excelente na indugdo de uma resposta de

anticorpos, ele causa muita dor, formacdo de abscesso, febre e inflamagao
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granulomatosa. Para evitar estas reagdes colaterais indesejaveis, foi
desenvolvido o Adjuvante Incompleto de Freund (IFA). O IFA é similar ao
FCA em sua composicdo exceto pela auséncia de componentes
micobacterianos. O IFA atua através da formulagao de depdsito no local
da injecdo e da liberagcdo lenta do antigeno com estimulo de células
produtoras de anticorpos. Muitos dos efeitos adversos dos adjuvantes,
completo e incompleto, de Freund séo creditados ao 6leo mineral. Isto se deve
ao fato do 6leo mineral ndo ser biodegradavel, podendo assim formar lesdes
ulcerativas no local da injegao.

[013] Outra abordagem para melhorar o CFA foi baseada na nocéo de
que a substituicdo do 6leo mineral por um 6leo biocompativel ajudaria a
eliminar as reagdes associadas com o CFA no local da injegao. Acreditava-
se que a emulsdo devia ser de 6leo-em-agua ao invés de agua-em-oleo,
porque a ultima produz um depédsito de longa duragao no local da injecgéo.

[014] Hilleman e outros descreveram um adjuvante com base em
oleo "Adjuvante 65", que consiste em 86% de 6leo de amendoim, 10% de
Arlacel A. como emulsificante e 4% de monoestearato de aluminio com
estabilizante (Hilleman, 1966, Prog. Med. Virol. 8: 131-182).

[015] Hilleman e Beale, em New Approaches to Vaccine
Development de 1983 (Eds. Bell, R. e Torrigiani, G.), Schwabe, Basel
descreveram que em humanos, o Adjuvante 65 era seguro e potente, mas
exibia menos caracteristica adjuvante que o IFA. Todavia, o uso do
Adjuvante foi descontinuado por causa da capacidade de reagao para o
ser humano em certos lotes de vacina e da redugdo na caracteristica
adjuvante quando um emulsificante purificado ou sintético era utilizado no
lugar de Arlacel A.

[016] Fukumi (1967) utilizou éleo vegetal (gergelim) com a vacina da
gripe e encontrou menor capacidade imunogénica que a vacina com 6leo
mineral, experiéncia semelhante de um grupo com o 6leo de amendoim (Pollock,

T. M.-Relato nao publicado, 1967, a Medical Research Council's Committee on
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Influenza and Other Respiratory Virus Vaccines).

[017] Os adjuvantes em emulsdes oleo-em-agua vém adquirindo cada
vez mais espago na busca de vacinas seguras, eficientes e eficazes para
humanos e animais.

[018] O PI 0509606-5 descreve emulsées de 6leo-em-agua utilizadas
como adjuvantes para vacinas cuja finalidade € aumentar a imunogenicidade de
antigenos. Os adjuvantes emulsificantes utilizados sao detergentes nao ibnicos
e ibnicos. O documento descreve ainda composigdes para vacinas contendo um
antigeno combinado com tais emulsdes intrinseca ou extrinsecamente. Séo
também descritos processos de preparagao das emulsdes e vacinas utilizando
um equipamento denominado microfluizador o qual trabalha com pressées de
até 20.00 psi a fim de obter um tamanho ideal de micela que é altamente
importante no processo descrito.

[019] O PI10517124-5 relata uma composigao farmacéutica em forma de
isétropo oleoso (mistura ternaria dleo/tensoativo/fase aquosa) que pode ser
utilizada como vacina. Os O6leos utilizados sdo de origem mineral, animal,
sintético e vegetal, sendo que os Oleos vegetais nao sao adjuvantes, pois contém
substancias anti-inflamatérias. Além disso, o principal 6leo utilizado na
formulacdo é o esqualeno. O documento relata também o processo de
preparacao da referida composi¢ao vacinal.

[020] O documento US 5,814,321 também descreve emulsbées como
adjuvante de vacinas. Em todas as formulacbes exemplificadas usa-se o
esqualeno como d6leo de preferéncia.

[021] O documento US 5,961,970 se refere a uma composi¢ao adjuvante
de vacina obtida de micelas emulsificadas na raz&o submicrométrica, ou seja,
entre 1,0 a 0,1 micrometros, as quais utilizam colesterol e fosfolipideos para
estabilizar as micelas.

[022] O documento US 6,299,884 se refere a uma composigao
adjuvante, compreendendo um 6leo metabolizavel e um agente emulsificante,

onde o 6leo e o detergente estdo presentes na forma de emulsao 6leo em agua
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tendo goticulas de 6leo substancialmente menores que 1 micron de diametro. O
Oleo utilizado € o esqualeno associado a um potente imunopotencializador que
no caso € o muramil-di-peptideo isolado do Micobacterium sp.

[023] A publicagdo internacional WO 2005/072679 diz respeito a
formulacdes oleosas utilizando 6leo de jojoba. Ditas formulagbes podem ser
usadas na industria farmacéutica como formulagées de vacina preventiva ou
terapéutica.

