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VACINAGAO COM PARTICULAS DE REPLICON E ADJUVANTE DE OLEO
CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencdo refere-se a vacinacdo contra patogenos de
animais usando particulas de replicon de RNA de alfavirus e adjuvantes de éleos.
A uma vacina e um kit de partes compreendendo as particulas de replicon e o
adjuvante de 6leo. E também aos métodos e usos de fabricacao e utilizacdo da
vacina e dos componentes do kit.

ANTECEDENTES

[002] Varias estratégias baseadas em vetores foram empregadas ao longo
dos anos para vacinas, em um esforco para proteger contra patdgeno de
animais. Uma dessas estratégias vetoriais inclui o uso de particulas de replicon
de RNA derivadas de alfavirus (RP) [Vander Veen, et al. Anim Health Res Rev.
13(1):1-9. (2012) doi: 10.1017/51466252312000011; Kamrud et al., J Gen Virol.
91 (Pt 7):1723-1727 (2010)] que foram desenvolvidas a partir de varios alfavirus
diferentes, incluindo o virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEE) [Pushko et
al., Virology 239: 389-401 (1997) virus Sindbis [Bredenbeek et al., Journal of
Virology 67: 6439-6446 (1993)] e virus da Floresta de Semliki [Liljestrom e Garoff,
Biotechnology (NY) 9: 1356- 361 (1991)]. Os antigenos patogénicos codificados
sao expressos pela particula de replicon, apds a infeccao de uma célula de um
alvo humano ou animal. O resultado é a indu¢ao de anticorpos protetores contra
o antigeno expresso. As RPs tém um perfil atraente de seguranca e eficacia
guando comparadas a algumas formulagdes de vacinas tradicionais [Vander
Veen, et al. Anim Health Res Rev. 13 (1): 1-9 (2012)]. A plataforma de RP é a base
para varias vacinas licenciadas pelo USDA, que inclui: Vacina da Diarreia
Epidémica Porcina, Particula de RNA (Cddigo de Produto 19U5.P1), Vacina da
Influenza Porcina, RNA (Cddigo de Produto 19A5.D0), Vacina da Influenza
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Avidria, RNA (Cddigo de Produto 1905.D0) e Produto de Prescricdo, Particula de
RNA (Cdédigo de Produto 9PP0.00).

[003] As particulas de RNA de replicon derivado de alfavirus carecem dos
genes de proteinas estruturais do alfavirus, mas mantém os elementos de
replicacdo necessarios para a autoamplificacdo de RNA citoplasmdtico e a
expressao de acidos nucleicos heterdlogos inseridos, conduzidos pelo promotor
subgenomico de alfavirus 26S altamente ativo. Por conseguinte, as RPs sao
particulas infecciosas de ciclo unico, com defeito de replicacdo devido a auséncia
de genes proteicos estruturais. [Lundstrom, Vaccines 6: 2392-2415 (2014)]. As
proteinas estruturais necessarias para o empacotamento e producdo de
particulas de replicon, portanto, devem ser fornecidas in trans em células
hospedeiras adequadas, para produzir as RPs [vide, Vajdy et al., Immunol. and
Cell Biol. 82: 617-627 (2004)]. As proteinas estruturais sdao geralmente fornecidas
pela cotransfeccdo transitéria do RNA de replicon e um ou mais RNAs
“auxiliares” codificando as proteinas estruturais. Alternativamente, a RP pode
ser produzida a partir de linhas celulares de empacotamento que expressam as
proteinas estruturais virais, de maneira constitutiva ou transitoria, a partir de
uma ou mais cassetes de expressao de DNA. Dessa maneira, a produgao das
particulas de replicon preserva a natureza defeituosa da replicacao dos vetores,
pois as proteinas estruturais nao sao incluidas no genoma de RP resultante [Polo
et al. Dev. Biol., 104: 181-185 (2000)]. Estas particulas de replicon de RNA de
alfavirus com defeito na replicagao, quando usadas para a imunizagao de um
humano ou animal alvo, induzem respostas imunes protetoras in vivo. Os vetores
de alfavirus com base em VEE, por exemplo, provocam fortes respostas
imunoldgicas mucosas e sistémicas apds imunizacao sistémica de camundongos

e animais maiores [Davis et al., IUBMB Life 53: 209-211 (2002)].
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[004] Adjuvantes sao compostos conhecidos que sao capazes de fornecer
uma estimulagao nado especifica ao sistema imune de um humano ou animal
alvo. O uso padrdao de adjuvantes é em vacinas com base em antigenos
inativados ou de subunidades. Existe uma grande variedade de tipos de
adjuvantes e composicoes, por exemplo: sais de aluminio como Hidréxido de
aluminio, ou Fosfato de aluminio, lipossomas, glucanos, alginato, componentes
bacterianos como componentes de parede celular, éleos minerais ou nao
minerais, adjuvantes sintéticos como: polimeros de bloco ndo idnicos,
poliaminas como sulfato de dextrano, Carbopol™, pirano e saponinas, como:
Quil A™ ou Q-vac™. Saponina e componentes de vacina podem ser combinados
em um ISCOM™.

[005] Além disso, peptideos tais como muramildipeptideos, dimetilglicina,
e tuftsina, sdo usados frequentemente como adjuvantes. De maneira similar,
produtos de combinagdes, como as composicdes ISA™ (Seppic, Franga).

[006] Um manual sobre adjuvantes e seus usos e efeitos é: “Vaccine
adjuvants” (Methods in molecular medicine, vol. 42, D. O'Hagan ed., 2000,
Humana press, NJ, ISBN: 0896037355).

[007] A citacao de qualquer referéncia na presente invencdao nao deve ser
interpretada como um reconhecimento de que tal referéncia esta disponivel
como “estado da técnica” para o presente pedido.

SUMARIO DA INVENCAO

[008] A presente invengdo fornece uma vacina compreendendo uma
particula de replicon de RNA de alfavirus codificando um antigeno originario de
um patogeno de animal, em que a vacina também compreende um adjuvante

de dleo.
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[009] Em uma modalidade da vacina da invencao, o adjuvante de dleo
compreende pelo menos um 6éleo selecionado a partir de um éleo mineral e um
6leo nao mineral.

[010] Em uma modalidade da vacina da invencao, o adjuvante de dleo
compreende um 6leo mineral; preferencialmente o éleo mineral é um éleo de
parafina liquida.

[011] Em uma modalidade da vacina da invencao, o adjuvante de dleo
compreende um 6leo nao mineral; preferivelmente o 6leo mineral é selecionado
a partir de um dleo sintético, um éleo semissintético, um éleo animal e um éleo
vegetal. O 6leo ndao mineral é selecionado mais preferencialmente dentre um
esqualano, um esqualeno, um tocoferol e um 6leo vegetal. Em uma modalidade,
o tocoferol é um alfa-tocoferol; mais preferencialmente, o alfa-tocoferol é
selecionado a partir de Vitamina E, e acetato de vitamina E. Em uma modalidade,
o Oleo vegetal é um oleato, mais preferencialmente oleato de etila.

[012] Mais preferencialmente, o 6leo ndao mineral é esqualano.

[013] Em uma modalidade preferencial da vacina da invencao, o adjuvante
de 6leo compreende mais de um dleo.

[014] Em uma modalidade do adjuvante de 6leo compreendendo mais de
um 6leo, o adjuvante compreende um d6leo mineral e um ou mais 6leos nao
minerais. Mais preferencialmente, o adjuvante de 6leo compreende um éleo de
parafina liquida como o 6leo mineral e um ou mais 6leos nao minerais
selecionados a partir de esqualano, esqualeno, vitamina E, acetato de vitamina
E, oleato e oleato de etila. Ainda mais preferencialmente, o adjuvante de dleo
compreende um 6leo de parafina liquida e acetato de vitamina E. Mais
preferencialmente, o adjuvante de 6leo é XSolve™.

[015] Em uma modalidade alternativa do adjuvante de odleo

compreendendo mais de um éleo, o adjuvante compreende mais de um dleo
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ndao mineral. Preferencialmente, o adjuvante de éleo compreende mais de um
6leo ndao mineral, selecionado a partir de esqualano, esqualeno, vitamina E,
acetato de vitamina E, oleato e oleato de etila. Ainda mais preferencialmente, o
adjuvante de d6leo compreende esqualano e acetato de vitamina E. Mais
preferencialmente, o adjuvante de 6leo é SVEA™.

[016] Em uma modalidade da vacina da invencao, a quantidade de dleo
mineral no adjuvante de dleo é de 1 - 70% v/v do adjuvante de oleo.
Preferencialmente, o adjuvante de 6leo compreende uma quantidade de dleo
mineral de 5 - 60% v/v do adjuvante de 6leo.

[017] Em uma modalidade da vacina da invenc¢ao, a quantidade total de
6leo ndo mineral é de 0,1 - 30% p/v do adjuvante de 6leo. Preferencialmente, o
adjuvante de 6leo compreende uma quantidade total de 6leo ndo mineral de 0,5
- 25% v/v do adjuvante de dleo.

[018] Em uma modalidade, quando o d6leo ndao mineral compreende
esqualano, o adjuvante de 6leo compreende esqualano a 0,5 - 30% p/v do
adjuvante de 6leo; mais preferencialmente, o adjuvante de éleo compreende
esqualano a1-25% p/v, a2 -15% p/v, ou mesmo compreende esqualano a 3 -
10% p/v do adjuvante de dleo.

[019] Alternativamente ou adicionalmente, em uma modalidade em que o
d6leo ndao mineral compreende acetato de vitamina E, o adjuvante de dleo
compreende acetato de vitamina E a 0,1 - 30% p/v do adjuvante de éleo; mais
preferencialmente, o adjuvante de 6leo compreende acetato de vitamina Ea 0,5
-20% p/v, a1-16% p/v, ou mesmo compreende acetato de vitaminaEa2-10%
p/v do adjuvante de dleo.

[020] Em uma modalidade da vacina da invencao, o adjuvante de 6leo é

formulado como uma emulsao de um 6leo e uma fase aquosa.
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Preferencialmente, o adjuvante de 6leo é formulado como uma emulsao 6leo
em agua (O/A).

[021] Em uma modalidade, a fase aquosa compreende agua de qualidade
farmacéutica aceitavel.

[022] Em uma modalidade, a emulsdo do adjuvante de dleo é formulada
como uma microemulsao, em que as goticulas da fase interna sdo menores que
1 micrédmetro. Preferencialmente a microemulsdo é uma emulsdo O/A, mais
preferencialmente a micro emulsdo O/A é preparada usando homogeneizacdo
de alta energia, ainda mais preferencialmente preparada por um método de
microfluidizacao.

[023] Em uma modalidade da vacina da invenc¢ao, a emulsdo do adjuvante
de d6leo compreende um emulsificante, preferencialmente o emulsificante
compreende um Polissorbato, mais preferencialmente o emulsificante
compreende um Polisorbato 80.

[024] Em uma modalidade, a vacina da invencao compreende uma emulsao
do adjuvante de éleo, preferencialmente a vacina compreende o adjuvante de
Oleo formulado como uma emuls3do O/A.

[025] Em uma modalidade da vacina da invencao, a vacina é formulada
como uma emulsdo dleo em agua (O/A).

[026] Em uma modalidade da vacina da invencao, a particula de replicon de
RNA de alfavirus é uma particula de replicon de RNA de alfavirus de Encefalite
Equina Venezuelana (VEE). Em uma modalidade mais especifica, a particula de
replicon de RNA de alfavirus de VEE é uma particula de replicon de RNA de
alfavirus de VEE TC-83. Em outras modalidades, a particula de replicon de RNA
de alfavirus é uma particula de replicon de RNA de alfavirus de virus Sindbis.
Ainda em outras modalidades, a particula de replicon de RNA de alfavirus é uma

particula de replicon de RNA de alfavirus de virus da Floresta Semliki.
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[027] Em uma modalidade da vacina da invencdao, para o antigeno
codificado originario de um patdégeno de animal, o patégeno de animal é
selecionado a partir de um virus, uma bactéria, um parasita, um protozoario, um
fungo, uma rickettsia e um prion. Mais preferencialmente, o antigeno codificado
originario de um patégeno de animal é um antigeno origindrio de um virus ou
uma bactéria. Mais preferencialmente, o antigeno é de um virus.

[028] Em uma modalidade da vacina da invenc¢ao, a RP codifica um antigeno
originario de um patégeno de animal, pelo qual o animal € um animal de
relevancia para a ciéncia veterinaria. Preferencialmente, o animal é selecionado
a partir de um peixe, uma ave e um mamifero. Mais preferencialmente, o animal
€ um animal selvagem, de gado ou de companhia. Um animal de gado é um
peixe, uma ave, porcino ou ruminante; preferencialmente o porcino é um porco;
preferencialmente, a ave é uma galinha, um peru, pato, ganso, codorna ou
avestruz; preferencialmente o ruminante é uma vaca, ovelha, cabra, bufalo,
camelo ou cervo; preferencialmente o peixe é um peixe 06sseo, mais
preferencialmente um peixe salmonideo ou ciclideo (isto €, um membro da
familia Cichlidae). O peixe salmonideo é preferencialmente selecionado a partir
de salmao do Atlantico, salmao steelhead, salmao-rei, salmao-prateado, salmao-
rosa, salmao-keta e salmao-vermelho, truta arco-iris, truta das fontes, truta-de-
lago e truta-marrom e truta-do-artico. O peixe ciclideo é preferencialmente uma
Tilapia. O animal de companhia é preferencialmente selecionado a partir de um
gato, um cao e um equino. Mais preferencialmente o animal é uma Tilapia, uma
galinha ou um porco.

