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“FORMULAGAO DE VACINA ANIMAL; COMPONENTE
ESTABILIZADOR; VACINA ANIMAL; PROCESSO DE PREPARACAO DE UMA
FORMULACAO DE VACINA ANIMAL; ESTABILIZADOR DE VACINA; E
COMPONENTE ESTABILIZADOR DE VACINA”.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a estabilizadores de
vacinas e, mais particularmente, a estabilizadores a base de
proteinas para vacinas de virus vivas e vivas atenuadas, que
sdo substancialmente isentas de encefalopatia espongiforme
bovina (BSE) e encefalopatia espongiforme transmissivel
(TSE) . A presente invengdo também se refere a formulacdes de
vacinaé veterindrias contendo estabilizadores de fontes
vegetais e de fontes animais, que sd3o substancialmente
isentas de BSE e TSE.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Os organismos virais vivos e vivos atenuados
usados em vacinas sd0 sensiveis a variacgdes nos seus meids
fisico e degradam, quando expostos a condic¢des subdtimas.
Desse modo, estabilizadores de vacinas sdo usados como
agentes adicionados a vacinas liquidas, congeladas ou
liofilizadas, para manter as poténcia e eficiéncia das
vacinas. Freqgientemente, esses estabilizadores sé&o incorpo-
rados a vacina durante preparacido delas e as estabilizam
durante todo o periodo de manufatura, armazenamento e
administragdo delas. Os estabilizadores conferem um maior
tempo de vida util a vacina, até que essa esteja pronta para
administracdo. Ainda que os estabilizadores de vacinas sejam

efetivos ao estender a poténcia delas pelos processos de
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manufatura e armazenamento, novas preocupacdes de saude
devem ser consideradas quando da selecdo do tipo de
estabilizador e da sua fonte.

Varios processos sdo conhecidos para a produgdo de
vacinas virais vivas e vivas atenuadas contendo estabiliza-
dores. Os estabilizadores de virus de vacinas tradicionais
sdo freqientemente compreendidos de proteinas animais,
juntamente com agucares, para estabilizar o virus. As pro-
teinas derivadas de ruminantes, tais como as proteinas do
leite, os estabilizadores Pharmatone® e Peptone®, sao
comumente usadas no processo de estabilizacéao. Pharmatone®
(American Labs, Inc., Omaha, NE) ¢é obtido por hidrdélise
térmica e digestdo peptidica de tecidos de carne de vaca.
Bacto Peptone® (Difco Laboratories, Inc., Tucker, GA) & um
material digerido enzimatico de proteinas animais.

Além disso, o pedido de patente U.S. 2003/0215455
(20 de novembro de 2003) (B. Reynolds et al.) descreve um
estabilizador de vacinas, que compreende um agente redutor,
um tampdo, um estabilizador térmico, um aglcar e &gua. Essa
referéncia também descreve como utilizar um agente colorante,
para servir como uma referéncia visual a um cuidador de
animal, para identificar positivamente a presenca da vacina,
na sua prédprio fonte de agua integral, para disseminacdoc em
um rebanho de animais.

A patente U.S. 5.733.555 (31 de marco de 1998) (H.
J. Chu) descreve uma formulag¢do, que compreende um virus
modificado combinado com um estabilizador, um veiculo ou

diluente. Além disso, a formulagdo compreende ainda um



10

15

20

25

adjuvante, gque estd presente em uma concentrag¢do final de
cerca de 1-25% (v/v) e, de preferéncia, 5% (v/v).

A patente U.S. 6.258.362 (10 de julho de 2001) (P.
T. Loudon et al.) se refere a uma composicdo farmacéutica
seca, dispersivel em um liquido aquoso ou em um injecéo,
contendo um virus, um polissacarideo ou uma fonte de
aminoacidos mistos, um tamp&o e um mono- ou oligossacarideo
ou derivados deles. No entanto, a fonte do aminodcido é
necessariamente de origem vegetal ou bacteriana. Substanci-
almente, as fontes de proteinas ou de tecidos de amino&cidos
isentas de TBE/BSE, tal como leite de vaca, ndo s&ao
descritas. As composicgdes incluem exemplos livres de
proteinas animais e hidrolisados delas ou de outros
materiais de origem animal.

Como conseqgiiéncia direta da TSE e das ameacas
relacionadas (isto é, BSE) em fontes ruminantes, fontes de
proteinas alternativas estd3o sendo atualmente consideradas
para uso como estabilizadores de vacinas. De uma maneira
geral, acredita-se que os graus mais altos de infectuosidade
de TSE/BSE sejam encontrados no cérebro e no corddo espinhal
de animais ruminantes, nos estagios finais de doenca
clinica. Os cientistas verificaram que diferentes tecidos de
ruminantes contém diferentes propor¢des do agente BSE.
Alguns tecidos, tais como do misculo esquelético e do leite,
nunca foram mostrados como tendo muita, se alguma infectuo-
sidade. No entanto, outras proteinas e gelatinas, que podem
ser igualmente usadas como estabilizadores em vacinas, s&ao

originarias de outros tecidos, incluindo ossos bovinos. Em
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virtude de que os métodos de matanca e de abatimento usados
para obter os tecidos e preparar os materiais pode afeta o
grau de infectuosidade, que pode estar presente, parece que
apenas as proteinas e agucares originadrios do leite de vaca
podem apresentar pouco ou nenhum risco de TSE/BSE. Além
disso, as fontes de n&o ruminantes, tais como plantas e
vegetais, apresentam potencialmente uma das uUnicas fontes
livre de risco de TSE/BSE de proteinas estabilizadoras.