[024] A publicacédo internacional WO 2011/067224 refere-se a uma
vacina aviaria, a New Castle, usando adjuvante oleoso, que no caso € o
esqualeno.

[025] O documento JP 20010151699 faz referéncia a um adjuvante
oleoso para vacinas para animais, podendo o adjuvante oleoso ser a base de
oleo animal ou 6leo vegetal tal como: éleo de abacate, 6leo de oliva, dleo de
sésamo, Oleo de farelo de arroz, 6leo de gérmen de milho, éleo de gérmen de
trigo, 6leo de cartamo, dleo de soja, 6leo de milho, éleo de canola, éleo de palma,
6leo de coco, 6leo de nozes de macadamia, 6leo de Oenotherae biennis, e 6leo
de jojoba e consistindo de uma emulsao do tipo agua em 6leo contendo éster de
acido graxo de agucar ou alcool de agucar, e nao contendo um emulsificante que
tenha estrutura de polioxialquileno na molécula.

[026] Despontando como um dos maiores e mais bem sucedidos
exportadores mundiais do setor de carnes, o Brasil enfrenta diversas limitagbes
referentes a sanidade dos animais, doencgas infecciosas, rastreabilidade. Neste
contexto e devido as exigéncias por parte dos paises importadores, fez-se
necessaria a melhoria na qualidade dos insumos envolvidos na produgao das
vacinas a fim de diminuir as reag¢des inflamatérias oriundas da vacinacdo em
bovinos que sdo causas frequentes de preocupacao entre os criadores e
empresarios que atuam no segmento de carnes e derivados, em decorréncia das
significativas perdas econémicas devido a presenga de extensos abscessos na
musculatura.

[027] Portanto, a presente invengdo busca testar diversos odleos de
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origem vegetal em distintas caracteristicas a fim de substituir a maioria dos 6leos
minerais utilizados na producdo de vacinas uma vez que estes possuem um
tempo residual ao organismo extremamente elevado, além de diversos indicios
de toxicidade e de origem de reag¢des autoimunoldgicas. Ja os Oleos vegetais
nao apresentam este problema.

Sumario da invengao

[028] A presente invencdo tem como principal objetivo descrever
composi¢des adjuvantes, entre 6leos vegetais puros ou blends, na forma de
emulsdes simples ou multiplas, a serem utilizadas no preparo de vacinas para
potencializagao da resposta imunoldgica humoral e celular a partir de antigenos
vacinais empregados em qualquer espécie animal. A emulsao obtida consiste de
uma parte oleosa que varia de 45% a 85% e de outra aquosa que varia de 15%
a 55%, sendo a composigao da parte oleosa (COT) constituida de 70 a 97% de
Oleos vegetais e de 3% a 30% de surfactantes.

Breve descricdo das figuras

[029] A Figura 1 demonstra o comparativo da evolugédo linear da
concentracdo de anticorpos Anti-BSA em camundongos das diversas
composi¢des adjuvantes de 6leos vegetais e uma emulsdo de 6leo mineral
comercial.

Descricdo detalhada da invencao

[030] Os odleos, entre comerciais € amazobnicos, foram obtidos de
diferentes empresas fornecedoras. Os 6leos comerciais foram adquiridos sem a
adicdo de antioxidantes para diminuir uma possivel interferéncia nos testes
imunologicos. Os 6leos amazénicos foram fornecidos em seu estado bruto (pos-
extracdo e sem qualquer tipo de beneficiamento, apenas filtracdo de particulas
grosseiras). Todos os Oleos aqui designados sem caracterizagao de refinado se
referem a 6leos em estado de extragado bruto (nas suas diversas formas), sem
adicao de conservantes ou antioxidantes. Os 6leos brutos e/ou virgens sédo os
mais indicados para a elaboragdo das composi¢gées adjuvantes objetos desta

patente.
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[031] Oleos refinados e semirrefinados podem ser utilizados para
elaboragao das composigdes adjuvantes em até 50% do total de 6leos utilizados,
contudo, preferencialmente, ndo devem ter sofrido adicdo de antioxidantes.
Ainda assim, a composigao devera sofrer adicao de alfa-tocoferol para manter a
agao adjuvante inesperada identificada nos oleos vegetais. O alfa-tocoferol
possui fraca agao antioxidante quando comparada as outras moléculas de
tocoferois e tocotrienois (outras moléculas de vitamina E), e é adicionado para
recobrar uma caracteristica importante dos o6leos brutos nas composi¢coes
adjuvantes.

[032] Os d6leos vegetais foram testados quanto a sua resisténcia ao calor,
esterilidade, toxicidade, densidade e viscosidade. Dos oleos testados e
aprovados, foram obtidas emulsdes estaveis de diversos 6leos, de suas misturas
e distintas combinag¢des de surfactantes.