[029] Em uma modalidade da vacina da invenc¢ao, a sequéncia nucleotidica
do gene que codifica o antigeno origindrio de um patdégeno de animal da
invengao é otimizada para expressao nas células das espécies de animais alvo da

vacina. Em uma modalidade, a otimizacdo de sequéncia nucleotidica é uma
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otimizacdo de cdédons. Em uma modalidade, a otimizacdo de sequéncia
nucleotidica € uma otimizagdo da estrutura secundaria da transcrigao de RNA.

[030] Em uma modalidade preferencial, a otimizacdo de sequéncia
nucleotidica do gene que codifica o antigeno originario de um patdgeno de
animal da invencdo refere-se tanto ao uso de cdédons quanto a estrutura
secunddria da transcricao de RNA. Preferencialmente, a otimizacao de sequéncia
nucleotidica é realizada de acordo com os procedimentos descritos em um ou
mais das patentes US 7.561.972, US 7.561.973, US 7.805.252 e US 8.126.653.

[031] Em uma modalidade particularmente preferencial da vacina da
invencdo, o adjuvante de dleo compreende um 6leo mineral e um 6leo nao
mineral, a vacina é formulada como uma emulsdo O/A, a particula de replicon
de RNA de alfavirus é uma particula de replicon de RNA de alfavirus de VEE, o
antigeno de um patdgeno de animal é um antigeno de um virus e o virus é um
patdégeno de um porcino.

[032] Em uma modalidade preferencial da vacina da inveng¢ao, o antigeno
codificado originario de um patégeno de animal é uma hemaglutinina (HA) ou
uma proteina neuraminidase (NA) de um virus influenza ou um fragmento
antigénico dessa proteina HA ou NA. A proteina HA e/ou a proteina NA originam-
se preferencialmente a partir de um virus Influenza tipo A, mais
preferencialmente originam-se a partir de um virus de influenza A porcino ou a
partir de PEDV.

[033] A presente invencao fornece ainda vacinas multivalentes
compreendendo as particulas de replicon de RNA de alfavirus da presente
invencao, em que a vacina compreende mais de uma RP que codifica um
antigeno, ou a vacina compreende um ou mais RPs cada um codificando um ou

mais de um antigeno para a invengao.
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[034] A vacina da invencao compreende uma quantidade
imunologicamente eficaz das particulas de replicon de RNA de alfavirus para a
invencdo. Em uma modalidade, a vacina compreende cerca de 1 x 10%a 1 x 10!
RPs. Em modalidades mais particulares, a vacina compreende cerca de 1 x 10*a
1 x 10% RPs. Em modalidades ainda mais particulares, a vacina compreende
cercade 1x10°a1x 10°RPs.

[035] A vacina da invengdao compreende uma quantidade
imunologicamente eficaz do adjuvante de o6leo para a inven¢ao. Em uma
modalidade, a vacina compreende o adjuvante de 6leo em uma quantidade
entre cerca de 10% - 90% v/v da vacina. Mais preferencialmente, a vacina
compreende o adjuvante de 6leo em uma quantidade entre cerca de 20% - 80%
v/v, 30 - 70% v/v, ou mesmo 40 - 60% v/v da vacina. Mais preferencialmente, a
vacina compreende o adjuvante de 6leo em uma quantidade de cerca de 50%
v/v da vacina.

[036] Em modalidades particulares, a vacina da presente inveng¢do é
administrada em doses de volume por animal de 0,05 mL a 5 mL Em
modalidades mais particulares, a dose administrada por animal é de 0,1 mL a 2
mL. Em modalidades ainda mais particulares, a dose administrada é de 0,2 mL a
1,5 mL. Em modalidades ainda mais particulares, a dose administrada é de 0,3 a
1,0 mL. Em modalidades mais particulares ainda, a dose administrada por animal
éde 0,4 mLa0,8 mL.

[037] Em uma modalidade da vacina da invencao, a vacina compreende um
adjuvante adicional. Preferencialmente, o adjuvante adicional é selecionado a
partir do grupo composto por: um componente de parede celular bacteriana,
uma citocina e um acido nucleico imunoestimulante compreendendo uma CpG

nao metilada. Em uma modalidade, o dcido nucleico imunoestimulante é um ou
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mais selecionados a partir das patentes WO 2012/089.800 (familia X4), WO
2012/160.183 (familia X43) e WO 2012/160.184 (familia X23).

[038] Em uma modalidade da vacina da invencao, a vacina compreende um
antigeno adicional de um patégeno de animal. Em uma modalidade preferencial,
o antigeno adicional é selecionado a partir do grupo: um microrganismo vivo
atenuado, um microrganismo inativado e uma subunidade de um
microrganismo.

[039] Em um aspecto adicional a invencdao fornece um kit de partes
compreendendo pelo menos dois recipientes, por meio do qual pelo menos um
recipiente compreende a particula de replicon de RNA de alfavirus codificando
um antigeno originario de um patégeno de animal e pelo menos um recipiente
compreende um adjuvante de dleo. Os pelo menos dois recipientes
compreendem cada um, a particula de replicon de RNA de alfavirus, ou o
adjuvante de 6leo, em quantidades imunologicamente eficazes.

[040] Em modalidades preferenciais do kit de partes da presente invencao,
uma ou mais ou todas: a particula de replicon de RNA de alfavirus, o antigeno
codificado, o patdégeno de animal e o adjuvante de dleo sdao definidos em
gualquer uma ou mais das modalidades como descrito na presente invencao.

[041] Em modalidades preferenciais, pelo menos um recipiente
compreendendo a RP compreende a RP como uma liofilizada.

[042] Em uma modalidade alternativa, pelo menos um recipiente
compreendendo a RP compreende a RP em uma solu¢dao aquosa; a solugao
aquosa compreendendo preferencialmente uma solu¢cdao tampao; a solucao
aquosa é preferencialmente mantida refrigerada ou congelada. Em uma
modalidade, a solucao aquosa é uma solucao de RP reconstituida, gerada a partir

da mistura da RP liofilizada e um diluente aquoso adequado.
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[043] Na modalidade em que pelo menos um recipiente compreende a RP
como uma liofilizada, o kit de partes para a invengdao pode compreender um
recipiente adicional contendo um diluente adequado para reconstituir a RP
liofilizada. Em uma modalidade preferida, o diluente é uma solugdao aquosa,
compreendendo preferencialmente uma solugcdo tampao e/ou um estabilizador
e dgua de qualidade farmaceuticamente aceitavel.

[044] Em uma modalidade preferencial, o recipiente compreendendo o
adjuvante de 6leo compreende o adjuvante de 6leo formulado como uma
emulsdao de um dleo e uma fase aquosa; preferencialmente a emulsao é uma
emulsao 6leo em agua.

[045] Em uma modalidade do kit de partes, o kit compreende instrucdes
para uso do kit e/ou de suas partes componentes. Em modalidades
preferenciais, as instrucdes de uso sdo fornecidas em, ou com uma ou mais das
partes componentes do kit; ou sdao fornecidas como maneira de referéncia as
instrucdes em formato eletrénico, como informacdes visiveis ou disponiveis para
download em um site da internet do fabricante ou do distribuidor do kit.

[046] Em uma modalidade, o kit de partes é uma caixa compreendendo os
pelo menos dois recipientes, e instrucdes de uso exibidas em um carreador de
informacdes (por exemplo, um cartao ou folheto) compreendido com ou dentro
da caixa.

[047] Em uma modalidade do kit de partes, o kit também pode ser uma
oferta dos componentes (relacionados a venda comercial), por exemplo, em um
site na internet, para uso em um método de imuniza¢ao da invencao.

[048] Em uma modalidade do kit de partes, um ou mais dos recipientes
podem compreender um adjuvante adicional, como descrito na presente

invencdo; também ou alternativamente, um ou mais dos recipientes podem
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compreender um antigeno adicional de um patégeno de animal, como descrito
na presente invencgao.

[049] O replicon de RNA de alfavirus codificando um antigeno originario de
um patégeno de animal e o adjuvante de 6leo, ambos como definidos na
presente invencdao, podem ser administrados a um animal alvo. Tal
administracao induzird uma protecao imunolégica eficaz no referido animal
contra a infeccdo ou doenca causada pelo patdégeno de animal. A administracao
pode ser realizada, por exemplo, de acordo com as diretrizes do EMA - CVMP
para o uso associado de medicamentos veterinarios imunoldgicos.

[050] Desse modo, em um aspecto adicional, a invencao fornece um
método de imunizacao de um animal compreendendo administrar ao animal,
guantidades imunologicamente eficazes de uma particula de replicon de RNA de
alfavirus que codifica um antigeno originario de um patdgeno de animal e de um
adjuvante de dleo.

[051] Em uma modalidade preferencial do método de imunizacao de um
animal da presente invencdao, o método compreende administrar ao animal a
vacina da invencao.

[052] Em modalidades preferenciais do método de imunizacao de um
animal da presente invencao, um ou mais ou todos: a particula de replicon de
RNA de alfavirus, o antigeno codificado, o patégeno de animal e o adjuvante de
Oleo sao definidos em qualgquer uma ou mais das modalidades como descrito na
presente invengao.

[053] Em modalidades preferenciais do método de imunizacdao de um
animal da presente invencao, o antigeno codificado originario de um patégeno
de animal é um antigeno origindrio de um patégeno de um peixe, um membro

da familia Cichlidae, uma Tilapia, um mamifero, uma ave, e uma galinha.
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[054] Em uma modalidade do método de imunizacdo de um animal da
invengdo, a particula de replicon de RNA de alfavirus e o adjuvante de 6leo sao
administrados no ou sobre o corpo do animal alvo ou no ou sobre o corpo do
animal em uso simultaneo ou em uso concomitante.

[055] Em uma modalidade preferencial do método de imunizacdo de um
animal da invencao, a particula de replicon de RNA de alfavirus e o adjuvante de
6leo sdao administrados no ou sobre o corpo do animal alvo em uso simultaneo,
isto €, como uma composi¢ao Unica.

[056] Em uma modalidade preferencial, a composicdo Unica é a vacina da
invencao.

[057] Em uma modalidade preferencial, a composicao unica é preparada
pouco antes da administracao ao animal alvo pela mistura de uma composi¢cao
compreendendo a RP e uma composicao compreendendo o adjuvante de dleo,
ambos como descrito para a invencado; mais preferencialmente pela mistura do
contelddo dos recipientes do kit de partes da invencao; ainda mais
preferencialmente pela mistura de uma solucao aquosa compreendendo as RPs
e uma composicao compreendendo uma emulsdo O/A do adjuvante de dleo. Em
uma modalidade alternativa ainda mais preferencial, a composicao Unica é
preparada reconstituindo a RP liofilizada com a emulsdo O/A do adjuvante de
O0leo, ambos como definidos na presente invencao para a invengao.
Efetivamente, a preparacao da composicao Unica gera a vacina da invencgao.

[058] Preferencialmente “pouco antes da administracdao ao animal alvo” é
dentro 24 horas antes da administracao ao animal alvo, mais preferencialmente
dentro de 16 horas, dentro de 12 horas, dentro de 8 horas, dentro de 4 horas ou
mesmo dentro de 2 horas antes da administracdao no alvo animal, nesta ordem

de preferéncia.
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[059] Em uma modalidade preferencial alternativa do método de
imunizacdao de um animal da invencdo, a particula de replicon de RNA de
alfavirus e o adjuvante de 6leo sao administrados no ou sobre o corpo do animal
alvo em uso concomitante, isto €, como compreendido em composicdes
separadas, as quais sdo administradas separadas no local e/ou tempo

[060] Em uma modalidade preferencial, o uso concomitante compreende a
administracdo no ou sobre o corpo do animal alvo, mas separada no local e/ou
no tempo, da particula de replicon de RNA de alfavirus e do adjuvante de 6leo,
como compreendido no kit de partes da invencao.

[061] Em uma modalidade preferencial do uso concomitante da invencao,
as composicOes separadas sao administradas aos locais separados no ou sobre o
corpo do animal alvo, pela mesma ou por diferentes vias de administracao,
dentro de um periodo de tempo limitado um do outro; preferencialmente, a
“quantidade limitada de tempo” dentro de 2 semanas um do outro, mais
preferencialmente dentro de 1 semana um do outro, ainda mais
preferencialmente dentro de 1 dia, dentro de 16 horas, dentro de 12 horas,
dentro de 8 horas, dentro de 4 horas, dentro de 2 horas, dentro de 1 hora, dentro
de 30 minutos ou até 10 minutos um do outro, nesta ordem de preferéncia. Mais
preferencialmente, a administracdao de uso concomitante é substancialmente
simultanea.

[062] Em uma modalidade preferencial do uso concomitante da invencao,
as composicdes separadas sao administradas dentro de uma quantidade de
tempo limitado uma da outra, no ou sobre o corpo do animal alvo, pela mesma
ou por diferentes vias de administracao, em locais separados. Para a invencao,
os locais separados da administracao sao separados no ou sobre o corpo do

animal por pelo menos 1 cm entre si; preferencialmente pelo menos 2 cm, pelo
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menos 5 cm, pelo menos 10 cm ou mesmo pelo menos 25 cm entre cada, nesta
ordem de preferéncia.

[063] Em uma modalidade preferencial do uso concomitante da invengao,
as composicoes separadas sao administradas dentro de uma quantidade de
tempo limitado de cada uma, no ou sobre o corpo do animal alvo, pela mesma
ou por diferentes vias de administracao, em substancialmente o mesmo local no
ou sobre o corpo do animal alvo mas suficientemente separados um do outro a
tempo de impedir a mistura das composicdes no local da administracdo. Para a
invencao, a separacao suficiente no tempo para impedir a mistura ndao ocorre
dentro de 2 horas uma da outra, preferencialmente dentro de 6 horas, dentro
de 12 horas, dentro de um dia, dentro de 2 dias ou mesmo dentro de uma
semana uma da outra., nesta ordem de preferéncia.