Desse modo, as deficiéncias associadas com o©Os
estabilizadores de vacinas de animais conhecidos sdo duplas.
A primeira é o uso de proteinas base de animais de fontes
gue possuem uma ameag¢a potencial de TSE/BSE. A segunda é o
uso de proteinas de base vegetal isentas de BSE/TSE apenas
em vacinas que vao incluir ©proteinas de base animal
benéficas de uma fonte substancialmente isenta de BSE/TSE.

A luz dessas observacdes, had uma necessidade na
técnica para desenvolver um estabilizador de vacina compre-
endendo proteinas de fontes substancialmente isentas de
BSE/TSE, que incluem ambas as fontes vegetais e animais. Ha
também uma necessidade para desenvolver uma formulacido de
vacina para uso veterindrio, que contenha um componente
solubilizador derivado tanto de fontes vegetais quanto de
fontes de base animal, que sejam substancialmente isentas de
BSE ou TSE.

SUMARIO DA INVENCAO

De acordo com a presente invencdo, proporciona-se
uma formulagdo de vacina animal, que consiste essencialmente

de wum imundégeno viral, e um componente estabilizador,
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contendo uma proteina de base animal de uma fonte substanci-
almente isenta de BSE/TSE e uma proteina de base vegetal.
Além disso, de acordo com a presente invencdo, uma fonte de
proteina substancialmente isenta de BSE/TSE vai ser, de
preferéncia, leite de ruminante. As proteinas de base
vegetal podem ser originarias de vegetails ou de uma espécie
de planta, como ja& descrito acima.

Em outro aspecto, a presente invengdo proporciona
uma vacina animal, gque inclui um componente estabilizador,
como apresentado acima, e inclui ainda um tampdo e acucar.
Embora os fosfatos, carboxilatos e bicarbonatos sejam os
preferidos, outros agentes de tamponamento adequados podem
ser usados. A fonte de ag¢ucar inclui, tipicamente, sacari-
deos, mas outros agentes de retencdo de umidade, tais como
carboidratos e &alcoois de agucar também possam ser incluidos.

Em mais um outro aspecto, a presente invencdo
proporciona um método para a prepara¢do de uma formulacdo de
vacina animal. A preparacdo inclui a formagdo de um compo-
nente estabilizador, que inclui uma proteina de base vegetal
em um diluente. Uma proteina de base animal de uma fonte
substancialmente isenta de BSE/TSE é adicionada como parte
do componente estabilizador. Adicionalmente, um tampdo e um
acucar podem ser adicionados. O componente estabilizador
pode ser também, se desejado, esterilizado. Subseqiliente a
esterilizacdo do componente estabilizador, uma formulacdo de
vacina é obtida pela adigcdo de um imundégeno viral ao

componente estabilizador. A liofilizagdo da formulacdo de
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vacina produz uma vacina estabilizada, adequada para longos
periodos de armazenamento.

Como uma outra parte da invengdo, proporciona-se
também um estabilizador de wvacina, que consiste essencial-
mente de um estabilizador de proteina vegetal e um estabili-
zador de proteina animal de uma fonte substancialmente
isenta de BSE/TSE.

Outros objetos e aspectos da invencdo vao ficar
evidentes da descricdo detalhada e das reivindicag¢des apre-
sentadas a seguir.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

H& uma necessidade para uma formulagdo de vacina
animal contendo um imundgeno viral, Jjuntamente com um
estabilizador contendo uma proteina de base animal de uma
fonte substancialmente isenta de BSE/TSE e uma proteina de
base vegetal. A presente invengdo ¢ dirigida a outras
solugdes para satisfazer essa necessidade.

Como aqui usado, “imundgeno viral” vai tipicamente
denotar um virus vivo ou vivo atenuado, ou uma parte dele.
Um virus atenuado é um virus que foi alterado, tipicamente
por passagem em células de cultura de tecido, para atenuar
essa capacidade de provocar doenga, mas que mantém a sua
capacidade de protegdo contra doenga ou infecgdo, quando
administrado a animais. Os exemplos incluem, mas n&o sé&o
limitados a, imundégenos vivos e vivos atenuados desses
animais, tais como vacas, cavalos, porcos, carneiros, aves
comestiveis, incluindo frangos, patos e pombos, cdes, gatos

e outras espécies veterindrias, em particular, mamiferos. Os
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imundégenos ilustrativos incluem, mas n&8o sdo limitados a,
Bordetella bronchiseptica, adenovirus canino tipo 2 (CAV-2),
indisposig¢do canina, virus da parainfluenza canina, parvo-
virus canina (CPv), calicivirus felino (FCV), rinotraqueite
felina, penleucopenia, virus pseudordveis porcinos (PRV),
arterite eqiina (EAV), virus rinotraqueite bovino, virus da
parainfluenza bovina (PI3), virus sincitial respiratdrio
bovino (ERSV), doenca viral bovina do Tipo I e do Tipo II
(BCT Tipo I e Tipo II). Os imundgenos de aves comestiveis
ilustrativos incluem, mas ndo s&d&o limitados a, virus de
bronquite infecciosa avidria (IBV), virus da doenga
Newcastle (NDV), Virus de Doenca Bursal Infecciosa (IBDV),
virus Laringotraqueite Infeccioso (ILT), virus encéfalo-
mielite avidrio (AE), poxvirus avidrio ou reovirus aviario.
O uso das formula¢gdes da presente inveng¢do para imundgenos
de aves comestiveis é particularmente vantajoso, pelo fato
de que esses imundégenos sd8o tipicamente fornecidos ao
usudrio final como produto 1liofilizado, de modo gue os
estabilizadores s&o necessarios para garantir poténcia
integral, por reconstituicdo antes da administracédo da
vacina ao animal alvo.