Sistema EHL - Equilibrio hidrofilico-lipofilico

[033] O sistema de equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL), introduzido por
GRIFFIN, em 1949, é um sistema de escala numérica adimensional de valores
entre 1 a 20, utilizado para descrever a natureza do agente tensoativo. Quanto
maior o numero EHL, maior a hidrofolia da molécula. O EHL de um emulsificante
esta sempre relacionado com a sua solubilidade. Quanto maior o numero EHL,
maior a solubilidade na agua. Substancias a serem emulsificadas podem ser
caracterizadas por um valor de EHL Requerido (EHL req.). Tal valor indica
aproximadamente onde a substancia é mais provavel de formar emulsao estavel
(determinado pela experiéncia).

[034] Cada 6leo ou mistura de 6leos a ser emulsificado possui um valor
de EHL requerido. No entanto, o valor varia de acordo com cada lote de extragéo
de 6leo e beneficiamento posterior, mantendo, contudo, uma pequena faixa de
valores que podem ser focados para resultados esperados satisfatorios. Cada
Oleo foi testado em diferentes EHLs até a definicdo dos valores de EHL 6timos

de cada amostra, conforme exemplos mostrados na tabela 1.

Oleos vegetais EHL req. EHL req. 6timo | Dias estaveis a

Petic&io 870200122619, de 29/09/2020, péag. 13/29



9/20

25°C
Maracuja 9,0-13,5 12,86 13
Girassol 50-75 6,90 10
Soja 55-75 7,00 7
Canola 55-8,0 7,30 11
Arroz 6,0-38,0 7,40 10
Milho 8,5-10,5 9,86 7
Buriti 7,0-10,0 8,37 7

[035] Procedimento para a preparacéo de emulsdes

1) Deve-se misturar o 6leo com o surfactante, medidos pela massa
(peso), nas proporgdes proprias de cada 6leo ou mistura de 6leos, como de 9:1
a 60°C com auxilio de agitador magnético. Em seguida, deixa-se a mistura
resfriar a temperatura ambiente. Atingida esta temperatura, pode-se adicionar o
alfa-tocoferol correspondente a vacina prevista, se for necessario.

2) Para a parte aquosa pode ser utilizado tampao fosfato salina (PBS)
na temperatura de 2 a 8°C (ou outra solugdo aquosa adequada ao antigeno e a
vacina). Se a natureza da solugdo com o antigeno for hidrofébica, esta solugéao
pode ser adicionada logo antes do inicio da adigdo da parte aquosa sendo que
sua quantidade percentual na formulacéo total ainda sera considerada como
parte aquosa. Na maior parte das vezes, o antigeno € diluido na por¢géo aquosa.
O antigeno pode ser composto por proteinas, proteinas recombinantes,
oligossacarideos, polissacarideos conjugados ou nao, moléculas de ADN ou
ARN, toxinas, anatoxinas, virus, bactérias, leveduras e fungos recombinantes ou
nao, bem como qualquer produto metabdlito utilizado pra imunizacéo. A partir de
dados da literatura e dos testes com cada dleo, calculou-se o percentual
aproximado da quantidade de tampao necessaria para a formacado da emulsao
estavel.

3) A mistura oleosa (6leotsurfactante) deve ser resfriada até
aproximadamente 15°C em sistema com agua e gelo. Em seguida, a mistura

oleosa deve ser posta em agitacdo de 11.000 rpm em um misturador.
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Adicionando-se lentamente a parte aquosa com o antigeno, sem interromper a
agitacdo e aumentando-a paulatinamente até 20.000 rpm.

4) Em 20.000 rpm, faz-se a uniformizac&o lenta da mistura, observando
a temperatura cerca de 2 ou 3 minutos, com o auxilio de um termémetro para a
temperatura nao ultrapassar o limite de integridade e viabilidade do antigeno, e
interromper o misturador.

o Terminada a mistura, a emulsao final deve ser deixada resfriada (2
a 8°C) enquanto séo feitos os testes de verificacdo da formacao da emulséo.

Testes das emulsdes

[036] Nas misturas que aparentemente formaram emulsdes, onde nao
havia imediata separagdao de fases (oleosa + aquosa), foi verificado ao
microscopio a formacéao de particulas de emulsao e o tipo de emulsao (agua-em-
O0leo ou oOleo-em-agua ou multiplas), colocando-se uma gota de corante na
mistura depositada sobre a lamina do microscopio e sobrepondo uma laminula.
Num microscépio otico de inversdo, € avaliada a formagao das particulas,
velocidade de dispersao da gota sob a laminula, estabilidade e tamanho das
particulas (dados empiricos de referéncia, depois confirmados em
fotomicroscopia). Para certificagdo do tamanho médio das particulas e
classificagdo das emulsdes em nanoemulsdes (tamanho médio das particulas
entre 10-1000 nm), microemulsdes (1-200 um) ou uma macroemulsao (0,2-50
mm), pode ser utilizada a fotomicroscopia computadorizada, espectometria de
espalhamento, entre outras técnicas. As melhores composi¢des adjuvantes
foram as que obtiveram tamanho médio de particulas que as caracterizavam
como nanoemulsdes e microemulsodes.