[064] Em uma modalidade do método de imunizacdao de um animal da
invencao, a administracao no ou sobre o corpo de animal alvo é realizada por
administracdao por via parentérica. Em uma modalidade alternativa, a
administracao é por um método de administracao via mucosa. Ainda em uma
modalidade alternativa, a vacina é administrada por um método de
administracao todpica.

[065] O método de administracao preferencial é selecionado a partir de
intradérmico, intramuscular, intraperitoneal, subcutaneo, por imersao e spray.
O método intradérmico de administracao é preferivel por um meio de
administracao sem agulha, mais preferencialmente usando um dispositivo IDAL®
(Aplicagcao Intra-Dérmica de Liquidos).

[066] Em uma modalidade da administracao da vacina da invencao, a vacina
¢ administrada como uma vacina iniciadora e/ou como uma vacina de reforgo.
Em modalidades especificas, uma vacina da presente inven¢ao é administrada

como uma vacina de dose Unica (uma dose), sem a necessidade de
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administracdes de reforgco subsequentes. Em certas modalidades, no caso da
administragao de ambas uma vacina iniciadora e de uma vacina de reforgo, a
vacina iniciadora e a vacina de reforgo sao administradas por uma via idéntica.
Em modalidades alternativas, no caso da administracdao de ambas uma vacina
iniciadora e de uma vacina de refor¢o, a administracao da vacina iniciadora pode
ser realizada por uma via e a vacina de refor¢o por outra via.

[067] Em certas modalidades da administracdao da vacina da invencao, a
vacina é administrada a porcinos e a vacina iniciadora e a vacina de reforco sao
ambas administradas por injecao intradérmica. Em uma modalidade alternativa,
a vacina iniciadora é administrada por injecao intradérmica e a vacina de reforco
€ administrada por outra via.

[068] Em um aspecto adicional, a invencao fornece um método para a
producdao de uma vacina da presente inveng¢ao, o método compreendendo a
etapa de mistura da particula de replicon de RNA de alfavirus codificando um
antigeno originario de um patdgeno de animal e o adjuvante de dleo. Tanto a
particula de replicon de RNA de alfavirus como o adjuvante de dleo sao
misturados em quantidades imunologicamente eficazes.

[069] Em modalidades preferenciais do método para producao de uma
vacina da presente inveng¢ao, uma ou mais ou todos: a particula de replicon de
RNA de alfavirus, o antigeno codificado, o patégeno de animal e o adjuvante de
Oleo sao definidos em qualguer uma ou mais das modalidades como descrito na
presente invengao.

[070] Em uma modalidade de um método para a producdo de uma vacina
da presente invencdo, a particula de replicon de RNA de alfavirus é
compreendida em uma solugao aquosa.

[071] Em uma modalidade preferencial de um método para a produgao de

uma vacina da presente invencao, a mistura é realizada de modo que a particula
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de replicon de RNA de alfavirus, respectivamente a solucdo aquosa
compreendendo a particula de replicon de RNA de alfavirus e o adjuvante de
Oleo, sejam misturados em uma razao de volume entre 1:10 e 10:1; mais
preferencialmente em uma razao de volume entre 1:5 e 5:1, entre 1:4 e 4:1,
entre 1:3 e 3:1 ou mesmo entre 1:2 e 2:1, nesta ordem de preferéncia. Mais
preferencialmente, a particula de replicon de RNA de alfavirus, respectivamente
a solugcao aquosa compreendendo a particula de replicon de RNA de alfavirus e
o adjuvante de 6leo sao misturados em uma razao de volume de cerca de 1:1.

[072] Em uma modalidade, o método para a producao da vacina da
presente invencao compreende a mistura dos conteudos dos recipientes do kit
de partes da presente invencao.

[073] Em uma modalidade de um método para a produc¢dao de uma vacina
da presente invencdao, a particula de replicon de RNA de alfavirus,
respectivamente uma solucdao aquosa compreendendo a particula de replicon, é
misturada com um adjuvante de 6leo conforme definido para a invencao que é
compreendida em outra emulsdo O/A compreendendo um antigeno de um
patégeno. Preferencialmente, a outra emulsdo O/W é uma vacina
compreendendo um patogeno viral e/ou bacteriano inativado. Em uma
modalidade mais preferencial, uma RP que codifica um antigeno de SIV ou de
PEDV é misturado com uma vacina de emulsdo O/A compreendendo circovirus
porcino (PCV) e/ou Mycoplasma hyopneumoniae, como Circumvent® PCVM.

[074] Em um aspecto adicional, a invengao fornece para uma particula de
replicon de RNA de alfavirus codificando um antigeno origindrio de um patégeno
de animal, para uso na protecdao de um animal contra infeccdes ou doencas
causadas pelo patégeno de animal, em que a particula de replicon de RNA de
alfavirus é administrada no ou sobre o corpo do animal alvo em uso simultaneo

ou em uso concomitante com um adjuvante de 6leo. Tanto a particula de
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replicon de RNA de alfavirus como o adjuvante de éleo sao compreendidos no
uso da protec¢ao de um animal, em quantidades imunologicamente eficazes.

[075] Em modalidades preferenciais da particula de replicon de RNA de
alfavirus para uso na protecao da presente inveng¢ao, um ou mais de todos: a
particula de replicon de RNA de alfavirus, o antigeno codificado, o patdégeno de
animal e o adjuvante de dleo sdo como definidos em qualquer uma ou mais
modalidades como descrito na presente invencgao.

[076] Em uma modalidade preferencial de replicon de RNA de alfavirus para
uso na protecao da presente invencdo, o uso compreende a uso da vacina da
invencao.

[077] Em uma modalidade de replicon de RNA de alfavirus para uso na
protecdo da presente invencao, a protecao é eficaz em animais-alvo de
diferentes idades e tipos.

[078] Em uma modalidade, o uso é para a protecdao de animais jovens.
Preferencialmente, os animais jovens sao porcinos com até 3 semanas de idade,
ou galinhas com até 1 semana de idade, ou peixes salmonideos com até 14
meses de idade.

[079] Em uma modalidade adicional, o uso é para a protecdao de animais
adolescentes. Preferencialmente, animais adolescentes sdao porcinos de 3
semanas a 8 meses de idade, ou galinhas de 1 a 22 semanas de idade, ou sao
peixes salmonideos de 14 a 24 meses de idade.

[080] Em uma modalidade adicional, o uso é para a protecdao de animais
adultos. Preferencialmente, os animais adultos sdao porcinos com mais de 8
meses de idade, ou galinhas com mais de 22 semanas de idade, ou sao peixes
salmonideos com mais de 24 meses de idade.

[081] Para Tilapias, os periodos preferidos para uso para a prote¢ao da

invencdo sao comumente expressos ndao por idade, mas por indicacao de uma
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faixa de peso corporal total: a vacinacdo por tratamento de banho de imersao é
preferencialmente realizada quando a Tilapia pesa entre 0,5 g e 5 g. A vacinagao
por injecao parenteral é preferencialmente feita quando a Tilapia pesa entre 10
g e 100 g; mais preferencialmente quando a Tilapia pesa entre 20 g e 25 g.

[082] Em uma modalidade de replicon de RNA de alfavirus para uso na
protecdo da presente invencdao, o animal alvo pode ser soropositivo ou
soronegativo, seja para anticorpos contra o patdégeno de animal, seja para o
patdégeno de animal, respectivamente, para um antigeno do patégeno de animal.

[083] Em uma modalidade de replicon de RNA de alfavirus para uso na
protecdo da presente invencao, o animal alvo é um animal positivo para MDA
(anticorpos derivados da mae), pelo qual o MDA é reativo com o patégeno de
animal contra o qual a protecao é destinada. Mais preferencialmente, o animal
positivo para MDA é uma ave, um ruminante ou um porco. Ainda mais
preferencialmente, o animal positivo para MDA é um porco.

[084] Em uma modalidade de replicon de RNA de alfavirus para uso na
protecdo da presente invencdo, o animal alvo é um animal gestante. Mais
preferencialmente o animal gestante € um ruminante ou um porco. Ainda mais
preferencialmente o animal gestante é um porco.

[085] Em uma modalidade de replicon de RNA de alfavirus para uso na
protecao da presente invenc¢ao, a protecao é de animais de producao.
Preferencialmente, os animais de producao sdao porcinos mantidos para
engorda, ou sao galinhas de corte ou poedeiras, ou sdao ruminantes para a
producao de leite ou carne, ou sao salmdes ou sao Tilapias.

[086] Em uma modalidade adicional a protecao é dos animais para
reabastecer populagdes. Preferencialmente, os animais para repovoamento de

populagdes sao animais com linhas de pais ou avds animais de produgao.
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[087] Em um aspecto adicional, a invencao fornece para o uso de uma
particula de replicon de RNA de alfavirus codificando um antigeno originario de
um patogeno de animal, para a fabricagao de uma vacina para a prote¢ao de um
animal contra infec;do ou doenca causada pelo patdgeno de animal,
compreendendo o uso simultdneo ou o uso concomitante da referida particula
de replicon de RNA de alfavirus com um adjuvante de éleo. Tanto a particula de
replicon de RNA de alfavirus como o adjuvante de dleo sdo usados em
guantidades imunologicamente eficazes.

[088] Em modalidades preferenciais do uso para a fabricacdo da vacina da
presente invencdo, um ou mais ou todos: a particula de replicon de RNA de
alfavirus, o antigeno codificado, o patdgeno de animal e o adjuvante de 6leo sao
definidos em qualgquer uma ou mais das modalidades como descrito na presente
invencgao.

[089] Em um aspecto adicional, a invenc¢ao fornece para o uso de uma
particula de replicon de RNA de alfavirus codificando um antigeno originando de
um patégeno de animal, para a fabricacdo de um componente de um kit de
partes conforme definido na presente invencao, por meio do qual o kit é
destinado a protecao de um animal contra infeccao ou doencga causada pelo
patdégeno de animal, pelo uso simultaneo ou pelo uso concomitante dos
componentes do referido kit. Tanto a particula de replicon de RNA de alfavirus
como o adjuvante de 6leo sdao usados em quantidades imunologicamente
eficazes.

[090] Em modalidades preferenciais do uso para a fabricacao da vacina de
um componente de um kit de partes da presente invengao, um ou mais ou todos:
a particula de replicon de RNA de alfavirus, o antigeno codificado, o patégeno de
animal e o adjuvante de dleo sdao definidos em qualquer uma ou mais das

modalidades como descrito na presente invencao.
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[091] Em um aspecto adicional, a invencao fornece para o uso de uma
particula de replicon de RNA de alfavirus codificando um antigeno originando de
um patégeno de animal, para a protecao de um animal contra infec¢ao ou
doenca causada pelo patégeno de animal, em que o uso compreende o uso
simultaneo ou o uso concomitante da referida particula de replicon de RNA de
alfavirus com um adjuvante de 6leo. Tanto a particula de replicon de RNA de
alfavirus como o adjuvante de o6leo s3ao usados em quantidades
imunologicamente eficazes.

[092] Em modalidades preferenciais do uso para a protecao de um animal
da presente invencao, um ou mais ou todos: a particula de replicon de RNA de
alfavirus, o antigeno codificado, o patdgeno de animal e o adjuvante de 6leo sao
definidos em qualgquer uma ou mais das modalidades como descrito na presente
invencgao.

[093] Estes e outros aspectos da presente invencdao serdao mais bem
apreciados por referéncia as seguintes Figuras e pela Descricao Detalhada.

BREVE DESCRICAQ DAS FIGURAS

[094] Figuras 1 e 2: Resultados do Exemplo 2:

[095] Figuras 1A-1B: Lesdes Pulmonares

[096] Figuras 1C-1D: Excre¢ao nasal

[097] Figuras 1E-1F: Titulos de NI

[098] Figuras 2A-2F: Resultados de titulo HI (figuras numeradas da
esquerda para a direita, linha superior e linha inferior)

[099] Figura 3: Respostas de anticorpos séricos ao antigeno N1-classico em
porcos vacinados com NA-RP multivalente do Exemplo 3:

[100] Sao representadas as respostas de anticorpos séricos da inibicao da
neuraminidase (NI) especificas para a cepa N1-cldssica das composi¢cdes de

vacina, conforme descrito no Exemplo 3. As amostras de soro foram coletadas
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antes da primeira vacinacao (3 semanas de idade), antes da segunda vacinacao
(7 semanas de idade) e antes do desafio (10 semanas de idade).

[101] Figura 4: A eficacia da vacina quadrupla de NA-RP contra infecgdes
por desafio, como testado no Exemplo 3, em relagao aos escores de lesdes
pulmonares macroscopicas 5 dias apds a infeccao pelo virus HIN1:

[102] Isso mostra os escores das lesdes pulmonares dos porcos apds a
administracao das composi¢cdes de vacinagcao descritas no Exemplo 3 e a
infeccdo por desafio com o virus H1-gama-N1-classico.

[103] Figuras 5 e 6: Resultados dos titulos de NI do Exemplo 8:

[104] A figura 5 apresenta os titulos de NI contra o antigeno de NA N1-
classico nos trés instantes medidos ao longo do tempo, incluindo os desvios
padrao. Isso é representativo do perfil de titulo de NI medido para os outros trés
tipos de NA.