O lago de imundégenos vivos ou vivos atenuados pode
ser puro ou em solucgao, dependendo da concentrac¢cdo da carga
de imundégenos. Se o titulo for alto, pode precisar ser
diluido para obter a concentracgdo alvo.

O imundgeno viral é incluido como parte da formu-
lacdo de wvacina, como aqui apresentado. Tipicamente, o

imundédgeno viral pode ser adicionado como parte de uma
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solugcdo padrdao para o imundgeno de interesse. A carga do
imundégeno viral pode variar, mas vai estar, freglientemente,
dentro da faixa de cerca de 0,001 a 50% (peso/volume), de
preferéncia, dentro da faixa de cerca de 0,01 a 10%. Uma
pessoa versada na técnica pode otimizar a proporcdo de
imundégeno, com base nos atributos particulares da formulacao
de vacina final desejada. Por exemplo, um imundégeno de vacina
mais potente ou mais forte pode requerer, por exemplo, menos
concentracdo na formulagdo de vacina final. A proporcdo de
imunégeno de vacina apresentada acima na formulacdo de
vacina ndo € inclusiva de qualquer diluente (tal como &gua),
ou outro meio de suspensdo ou veiculo (tal como 6leo).

Um outro componente da formulacdo de wvacina da
invengdo é um componente estabilizador. “Componente estabi-
lizador” denota uma combinagdo de uma proteina de base
animal de uma fonte substancialmente isenta de BSE/TSE e uma
proteina de base vegetal, gque estabiliza a formulacdo de
vacina durante armazenamento e administracdo dela. O compo-
nente estabilizador pode compreender cerca de 0,01 - 30%
(peso/volume) da formulagdo de vacina animal, particular-
mente, cerca de 0,05-15% (peso/volume) e, especialmente,
cerca de 1-10% (peso/volume).

Como parte do componente estabilizador, ha uma
proteina de base ahimal de uma fonte substancialmente isenta
de BSE/TSE. Uma “proteina de base animal de uma fonte
substancialmente isenta de BSE/TSE” se refere a proteinas
que sdo originarias de leite de ruminantes, e de outras

fontes, por exemplo, a carne de misculo, de um animal,
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particularmente, um mamifero, gque s&o provavelmente isentas
de contaminagdo de BSE e TSE. As proteinas de base animal
adequadas inclﬁenu mas ndo sdo limitadas a, extratos de
proteinas digeridos, tais como N-Z-Amine®, N-Z-Amine AS® e
N-Z-Amine YT® (Sheffield Product Co., Norwich, N.Y.), que
s8o materiais hidrolisados enzimdticos de caseina de leite
bovino. A N-Z-Amine YT® & a proteina de base animal
preferida para uso na presente invencgéio.

A proteina de base animal pode compreender cerca
de 0,001-15% (peso/volume) do componente estabilizador,
particularmente, cerca de 0,01-10% (peso/volume) dele. A
proteina de base animal vai compreender ainda cerca de
0,0001-3% (peso/volume), particularmente, cerca de 0,001-2%
(peso/vblume) da formulacdo de wvacina.

Uma outra parte do componente estabilizador ¢é a
proteina de base vegetal. As proteinas de base vegetal podem
incluir, sem limitag¢do, proteina de soja, proteina de trigo,
gluten de milho, proteina de arroz e proteina de canhamo,
entre outros. As proteinas de base vegetal preferidas s&do as
proteinas de soja e gluten de milho. O gliten de milho é uma
mistura de varias proteinas derivadas de milho. As proteinas
de soja podem incluir 100% de proteina de soja (disponivel
como VegeFuel® pela Twinlab), proteina de soja texturizada e
material digerido enzimatico de soja. A proteina de soja
texturizada ¢é uma proteina de soja, que ¢é produzida de

farinha de soja, que é comprimida e processada em granulos

ou nacos. O material digerido enzimdtico de soja inclui
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peptonas, que resultam da hidrélise parcial de proteinas de

soja.
A proteina de base vegetal pode compreender cerca
de 0,001-30% (peso/volume) do componente estabilizador,

particularmente, cerca de 0,01-10% (peso/volume) dele. A
proteina de base vegetal vai compreender ainda cerca de
0,0001-6% (peso/volume), particularmente, cerca de 0,001-4%
(peso/volume) da formulacdo de vacina final. A razdo de
proteina de base vegetal para proteina de base animal pode
variar, de preferéncia, de cerca de 1:1 a cerca de 3:1 e,
particularmente, vai ser na faixa de cerca de 2:1.

Um diluente, de preferéncia, &gua, vai compreender

tipicamente o restante do componente estabilizador, até

100%.
A formulagdao de vacina da invencdo pode incluir,
adicionalmente, um agucar biologicamente aceitavel para

retengdo de umidade, durante o processo de liofilizacdo, ja
descrito acima. O agucar é selecionado do grupo incluindo,
mas nao limitado a, glicose, dextrose, lactose, sacarose,
manose e frutose, e assemelhados. A sacarose é o acucar
preferido na formulagdo da presente invencdo. O aglUcar pode
compreender cerca de 0,001-6% (peso/volume) da formulacdo de
vacina, particularmente, cerca de 0,001-4% (peso/volume). Se
desejado, o componente acgucar pode ser incluido como parte
do componente estabilizador, durante a sua preparacdo. Uma
pessoa versada na técnica pode reconhecer que uma razdo
aproximada de 1:1 de componente aguUcar para proteina de base

vegetal na formulacdo final pode ser desejavel.
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A formulacdoc de vacina pode incluir, adicional-
mente, um tampdo biologicamente aceitdvel, para manter um pH
préximo do neutro (7,0-7,3). Esses tampdes preferivelmente
usados s&o, tipicamente, fosfatos, carboxilatos e bicarbo-
natos. Os agentes de tamponamento particularmente preferidos
sdo fosfato de sédio, fosfato de potassio, citrato de sdbdio,
lactato de célcio, succinato de sdédio, glutamato de sdédio,
bicarbonato de sédio e bicarbonato de potassio. O tampédo
pode compreender cerca de cerca de 0,001-5% (peso/volume) da
formulagdo de vacina, particularmente, cerca de 0,001-1%
(peso/volume). O ou os tampdes podem ser adicionados como
parte do componente estabilizador, durante a sua preparacaoc,
se desejado.