Teste de toxicidade em animais

[037] Dos dleos que apresentaram emulsao estavel por no minimo 7 dias
em temperatura ambiente (25°C), somente o éleo de Maracuja bruto apresentou
qualquer toxicidade com DL50% calculada em 32%. Isto quer dizer que no grupo
de animais que foi inoculado com o 6leo de Maracuja bruto, diluido a 32% em

Nujol, ocorreu mortalidade de 50%. Ja as amostras de 6leo de Maracuja refinado
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nao apresentaram mortalidade ou qualquer toxicidade in vivo, no teste com
camundongos.

[038] Os oleos de Soja, Girassol, Canola, Arroz, Milho e Buriti, entre
outros, ndo apresentaram qualquer toxicidade in vivo e foram utilizados para
elaboragcao de emulsdes com antigeno para o teste de antigenicidade.

Teste de antigenicidade em animais

[039] Os testes de antigenicidade se referem as emulsdes vacinais dos
oleos comerciais. O grafico da figura 1 mostra os resultados. Foi feita coleta de
sangue dos animais com 21, 28 e 35 dias da vacinagdo com as composi¢oes
adjuvantes dos 6leos de girassol (A), canola (X), arroz (%) e milho (®).

[040] Uma substancia tem efeito adjuvante quando, adicionada ao
antigeno, potencializa a resposta imunologica do organismo a este antigeno de
forma que esta resposta é quantitativa e qualitativamente maior que a resposta
causada somente pelo antigeno. Pelo grafico da figura 1 é possivel evidenciar
que todos os dleos vegetais tiveram efeito adjuvante quando comparados aos
resultados do grupo PBS+BSA (4) em que somente o antigeno (BSA — Albumina
Sérica Bovina) foi utilizado. Isto significa que os adjuvantes compostos de 6leos
vegetais possuem potencial adjuvante importante a ser considerado na
composi¢cdo de vacinas contra doengas de baixa antigenicidade. O grupo
ISA+BSA (M), composto por emulsédo de 6leo mineral comercial (ISA-50® -
SEPPIC), serve como parametro de comparagdo com a resposta das
composic¢des de 6leos vegetais puros, que o superam quando se considera a
baixa ou muito baixa ocorréncia de reagdes vacinais que geram. Os adjuvantes
compostos por blends, além de exibirem o0 mesmo comportamento de provocar
baixa ou muito baixa ocorréncia de reacdes vacinais, ainda apresentam
respostas imunolégicas semelhantes ao adjuvante comercial citado.

[041] Em vista dos testes realizados chegou-se as composigdes
adjuvantes entre 6leos, de origem vegetal, puros e blends, para utilizagcdo em
vacinas veterinarias. Tais composi¢des vacinais sao emulsdes simples ou

multiplas, obtidas pelo método, padréao e conhecido, descrito acima.
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[042] A referida emulsdo consiste de uma parte oleosa que varia de 45%
a 85% e de outra aquosa que varia de 15% a 55%.

[043] A composicédo da parte oleosa (composi¢cédo oleosa total - COT)
compreende de 70 a 97% de 6leos vegetais, preferencialmente em estado bruto
ou virgem. Finalizando a constituicdo da COT, esta podera ter de 3% a 30% de
surfactantes e emulsificantes, sendo que sao utilizadas pelo menos duas
substancias. Os surfactantes sao pesados e misturados em propor¢des de modo
a alcancar o EHL requerido dos 6leos.

[044] Os dleos utilizados séo selecionados dentre os 6leos de améndoas,
de arroz, de canola, de semente de algodéao, de gergelim, de germe de trigo, de
girassol, de cartamo, de milho, de semente de uva, de semente de roma, de
semente de maracuja, de soja, de macadamia, de copaiba, de buriti, de babacgu,
de cupuacu, de urucum, de macauba, de pataua, de pracaxi, de tucuma, de
bacuri, de muru-muru e de ucuuba. Por questdes relacionadas a disponibilidade
dos o6leos na forma sem refino, € possivel substituir parte da proporcéo de 6leos
brutos por 6leos refinados de mesma origem vegetal que os primeiros (em até
50%), ou utilizar na composicéo oleosa fragées de diferentes 6leos vegetais
refinados, desde que do volume total de 6leos vegetais utilizados, aqueles
refinados alcancem uma proporgdo maxima de 50%. Isto significa que os 6leos
vegetais refinados ou semirrefinados podem constituir de 35 a 48,5% da COT.
Esta substituicdo tem pequena influéncia na formacado da emulsdo estavel e
respectiva proporcao de parte aquosa e de parte oleosa. Ja o efeito na resposta
imunoldgica a vacina (menor com a propor¢cao de o6leos refinados) pode ser
compensada com a adi¢ao criteriosa de 0,5-500mg de alfa-tocoferol/100g de
COT. Os critérios de adigao se referem a natureza e origem do éleo (tipo de
vegetal), tipo de vacina (especificidade do antigeno), tipo de espécie animal
receptora da vacina: todos, critérios inovadores que, com surpresa, foram
deparados na pesquisa de desenvolvimento das composi¢des adjuvantes.