[105] A Figura 6 representa os titulos médios de NI do grupo dos 4 tipos de
NA combinados, 7 dias apds a segunda vacinagao.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAOQ

[106] A presente invencao fornece vacinas que incluem uma quantidade
imunologicamente eficaz de uma ou mais particulas de replicon de RNA de
alfavirus que codificam um ou mais antigenos de um patégeno de animal e um
adjuvante de 6leo. As particulas de replicon de RNA de alfavirus sao
efetivamente similares a um virus vivo, na medida em que podem infectar
células hospedeiras de um humano ou animal alvo e expressar os genes que eles
compreendem. Isso também é demonstrado pelo fato de que as RPs sao
comumente quantificadas por titulacdao de inefetividade nas células. Portanto,
essas RPs, em um carreador farmaceuticamente aceitavel, geralmente sao o

Unico componente de uma vacina eficaz, semelhante a uma vacina viral viva
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(atenuada). Varias vacinas baseadas em RPs ndo adjuvadas foram desenvolvidas
e comercializadas.

[107] Os adjuvantes sdao usados principalmente apenas em combinagao
com antigenos de vacina inativos ou com subunidades. Além disso, os adjuvantes
de dleos podem ser bastante agressivos para outros constituintes da vacina,
portanto, adjuvantes de éleos ndo sdao comumente combinados com vacinas
vivas. Além disso, sabe-se que as vacinas de RPs de RNA de alfavirus,
especialmente aquelas baseadas em alfavirus VEE, sdao conhecidas por induzir -
proximo de uma resposta imune adquirida - ja por si mesmas uma forte resposta
antiviral a partir do sistema imune inato do alvo. Assim, evitando efetivamente
gualquer necessidade de imunoestimulacao adicional.

[108] No entanto, verificou-se surpreendentemente que um adjuvante de
Oleo poderia aumentar significativamente a eficacia imunogénica de particulas
de replicon de RNA de alfavirus que codificam um antigeno originado de um
patogeno de animal. Isso contrasta com um adjuvante a base de Aluminio, como
hidréxido de aluminio. A eficacia aprimorada pode ser obtida quando as RPs e o
adjuvante de 6leo foram aplicados quando combinados em uma Unica
composicao (isto é, uso simultaneo), ou quando foram administrados como
composicdes separadas (isto é, uso concomitante). A extensdo do
aprimoramento da eficacia por um adjuvante de d6leo também foi algo
inesperado, pois a dose efetiva minima de RPs poderia ser reduzida por varias
ordens de magnitude, para uma vacinagao com RP e adjuvante de 6leo, como
comparado com uma sem adjuvante (de 6leo). Além disso, o uso de adjuvante
de 6leo foi capaz de aumentar a duracdo da resposta imune de uma vacinagao
de RP. Também, a combinacao de adjuvante de 6leo e RP foi capaz de fornecer
uma excelente resposta imune quando o componente de RP sozinho ndo induziu

nenhuma imunizacgao.
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[109] A fim de apreciar mais completamente a invengao, sao fornecidas as
seguintes defini¢des.

[110] Uma “vacina” é uma composi¢cao bem conhecida com efeito médico,
que compreende um componente imunologicamente ativo e um carreador
farmaceuticamente aceitavel. A solucdo aquosa e/ou o adjuvante de 6leo podem
funcionar como um “carreador” para a vacina. O “componente
imunologicamente ativo” para a vacina da invengao é o antigeno codificado
originario de um patdgeno de animal, que é entregue e expresso por meio da
RP. A vacina estimula o sistema imune de um animal alvo vacinado, o que induz
uma resposta imunoldgica protetora. A resposta pode se originar do sistema
imunoldgico inato e/ou adquirido do animal e pode ser do tipo celular e/ou
humoral.

[111] Uma vacina fornece “protecdao” “contra infeccao ou doenga”,
reduzindo em um animal vacinado a gravidade de uma infec¢ao ou infestacao
subsequente, por exemplo, reduzindo o numero de patdgenos ou diminuindo a
duracdo da replicacdao do patégeno no ou sobre o animal, e reduzindo o numero,
a intensidade ou a gravidade das lesdes causadas por uma infeccao ou
infestacao. Além disso, ou consequentemente, uma vacina é eficaz na redugao
ou melhoria dos sintomas (clinicos) da doenca que podem ser causados por tal
infeccao, infestacao ou replicacao, ou pela resposta do alvo a essa infeccao,
infestacao ou replicacdo. Uma referéncia para tais doencas e sinais clinicos é:
“The Merck veterinary manual” (102 ed., 2010, CM Kahn edt., ISBN:
091191093X). Essa vacina é coloquialmente referida como: vacina ‘contra’ o
patdgeno especifico.

[112] O termo “compreendendo” (bem como variagbes como
“compreenda”, “compreende” e “compreendido”), conforme usado na presente

invencao, refere-se a todos os elementos, e em qualquer combinacado possivel
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concebivel para a invencdo, que sejam cobertos por ou incluidos na secao de
texto, paragrafo, reivindicacdo, etc., na qual esse termo é usado, mesmo que
esses elementos ou combinagdes nao sejam explicitamente recitados; e nao
digam respeito a exclusdao de nenhum desses elemento(s) ou combinagdes.
Consequentemente, qualquer secdao de texto, paragrafo, reivindicacao, etc.
pode também se relacionar a uma ou mais modalidade(s), nas quais o termo
“compreende” (ou suas variantes) é substituido por termos como “consiste em”,
“consistindo em” ou” consiste essencialmente em”.

[113] Como usado na presente invencao, o termo “replicon” refere-se a um
genoma viral de RNA modificado que carece de um ou mais elementos (por
exemplo, sequéncias de codificacdo para proteinas estruturais) que, se
estivessem presentes, permitiriam a propagac¢ao bem-sucedida do virus parental
em culturas de células ou hospedeiros de animais. Em contextos celulares
adequados, o replicon se amplificara e podera produzir uma ou mais espécies de
RNA subgenomico.

[114] Como usado na presente invenc¢ao, o termo “particula de replicon de
RNA de alfavirus”, abreviado “RP”, € um replicon de RNA derivado de alfavirus
embalado em proteinas estruturais virais, por exemplo, o capsideo e as
glicoproteinas, que também s3ao derivadas de um alfavirus, por exemplo,
conforme descrito por Pushko et al., [Virology 239 (2): 389-401(1997)]. Uma RP
infecta uma célula-alvo adequada e depois expressa o(s) gene(s) heterdlogo(s)
inserido(s), mas ndo pode se propagar em culturas de células ou hospedeiros de
animais (sem um plasmideo auxiliar ou componente andlogo), porque o replicon
nao codifica os componentes estruturais do alfavirus (por exemplo, capsideo e
glicoproteinas virais).

[115] O uso de termos singulares por conveniéncia na descricao nao tem a

intencao de ser tao limitante. Assim, por exemplo, a referéncia a uma “particula
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de replicon de RNA de alfavirus” inclui referéncia a uma pluralidade dessas
particulas de replicon de RNA de alfavirus, a menos que indicado de outra forma.

[116] ARP “codificando” um antigeno refere-se a transcricdo e/ou tradugdo
do acido nucleico para o antigeno proteico que esta compreendido na RP,
resultando na expressao do antigeno proteico. Tipicamente, tal sequéncia de
acido nucleico codificando uma proteina é uma fase de leitura aberta (ORF),
indicando que ndo estdao presentes codons de parada indesejaveis que
concluiriam prematuramente a translagao da proteina. A sequéncia de acido
nucleico pode ser um gene inteiro codificando uma proteina completa ou pode
ser um fragmento de gene codificando uma secdao de uma proteina, por
exemplo, codificando apenas a forma madura ou secretada de uma proteina, ou
seja, sem um 'lider', ‘ancora’ ou' sequéncia de sinal'. A sequéncia nucleotidica
pode ser de uma fonte natural ou sintética.

[117] A construgcdao e manipulacdo da sequéncia heterdloga de acido
nucleico expressando o antigeno para a invencao pode ser realizada por técnicas
bioldgicas moleculares bem conhecidas, envolvendo clonagem, transfeccao,
recombinacao, selecao e amplificacdo. Essas e outras técnicas sao explicadas em
grande detalhe em livros didaticos padrao como os de Sambrook & Russell:
“Molecular cloning: a laboratory manual” (2001, Cold Spring Harbor Laboratory
Press; ISBN: 0879695773); Ausubel et al., em: Current Protocols in Molecular
Biology (J. Wiley e Sons Inc., NY, 2003, ISBN: 047150338X); C. Dieffenbach e G.
Dveksler: “PCR primers: a laboratory manual” (CSHL Press, ISBN 0879696540); e
“PCR protocols”, por: J. Bartlett e D. Stirling (Humana press, ISBN: 0896036421).

[118] Para a inveng¢do, uma “proteina” é uma cadeia molecular de
aminodcidos. Uma proteina pode ser uma proteina nativa ou madura, uma pré-
ou pro-proteina ou parte de uma proteina. Inter alia: peptideos, oligopeptideos

e polipeptideos estao incluidos na definicao de proteina.
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[119] Um “antigeno” para a invencao refere-se a uma proteina que pode,
nas circunstancias corretas, induzir uma resposta imunoldgica protetora em um
animal alvo.

[120] Os termos “originam de”, “originarios de” e “originando de” sao
usados de forma intercambidvel em relacdo a um determinado antigeno
proteico e ao patdgeno ou cepa desse patdgeno que o codifica naturalmente.
Tal como utilizado na presente invengao, estes termos significam que a
sequéncia de aminodcidos ndo modificada e/ou modificada do antigeno proteico
fornecido é codificada por esse patdgeno ou cepa desse patdgeno. A sequéncia
de codificacao, dentro de um construto de acido nucleico da presente invengao
para um antigeno proteico originado de um patdégeno, pode ter sido
geneticamente manipulada de modo a resultar em uma modificacao,
truncamento, e/ou extensdo da sequéncia de aminodcidos do antigeno proteico
expresso em relacdo a sequéncia de codificacdo correspondente de tal antigeno
proteico no patégeno ou cepa do patdgeno (incluindo cepas naturalmente
atenuadas) das quais se originam.

|II

[121] O “patégeno de animal” refere-se a qualquer entidade bioldgica
capaz de causar infec¢do e/ou doenca em um animal de relevancia veterinaria,
tais como animais selvagens, de gado ou de companhia.

[122] Para a invencgao, o patdégeno de animal pode ou ndao ser um patégeno
natural do animal alvo que esta recebendo a vacina da invencao.

[123] Um “6leo” é usado aqui em seu significado comum e refere-se a uma
substancia quimica nao polar com um teor de hidrocarboneto relativamente alto
gue geralmente é um liquido relativamente viscoso, tem uma densidade mais
leve que a dgua e é hidrofdbico e lipofilico. Um éleo pode ser de origem mineral

III

ou de origem “nao mineral”, como de origem sintética, semissintética, animal ou

vegetal. Alguns 6leos sdo metabolizaveis.
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[124] O termo “mineral” indica que o respectivo 6leo se origina de uma
fonte mineral, normalmente de petréleo.

[125] Um “bleo semissintético” € um dleo de origem nao mineral, como um
6leo animal ou vegetal, mas que foi modificado em estrutura e/ou composi¢do
por um processo quimico ou fisico.

[126] O termo “adjuvante” é usado aqui em seu significado comum de uma
composi¢ao capaz de estimular uma resposta imune em um animal alvo de uma
maneira nao especifica.

[127] Um “bleo de parafina liquida” € um tipo de 6leo mineral, também
chamado de éleo (mineral) branco ou d6leo de parafina liquida leve, e tem o
numero CAS: 8042-47-5. Esta geralmente disponivel, também em qualidade de
grau farmacéutico. Sao exemplos: Drakeol® 6VR (Penreco), Marcol® 52 (Exxon
Mobile) e Klearol® (Sonneborn).

[128] Um “acetato de vitamina E” refere-se ao composto quimico com
numero CAS: 58-95-7. Alguns nomes alternativos sdao: acetato de tocoferol ou
acetato de alfa-tocoferol. O acetato de vitamina E é um éster acetato de vitamina
E (tocoferol) e pode ser derivado de materiais vegetais como sementes, nozes,
frutas ou folhas ou de carnes gordurosas, mas também pode ser produzido
sinteticamente. Assim, formas naturais, sintéticas ou semissintéticas, ou
misturas das mesmas sao incluidas na definicdao de acetato de vitamina E. O
acetato de vitamina E é comercialmente disponivel, em graus diferentes de
pureza.

[129] Um “esqualano” refere-se ao composto quimico com numero CAS
111-01-3. Alguns nomes alternativos sdo: o6leo de figado de tubarao
hidrogenado, hexametil-tetracosano, ou peridroesqualeno. Este ndao deve ser
confundido com esqualeno (CAS n2 111-02-4), que é um 6leo C30 poliinsaturado

e é metabolizavel como um composto da via do colesterol.
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[130] Originalmente, o precursor do esqualano era obtido a partir dos
figados de tubarao, mas, devido a preocupa¢des ambientais, mudou-se para
outras fontes naturais, como o azeite de oliva ou a sintese quimica. Desse modo,
formas naturais, sintéticas ou semissintéticas, ou misturas das mesmas sao
incluidas na definicdo de acetato de vitamina E. Esqualano esta disponivel
comercialmente em uma variedade de purezas, por exemplo: de origem vegetal,
de Worlee (Esqualano, vegetal) ou Croda (Pripure Squalane); ou sintético, por
exemplo, de Kuraray (Esqualano-PE). Para a invencao, é preferida uma alta
pureza do esqualano: preferencialmente acima de 75% de pureza, mais
preferencialmente acima de 80, 90 ou mesmo acima de 95% de pureza, nessa
ordem de preferéncia.