Outros excipientes, se desejados, podem ser
incluidos como parte da formulagdo de vacina final.

O restante da formulacdo de vacina é um diluente
aceitavel, a 100%, incluindo &agua. A formulacdo de vacina
pode ser também formulada como parte de uma emulsdo de &agua-
em-6leo ou de &bleo-em—-agua. Uma pessoa versada na técnica
val ainda reconhecer que os compostos até agora descritos,
compreendendo a formulagdo de vacina, s&o uma parte integral
deles, e ndo sdo facilmente analisaveis deles.

Também se proporciona como parte da invencdo um
processo de preparacao da formulagdo de vacina aqui
descrita. A preparacdo da formulacdo de wvacina ocorre, de
preferéncia, em duas fases. A primeira fase envolve, tipica-
mente, a preparacdo do componente estabilizador. Uma solucédo

padrao de proteina de base vegetal é preparada por disso-
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lucédo da proteina de base vegetal em um diluente. O diluente
preferido é &gua, de preferéncia, destilada e/ou purificada,
de modo a remover as impurezas a nivel de tracos (tal como
aquela vendida como Super Q°® purificada). Em um recipiente
separado, uma proteina de base animal de uma fonte substan-
cialmente isenta de BSE/TSE, ¢ dissolvida em um diluente,
adicionalmente com o componente aglcar e aditivos de tampdes.
N-Z Amine YT®, uma fonte de alta qualidade de peptidios
produzida por hidrdélise enzimatica de caseina, é uma proteina
de base animal preferido, enquanto que &gua é o diluente
preferido. De preferéncia, um volume igual da soluc¢do padréo
de proteina de base vegetal ¢é adicionado a solucgdo de
proteina de base animal. E desejavel que, apds ajuste com
HCl / KOH para obter um pH de aproximadamente 7,2 *+ 0,1, o
componente estabilizador seja esterilizado por autoclave. A
solugcdo estabilizadora pode ser refrigerada por um longo
periodo, antes da introducdo do imundgeno.

A segunda fase de preparagdo da formulacdo de
vacina inclui a introducgdo do imundgeno vivo ou vivo atenuado
com o© componente estabilizador, produzindo, desse modo, a
formulacdo de vacina. De preferéncia, o imundgeno é diluido
com uma soluc¢cdo tampdo, antes da sua introdugdo no compo-
nente estabilizador.

Uma vez que essa solugcdao de formulacdo de vacina
tenha sido obtida, a formulagdo ¢ separada em pequenos
frascos ou outros recipientes adequadocs.

A formulagdo de vacina aqui descrita pode ser

depois embalada em ampolas individuais ou multidose, ou ser
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subseqlentemente liofilizada (seca por congelamento), antes
da embalagem em ampolas individuais ou multidose. A formula-
¢ao de vacina aqui considerada também inclui a versdo liofi-
lizada. A formulagcdo de wvacina 1liofilizada pode ser
armazenada por longos periodos de tempo, sem perda de viabi-
lidade em temperaturas ambientes.

A vacina liofilizada pode ser reconstituida pelo
usuario final, e administrada a um animal, tipicamente em
uma ou duas doses, na faixa de cerca de 1-5 mL de formulacao
/dose de vacina. Os animais menores, tais como aves
comestiveis, podem receber uma dosagem preferida de cerca de
0,01-1 mL, particularmente, cerca de 0,03-0,5 mL.

Os exemplos apresentados a seguir ilustram os
aspectos preferidos da invencdo, mas ndo devem ser conside-
rados como limitantes do seu ambito.

EXEMPLO 1

ETAPA 1: PREPARACAO DE SOLUCAO PADRAO DE PROTEINA DE BASE

VEGETAL
5,0 g de gliten de milho foram misturados com 50
mL de &gua purificada. A mistura foi depois moida em um
misturador. A mistura foi decantada e o sobrenadante
coletado. A solucgdo foi armazenada a 4°C.

ETAPA 2: PREPARACAO DO COMPONENTE ESTABILIZADOR

N-Z Amine YT® (2,5 g), sacarose (5,0 g) (Sigma,

St. Louis, Mo.) e glutamato monossdédico (0,5 g) (Sigma, St.
Louis, Mo.) foram adicionados a 50 mL de A&agua (Super Q®
purificada) e dissolvidos. Calor foi adicionado para

aumentar a taxa de dissolucdo. Essa solucadao foi adicionada
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aos 50 mL da solucdo de gluten de milho a 10% da etapa 1. O
pH foi ajustado a 7,2 + 0,1 com KOH e/ou HCl. A solugdo foi
depois dispensada em recipientes adequados e submetida a uma
autoclave a > 121°C ou > 30 minutos. (Essa solucdo pode ser
armazenada a 2-7°C por aproximadamente 1 més.)

ETAPA 3: PREPARACAO E LIOFILIZAGCAO DA FORMULACAO DE VACINA

Preparacdo do lago de virus: Um virus de bronquite

infecciosa aviaria (IBV), virus da doenca Newcastle (NDV),
Virus de Doenca Bursal Infecciosa (IBDV), virus
Laringotraqueite Infeccioso (ILT), virus encefalomielite

aviadrio (AE), poxvirus avidrio ou reovirus aviario congelado
foi ou é descongelado a 37°C. 50 mL do virus descongelado
foram ou s&o adicionados a um frasco estéril, diluidos com
400 mL de PBS (solugcdo salina tamponada com fosfato) e o
titulo viral registrado (EIDso/mL) .