[045] Os surfactantes utilizados sao surfactantes nao iébnicos de origem

vegetal (total ou parcial), sendo selecionados dentre os ésteres de sorbitol
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(sorbitan) e derivados (monolaurato, monopalmitato, monoestearato, mono-
oleato, tristearato, trioleato e etc.); ésteres de sorbitol etoxilados (sorbitan) e
derivados (monolaurato de polioxietileno, monopalmitato de polioxietileno,
monoestearato de polioxietileno, mono-oleato de polioxietileno, tristearato de
polioxietileno, trioleato de polioxietileno e etc.); ésteres de manitol e derivados;
ésteres de acido oleico e derivados; ésteres de glicerol e derivados; ésteres de
acido estearico e derivados; surfactantes poloxadmeros e poloxaminas, bem
como outros surfactantes e emulsificantes (monoestearato de polietilenoglicol,
diestearato de polietilenoglicol, monoesterato de glicerila, monoglicerideos de
soja, monoglicerideos de palma, monoglicerideos de cupuagu e monoglicerideos
de origem vegetal).

[046] Opcionalmente, a emulsdao ainda pode conter de 10-5000ug de
saponina por dose de vacina, segundo espécie animal e antigeno utilizado. As
saponinas utilizadas sdo extraidas da arvore Quillaja saponatria,
preferencialmente Quil A e seus derivados QS-7, QS-17, QS-18, QS-21 (em
especial as fragdes ultrapurificadas).

[047] Exemplos de composigdes adjuvantes sdo apresentados a seguir.
Entretanto, eles ndo devem ser entendidos como limitante da invencéo, sendo
possivel realizar alteragdes nas composi¢cdes sem que 0 escopo da mesma seja
modificado, uma vez que, dada a variacdo natural das amostras oleosas
vegetais, a tecnologia de elaboragao destas composi¢cdes de adjuvantes, implica
na inovagao de equilibrar criteriosamente a formulacéo de cada COT almejada
para a vacina a ser elaborada segundo o antigeno e a espécie animal que
recebera a vacina. O equilibrio da formulagao da COT, e consequente resultado
da emulsao vacinal final, é realizado com os critérios inesperados encontrados
nos testes de elaboracao dos adjuvantes e nos testes de viabilidade imunoldgica
e industrial das diferentes vacinas. Os critérios estdo intimamente relacionados
com a descoberta das interagbes entre os componentes da COT, sejam elas
entre as diferentes amostras de 6leos originados de um mesmo vegetal (6leos

puros), entre as distintas concentracdes de diferentes 6leos vegetais e amostras
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(no caso dos blends), sejam entre os Oleos e blends com os surfactantes
especificos para cada mistura.
Exemplos

[048] Conforme citado anteriormente, é da natureza dos 6leos vegetais
uma variagao em sua composi¢ao, dependente dos cultivares das plantas que
dao origem aos graos oleaginosos, tipo de solo onde foram plantadas, época do
ano da colheita, bem como do estagio de maturagdo do grdo no momento da
colheita e no momento do processamento para produg¢ao do dleo.

[049] Ainda assim, existe uma faixa de composi¢cao centesimal e de
composicao de acidos graxos e colesterol de cada 6leo que permite solida
referéncia quanto a identidade e qualidade dos dleos.

[050] Nos exemplos abaixo, € demonstrado como a formulagdo do
adjuvante se ajusta a esta variagdo natural da composigao dos 6leos, tendo em
vista a melhor resposta imunologica e a mais estavel aplicagdo industrial. A
referéncia de cada amostra se da pelo EHL req., particular a cada dleo e
amostra. Todos os percentuais dos Oleos e surfactantes se referem a
composicao oleosa total (COT)

1) Emulsao com um unico 6leo vegetal.

Exemplo 1 — 6leo de soja bruto — amostra de EHL req. 7

[051] Neste exemplo, obteve-se uma emulsao final estavel com uma
parte oleosa de 78% e uma parte aquosa de 22%.

[052] A composic¢ao da parte oleosa (COT) é constituida de 82% de 6leo
de soja bruto (EHL req. 7) e 18% de uma mistura de surfactantes; sendo a
mistura de surfactantes composta de 13,95% de monoestearato de sorbitol (EHL
4,7) e 4,05% de monoestearato de polioxietileno de sorbitol (EHL 14,9).

Exemplo 2 — 6leo de soja bruto — amostra de EHL req. 6.7

[053] Neste exemplo, obteve-se uma emulsao final estavel com uma
parte oleosa de 78% e uma parte aquosa de 22%.
[054] A composicao da parte oleosa (COT) é constituida de 82% de 6leo

de soja bruto (EHL req. 6,7) e 18% de uma mistura de surfactantes; sendo a
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mistura de surfactantes composta de 14,49% de monoestearato de sorbitol (EHL
4,7) e 3,51% de monoestearato de polioxietileno de sorbitol (EHL 14,9).

Exemplo 3 — éleo de soja (amostra mesclada com parte de 6leo bruto e

parte refinado) — amostra de EHL req. 6,7

[055] Neste exemplo, obteve-se uma emulséo final estavel com uma
parte oleosa de 78% e uma parte aquosa de 22%.