[131] Uma “emulsao” é uma mistura de pelo menos dois liquidos imisciveis,
em que um é disperso no outro. Normalmente, as goticulas da fase dispersa sao
muito pequenas, na faixa de micrometros ou menos. Para a inveng¢ao, a emulsao
compreende um 6leo e uma fase aquosa.

[132] Os procedimentos e equipamentos para a preparacdao de uma
emulsao em qualquer escala sao bem conhecidos na técnica e sao descritos, por
exemplo, em manuais como: “Remington: the science and practice of pharmacy”
(2000, Lippincot, EUA, ISBN: 683306472), e: “Veterinary vaccinology” (P.
Pastoret et al. ed., 1997, Elsevier, Amsterda, ISBN 0444819681).

[133] Quando o adjuvante de 6leo da invencdao é uma emulsao, a emulsao
pode ser uma emulsdo agua em o6leo (A/O), onde o dleo é a fase externa
continua. Alternativamente, a emulsdao pode ser uma emulsao “6leo em agua”
(O/A), em que o dleo é a fase interna dispersa.

[134] Pela selecdao do tipo apropriado e pela concentracdo de
emulsificante(s), tais emulsdes podem ser formadas e mantidas de maneira

estavel.
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[135] O emulsificante toma posicdo na interfase entre dgua e dleo e
estabiliza as goticulas da fase interna dispersa. Muitos emulsificantes diferentes
sao conhecidos e sao adequados para uso farmacéutico, como em vacinas. O
emulsificante preferencial para o adjuvante de éleo da invencao é o Polisorbato
80, também conhecido como mono-oleato de polioxietileno sorbitano e
disponivel comercialmente como Tween® 80. O Tween 80 é utilizado no
adjuvante de éleo para a invencdo em uma quantidade de 0,1 - 10% p/v do
adjuvante de dleo.

[136] Para a presente invencao, o adjuvante de dleo, quando na forma de
uma emulsdo O/A, consiste assim, em uma fase aquosa externa e uma fase
oleosa interna dispersa. Isto facilita a mistura do adjuvante de 6leo como
emulsdo O/A com a RP codificando um antigeno originario de um patégeno de
animal para a invenc¢ao. Por exemplo, pela mistura de uma composicao aquosa
compreendendo a RP, com a emulsdo O/A de adjuvante de dleo. Um simples
chacoalhar com as maos por cerca de 1 minuto é suficiente para misturar
adequadamente as duas composicdes aquosas.

[137] Alternativamente, e altamente vantajosamente, o adjuvante de 6leo
como uma emulsdo O/A pode ser usado diretamente para reconstituir a RP a
partir de uma forma liofilizada. Isto significa que a RP pode ser fornecida em uma
forma altamente estabilizada como uma liofilizada, e a vacina da invencao pode
ser preparada por mistura no local em um momento conveniente, antes da
administra¢ao a um animal alvo.

[138] Como usado na presente invencado, o termo “cerca de” é usado de
forma intercambiavel com o termo “aproximadamente” e significa que um valor
abrange cinquenta por cento do valor indicado, isto é, uma composicao

contendo “aproximadamente” 1 x 108 particulas de replicon de RNA de alfavirus
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por mililitro contém de 5 x 107 a 1,5 x 102 particulas de replicon de RNA de
alfavirus por mililitro.

[139] Um exemplo de um adjuvante de dleo de emulsdo O/A para a vacina
da invencao é: XSolve™. XSolve é uma combinacdao de dois componentes
adjuvantes de emulsdo O/A: Diluvac Forte™ que tem base em acetato de
vitamina E (vide EP 382.271) e Microsol™ que tem base em dleo de parafina
liquida (vide WO 2009/144.088).

[140] Nessas emulsdes, o tamanho médio de volume das goticulas de éleo
do d6leo mineral e ndao mineral pode ser diferente. Preferencialmente, as
goticulas do dleo mineral sao de tamanho submicrénico.

[141] Convenientemente, a emulsao de adjuvante de dleo é preparada
separadamente dos RPs da inven¢ao. Consequentemente, podem ser utilizados
métodos e equipamentos para a emulsificacdao do adjuvante de éleo que nao
seriam compativeis com a manutencdao da qualidade dos RPs, caso estes
estivessem presentes no adjuvante de 6leo. Um exemplo é um método de
emulsificacdo de alto cisalhamento usado para obter uma emulsao submicrénica
por homogeneizacao de alta pressao, como em um processador de
microfluidizador (Microfluidics, MA, EUA).

[142] Um exemplo adicional de um adjuvante de dleo de emulsdo O/A para
a vacina da invencao é: SVEA™, que compreende esqualano e acetato de
vitamina E, e é descrito em: WO 2018/115.435.

[143] Para a invencdo, os nomes de microrganismos ou patdégenos, como,
por exemplo, o virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEE) e o virus da
influenza avidria, etc., referem-se as respectivas classificacdes taxondmicas
desses microrganismos, conforme aplicavel atualmente. No entanto, esses
nomes podem mudar com o tempo, pois novas ideias podem levar a

reclassificacdo em um grupo taxondémico novo ou diferente. No entanto, como
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isso ndo altera os proprios microrganismos nem seus repertorios antigénicos,
mas apenas seus nomes cientificos ou classificagcdes, tais microrganismos
reclassificados permanecem dentro do escopo da invengao.

[144] A referéncia a uma familia taxondmica inclui qualquer microrganismo
gue seja uma espécie, subtipo, variante, biotipo, sorotipo ou gendtipo dentro
dessa familia.

[145] Para a invencgao, “porcino” refere-se a animais da familia Suidae e,
preferencialmente, a animais do género Sus, por exemplo: um porco selvagem
ou doméstico, javali, babirussa ou facocero-comum. Isso também inclui porcinos
indicados por um nome arbitrario referente ao seu sexo, idade ou tamanho,
como: porca, javali, porco para engorda, marra, desmamado ou leitao.

[146] Como usado na presente invencdo, o termo “aves” refere-se a aves
de relevancia agricola, tais como: galinha, peru, pato, ganso, perdiz, pavao,
codorna, pombo, faisao, galinha d'angola ou avestruz. Preferencialmente, as
aves sao galinha, peru, pato ou ganso. Mais preferencialmente, as aves sao
galinha ou peru. Mais preferencialmente as aves sao galinhas.

[147] As aves podem ser de qualquer tipo, como poedeiras, reprodutoras,
de corte, racas combinadas ou com linhas parentais de qualquer uma dessas
racgas. O tipo de aves preferencial sao as de corte.

[148] Como usado na presente invencdo, o termo “Tilapia” pode incluir
guase uma centena de espécies de peixes dsseos da familia Cichlidae. As Tilapias
sao principalmente peixes de agua doce que habitam corregos rasos, lagoas, rios
e lagos e sdo menos comumente encontrados vivendo em agua salobra.

[149] Um “kit de partes” para a invencao é tipicamente uma combinacao
embalada de recipientes com composicdes especificas em quantidades
predeterminadas, kit que pode incluir ou referir-se a instru¢cdes para executar a

preparacao e vacinac¢ao da invencao.
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[150] O alvo para a vacina, o método de imunizacao e os compostos e usos
para proteger os animais da inven¢ao, sao animais que necessitam de uma
vacinacdo contra infec¢ao ou doenca causada pelo patdgeno especifico do qual
o antigeno codificado se origina. A idade, peso, sexo, status imunoldgico e outros
parametros do alvo a ser vacinado/protegido/imunizado ndo sdo criticos,
embora seja claramente favoravel vacinar alvos sauddveis e nao infectados, e
vacinar o mais cedo possivel.

[151] Como usado na presente inven¢ao, um “agrupamento filogenético” é
um conjunto de neuraminidases do virus influenza que foram agrupadas (no
mesmo ramo) em uma 4drvore filogenética ou arvore evolutiva que esta
enraizada em um ancestral semelhante (homélogo). Para as neuraminidases do
IAV-S (NAs) encontradas nos EUA, existem dois agrupamentos filogenéticos
predominantes de N1, N1-classico e N1-pandémico e dois agrupamentos
filogenéticos predominantes de N2, N2-1998 e N2-2002. O agrupamento
filogenético N1-classico contém os NAs agrupados com o NA do virus da
influenza porcina classica HIN1. O agrupamento filogenético N1-pandémico
contém os NAs agrupados com o NA que vem do virus da influenza pandémica
H1N1. O agrupamento filogenético N2-1998 contém os NAs agrupados com o NA
do virus da influenza H3N2 humana que infectou porcos em 1998, enquanto o O
agrupamento filogenético N2-2002 contém os NAs agrupados com o NA do virus
dainfluenza H3N2 humana que infectou porcos em 2002. [ Vide, Anderson et al.,
Influenza and other Respiratory Viruses 7(Supl. 4): 42-51 (2013)].

[152] O termo “nao IAV-S” é usado para modificar termos como patogeno,
e/ou antigeno (ou imundgeno) para significar que o respectivo patdogeno e/ou
antigeno (ou imundégeno) ndao é um patdgeno de IAV-S, nem um antigeno de |AV-
S (ou imundgeno) e que um antigeno proteico ndo IAV-S (ou imunégeno) nado se

origina a partir de um IAV-S.
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[153] Como usada na presente invencdo, uma vacina multivalente é uma
vacina que compreende dois ou mais antigenos diferentes, por meio das quais a
diferenca pode estar em qualquer um de varios niveis bioldgicos, como género,
espécie, sorotipo, etc. Em uma modalidade particular deste tipo, a vacina
multivalente estimula o sistema imune do animal alvo contra dois ou mais
patdégenos de animais diferentes, ou contra variantes imunologicamente
distintas do mesmo patégeno.

[154] Como usado na presente invengdao, o termo “farmaceuticamente

|H

aceitdvel” é usado de maneira adjetiva para significar que o substantivo
modificado é apropriado para uso em um produto farmacéutico. Quando é
usado, por exemplo, para descrever um excipiente em uma vacina farmacéutica,
caracteriza o excipiente como sendo compativel com os outros ingredientes da
composicao e nao prejudicial de maneira desvantajosa ao animal receptor
pretendido, por exemplo, um porcino.

[155] A “administracao” da vacina, respectivamente os componentes do kit
da invencao a um alvo animal podem ser realizados usando qualquer método e
via viaveis. Tipicamente, a maneira ideal de administracao sera determinada
pelo tipo de vacina/composto aplicado e pelas caracteristicas do alvo e da
doenca contra a qual ele se destina a proteger. Dependendo de como a
vacina/composto é formulado, diferentes técnicas de administracdo podem ser
aplicadas. Por exemplo, como uma vacina/composto de emulsdo O/A da
invencao pode ser administrada por via enteral ou mucosa, isto &, por meio de
colirio, gotejador nasal, oral, entérico, oro-nasal, spray. Outra possibilidade é por

meio de um método de administracdo em massa, como via ingestao de agua

potavel, aspersao, atomizacao, por alimentacao, etc.
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[156] A “administracdo parenteral” inclui injecdes subcutaneas, injecoes
submucosas, injecdes intravenosas, injecdes intramusculares, injecdes
intradérmicas e infusao.

[157] A “administragao via mucosa” inclui as vias de administracao ocular,
nasal, oral, 6culo-nasal, intratraqueal, intestinal, anal e vaginal.

[158] A “administracdo tdpica” inclui vias de administracdo dérmica e
transdérmica.

[159] O método, tempo e volume da administracdo de uma vacina,
respectivamente componente do kit da invencao, é preferencialmente integrado
aos esquemas de vacinagao existentes de outras vacinas que o animal alvo possa
exigir, a fim de reduzir o estresse no alvo e reduzir custos trabalhistas. Essas
outras imunizacdes podem ser administradas por um método de uso associado,
de maneira compativel com seu pedido registrado.

[160] Como usado na presente inven¢ao, o termo “fragmento antigénico”
em relacdo a uma proteina particular (por exemplo, um antigeno de proteina) é
um fragmento dessa proteina que é antigénica, ou seja, capaz de interagir
especificamente com uma molécula de reconhecimento de antigeno do sistema
imune, como uma imunoglobulina (anticorpo) ou receptor de antigeno de célula
T. Por exemplo, um fragmento antigénico de uma neuraminidase de IAV-S (NA)
é um fragmento da proteina de NA que é antigénica. Preferencialmente, um
fragmento da presente inven¢cao é imunodominante para reconhecimento de
anticorpos e/ou receptores de células T. Em modalidades particulares, um
fragmento antigénico em relacdo a um dado antigeno proteico é um fragmento
dessa proteina que retém pelo menos 25% da antigenicidade da proteina de
comprimento total. Em modalidades preferenciais um fragmento antigénico
retém pelo menos 50% da antigenicidade da proteina de comprimento total. Em

modalidades mais preferenciais, um fragmento antigénico retém pelo menos
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75% da antigenicidade da proteina de comprimento total. Fragmentos
antigénicos podem ser tao pequenos quanto 12 aminodacidos ou, no outro
extremo, ser grandes fragmentos nos quais estao faltando tao pouco quanto um
unico aminoacido da proteina de comprimento total. Em modalidades
particulares, o fragmento antigénico compreende 25 a 150 residuos de
aminodcidos. Em outras modalidades, o fragmento antigénico compreende 50 a
250 residuos de aminoacidos.