Preparacdo da formulagdo de vacina: 15 mL do
componente estabilizador (consultar a etapa 2 acima) foram
ou sdo adicionados a um frasco estéril e diluidos com 85 mL
do imundgeno viral diluido da etapa 3a. Essa formulacdo de
vacina foi ou é misturada por 5 - 10 minutos, e o titulo do
imunégeno tedrico registrado (EIDsg/mL) .

Dispensacdo de aliquotas dos lagos de imundgeno/
estabilizador: A formulacdo de vacina da etapa 3b foi ou é
dispensada em aliquotas de 6 mL em frascos de liofilizacéo
com paredes salgadas estéreis e agulhas grossas e curtas
estéreis. Tampdes estéreis foram ou sdo adicionados a cada
pequeno frasco, e os pequenos frascos adicionados ao liofi-

lizador. Apds liofilizacd@o, os pequenos frascos sdo reenchi-



10

15

20

25

15

dos com 10-15% de nitrogénio, tampados, vedados por pregas,
e armazenados a 4°C.
EXEMPLO 2

ETAPA 1: PREPARACAO DE SOLUCAO PADRAO DE PROTEINA DE BASE

VEGETAL
5,0 g de proteina de soja (VegeFuel® da Twinlab)
foram misturados com 50 mL de &agua purificada. A mistura foi
depois moida em um misturador. A mistura foi decantada e o
sobrenadante coletado. A solucdo foi armazenada a 4°C.

ETAPA 2: PREPARACAO DO COMPONENTE ESTABILIZADOR

N-Z Amine tipo yT® (2,5 g) (Sheffield Products Co.

Norwich, N.Y.), sacarose (5,0 g) (Sigma, St. Louis, Mo.) e
glutamato monossdédico (0,5 g) (Sigma, St. Louis, Mo.) foram
adicionados a 50 mL de A&gua (Super 0® purificada) e

dissolvidos. Calor foi adicionado para aumentar a taxa de
dissolucgdo. Essa solucdo foi adicionada aos 50 mL da solucéao
de proteina de soja (VegeFuel® da Twinlab) a 10% da etapa 1.
O pH foi ajustado a 7,2 £ 0,1 com KOH e/ou HCl. A solugéao
foi depois dispensada em recipientes adequados e submetida a
uma autoclave a > 121°C ou > 30 minutos. (Essa solugdo pode
ser armazenada a 2-7°C por aproximadamente 1 més.)

ETAPA 3: PREPARACAO E LIOFILIZACAO DA FORMULACAO DE VACINA

Preparacd@o do lago de virus: Um virus de bronquite

infecciosa aviaria (IBV), virus da doenca Newcastle (NDV),
Virus de Doenga Bursal Infecciosa (IBDV), virus Laringotra-
queite Infeccioso (ILT), virus encefalomielite aviario (AE),

poxvirus avidrio ou reovirus aviario congelado foi ou é

descongelado a 37°C. 50 mL do virus descongelado foram ou
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sdo adicionados a um frasco estéril, diluidos com 400 mL de
PBS (solucdo salina tamponada com fosfato) e o titulo viral
registrado (EIDse/mL) .

Preparacdo da formulagdo de wvacina: 15 mL do
componente estabilizador (consultar o Exemplo 2 acima) foram
ou sao adicionados a um frasco estéril e diluidos com 85 mL
do imundégeno viral diluido da etapa 3a. Essa formulacdo de
vacina foi ou é misturada por 5 - 10 minutos, e o titulo do
imundégeno tedrico registrado (EIDsg/mL) .

Dispensacgdo de aliquotas dos lagos de imundgeno/
estabilizador: A formulagdo de vacina da etapa 3b foi ou é
dispensada em aliquotas de 6 mL em frascos de liofilizacéao
com paredes salgadas estéreis e agulhas grossas e curtas
estéreis. Tampdes estéreis foram ou sdo adicionados a cada
pequeno frasco, e os pequenos frascos adicionados ao
liofilizador. Apds liofilizacdo, os pequenos frascos sé&ao
reenchidos com 10-15% de nitrogénio, tampados, vedados por
pregas, e armazenados a 4°C.

EXEMPLO 3

ETAPA 1: PREPARACAO DE SOLUCAO PADRAO DE PROTEINA DE BASE

VEGETAL
5,0 g de proteina de soja texturizada foram
misturados com 50 mL de 4agua purificada. A mistura foi
depois moida em um misturador. A mistura foi decantada e o
sobrenadante coletado. A solucgdo foi armazenada a 4°C.

ETAPA 2: PREPARACAO DO COMPONENTE ESTABILIZADOR

N-Z Amine tipo yT® (2,5 g) (Sheffield Products Co.

Norwich, N.Y.), sacarose (5,0 g) (Sigma, St. Louis, Mo.) e
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glutamato monossdédico (0,5 g) (Sigma, St. Louis, Mo.) foram
adicionados a 50 mL de &gua (Super 0® purificada) e
dissolvidos. Calor foi adicionado para aumentar a taxa de
dissolucd&o. Essa solucgdo foi adicionada aos 50 mL da solucdo
de proteina de soja texturizada a 10% da etapa 1. O pH foi
ajustado a 7,2 £ 0,1 com KOH e/ou HCl. A solucgdo foi depois
dispensada em recipientes adequados e submetida a uma
autoclave a > 121°C ou >‘30 minutos. (Essa solugdo pode ser
armazenada a 2-7°C por aproximadamente 1 més.)