[056] A composicao da parte oleosa (COT) é constituida de 82% de 6leo
de soja (sendo 50% de 6leo de soja bruto e 32% de d6leo de soja refinado - EHL
req. final 6,7) e 18% de uma mistura de surfactantes; sendo a mistura de
surfactantes composta de 14,49% de monoestearato de sorbitol (EHL 4,7) e
3,51% de monoestearato de polioxietileno de sorbitol (EHL 14,9). Para esta
composi¢cao adjuvante, a cada 100g de COT adiciona-se 150mg de alfa-
tocoferol, previamente a mistura com parte aquosa.

Exemplo 4 — 6leo de soja (amostra mesclada com parte de 6leo bruto e

parte refinado) — amostra de EHL req. 6,7

[057] Neste exemplo, obteve-se uma emulsao final estavel com uma
parte oleosa de 78% e uma parte aquosa de 22%.

[058] A composic¢ao da parte oleosa (COT) é constituida de 82% de 6leo
de soja (sendo 50% de 6leo de soja bruto e 32% de dleo de soja refinado - EHL
req. final 6,7) e 18% de uma mistura de surfactantes; sendo a mistura de
surfactantes composta de 14,49% de monoestearato de sorbitol (EHL 4,7) e
3,51% de monoestearato de polioxietileno de sorbitol (EHL 14,9). Para esta
composic¢ao adjuvante, a cada 100g de COT adiciona-se 50mg de alfa-tocoferol,
previamente & mistura com parte aquosa. A parte aquosa adiciona-se em passo
anterior a elaboragédo da emulsdo de 10-50ug de saponina por dose de vacina
(equivalente a ‘por animal’) planejada, com variagao seguindo critérios aplicados
segundo espécie animal e antigeno utilizado.

2) Emulsao com misturas de 6leos vegetais:

Exemplo 5 — 6leo de soja bruto — 41% - amostra de EHL req. 7, e 6leo

de milho bruto — 41% - amostra de EHL req. 10 (EHL Req. final da mistura de
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Oleos =85

[059] Neste exemplo, obteve-se uma emulsio final estavel com uma
parte oleosa de 68% e uma parte aquosa de 32% (com antigeno).

[060] A composicao da parte oleosa (COT) compreende 41% de éleo de
soja bruto (EHL req. 7), 41% de 6leo de milho bruto (EHL req. 10) e 18% de uma
mistura de surfactantes; sendo a mistura de surfactantes composta de 11,25%
de monoestearato de sorbitol (EHL 4,7) e 6,75% de monoestearato de
polioxietileno de sorbitol (EHL 14,9).

Exemplo 6 — 6leo de soja bruto —41% - amostra de EHL req. 6,7, e 6leo

de milho bruto — 41% - amostra de EHL req. 9,6 (EHL Reaq. final da mistura de

oleos = 8,15

[061] Neste exemplo, obteve-se uma emulsao final estavel com uma
parte oleosa de 68% e uma parte aquosa de 32% (com antigeno).

[062] A composigéo da parte oleosa (COT) compreende 41% de dleo de
soja bruto (EHL req. 6,7), 41% de 6leo de milho bruto (EHL req. 9,6) e 18% de
uma mistura de surfactantes; sendo a mistura de surfactantes composta de
11,88% de monoestearato de sorbitol (EHL 4,7) e 6,12% de monoestearato de
polioxietileno de sorbitol (EHL 14,9).

Exemplo 7 — 6leo de soja refinado — 41% - amostra de EHL req. 6,7, e

o0leo de milho bruto — 41% - amostra de EHL req. 9.6 (EHL Req. final da mistura
de 6leos = 8,15)

[063] Neste exemplo, obteve-se uma emulsao final estavel com uma
parte oleosa de 68% e uma parte aquosa de 32% (com antigeno).

[064] A composicao da parte oleosa (COT) compreende 41% de éleo de
soja refinado (EHL req. 6,7), 41% de 6leo de milho bruto (EHL req. 9,6) e 18%
de uma mistura de surfactantes; sendo a mistura de surfactantes composta de
11,88% de monoestearato de sorbitol (EHL 4,7) e 6,12% de monoestearato de
polioxietileno de sorbitol (EHL 14,9). Para esta composigdo adjuvante, a cada
100g de COT adiciona-se 100mg de alfa-tocoferol, previamente a mistura com

parte aquosa.
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Exemplo 8 — 6leo de soja refinado — 41% - amostra de EHL req. 6,7, e

oleo de milho bruto —41% - amostra de EHL req. 9.6 (EHL Req. final da mistura
de 6leos = 8,15)

[065] Neste exemplo, obteve-se uma emulséo final estavel com uma
parte oleosa de 68% e uma parte aquosa de 32% (com antigeno).
[066] A composicao da parte oleosa (COT) compreende 41% de éleo de
soja refinado (EHL req. 6,7), 41% de 6leo de milho bruto (EHL req. 9,6) e 18%
de uma mistura de surfactantes; sendo a mistura de surfactantes composta de
11,88% de monoestearato de sorbitol (EHL 4,7) e 6,12% de monoestearato de
polioxietileno de sorbitol (EHL 14,9). Para esta composi¢ao adjuvante, a cada
100g de COT adiciona-se 50mg de alfa-tocoferol, previamente a mistura com
parte aquosa. A parte aquosa adiciona-se em passo anterior & elaboracdo da
emulsdo de 10-5000ung de saponina por dose de vacina (equivalente a ‘por
animal’) planejada, com variagao seguindo critérios aplicados segundo espécie
animal e antigeno utilizado.
Exemplo 9 — dleo de soja bruto — 37,8% - amostra de EHL req. 7, dleo

de milho bruto — 37,8% - amostra de EHL req. 10, e 6leo de buriti bruto — 8,4% -

amostra de EHL req. 8 (EHL Req. final da mistura de éleos = 8 45)