[161] Como usada na presente inven¢ao, uma sequéncia de aminodcidos é
100% “idéntica” ou possui 100% de “identidade” com uma segunda sequéncia
de aminoacidos quando os residuos de aminoacidos de ambas as sequéncias sao
idénticos. Por conseguinte, uma sequéncia de aminoacidos é 50% “idéntica” a
uma segunda sequéncia de aminoacidos quando 50% dos residuos de
aminoacidos das duas sequéncias de aminodacidos sao idénticos. A comparacao
de sequéncia é realizada sobre um bloco contiguo de residuos de aminodcidos
compreendido por uma dada proteina, por exemplo, uma proteina ou uma
porcdao do polipeptideo sendo comparada. Em uma modalidade particular,
exclusdes ou insercdes selecionadas que poderiam de outro modo alterar a
correspondéncia entre as duas sequéncias de aminodacidos sao levadas em
consideracgao.

[162] Como usado na presente invencao, a identidade percentual da
sequéncia de nucleotideos e aminoacidos pode ser determinada usando C,
MacVector (MacVector, Inc. Cary, NC 27519), Vector NTI (Informax, Inc. MD),
Oxford Molecular Group PLC(1996) e o algoritmo Clustal W com os parametros
padrdao de alinhamento e parametros padrao de identidade. Esses programas
comercialmente disponiveis também podem ser usados para determinacao da
similaridade de sequéncia usando os mesmos parametros padrdao ou analogos.

Alternativamente, uma pesquisa Blast avancada sob as condicdes de filtro
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padrao pode ser usada, por exemplo, usando o programa Pileup, Pacote GCG,
v.7 (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin) usando os parametros
padrao.

[163] Quando as particulas de replicon de RNA de alfavirus sao
armazenadas separadamente, mas pretendem ser misturadas com outros
componentes da vacina antes da administracao, as particulas de replicon de RNA
de alfavirus podem ser armazenadas em uma solucdo aquosa estabilizadora
similar a solugdao desses outros componentes, por exemplo, uma solugdao com
alto teor de sacarose.

[164] Uma vacina da presente invencao pode ser prontamente

III

administrada por qualquer “método de imunizacao de um animal” padrao. O
técnico no assunto apreciara que a via de administracao seja escolhida levando
em consideragao as caracteristicas do animal alvo e a vacina a ser administrada.
Preferencialmente, a composi¢ao da vacina é formulada adequadamente para
cada tipo de animal alvo e via de administracao.

[165] Para a invencao, a “subunidade de microrganismos” pode ser uma
molécula biolégica ou sintética, como uma proteina, um carboidrato, um
lipopolissacarideo, um lipidio ou uma molécula de acido nucleico.

[166] Esta bem ao alcance do técnico no assunto otimizar adicionalmente
uma vacina, um kit, método, ou uso da inven¢ao. Geralmente, isso envolve o
ajuste fino da eficacia da vacinagdo/imuniza¢do para melhorar ainda mais sua
protecao imune fornecida. Isso pode ser feito adaptando a dose, o volume, o
adjuvante ou o conteddo de antigeno do material administrado ou por
administracdao por uma via, método ou regime diferente. Todos estes estao
dentro do escopo da invencgao.

[167] Também deve ser entendido que esta inven¢ao nao se limita as

configuracdes particulares, etapas do processo e materiais revelados na
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presente invencdo, pois tais configuracdes, etapas do processo e materiais
podem variar um pouco. Também deve ser entendido que a terminologia
empregada na presente invengao é usada apenas com a finalidade de descrever
modalidades particulares e nao se destina a ser limitativa, visto que o escopo da
presente invencdo serd limitado apenas pelas reivindicacdes anexas e
equivalentes das mesmas.

TABELA DE SEQUENCIA

ID SEQ NO: Descricao (5' -> 3') Tipo
1 ggcgegecgeacc acido nucleico
2 ttaattaa acido nucleico

[168] Os exemplos ndo limitantes a seguir servem para fornecer apreciacao
adicional da invenc¢ao, mas nao pretendem de forma alguma restringir o escopo
efetivo da invencao.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1

UM ADJUVANTE DE OLEO MELHORA A MAGNITUDE E A DURACAO DA
RESPOSTA DE ANTICORPOS EM SUINOS PARA UMA PARTICULA DE REPLICON DE
RNA DE ALFAVIRUS CODIFICANDO UM HEMAGLUTININA DO VIRUS DA
INFLUENZA PORCINA

Materiais e métodos

[169] Os vetores de replicon de VEE projetados para expressar um gene de
hemaglutinina (HA) foram construidos como descrito anteriormente [vide US
9.441.247 B2; os conteudos por este meio incorporado na presente invengao por
referéncia], com as seguintes modifica¢des: a inser¢ao do gene HA foi submetido
a otimizacao de sequéncia (ATUM, CA, EUA). O vetor de replicon derivado TC-83
“pVEK” [divulgado e descrito em US 9.441.247 B2] foi digerido com enzimas de

restricao Ascl e Pacl. Um plasmideo de DNA contendo a fase de leitura aberta de
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cddon otimizado dos genes de N1 ou N2, com a sequéncia de flanqueamento 5’
(5'-GGCGCGCCGCACC-3') [SEQ ID NO: 1] e sequéncia de flanqueamento 3' (5'-
TTAATTAA-3') [SEQ ID NO: 2], foi digerido de modo similar com enzimas de
restricao Ascl e Pacl. O cassete de gene sintético foi entao ligado ao vetor pVEK
digerido e os clones resultantes foram renomeados como “pVHV-N1-
pandémico”, “pVHV-N1-cldssico”, pVHV-N2-2002 “e” pVHV-N2-1998". A
nomenclatura do vetor “pVHV” foi escolhida para se referir a vetores de
replicons derivados de pVEK contendo cassetes de transgene clonados via os
locais de Ascl e Pacl no local de clonagem multipla de pVEK.

[170] A producao de particulas de replicon de RNA TC-83 (RP) foi conduzida
de acordo com métodos anteriormente descritos [US 9.441.247 B2 e U.S.
8.460.913 B2; os conteudos por meios dos quais é incorporado na presente
invencao por referéncia]. Resumidamente, o DNA de vetor de replicon de pVHV
e plasmideos de DNA auxiliar foram linearizados com enzima de restricao Not/
antes da transcricao in vitro usando RNA polimerase MegaScript™ T7 e cap
analogo (Promega, Madison, WI). Importantemente, os RNAs auxiliares usados
na producao carecem da sequéncia promotora subgendmica de VEE, conforme
descrito previamente [Kamrud et al., J Gen Virol. 91 (Pt 7): 1723-1727 (2010)]. O
RNA purificado para os componentes auxiliares e replicon foi combinado e
misturado com uma suspensao de células Vero, galvanizado em cubetas de 4
mm e retornada ao meio de cultura celular SFM OptiPro® (Thermo Fisher,
Waltham, MA). Apds a incubacdo durante a noite, as particulas de replicon de
RNA de alfavirus foram purificadas, formuladas em solucdo salina tamponada
com fosfato com 5% p/v de sacarose e 1% v/v de soro porcino, esterilizadas
passando por um filtro de membrana de 0,22 micron e distribuidas em aliquotas
para armazenamento. O titulo de RP funcional foi determinado por ensaio de

imunofluorescéncia de infeccdo em monocamadas de células Vero. Lotes de RP
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foram identificados de acordo com o antigeno codificado pelo replicon
empacotado.

[171] Dez leitdes negativos para anticorpos contra o virus da influenza
porcina foram randomizados em grupos de cinco porcos. Preparou-se uma
vacina de RP expressando o antigeno de hemaglutinina de uma cepa de influenza
porcina H3N2 a um titulo de 5 x 10° RP/dose. Imediatamente antes da vacinac3o,
avacina do grupo de somente RP foi diluida 1:1 (v/v) com diluente estéril de PBS,
enquanto a vacina de RP + grupo de adjuvante foi diluida 1:1 (v/v) com adjuvante
XSolve. Os porcos foram entdo vacinados por via intramuscular com 2,0 mL do
material apropriado. O processo de vacinagao foi conduzido nos dias 0 e 21 do
estudo, em cada vez com uma nova prepara¢ao da vacina. Os soros coletados
durante o estudo foram analisados quanto a atividade de inibicao de
hemaglutinacao (HI) usando o antigeno do virus da influenza porcina H3N2. Os
resultados foram reportados como a maior diluicdo com atividade inibitoria;
titulos inferiores a 1:10 foram reportados como 1:9; titulos > 640 foram
relatados como 1: 641. Os titulos de média geométrica sao mostrados na Tabela
1.

TABELA 1: Titulo de Média Geométrica de Inibicao de Hemaglutinacao (HI)

Dia de 0 21 28 35 56 70 84
Estudo
RP 9,0 90 | 258 | 22,5 12,9 9,4 9,4
RP +
. 9,0 92 | 2427 | 211,1 | 91,9 528 | 52,8
adjuvante

[172] Na dose relativamente baixa de 5 x 10° RP, a vacina ndo adjuvada
induziu um titulo de HI de baixa magnitude, breve e transitério. Em comparacao,
a vacina adjuvante induziu titulos de Hl altos apds a vacinacao de reforco, e esses
titulos de HI permaneceram elevados até o final do teste de 84 dias.

[173] Essa descoberta foi a primeira indicacao clara de que o XSolve poderia

ter um efeito tdo dramatico naimunizacao por RP porcina em doses muito baixas
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(5 x 10° RP). Estudos anteriores usando a vacina de RP sem adjuvante tiveram
gue empregar quantidades muito mais altas do componente de RP por dose, por
exemplo: 1 x 10° para RP de FMD e 5 x 107 para RP de SIV).

EXEMPLO 2

UM ADJUVANTE DE OLEO MELHORA A MAGNITUDE E A DURACAO DA
RESPOSTA DE ANTICORPOS EM SUINOS PARA UMA PARTICULA DE REPLICON DE
RNA DO ALFAVIRUS MULTIVALENTE CODIFICANDO ANTIGENOS DO VIRUS DA
INFLUENZA PORCINA

[174] Grupos de leitdes desmamados de uma vara negativa para influenza
porcina foram randomizados em grupos de tratamento, conforme indicado na
Tabela 2. Uma vacina multivalente de particulas de replicon de RNA de alfavirus
para influenza porcina foi combinada usando oito antigenos de particulas de RNA
individuais que expressam HA ou NA de varias cepas de influenza porcina, cada
uma combinada a aproximadamente 1x10’ RP/dose. Foram incluidos dois
antigenos H3, quatro H1, um N1 e um N2, e um ensaio soroldgico emparelhado
(HI ou NI) foi usado para avaliar a resposta de anticorpos a cada antigeno. O
estudo foi conduzido como um projeto duplicado, com metade dos animais
desafiados com o virus HIN1 e a outra metade desafiada com o virus HIN2.

TABELA 2: Protocolo Experimental do Exemplo 2

Grupo | Numero de porcos Vacina Cepa de desafio
1 16 somente RP multivalente
2 16 RP multivalente + adjuvante de dleo HIN1
3 16 Placebo
4 16 somente RP multivalente
5 16 RP multivalente + adjuvante de dleo H1N2
6 16 Placebo

[175] Verificou-se que o uso de adjuvante de o6leo XSolve aumenta
significativamente a magnitude da resposta soroldgica para todas as oito fracoes

da vacina. Enquanto ambas as formula¢des de vacina protegiam contra lesdes
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pulmonares (Figuras 1A-1B), a adicdao de XSolve melhorou, entretanto, a eficacia
da vacina quando medida por excrecao nasal do virus da influenza HIN1 e HIN2
(Figuras 1C-1D). As Figuras 1 - 1F representam as pontuac¢des correspondentes
ao titulo de NI. O efeito do adjuvante nos titulos de HI esta representado nas
Figuras 2A-2F.

[176] Este estudo demonstrou que a RP de SIV multivalente ndo adjuvada
induziu anticorpos para todas as fragdes, mas que a adicao de um adjuvante de
Oleo reforcou significativamente a resposta imune de todas as fragdes. A
reducdao da excrecao nasal e o agrupamento mais apertado das pontuacdes
pulmonares representam importantes vantagens clinicas, por exemplo, no que
se refere a limitacao da propagacao horizontal de uma infeccdo em uma vara ou
populacgao.

EXEMPLO 3

EFICACIA DE UMA VACINA NA-RP QUADRUPLA AJUSTADA CONTRA
INFECCAO POR H1N1 EM SUINOS DESMAMADOS, TENDO ANTICORPOS N1 NO
MOMENTO DA PRIMEIRA VACINACAO

[177] Um estudo de desafio de vacinacao foi realizado para determinar a
eficacia e imunogenicidade de dois niveis de dose de uma vacina quadrupla
adjuvante NA-RP. A vacina adjuvante incluiu quatro construcdes de RP, cada uma
das quais codificou individualmente um unico, gene de NA diferente de um US
IAV-S contemporaneo isolado. Juntos, esses genes NA representam dois
agrupamentos filogenéticos N1 (N1-cldssico e N1-pandémico) e dois
agrupamentos N2 (N2-1998 e N2-2002) vide Tabela 3). A vacina adjuvante foi
administrada por duas vacinas intramusculares (IM) vacinas a 1 mL/dose), em
porcos desmamados com anticorpos positivos ao antigeno N1-classico no

momento da sua primeira vacinagao. A eficacia de vacina NA-RP quadrupla
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adjuvante foi testada contra uma infeccdo por desafio heterdélogo ao N1 (virus
HIN1).

Materiais e métodos

Construto de antigenos de NA-RP:

[178] As particulas de replicon de RNA de alfavirus (RPs) de replicacao
defeituosa codificaram o gene da neuraminidase (NA), e foram preparadas
basicamente conforme descrito no Exemplo 1 da presente invengao.