ETAPA 3: PREPARACAO E LIOFILIZACAO DA FORMULACAO DE VACINA

Preparagdo do lago de virus: Um virus de bronqgquite
infecciosa aviaria (IBV), virus da doenca Newcastle (NDV),
Virus de Doeng¢a Bursal Infecciosa (IBDV), virus Laringotra-
queite Infeccioso (ILT), virus encefalomielite aviario (AE),
poxvirus avidrio ou reovirus aviario congelado foi ou é
descongelado a 37°C. 50 mL do virus descongelado foram ou
sdo adicionados a um frasco estéril, diluidos com 400 mL de
PBS (solugao salina tamponada com fosfato) e o titulo viral
registrado (EIDso/mL) .

Preparacdo da formulacdo de vacina: 15 mL do
componente estabilizador (consultar o Exemplo 2 acima) foram
ou sdo adicionados a um frasco estéril e diluidos com 85 mL
do imundégeno viral diluido da etapa 3a. Essa formulacido de
vacina foi ou é misturada por 5-10 minutos, e o titulo do
imundégeno tedrico registrado (EIDsp/mL).

Dispensagcdo de aliquotas dos lagos de imundgeno/

estabilizador: A formulacdo de vacina da etapa 3b foi ou é

dispensada em aliquotas de 6 mL em frascos de liofilizacgéao
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com paredes salgadas estéreis e agulhas grossas e curtas
estéreis. Tampdes estéreis foram ou sdo adicionados a cada
pequeno frasco, e os pequenos frascos adicionados ao liofi-
lizador. Apds liofilizacgdo, os pequenos frascos sdo reen-—
chidos com 10-15% de nitrogénio, tampados, vedados por
pregas, e armazenados a 4°C.

EXEMPLO 4

ETAPA 1: PREPARACAO DE SOLUCAO PADRAO DE PROTEINA DE BASE

VEGETAL
5,0 g de material de digestd@o enzimatica de soja
foram misturados com 50 mL de &gua purificada. A mistura foi
depois moida em um misturador. A mistura foi decantada e o
sobrenadante coletado. A solucdo foi armazenada a 4°C.

ETAPA 2: PREPARACAO DO COMPONENTE ESTABILIZADOR

N-Z Amine tipo YT® (2,5 g) (Sheffield Products Co.
Norwich, N.Y.), sacarose (5,0 g) (Sigma, St. Louis, Mo.) e
glutamato monossédico (0,5 g) (Sigma, St. Louis, Mo.) foram
adicionados a 50 mL de agua (Super Q® purificada) e dissol-
vidos. Calor foi adicionado para aumentar a taxa de disso-
lugcdo. Essa solug¢do foi adicionada aos 50 mL da solugdo de
digestdo enzimatica de soja a 10% 'da etapa 1. O pH foi
ajustado a 7,2 £ 0,1 com KOH e/ou HCl. A solugdo foi depois
dispensada em recipientes adequados e submetida a uma
autoclave a > 121°C ou > 30 minutos. (Essa solugdo pode ser
armazenada a 2-7°C por aproximadamente 1 més.)

ETAPA 3: PREPARACAO E LIOFILIZACAO DA FORMULACAO DE VACINA

Preparagdo do lago de virus: Um virus de bronquite

infecciosa aviaria (IBV), virus da doenca Newcastle (NDV),
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Virus de Doeng¢a Bursal Infecciosa (IBDV), virus Laringotra-
queite Infeccioso (ILT), virus encefalomielite avidrio (AE),
poxvirus aviadrio ou reovirus avidrio congelado foi ou é
descongelado a 37°C. 50 mL do virus descongelado foram ou
sdo adicionados a um frasco estéril, diluidos com 400 mL de
PBS (solug¢do salina tamponada com fosfato) e o titulo viral
registrado (EIDsg/mL) .

Pfeparagéo da formulacdo de vacina: 15 mL do
componente estabilizador (consultar o Exemplo 2 acima) foram
ou sdo adicionados a um frasco estéril e diluidos com 85 mlL
do imundégeno viral diluido da etapa 3a. Essa formulacdo de
vacina foi ou é misturada por 5-10 minutos, e o titulo do
imunégeno tedrico registrado (EIDsg/mL) .

Dispensagdo de aliquotas dos lagos de imundgeno/
estabilizador: A formulac¢do de vacina da etapa 3b foi ou é
dispensada em aliquotas de 6 mL em frascos de liofilizacdao
com paredes salgadas estéreis e agulhas grossas e curtas
estéreis. Tampdes estéreis foram ou sdo adicionados a cada
pequeno frasco, e os pequenos frascos adicionados ao liofi-
lizador. Apds 1liofilizacdo, os pequenos frascos sao reen-
chidos com 10-15% de nitrogénio, tampados, vedados por
pregas, e armazenados a 4°C.

EXEMPLO 5

TESTE COMPARATIVO COM ESTABILIZADOR DE BASE ANIMAL
Fluidos de coleta de cepa de vacina IBV foram
formulados a um titulo equivalente em estabilizadores, como
descrito acima nos Exemplos 1-4, e comparados a virus

estabilizados em proteina animal da maneira de Poulvac® IB
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ponivel da Fort Dodge Animal Health Division de Wieth.
Amostras foram obtidas apds o virus ser misturado com o
estabilizador e de novo apds o ciclo de liofilizacdo, foram
tituladas em triplicata, e os titulos das médias geométricas
pbébs—-liofilizacdo foram comparados para determinar a perda
durante a secagem por congelamento.