[067] Neste exemplo, obteve-se uma emulsio final estavel com uma
parte oleosa de 68% e uma parte aquosa de 32% (com antigeno).

[068] A composicédo da parte oleosa (COT) compreende 37,8% de 6leo
de soja bruto (EHL req. 7), 37,8% de 6leo de milho bruto (EHL req. 10) e 8,4%
de 6leo de buriti bruto (EHL req. 8) e 16% de uma mistura de surfactantes; sendo
a mistura de surfactantes composta de 9,6% de monoestearato de sorbitol (EHL
4,7); 0,96% de monolaurato de sorbitol (EHL 8,6); 4,8% de monoestearato de
polioxietileno de sorbitol (EHL 14,9); e 0,64% de monolaurato de polioxietileno
de sorbitol (EHL 16,7).

Exemplo 10 — éleo de soja bruto — 37,8% - amostra de EHL req. 6,7; 6leo

de milho bruto — 37,8% - amostra de EHL req. 9,6; e 6leo de buriti bruto — 8,4%
- amostra de EHL req. 8,3 (EHL Req. final da mistura de éleos = 8,165)
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[069] Neste exemplo, obteve-se uma emulsio final estavel com uma
parte oleosa de 68% e uma parte aquosa de 32% (com antigeno).

[070] A composicédo da parte oleosa (COT) compreende 37,8% de 6leo
de soja bruto (EHL req. 6,7), 37,8% de 6leo de milho bruto (EHL req. 9,6) e 8,4%
de dleo de buriti bruto (EHL req. 8,3) e 16% de uma mistura de surfactantes;
sendo a mistura de surfactantes composta de 10,08% de monoestearato de
sorbitol (EHL 4,7); 0,96% de monolaurato de sorbitol (EHL 8,6); 4,32% de
monoestearato de polioxietileno de sorbitol (EHL 14,9); e 0,64% de monolaurato
de polioxietileno de sorbitol (EHL 16,7).

Exemplo 11 — éleo de soja bruto — 37,8% - amostra de EHL req. 6,7; 6leo

de milho refinado — 37.8% - amostra de EHL req. 9.,6; e 6leo de buriti bruto —

8,4% - amostra de EHL req. 8,3 (EHL Regq. final da mistura de éleos = 8,165)

[071] Neste exemplo, obteve-se uma emulsio final estavel com uma
parte oleosa de 68% e uma parte aquosa de 32% (com antigeno).

[072] A composicéo da parte oleosa (COT) compreende 37,8% de 6leo
de soja bruto (EHL req. 6,7), 37,8% de 6leo de milho refinado (EHL req. 9,6) e
8,4% de 6leo de buriti bruto (EHL req. 8,3) e 16% de uma mistura de surfactantes;
sendo a mistura de surfactantes composta de 10,08% de monoestearato de
sorbitol (EHL 4,7); 0,96% de monolaurato de sorbitol (EHL 8,6); 4,32% de
monoestearato de polioxietileno de sorbitol (EHL 14,9); e 0,64% de monolaurato
de polioxietileno de sorbitol (EHL 16,7). Para esta composigéo adjuvante, a cada
100g de COT adiciona-se 200mg de alfa-tocoferol, previamente a mistura com
parte aquosa.

[073] Solugoes e beneficios que a invengao apresenta:

o Todos os componentes sdo de origem vegetal (total ou parcial),
portanto, de fontes renovaveis e com menor footprint ecoldgico (sustentavel).
Oleos minerais, provindos de combustiveis fosseis, estdo no extremo oposto
disto.

o Substancias biodegradaveis, nao-tdxicas, absorviveis e

metabolizaveis nos animais ou pessoas que receberem a vacina (ambiental).
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Nos frigorificos, durante abate de animais de produgéo, é possivel visualizar o
oleo mineral proveniente de vacinas escorrer dos tecidos animais. Este 6leo ndo
é separado e é descartado como efluente de frigorifico (poluente).

o As composig¢des adjuvantes nas emulsdes desenvolvidas pela
presente invengcdo possuem baixa ou muito baixa ocorréncia de reagbes
adversas vacinais nos animais, provocando menor desconforto nos mesmos no
periodo pos-vacinagédo (melhor conforto para o animal). Tal fato gera um ganho
econdmico consideravel em virtude da diminuicdo da perda de carne, tecido
animal e couro. Por ocasido do abate, as reagdes vacinais dos tecidos
adjacentes sao descartadas com nenhum ou baixissimo aproveitamento —
subproduto de baixo valor agregado (comumente decorrentes de vacinas que
utilizam 6leo mineral).

