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DESCRI1ICADOQ

A presente invengdo refere-se a um dispositivo de

vacinagdo de coelhos por via parentérica contra a doen¢a

hemorragica viral (VHD) do coelho. Ela refere-se’

igualmente a um processo de vacinag¢do de coelhos contra a

doenga hemorréagica viral.

A doenga hemorragica viral do coelho € uma doenca
fortemente letal provocada por virus de pequenas dimensdcs
caliciforme designado VHD (Ohlinger et al., 1990). Provoca
80 a 100% de mortalidade nas instalagdes de cunicultura

nos coelhos com idades a partir de 10 semanas.

Até ao presente jé foi proposta a aplicagdo de um certo
nuimero de vacinas constituidas por culturas tissulares
(culturas em tecidos orgédnicos) do virus convenientemente
inactivado com formol ou com -propiolactona e adjuvadas
com hidréxido de aluminio, saponina ou um agente auxiliar
oleoso. Estas vacinas sdo administradas por via subcuténea
ou intramuscular com agulha da seringa, o que confere uma
excelente protecgdo mas necessita uma mudanga frequente de
agulha para evitar a disseminagdo de outros agentes
patogénicos. A vacinagdo ¢é uma operagdo delicada e

dispendiosa em m&o-de-obra.

A fim de evitar estes inconvenientes, a requerente
experimentou proceder a vacina¢6es com auxilio de um
aparelho classico de injecgao por jactb sem utilizagdo de
agulha, equipado com uma cabega gue possui um canal de
@jecgdo; mas estes ensaios ndo obtiveram sucesso em

virtude da incapacidade do aparelho para injectar




correctamente e de maneira repetitiva a dose minima
indispensavel de vacina.

Por consequéncia, a 1Nvengao tem COomo finalidade
proporcionar um dispositivo de vacinagdo que permite
realizar a vacinagdo contra a doenga viral hemorrédgica do
coelho, a escala industrial, de maneira eficaz e

econdmica.

Outro objecto da invengdo consiste em realizar essa
vacinagao com uma probabilidade extremamente elevada de
protec¢do de cada animal.

A invengdo tem como objecto um dispositivo de vacinagao
que permite realizar a vacina¢do de coelhos por wvia
parentérica contra a doenga hemorragica viral do coelho, &
base de cultura em tecidos do virus inactivado e adjuvada,
caracterizadé pelo facto de compreender um aparelho de
administragdo por jacto preparado para a distribuiga&o
intradermica, por intermédio de védrios jactos, de doses
individuais com um volume da ordem de 0,2 ml de wvacina,
associado com uma fonte de alimentagdo que contém a
referida vacina condicionada para apresentar um titulo
protector no mencionado volume de dose. _
Por titulo protector entende-se a quantidade de vacina que
confere ao sistema imune dos coelhos tratados a
resisténcia contra a infecgdo pelos virus responsdveis
pela doenga hemorragica.

A dose, da ordem de 0,2 ml de vacina, pode ser. injectada
de uma ou de varias vezes, por exemplo, em dois volumes
sucessivos de vacina da ordem de 0,1 ml.

Por aparelho de administragac por Jjacto entende-se um
aparelho que permite fazer a administragdo intradérmica,
sem agulha, por formagao de um jacto sob alta pressac. he

acordo com uma forma de realizagédo aperfeigoada




particularmente eficaz da presente inveng¢do, utiliza-se um
aparelho que tem uma cabega com canais miltiplos e permite
a administragcdo da dose por meio de vdrios jactos
separados, sendo ¢] nimero  de jactos pelo menos

preferivelmente igual a trés.

O dispositivo de vacinagdo de acordo com a presente
invengd@o permite assim vacinar cada coelho no interior do
pavilhdo da orelha com uma cadéncia industrial. ‘

Os aparelhos para administragcdo de vacinas ou outras
preparagdes medicamentosas por jactos sdo em si prdéprios
conhecidos e os peritos no assunto podem facilmente
procurda-los e adapta-los para a realizagdo pratica da

presente inveng¢ao.

Um aparelho util €, por exemplo, o vendido pela sociedade
Bearn Meécanique Aviation, Billere, Franca sob a marca
Mésoflash ou a marca Sanijet.

A pressao dos jactos €&, de preferéncia, da ordem de 90 a
110 bar.

Por volume da dose da ordem de 0,2 ml, entende-se um
volume que de preferéncia ¢é igual a 0,2 ml mas que de
igual forma pode ser ligeiramente diferente e, por

exemplo, estar compreendido entre 0,1 e 0,3 ml.