Os resultados sdo os seguintes:

Titulo da média Titulo da média
eométrica pré- eométrica pds- perda de
Amostra g . o ?_ 9 . o ?_ titulo
liofilizacgédo liofilizacgéo (log/mL)
(log/mL) (Log/mL) g
IBV + estabilizador
do Exemplo 1 6,20 5,54 0,66
IBV + estabilizador
do Exemplo 2 5,40 4,66 0,74
IBV + estabilizador
do Exemplo 3 5,80 4,01 1,19
IBV + estabilizador
do Exemplo 4 5,80 4,78 1,02
IBV + ili
es?abl 1gador 5,70 3,65 2,05
de proteina animal

O uso dos estabilizadores de origem vegetal dos
Exemplos 1-4 acima resultou em uma menor perda de titulo,
durante o ciclo de liofilizacdo, do que o uso do estabiliza-
dor de proteina animal (linha 5 na tabela acima).

Varias modificacdes e modalidades alternativas da
presente invencdo vao ser evidentes para aqueles versados na
técnica, em vista da descrigdo acima, Conseqientemente, essa
descrigcdo deve ser considerada apenas como ilustrativa e foi
feita com o intuito de ensinar aqueles versados na técnica o

melhor modo para conduzir a presente invencdo. Os detalhes
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estruturais podem variar substancialmente, sem que se afaste
do espirito da presente invengdo, e o uso exclusivo de todas
as modificag¢des que estiverem dentro do dmbito das reivindi-
cagbes em anexo ¢é reservado. Intenciona-se gque a presente
invengdo seja apenas Jlimitada ao ponto requerido pelas

reivindicag¢bes em anexo e pelas regras aplicaveis legais.
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REIVINDICACOES

1. Formulacdo de vacina animal, CARACTERIZADA
pelo fato de que consiste essencialmente de:

um imundégeno viral; e

um componente estabilizador, contendo uma proteina
de base animal de uma fonte substancialmente isenta de
BSE/TSE e uma proteina de base vegetal.

2. Formulacdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicag¢do 1, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito
imundégeno viral vivo & atenuado.

3. Componente estabilizador, de acordo com a
reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita
proteina de base vegetal é selecionada de um grupo compreen-
dendo gluten de milho, proteina de soja, proteina de arroz,
proteina de trigo e proteina de cénhamo.

4. Componente estabilizador, de acordo com a
reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita
proteina de base animal de uma fonte substancialmente isenta
de BSE/TSE é N-2Z-Amine®.

5. Formulagdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicacgdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de que contém ainda
um diluente.

6. Formulagdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicagdo 5, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito
diluente é agua purificada.

7. Formulacdo de vacina animal, de acordo com a

reivindicacao 1, CARACTERIZADA pelo fato de que contém ainda

um acucar.



10

15

20

8. Formulacdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicagdo 7, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito
acucar ¢ selecionado do grupo consistindo de mono-, di-,
tri- e oligossacarideos, tais como glicose, dextrose,
lactose, sacarose, manose e frutose.

9. Vacina animal, de acordo com a reivindicacéao
8, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito acucar é sacarose.

10. Formulacdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicacdo 1, CARACTERIZADA pelo fato de gue contém ainda
um tampao.

11. Formulacdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicacgdo 10, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito
tampdo é selecionado de um grupo incluindo fosfato de sédio,
fosfato de potéssio, citrato de sédio, lactato de céalcio,
succinato de sédio, glutamato de sdédio, bicarbonato de sédio
e bicarbonato de potassio.

12. Formulagcdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicagcdo 11, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito
tampdo é glutamato monossddico.

13. Formulagdo de wvacina animal, CARACTERIZADA
pelo fato de que consiste essencialmente de:

um imundégeno viral vivo;

um componente estabilizador, contendo uma proteina
de Dbase animal de uma fonte substancialmente isenta de
BSE/TSE e uma proteina de base vegetal;

um diluente;

um agucar; e

um tampao.
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14. Formulagdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicacdo 13, CARACTERIZADA pelo fato de que o imundgeno
viral vivo é atenuado.

15. Formulacdo de vacina animal, de acordoc com a
reivindicacdo 13, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito
diluente é &agua purificada.

16. Formulagcdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicagcdao 13, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito
agucar é selecionado do grupo consistindo de mono-, di-,
tri- e oligossacarideos, tais como glicose, dextrose,
lactose, sacarose, manose e frutose.

17. Formulagcdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicagcdo 16, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito
acucar €& sacarose.

18. Formulacdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicacdo 13, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito
tampdo é selecionado de um grupo incluindo fosfato de sédio,
fosfato de potéassio, citrato de sdédio, lactato de calcio,
succinato de sédio, glutamato de sédio, bicarbonato de sédio
e bicarbonato de potéssio.

19. Formulagdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicagdo 18, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito
tampdo é glutamato monossddico.

20. Componente estabilizador, de acordo com a
reivindicacao 13, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita
proteina de base animal de uma fonte substancialmente isenta

de BSE/TSE é N-Z-Amine®.
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21. Componente estabilizador, de acordo com a
reivindicagdo 13, CARACTERIZADA pelo fato de que a dita
proteina de base vegetal é selecionada de um grupo compreen-
dendo gluten de milho, proteina de soja, proteina de arroz,
proteina de trigo e proteina de cé&nhamo.