o As composi¢des adjuvantes de Oleos vegetais sdo facilmente
metabolizaveis proporcionando maior seguranga aos consumidores, diminuindo
também o periodo de caréncia entre a vacinagdo e o abate, particularmente
importante nas aves (que possuem ciclo de vida curto e necessitam desta maior
liberdade para decisbes gerenciais e de manejo que implicam em vultosos
valores econémicos).

o A industria produtora de vacinas pode dar uma maior garantia a
seus clientes, uma vez que as perdas decorrentes da vacinagao serdao minimas,
sem diminuir a protecdo contra as doencas.

o A industria produtora de vacinas nao precisara construir novas
instalagcbes para producao de vacinas com estes adjuvantes. Precisara apenas
adaptar suas instalagbes e equipamentos ja em uso para vacinas com Oleos
minerais. Oleos vegetais séo esterilizaveis e possuidores de grau farmacéutico.

J A tecnologia apresenta rendimento, durabilidade e preciséo
semelhantes aos produtos comerciais mais utilizados.

o O custo de producao € menor ou semelhante aos 6leos minerais,
cuja disponibilidade de mercado se encontra em suspenso, dada a baixissima

margem de lucro para seus produtores (industria petroquimica), que podem
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fabricar outros produtos mais rentaveis com os mesmos hidrocarbonetos.
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REIVINDICACOES
1. Composic¢des adjuvantes, na forma de emulsdes simples ou multiplas,

para aumentar a resposta imunoldgica em animais caracterizadas pelo fato de:

a referida emuls&o consistir de uma parte oleosa contendo de 45% a 85%
de odleos vegetais utilizados na sua forma bruta, virgem, semirrefinada ou
refinada, e sem adigao de conservantes ou antioxidantes e de outra parte aquosa
contendo de 15% a 55% de tampéo fosfato salina (PBS) ou solugdo adequada
ao antigeno da vacina,

a composicao oleosa total (COT) constituir-se de 70 a 97% de dleos
vegetais e de 3% a 30% de surfactantes e emulsificantes selecionados entre:
monoestearato de sorbitol, monolaurato de sorbitol; monoesterato de
polioxietileno de sorbitol e monolaurato de polioxietileno de sorbitol, misturados
em proporg¢des de modo a alcangar o EHL requerido dos 6leos, sendo utilizadas
pelo menos duas substancias.

2. Composicdes adjuvantes, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizadas pelo fato de os 6leos vegetais utilizados serem selecionados

dentre os 6leos de améndoas, de arroz, de canola, de semente de algodéo, de
gergelim, de germe de trigo, de girassol, de cartamo, de milho, de semente de
uva, de semente de roméa, de semente de maracuja, de soja, de macadamia, de
copaiba, de buriti, de babagu, de cupuagu, de urucum, de macauba, de pataua,
de pracaxi, de tucuma, de bacuri, de muru-muru e de ucuuba.

3. Composicdes adjuvantes, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 ou 2, caracterizadas pelo fato de os 6leos vegetais, quando

utilizados na sua forma semirrefinada ou refinada, estarem presentes na fracéao
dos dleos vegetais em até 50% de composicéo oleosa total (COT).
4. Composigdes adjuvantes, de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1, 2 ou 3, caracterizadas pelo fato de os 6leos vegetais, quando

utilizados na sua forma semirrefinada ou refinada, estarem presentes na fragao
dos 6leos vegetais de 35 a 48,5% da composic¢ao oleosa total (COT).

5. Composi¢cbes adjuvantes, de acordo com qualquer uma das
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reivindicagbes 1, 2, 3 ou 4, caracterizadas por constituirem-se de

microemulsdes ou nanoemulsdes.
6. Composicbes adjuvantes, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizadas pelo fato de compreender ainda de 0,5-500 mg de alfa-

tocoferol/100g de COT.

7. Composigbes adjuvantes, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizadas pelo fato de os surfactantes serem surfactantes nao iénicos de

origem vegetal (total ou parcial).
8. Composigcdes adjuvantes, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizadas pelo fato de a emulsao conter ainda de 10-5000ug de saponina

por dose de vacina.
9. Composigdes adjuvantes, de acordo com a reivindicagdo 8,
caracterizadas pelo fato de a saponina utilizada ser Quil A e seus derivados QS-

7, QS-17, QS-18, QS-21.

10. Uso das composicbes adjuvantes conforme definidas nas

reivindicacbes de 1 a 9 caracterizado por ser no preparo de vacinas para

potencializagao da resposta imunoldgica humoral e celular a partir de antigenos
vacinais empregados em qualquer espécie animal.

11. Uso, de acordo com a reivindicacéo 10, caracterizado pelo fato de os

antigenos vacinais serem compostos por proteinas, proteinas recombinantes,
oligossacarideos, polissacarideos conjugados ou nao, moléculas de ADN ou
ARN, toxinas, anatoxinas, virus, bactérias, leveduras e fungos recombinantes ou

nao ou produto metabdlito utilizado para imunizagao.
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