A invengdo tem igualmente como objecto o referido
dispositivo que possui um recipiente contendo doses
multiplas vacinas contra a doenga hemorrdgica viral do
coelho, a base de uma cultura tissular inactivada do virus
VHD, compreendendo um titulo protector num volume da ordem
de 0,2 ml (definido como anteriormente) e contendo de

preferéncia um adjuvante de hidroxido de aluminio.




A vacina e preparada de modo a apresentar um titulo, de

preferéncia, da ordem de SDV 20 em 0,2 ml.

A inven¢do tem igualmente como objecto um processo de
vaclnagdo contra a doenga viral hemorragica do coelho,
caracterizado pelo facto de se administrar no pavilhdo da
orelha de cada coelho, por via intradérmica sem utilizacao
de agulha, uma dose de vacina da ordem de 0,2 ml por jaclLo
e nomeadamente por pluralidade de jactos, de preferéncia,
por trés jactos, de uma vacina a base de cultura tissular
de VHD, de preferéncia, adjuvada com hidréxido de
aluminio.

A realizagdo pratica da presente invengéao pode
compreender, além da valéncia inactivada de VHD, outras

valéncias virais ou bacterianas.

Assim, a vacina pode compreender nomeadamente a valéncia
da mixomatose viva. E particularmente importante que seja
possivel associar estas duas valéncias, sendo a valéncia

da mixomatose dissolvida na valéncia de VHD liquida.

De maneira vantajosa, antes da injecg¢do, retoma-se a
quantidade conveniente de vacina liofilizada contra a
mixomatose com um volume de vacina liquida contra o VHD
adjuvada.

1i lgualmente importante constatar gque, por via
intradérmica, se obtém tambem a protec¢do contra a
mixomatose. |

A valéncia da mixomatose pode, por exemplo, ser
constituida pela valéncia de Shope vivo (estirpe vacinal
heterdloga do virus de Shope contra a mixomatose) ou entao
uma valéncia a partir de uma estirpe vacinal homéloga tal

como SG33.




um dispositivo de acordo com a presente invencéo.

Outras vantagens e caracteristicas da invengdo sdo evi-
dentes depois da leitura da descrigdo seguinte, feita a titu-
lo de exemplo ndc limitativo e com referéncia ao desenho ane-

X0y no qual a figura unieca representa uma vista esquematica de

1) Preparagdo da valé&ncia de HVD

Isolou-se a estirpe AG88 do virus de HVD em Outubro
de 1988 a partir de dois coelhos bravos da Borgonha atingidos
Pela doenga hemorrégica viral. O lote de sementeira priméria
do virus & distribuido por ampolas e conservado congelado a
-70¢C. Evidentemente, & possfve] obter outras estirpes de v{-

rus anflogas sem difinuldade por recolha a partir de coelhos

doéntes.

O virus é inoculado em coelhos sensiveis por via subcuté-
nea ou intremusecular na proporc@o de 100 DLSO.'Depois da manit
festag3o da sintomatolngia especi{fica da doenga, recolhem-se
os figados de coelhos infectados, esmagam-se e suspendem-se
num tamp8o de fosfato adicionado com antibidéticos. A suspen-
sdo do produto esmagado é em seguida clarificada por centrifu-
gagdo e depois por peneirag@o. A inactivacdo efectua-se por
adig8o de formaldeido. 0 produto, assim inactivado, forma o
principio activo e & misturado numa cuva com hidréxido de alu-

minio no seio de tampido fisiolégico contendo mercuriotiolato

de sédio.




Cada dose da vacina de valéncia VHD contém:

Virus VHD inactivado, estirpe AGBB""" Q. s. para se obter

no minimo 5 DVS0

- Attt (sob a forma de hidréxilo)....... 0,35 mg: 0,7 mg
-~ Mercuriotiolato de sédio, no méximo..............0,02 mg
- Formaldefdo livre, no méximo.......ee0vveveessss.0,075 mg

Kanamicina, no m&ximo.........,............,.....0.30 mg

- V8n00m101na, no mﬂximo..--'..-............-.....0,03 mz

Polimixina, no maxXimo....oceiivreeroonserenseeea0,06 mg

- Tamp3o fisiolégico, Q. S. PATE ..eevreerreesee.s0,2 ml




2°) Preparagdo da valéncia de Shope

A estirpe de fibroma da Shope sofreu passagens sucessivas
de amplificagdo sobre a derme de coelho e depois passagens
de adaptagao sobre células IDL7 (células de derme de
laparos). O lote de semente primaria de virus @&
distribuido por ampolas e depois estas sdo liofilizadas e

. . . @]
conservadas a baixa temperatura, inferior a 40~ C.