22. Formulacdao de wvacina animal, CARACTERIZADA
pelo fato de que consiste essencialmente de:

um imundégeno viral vivo;

um componente estabilizador, contendo uma proteina
de base animal de uma fonte substancialmente isenta de
BSE/TSE e uma proteina de base vegetal, em que a dita
proteina animal de uma fonte substancialmente isenta de
BSE/TSE é N-Z-Amine do tipo YT®, e a dita proteina de base
vegetal é selecionada de um grupo compreendendo gluten de
milho, proteina de soja, proteina de arroz, proteina de
trigo e proteina de canhamo;

um diluente, em que o dito diluente ¢é 4&gua
purificada;

um agucar, em que o dito acucar é selecionado do
grupo consistindo de mono-, di-, tri- e oligossacarideos,
tais como glicose, dextrose, lactose, sacarose, manose e
frutose; e

um tampdo, em que o dito tampdo é selecionado do
grupo consistindo de fosfato de sdédio, fosfato de potéassio,
citrato de sdédio, lactato de céalcio, succinato de sdédio,
glutamato de sdédio, bicarbonato de sédio e bicarbonato de

potéssio.
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23. Formulagdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicagdo 22, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito
acucar é sacarose.

24. Formulacdo de vacina animal, de acordo com a
reivindicagao 22, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito
tampdo é glutamato monossdédico.

25. Formulagdao de vacina animal, de acordo com a
reivindicagdo 22, CARACTERIZADA pelo fato de que o dito
imundégeno viral vivoe é atenuado.

26. Processo de preparac¢do de uma formulacdo de
vacina animal, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

‘formar wum componente estabilizador, consistindo
essencialmente de uma proteina de base animal de uma fonte
substancialmente isenta de BSE/TSE e uma proteina de base
vegetal; e

adicionar o dito componente estabilizador a um
componente imundégeno, para formar uma formulacdo de vacina.

27. Processo, de acordo com a reivindicacdo 26,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita proteina de base
vegetal compreende cerca de 0,0001-6% (peso/volume), parti-
cularmente, cerca de 0,001-4% (peso/volume) da dita formu-
lacdo de vacina.

28. Processo, de acordo com a reivindicacdo 26,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita proteina de base
animal compreende cerca de 0,0001-3% (peso/volume), particu-
larmente, cerca de 0,001-2% (peso/volume) da dita formulacédo

de vacina.
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29. Processo, de acordo com a reivindicacdo 26,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita formulacdo de vacina é
liofilizada apds a dita adigdo do dito componente imundgeno.

30. Processo, de acordo com a reivindicacdo 26,
CARACTERIZADO pelo fato de que a preparagdo do dito compo-
nente estabilizador da dita formulagdo de vacina compreende:

dissolver a dita proteina de base vegetal em &gua
purificada, para formar uma primeira solucdo;

adicionar a dita proteina de base animal de uma
fonte substancialmente isenta de BSE/TSE, o dito tampdo e o
dito aglcar a dita primeira solucdo;

ajustar o pH da dita solucdo estabilizadora;

filtrar o dito componente estabilizador; e

esterilizar o dito componente estabilizador.

31. Processo, de acordo com a reivindicacdo 30,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita proteina de base animal
de uma fonte substancialmente isenta de BSE/TSE é N—Z—Amine®,
o dito tampdo é glutamato monossdédico e o dito actucar é
sacarose.

32. Processo, de acordo com a reivindicacdao 30,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita proteina de base
vegetal ¢é selecionada do grupo consistindo de gluten de
milho, proteina de soja, proteina de arroz, proteina de
trigo e proteina de ca&nhamo.

33. Processo, de acordo com a reivindicacado 30,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita proteina de base

vegetal do dito componente estabilizador compreende cerca de
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0,0001-30% (peso/volume) do componente estabilizador, parti-
cularmente, cerca de 0,01-10% (peso/volume).

34. Processo, de acordo com a reivindicacdo 30,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita proteina de base
animal do dito componente estabilizador compreende cerca de
0,0001-15% (peso/volume) do componente estabilizador, parti-
cularmente, cerca de 0,01-10% (peso/volume) dele.

35. Processo, de acordo com a reivindicacdo 30,
CARACTERIZADO pelo fato de que o dito aclcar compreende cerca
de 0,001-6% (peso/volume) da formulacdo de vacina final,
particularmente, cerca de 0,001-4% (peso/volume).

36. Processo, de acordo com a reivindicacao 30,
CARACTERIZADO pelo fato de que o dito tampdo compreende
cerca de 0,001-5% (peso/volume) da formulacdo de vacina
final, particularmente, cerca de 0,001-1% (peso/volume).

37. Processo, de acordo com a reivindicacao 30,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita dissolugdo compreende
ainda aquecer a dita primeira solugéo.

38. Processo, de acordo com a reivindicacado 30,
CARACTERIZADO pelo fato de que a dita esterilizacdo compre-
ende submeter a dita solucdo a uma autoclave.

39. Estabilizador de wvacina, CARACTERIZADO pelo
fato de que consiste essencialmente de:

uma proteina de base animal de uma fonte substan-
cialmente isenta de BSE/TSE; e

uma proteina de base vegetal.

40. Componente estabilizador de vacina, de acordo

com a reivindicacao 39, CARACTERIZADO pelo fato de que a



razdo da dita proteina de base vegetal para a dita proteina
de base animal estd dentro da faixa de cerca de 1:1 a cerca

de 3:1.
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'RESUMO
“FORMULAGAO bE .VACINA = ANIMAL; COMPONENTE
ESfABILIZADOR; VACINA ANIMAL; PROCESSO DE PREPARAGCAO DE UMA
FORMULAQAQ’ DE. VACINA ANIMAL; ESTABILIZADOR ' DE VACINA;: E
COMPONENTE ESTABILIZADOR DE VACINA”; . _ S

Uma formulagdo para uma vacina animal é proporcio-

.nado. A formulagido de vacina contém um componente estabili-

zador e um imundégeno viral. O componente estabilizador

~inclui uma proteina de base animal substancialmente isenta

de BSE/TSE e uma proteina de base vegetalﬂ o componente

estabilizador proporciona a solubilizagdo de wuma vacina

durante os seus periodos de armazenamento e administra¢ép.
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