TABELA 3: Genes N1 e N2 codificados nas construcdes NA-RP do exemplo 3

Agrupamento Cena doadora de genes No. de acesso ao

filogenético de NA P 8 GenBank

N1-classico A /porcino/ lowa/A01410307/2014 (H1N1) KJ605083

N1-pandémico A/ porcino/ Minnesota/A01483170/2014 KPO36969
(HIN1)

N2-1998 A/ porcino/Michigan/A02077465/2015 KR982634
(HIN2)

N2-2002 A/porcmo/lIlln(ol_lli/l\?é))1475495/2014 K1941362

n =10 porcos por grupo

Virus

[179] Os virus desafiados foram obtidos dos Laboratdrios Nacionais de
Servicos Veterinarios do USDA. A/porcino/lllinois/A01554351/2015 (H1N1)
possui um gene de HA do agrupamento Hl-gama e um gene de NA do
agrupamento N1-classico. Os virus foram propagados em uma cultura de células
MDCK. As células confluentes foram infectadas por aproximadamente 48 horas,
até que o efeito citopatico fosse evidente em mais de 70% da monocamada
celular. Na colheita, o sobrenadante foi removido dos vasos e clarificado por
centrifugacao antes do armazenamento congelado do virus.

Animais

[180] Os leitdes desmamados foram selecionados de uma vara de alta
saude com base na triagem sorolégica para confirmar a falta de anticorpos de HI

ou de NI (inibicdo de neuraminidase) pré-existentes a vacina e desafiar as cepas.
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Os animais eram uma mistura de machos e fémeas e tinham aproximadamente
trés semanas de idade no momento da primeira vacinagao.

Vacinagdo e Desafio

[181] Os grupos de tratamento estao esbocados na Tabela 4. Uma vacina
quadrupla de NA-RP foi formulada a 10° cépias cada RP/dose, com base em um
ensaio de poténcia com base em imunofluorescéncia para quantificar RPs
funcionais. Os antigenos NA-RP foram formulados em um estabilizador
consistindo em 1% de soro porcino e 5% de sacarose. A vacina placebo consistiu
no mesmo estabilizador, mas sem o antigeno. As vacinas foram misturadas com
adjuvante de 6leo XSolve (1:1 v/v, dose de 1 mL), pouco antes da administracdo
por meio da via IM a porcos com 3 e 7 semanas de idade. Os niveis de dose foram
titulados novamente pelo teste IFA no material da vacina retido apds a
vacinacdo. As amostras de soro foram coletadas no dia da primeira vacinagao,
no dia da segunda vacina¢ao e no dia da infec¢ao por desafio.

[182] No dia anterior a primeira vacinagao, todos os porcos foram pesados
e 0s porcos dos grupos positivos para anticorpos N1-classicos foram injetados
por via subcutanea com uma dose de 2 mL/kg de soro hiperimune N1-classico
(titulo de anticorpo anti-NI de 1:2560 ao antigeno N1-classico).

TABELA 4: Grupos de tratamento com cepa desafiada de HIN1 como no

Exemplo 3
Grupo Status do Anticorpo N1-classico (JY)éj]s(iailr:/ae) Dose E: L mL
1 Positivo NA-RP Quédrupla 106
2 Negativo NA-RP Quédrupla 106
3 Positivo Placebo —
4 Negativo Placebo

(n =10 porcos por grupo)
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[183] A infeccao por desafio foi administrada aos porcos 3 semanas ap6s a
segunda vacinacdo. Os materiais de desafio do HIN1 (H1-gama-N1-classico)
foram formulados com a dose alvo de 10%° TCID50/porco (volume de 6 mL). O
material de desafio foi administrado pela via intratraqueal. As doses do virus de
desafio foram confirmadas por titulacao de retorno do material de inoculagao
retido. Os esfregacos nasais foram coletados de todos os porcosaos-1,1,3e5
dias apds o desafio.

[184] A necropsia foi realizada 5 dias apds o desafio. Os porcos foram
sacrificados por overdose de barbituricos a 5 DPC sob a supervisdao de um
veterinario licenciado. Os pulmdes foram coletados e observados, a fim de
documentar a area de superficie de cada lobo afetado por lesGes macroscdpicas,
resultando em uma porcentagem abrangente do escore da lesdao pulmonar. A
lavagem broncoalveolar e os esfregacos nasais foram coletados de todos os
porcos para medir os titulos do virus. As secdes pulmonares foram coletadas
para analise histopatoldgica da lesdao microscoépica.

Andlise da resposta imune:

[185] Os anticorpos especificos para IAV-S em amostras de soro de porco
foram determinados pelo teste de NI. Os soros foram inativados pelo calor por
30-60 minutos a 56°C. O teste de NI foi realizado com pequenas modificacdes no
método de Sandbulte & Eichelberger (Methods Mol Biol 1161: 337-45, 2014).
Resumidamente, diluicoes de soro de duas vezes em série foram misturadas com
o antigeno proteico expresso em volumes iguais em placas de 96 pocos
revestidas com fetuina e incubadas durante a noite a 37°C. O conjugado de
aglutinina de amendoim e peroxidase de rabano silvestre foi adicionado por 2
horas a temperatura ambiente para ligar moléculas de fetuina desprovidas de
acido sialico. O sinal foi obtido com substrato colorizador TMB e os resultados

foram lidos a 650 nm. A densidade (OD) dptica média do controle negativo, que
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ndo possuia antigeno NA, foi subtraida de todos os poc¢os. Em seguida, os valores
de OD das amostras de teste foram normalizados em uma escala de 0-100%, em
gue a OD média dos pogos de controle positivo (contendo antigeno NA, mas sem
soro) foi definida como 100%. O titulo de anticorpo de NI foi definido como a
maior diluigdo da amostra que inibiu > 50% da atividade da neuraminidase.

Exame patoldgico dos pulmdes

[186] Lesdes macroscopicas observadas no exterior de todos os lobos
pulmonares (consolidacdes de cor roxa a cor de ameixa demarcadas por po¢o)
foram registradas em diagramas de grade do pulmao anterior e posterior.
Escores abrangentes (porcentagem de lesdo pulmonar) para cada porco foram
calculados de acordo com o numero de grades afetadas pela lesao.

Excregdo viral

[187] Os esfregagos nasais e os fluidos de BAL foram diluidos em série 10
vezes com o meio infeccioso [meio essencial minimo de Dulbeco (DMEM)
suplementado com albumina sérica bovina a 0,3%, fracao V; L-glutamina 2 mM;
25 pg/mlL de gentamicina; 2 pug/mL de tripsina IX] e 100 pL de cada diluicdo foram
adicionados a po¢os quadruplicados de células MDCK confluentes em uma placa
de 96 pocos. As placas foram incubadas a 37°C com 5% de CO; e observado apods
72 horas para a presenca de virus infeccioso por testes de hemaglutinacao de
sobrenadantes provenientes de cada poco. Os titulos de IAV-S foram calculados
pelo método de Spearman-Karber e expressos como Log10 TCID50 por mL.

Resultados

[188] As respostas imunes de porcos vacinados com NA-RP multivalente
estdo representadas na Figura 3. E digno de nota que:

- Os porcos transferidos passivamente com soro hiperimune N1-cldssico no
dia anterior a primeira vacinagao tinham titulos de anticorpo N1-classico de 40-

80 no momento da vacinacgao.
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- Apd6s duas vacinagdes da vacina quadrupla de NA-RP com adjuvante
XSolve, os porcos soronegativos e soropositivos para o anticorpo N1 mostraram
um aumento significativo de seus titulos de anticorpos N1 classicos. Isto indicou
gue a vacinag¢ao de RP com adjuvante de dleo era eficaz mesmo em animais alvo
positivos para anticorpos contra o antigeno codificado por RP.

- O titulo de NI dos porcos no grupo vacinado com N1-cldssico
negativo/placebo permaneceu soronegativo.

[189] A eficacia da vacina quadrupla de NA-RP contra infecgdes provocadas
por desafio, em relacdo as lesdes pulmonares, é representada na Figura 4. E
notavel que vacinagao quadrupla de NA-RP foi altamente eficaz na reducao de
lesGes pulmonares tanto quando vacinando porcos com ou sem anticorpos de
N1-classico no momento de sua primeira vacinagao. Em ambos os grupos, a
porcentagem de lesdes pulmonares foi significativamente reduzida em
comparagao com os dois grupos vacinados com placebo.

EXEMPLO 4

UM ADJUVANTE DE OLEO MELHORA A MAGNITUDE DE RESPOSTA DE
ANTICORPOS EM SUINOS PARA UMA CODIFICACAO DE PARTICULAS DE
REPLICON DE RNA DE ALFAVIRUS ANTIGENO DE VIRUS DA DIARREIA EPIDEMICA
PORCINA, RELATIVO A UM ADJUVANTE DE ALUMINIO OU AGUA

[190] Nove leitdes, com aproximadamente trés semanas de idade, foram
randomizados em grupos de trés animais cada. Foi preparada e liofilizada em
tubos de 20 doses uma vacina de particulas de replicon de RNA de alfavirus
expressando a glicoproteina da espicula do virus da diarreia epidémica porcina
(PEDV). No dia 0 do estudo, os porcos foram vacinados por via intramuscular
com 1,0 mL da vacina de particulas de replicon de RNA de alfavirus que foram
reidratados com agua, adjuvante de hidroxido de aluminio ou adjuvante XSolve.

No dia 21 do estudo, o processo foi repetido com tubos de vacina novos. O titulo

Peticéo 870200068269, de 01/06/2020, pag. 392/413



48/54

final da particula de replicon de RNA de alfavirus por dose ap6s a reidratacao foi
determinado pelo ensaio de imunofluorescéncia e foi de aproximadamente
7x10° RP/dose para todos os grupos. Os soros coletados durante o estudo foram
testados para anticorpos neutralizantes de PEDV, vide a Tabela 5.

TABELA 5: O Efeito de Diferentes Adjuvantes no Desenvolvimento de

Anticorpos neutralizantes

Titulo de Ab neutralizante de PEDV
Porco
Adjuvante Pré- 20 6 13 20
#

sangramento DPV DPV2 DPV2 DPV2

154 <20 <20 20 40 20

sem adjuvante 157 20 <20 <20 20 <20
158 <20 <20 <20 <20 <20

151 <20 <20 160 320 160

Xsolve 155 <20 <20 40 80 20
159 <20 <20 160 160 160

152 <20 <20 <20 <20 20

gel de hidréxido de
153 20 <20 <20 <20 40
aluminio
156 <20 20 <20 <20 40

[191] Os porcos tratados com vacina nao adjuvada apresentaram
anticorpos neutralizantes baixos ou indetectaveis apds duas doses da vacina.
Todos os porcos tratados com a vacina adjuvante com hidréoxido de aluminio
desenvolveram anticorpos neutralizantes que estavam logo acima do limite de
deteccdao. Em contraste, a vacina adjuvante com XSolve induziu anticorpos
neutralizantes mais altos apds duas doses da vacina, e todos os trés porcos
atingiram um titulo minimo de anticorpos mais alto que o pico observado nos
outros grupos de teste. A utilizacdao de hidréxido de aluminio como adjuvante foi
assim ineficaz e foi substancialmente superada pelo adjuvante de dleo.

EXEMPLO 5
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UM ADJUVANTE DE OLEO MELHORA A EFICACIA DA VACINACAO EM
GALINHAS DE UMA PARTICULA DE REPLICON DE RNA ALFAVIRUS CODIFICANDO
UM ANTIGENO DE INFLUENZA

[192] Pintos de um dia foram randomizados em grupos de dez aves.
Preparou-se uma vacina de particulas de replicon de RNA de alfavirus
expressando o antigeno de hemaglutinina de uma cepa de influenza suina H3N2
com um titulo de 1x108 RP/dose. Imediatamente antes da vacinacdo, a vacina
para o grupo recebendo apenas RP foi diluida 1:1 (v/v) com diluente estéril de
PBS, enquanto a particula de replicon de RNA de alfavirus mais a vacina do grupo
adjuvante foi diluida 1:1 (v/v) com adjuvante XSolve. Os soros dos pintos foram
testados quanto ao titulo de inibicdo da hemaglutinacao (HI) nos dias de estudo
0, 7 e 14 apds a vacinagao.

TABELA 6: O Efeito do adjuvante de dleo no titulo de HI

Média geométrica de titulo de HI
Vacina Numero de pdssaros Dia 0 Dia 7 Dia 14
Somente RP 10 25 25 18
RP + adjuvante de éleo 10 25 35 55
Placebo 10 25 27 14

[193] A adicao de adjuvante XSolve a vacina de particulas de replicon de
RNA de alfavirus induziu um claro aumento nos titulos de Hl das aves apds uma
Unica vacinacdo, em contraste com as vacinas ndo adjuvadas e placebo.

EXEMPLO 6

UM ADJUVANTE DE OLEO MELHORA A EFICACIA DE UMA VACINA DE
PARTICULA DE REPLICON DE RNA ALFAVIRUS EM GALINHAS EXPRESSANDO UM
ANTIGENO IBDV

[194] Este experimento de desafio de vacinacdo testou o efeito de um

adjuvante de 6leo na eficacia da vacinacao de um RP expressando o antigeno da
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poliproteina VP2-4-3 do virus da Doenca Infecciosa Bursal (IBDV) da cepa
Faragher 52/70. Os animais de teste eram galinhas SPF (livres de patdgeno
especifico) negativas para anticorpos contra IBDV. O tamanho do grupo foi de 5
ou 10 aves. A vacinacao foi realizada por via subcutanea em um dia de idade (dia
da eclosdo); um grupo (n = 5) foi vacinado de modo simulado com solucao salina
tamponada com fosfato (PBS). Um grupo vacinado recebeu a vacina de RP em
solucdo tampao aquosa, o outro grupo vacinal recebeu a vacina RP misturada
1:1 com adjuvante XSolve. Aos 28 dias apds a vacinacdo, todos os grupos
receberam uma infeccao por desafio com a cepa virulenta IBDV CS89, por via de
colirio. A eficacia da vacinacao foi monitorada por necropsia realizada 10 dias
ap6s o desafio, pontuando tecidos Bursais para lesdes macroscopicas e por
histopatologia, de acordo com critérios bem conhecidos para infec¢gao por IBDV.