O virus ¢é multiplicado sobre células IDL7 (células de
derme de laparo). Efectua-se a recolha quatro dias mais

tarde.

A valéncia é liofilizada.

Composigdo da valéncia de Shope

Cada dose de vacina da valéncia de Shope contém:

- Virus de Shope, titulando apds a reconstituig¢do com a

valéncia de VHD, no méximQ ................. 102’7DICC50
- Sacorose, NO MAXIMO ...t ittt innnnenenenn. 7,5 mg
- Albumina bovina, NO MAXIMO. . . vttt wunennennn. 1,0 mg
- Kanamicina, NO MAXIMO ... ... iiiiunenenn. 0,05 mg

— Polimixina, NO MAXIMO .« .t iiiuenenenneennn. 0,015 mg




3%) Preparag3o da valéncia da mixomatose de 8633

O virus SG33 é proveniente de uma estirpe de fibroma
da mixomatose isolada num coelho doente com mixomatose. Foi
submetido a passagens através de coelhos e depois através de

ovos embriondrios, através de células de rins de coelho a_.

témpetaturas decrescentes até 332C e finalmente através de cé&
lulas de embriSes de galinha, A estirpe foi seguidamente sub-
metida a passagens suplementares através de células de em-

t brides de galinha EOPS. O lote de semente primé&ria viral &

I distribuido por ampolas e depois liofilizado e armazenado a

Composigdo da vg}encia de §g33

Cada dose de vacina contém:

- Vi{rus SGsacom um tftulo que, apds reconstitui¢iio com a va-
' 2,0

l8ncia de VHD, é igual a, no méximo creeeseeaasl10 DICCSO
- S53carose, NO MAXIMO «vvevenmenreenneneenns vevese8,2 mg
- Albumina bovina, no méximo..............;.‘.....1.1 mg
- Kanamicina, no méximo......veveevuerenerennnssss.0,055 mg

- Vancomicina, no maxXimo....eeve... Gttt e e 5,5 ug




O dispositivo de acordo com a presente inveng3o com-

preende, por um lado, um aparelho de administragdo por jacto

e, por outro lado, uma fonte para alimentag@o de vacina no

referido aparelho.

0 aparelho de administrag¢8@o por jacto, de tipo comple-
tamente cléssico, compreende uma pega (1) por cima da qual
estéd instalado um corpo (2) em cuja extremidade anterior se
encontra colocada numa c@mara (3) com um volume igual a 0,2 ml
A cé@mara (3) prolonga-se através dum filtro (4) até uma plu-

ralidade de canais de éJeccﬁo (5) extremamente finos que atra-
vessam a cabeca de injecgBo miltipla (6) do aparelho. O meca-
nismo que permite ejectar a dose contida na c@mara e que forma
os jactos de altﬁ.pressao compreende um &mbolo (8) que pene-

tra na clmara, e pode ser de um tipo qualquer,vtendo sido des-
critos na técnica anterior mecanismos de vérios tipos.

Os mecanismos deste género compreendem geralmente !'uma

mola que empurra o &mbolo (7) para diante e um meio motor,

eléctrico, pneumético ou manual qQue permite puxar o &mbolo

para trés para uma posig@o em que fica bloqueado para ser li-

bertado quando se faz actuar um gatilho (8).

A alimentag8o de vacina & c8mara do aparelho efectua-se
com o auxflio de um recipiente contendo doses miltiplas (9)
fixado na parte superior do aparelho e ligado com a cémara (3)
por intermédio de um canal conveniente de tal maneira que,

quando se realiza o movimento de expulsio

do &€mbolo (7) para
diante,

se interrompe a comunicag@o com esta fonte ao mesmo
tempo que o contelddo de 0,2 ml da cédmara é expulso sob a for
de trés jartos engquanto que,

pelo contrédrio, o retorno do &m-
bolo para tras,

depois da administrag3o da dose, provoca a




11

aspiracfo e . o enchimento de c&mara com a vacina proveniente

éo recipiente (9). A press8o do jacto & da ordem de 100 bar,

S52) Utilizaglo do recipiente do dispositivo de acordo

com a presente invengiZoc contendo apenas a valéncia

o e e e s

Constituem-se dois grupos de coelhos:
-~ grupo 1 : 10 coelhos

-~ grupec 2 : 3 coelhos

Cade coelho do primeiro grupo recebe uma dose de 0,2
ml por via intredérmica no pavilhfio de uma das orelhas gragas
@ dois movimentos do gatilho que aplicam 0,1 ml em dois lo-
cals de injecg8o Jdiferentes e provocam ume distribuicio intra-

dérmica da dose de 0,2 ml em seis pontos de injeccdo.

Sete dias depois da vacinag8o, os coelhos dos grupos
1 e 2 recebem, cade um, por via intramuscular 102 DLSO da es-

tirpe de vi{rus a ensaiar.

Os coelhos sBo observados quotidianamente. S80 autopsa!ados
a0 fim de sete dias depois do enssio. Os critérios eanatbdmico-
-patolégicos tomafios em consideravdo sfo: hepatite, pneumonia
hemorrfigica e hipertrofia do timo. A preseirga do virus ensaiedg

é investigada nos ffgados por hemaglutinagio.
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Os dez coelhos do grupo 1 mantiveram-se de perfeita satude
e ndo apresentaram nem sintomas nem lesdes ao fim dos sete
dais apdés a infecgdo, enquanto os trés coelhos utilizados co-
mo testemunhas do grupo 2 morrreram ao fim de tré&s dias apéds
a inoculagdo do virus. A investigag8o da presencga de virus nos

dez coelhos do grupo 1 revelou-se negativa.

62) Preparacdo e estudo de uma vacina bivalente

Associa-se um volume de dose da val&ncia de VHD, pre-
parada de acordo com o Exemplo 1, com uma dose da valéncia de
Shope preparada de acordo com o Exemplo 2. A associacgso efec-
tua-se retomando a valéncia de Shope liofilizada no meio 1i-
quido da val&ncia de VHD. A valéncia de Shope poderia ser
substituida pela valéncia de SG33.

A administragdo realiza-se exactamente da mesma maneira

que no Exemplo 5.




REIVINDICAGCOES:

la. Dispositivo de wvacinag¢do de coelhos ©por via
parenterica, caracterizado pelo facto de compreender um
aparelho de administragdo por jacto (6) adequado para a
distribuigédo intradérmica, por meio de vérios jactos
separados (5), de doses individuais de vacina com um
volume da ordem de grandeza de 0,2 ml, compreendendo uha
fonte de alimentagdo (9) que contém a referida vacina
condicionada de modo que cada volume da vacina possui o

titulo protector.

2a. Dispositivo de acordo com a reivindicagao I,
caracterizado pelo facto de ser apropriado para injectar a
dose em dois tempos, mediante aplicagdo de dois volumes

sucessivos da ordem de grandeza de 0,1 ml de vacina cada

um.
3a. Dispositivo de acordo com uma qualquer das
reivindicagbes 1 e 2, caracterizado pelo facto de

distribuir a vacina sob a forma de, pelo menos, trés

jactos.

4a. Dispositivo de acordo «com uma qualquer das
reivindicagdes 1 a 3, caracterizado pelo facto de a
pressao dos jactos estar compreendida entre cerca de 90 e
110 bar.

Lisboa,

O Agente Oficial da Propriedade Industrial




cultura tissular do virus VHD inactivada, caracterizada
pelo facto de possuir um titulo protector num volume da

ordem de grandeza de 0,2 ml.

6a. Vacina de acordo com a reivindicagdo 5, caracterizada
pelo facto de a substéncia veicular auxiliar ser hidréxido

de aluminio.

7a. Vacina de acordo com uma qualquer das reivindicag¢des 5
ou 6, caracterizada pelo facto de a dose possuir um titulo

da ordem de SDV 90 num volume igual a 0,2 ml.

8a. Vacina de acordo com uma qualquer das reivindicag¢des 5
a 7, caracterizada pelo facto de compreender, pelo menos,
uma outra valéncia viral ou bacteriana.

9a. Vacina de acordo com a reivindicagdo 8, caracterizada
pelo facto de, no meio 1liquido da wvaléncia VHD,
compreender uma valéncia de misomatose e, nomeadamente, a
valéncia de Shope vivo ou uma valéncia homéloga, tal como

SG33.

Lisboa, 1993-05- 0%
O Agente Oficial da Propriedade Industrial

Américo da Silva Carvalho

Agente Oficial da Propriedade Industrial
. Rua Marqués de Fronteira, N® 127-2¢
1000 LISBOA-Tels. 3877373-3877453
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Rhone Merieux, S.4A.
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