TABELA 7: O efeito de adjuvante de d6leo na eficacia de vacinagdao de RP

contra desafio com IBDV graves

Numero % de protegao
Grupo Vacina de — —
. Com Base em Lesdes Com Base em Lesdes
passaros . . . L
Bursais Macroscépicas Microscopicas
Poliproteina RP- 0 0
1 IBDV 10 0% 0%
Poliproteina RP- o o
2 IBDV + XSolve 10 100% 100%
3 Placebo 5 0% 0%

[195] Evidentemente, a adicao de adjuvante de 6leo a vacina de RP teve um
efeito positivo dramatico na eficacia da vacinagdao contra uma infec¢ao por
desafio grave: melhorando a resposta imune da galinha de zero para totalmente
protetora.

EXEMPLO 7

UM ADJUVANTE DE OLEO TAMBEM MELHORA A EFICACIA DE UMA
PARTICULA DE REPLICON DE RNA DE ALFAVIRUS VACINA EM PEIXES
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[196] Uma vacina de particulas de replicon de RNA de alfavirus expressando
a principal proteina do capsideo do iridovirus de sargo (RSIV) foi preparada por
métodos padrao, como aqui descrito. A Tilapia foi vacinada por via intramuscular
com 0,05 mL de vacina e depois desafiada em diferentes momentos apds a
vacinacgao. Trinta peixes por tratamento e por tempo de desafio foram usados
no estudo. As vacinas de particulas de replicon de RNA de alfavirus foram
misturadas 1:1 (v/v) com PBS, ou com SVEA, com o adjuvante de 6leo ndo
mineral duplo, pouco antes da vacina¢ao. O titulo de RP por tratamento foi de
1x10’ RP/dose. Os peixes de controle foram vacinados com uma vacina placebo.

TABELA 8A: O Efeito do Adjuvante de 6leo na Sobrevivéncia Percentual de

Tilapias
Porcentagem de sobrevivéncia em 14 dias apds o
desafio
Desafio de . Desafio Desafio de
. Desafio de
. dose baixa de dose dose alta
Grupo de tratamento de vacinas dose alta de .
de 3 baixa de 6 de 6
3 semanas
semanas semanas semanas
RP-Irido sem adjuvante 77% 47% 83% 47%
RP-Irido com adjuvante de dleo 90% 43% 83% 70%
Controle ndo vacinado 43% 27% 67% 37%

TABELA 8B: O Efeito do Adjuvante de dleo na Sobrevivéncia Percentual

Relativa de Tilapias

Porcentagem relativa de sobrevivéncia versus
controles
Desafio de ) Desafio Desafio de
. Desafio de
Grupo de tratamento de vacinas dose baixa dose alta de de dose dose alta
P de3 baixa de 6 de 6
3 semanas
semanas semanas semanas
RP-Irido sem adjuvante 58.8 27.3 50.0 15.8
RP-Irido com adjuvante de dleo 82.4 22.7 50.0 52.6
Controle ndo vacinado n/a n/a n/a n/a

[197] Em ambos os desafios de “dose baixa de trés semanas” e “dose alta
de seis semanas”, o adjuvante melhorou fortemente a sobrevivéncia relativa de

peixes vacinados com RP. Os outros dois tratamentos de desafio produziram
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resultados equivalentes. A vacina RP de RNA de alfavirus com adjuvante foi assim
consideravelmente mais eficaz em comparacdao com a vacina RP sem adjuvante,
e forneceu vacinagdo eficaz mesmo com uma Unica dose de vacinagao.

EXEMPLO 8

EFICACIA DO USO SIMULTANEO E DO USO CONCOMITANTE DE RP E
ADJUVANTE DE OLEO

[198] Foi realizado um experimento em suinos, utilizando a vacina
quadrupla de NA do virus da influenza suina de particulas de replicon de RNA de
alfavirus, como descrito no Exemplo 3. Isso serviu para ilustrar a eficacia dos
diferentes tipos de uso dos componentes da vacina: RP e adjuvante de dleo.

Materiais e métodos

[199] Os porcos foram vacinados com aproximadamente 4 e 7 semanas de
idade. A vacina NA de quatro maneiras era uma mistura das construcdes de RP
de gene duplo N1 e N2, como descrito no Exemplo 3, cada uma administrada a
aproximadamente 2 x 10° RP/dose. Todos os grupos continham 4 porcos. A
disposicao do protocolo de teste é apresentada na Tabela 9. O grupo 2 recebeu
os RPs de NA misturados com o adjuvante XSolve, em uso simultaneo.

[200] Os grupos 3 e 4 testaram o efeito do uso concomitante da RP e do
adjuvante de dleo: as administragdes foram feitas com uma diferenca de 10
minutos uma da outra, e no mesmo lado do pescogo (>5 cm de distancia) ou em
lados opostos do pescoco.

[201] Um grupo de controle, grupo 5, foi incluido usando um RP codificando
um antigeno HA H1 da influenza suina. Isto foi administrado a cerca de 1x10’
RP/dose.

[202] Os soros foram coletados no dia da 12 vacinagao, no dia da segunda
vacinagdo e 7 dias ap0ds a segunda vacinagdo. Estes soros foram testados em

ensaios de Nl homodlogos separados para cada um dos 4 tipos de NA.
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[203] Os titulos de NI resultantes medidos sdao apresentados nas Figuras 5
e 6, por meio de que a Figura 5 apresenta os titulos de NI contra o antigeno NA
classico N1 nos trés instantes medidos ao longo do tempo, incluindo os desvios
padrdo. A Figura 6 representa os titulos médios de NI do grupo dos 4 tipos de NA
combinados, 7 dias apds a segunda vacinacao.

TABELA 9: Protocolo Experimental do Exemplo 8

Grupo RP Adjuvante Administracao
1 Nenhum Injeta-se IM, dose de 1 mL
2 Mistura e injecao IM, dose de 1 mL
NA Injeta-se RP e adjuvante de dleo
3 , separadamente: 0,5 mL de cada, IM, do
quadrupla
de S|V Xsolve mesmo lado do pescoco
Injeta-se RP e adjuvante
4 separadamente: 0,5 mL cada, IM, lados
opostos do pescogo
5 HASI-||\1/ de Nenhum Mistura-se e injeta-se IM, dose de 1 mL

Resultados e Conclusbes

[204] A partir dos resultados medidos no Exemplo 8, varios efeitos podem
ser observados:

— Os padrdes dos titulos de NI para os quatro tipos de NA nos trés instantes
medidos foram quase idénticos; portanto, os resultados apresentados na Figura
5 do NA N1-classico sao indicativos dos padrdes de titulo contra os outros trés
tipos de NA.

— Além disso, os padrdes de resposta de titulo de NI para os 4 tipos de NA
a 7 dpv2, conforme apresentado na Figura 6, sdo praticamente os mesmos.

— Os resultados do titulo de NI do controle de RP de HA H1 (grupo 5)
conforme o esperado, nao induziram um titulo de NI; isso define o limiar de titulo

para uma resposta especifica.
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— Exceto por algumas variacdes experimentais, a maioria dos titulos de NI
nos grupos 2 - 4, que receberam RP e adjuvante de dleo, foram
significativamente maiores do que aqueles do grupo que recebeu apenas RP
(grupo 1). Istoilustra que o adjuvante de dleo aumenta fortemente a imunizagao
por RPs.

— O grupo que recebeu RP e adjuvante de éleo em uso simultaneo (grupo
2) confirmou o forte efeito do adjuvante de 6leo ja observado nos Exemplos
anteriores.

— O efeito imunizante do uso concomitante de RP e de adjuvante de éleo
(grupos 3 - 4) se aproximou muito do uso simultaneo: uma forte estimulagao da
resposta imune de RP. Nao houve um efeito claro de diferenga no local de
administracgao.

[205] A presente invencao ndo deve ser limitada em escopo pelas
modalidades especificas descritas na presente invencao. De fato, varias
modificacdes da invencao em adicdo as descritas na presente invencao, se
tornarao evidentes aos técnicos no assunto a partir da descricdao anterior. Tais
modificagcbes também se destinam a ser englobadas no escopo das
reivindicacdes anexas.

[206] Deve-se entender ainda que todos os tamanhos base ou tamanhos de
aminodcidos e todos os valores de peso molecular ou massa molecular, dados
para acidos nucleicos ou polipeptideos, sdo aproximados e fornecidos para fins

de descricao.
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REIVINDICACOES

1. Vacina, caracterizada pelo fato de que compreende uma particula de
replicon de RNA de alfavirus que codifica um antigeno origindrio de um patogeno
de animal, em que a vacina também compreende um adjuvante de dleo.

2. Vacina, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizada pelo fato de que
o adjuvante de 6leo compreende um 6leo mineral e um ou mais éleos nao
minerais selecionados a partir do grupo que consiste em esqualano, esqualeno,
um tocoferol, e um dleo vegetal.

3. Vacina, de acordo com a reivindicacao 2, caracterizada pelo fato de que
o tocoferol é selecionado a partir do grupo que consiste em vitamina E, acetato
de vitamina E e uma combinacao dos mesmos, e em que o Oleo vegetal é
selecionado a partir do grupo que consiste em oleato, oleato de etila e uma
combinacdo dos mesmos.

4. Vacina, de acordo com a reivindica¢ao 2 ou 3, caracterizada pelo fato de
gue o 6leo mineral € um éleo de parafina liquida.

5. Vacina, de acordo com a reivindicagao 3 ou 4, caracterizada pelo fato de
gue o adjuvante de 6leo compreende esqualano e acetato de vitamina E.

6. Vacina, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 5,
caracterizada pelo fato de que a quantidade de 6leo mineral no adjuvante de
Oleo é de 1 a 70% v/v do adjuvante de dleo.

7. Vacina, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 6,
caracterizada pelo fato de que a quantidade total de 6leo ndao mineral no
adjuvante de 6leo é de 0,1 a 30% p/v do adjuvante de dleo.

8. Vacina, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 7,
caracterizada pelo fato de que o adjuvante de dleo é formulado como uma
emulsdo 6leo em agua.

9. Vacina, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 8,
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caracterizada pelo fato de que a particula de replicon de RNA de alfavirus é uma
particula de replicon de RNA de alfavirus de Encefalite Equina Venezuelana
(VEE).

10. Vacina, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 9,
caracterizada pelo fato de que o patégeno de animal é um patdgeno de um
animal selecionado a partir do grupo que consiste em um peixe, uma ave e um
mamifero.

11. Vacina, de acordo com a reivindicacao 10, caracterizada pelo fato de
qgue o mamifero é um porcino.

12. Vacina, de acordo com a reivindicacdao 10, caracterizada pelo fato de
gue a ave € uma galinha ou um peru.

13. Vacina, de acordo com a reivindicacdao 10, caracterizada pelo fato de
gue o peixe € um membro da familia Cichlidae.

14. Kit, caracterizado pelo fato de que compreende pelo menos dois
recipientes, em que pelo menos um recipiente compreende uma particula de
replicon de RNA de alfavirus de Encefalite Equina Venezuelana (VEE) que codifica
um antigeno originario de um patégeno de animal, e pelo menos um recipiente
compreende um adjuvante de éleo compreendendo um éleo mineral e um ou
mais 6leos ndao minerais selecionados a partir do grupo que consiste em
esqualano, esqualeno, um tocoferol e um dleo vegetal.

15. Uso de uma particula de replicon de RNA de alfavirus que codifica um
antigeno originario de um patégeno de animal, caracterizado pelo fato de ser
para a fabricacdao de uma vacina definida em qualquer uma das reivindicacdes 1
a 13 para imunizar um animal.

16. Particula de replicon de RNA de alfavirus de Encefalite Equina
Venezuelana (VEE) que codifica um antigeno originario de um patégeno de

animal, caracterizada pelo fato de ser para uso na prote¢dao de um animal contra
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infeccdo ou doenca causada pelo patégeno de animal, em que a particula de
replicon de RNA de alfavirus é administrada no ou sobre o corpo do animal alvo
em uso simultdaneo ou em uso concomitante com um adjuvante de dleo
compreendendo um 6leo mineral e um ou mais éleos nao minerais selecionados
a partir do grupo que consiste em esqualano, esqualeno, um tocoferol e um éleo
vegetal.

17. Invencgao de produto, processo, sistema, kit ou uso, caracterizada pelo
fato de que compreende um ou mais elementos descritos no presente pedido

de patente.
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RESUMO
VACINACAO COM PARTICULAS DE REPLICON E ADJUVANTE DE OLEO
A presente invencao refere-se a vacinacao contra patégenos de animais
usando particulas de RNA de replicon de alfavirus e adjuvantes de 6leo. A uma
vacina, e um kit de partes compreendendo as particulas de replicon e o
adjuvante de 6leo. Também a métodos e usos de fabricacdo e utilizacdo da

vacina e dos componentes do kit.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

4 0OA8 457D8B1B49F S5

Campo 2

357 A9 BA1TEDETUOAB®6F

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: LPB02797_Sequence listing_(MDL) (TC) 20200521.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 01/06/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 17:16:12
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 40A8457D8B1B49F5
- Campo 2: 357A9BA1EDEOABG6F
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