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RESUMO

“WACINAS MELHORADAS DE FCV INACTIVADO”

A  presente 1invengao refere-se a vacinas melhoradas de
calicivirus felino (FCV) inactivado. A invencao também
proporciona um processo para produzir FCv inactivado
estabilizado e a utilizacgao desse FCV inactivado estabilizado,
na producadao de composicbes imunogénicas de FCV. A invencéao
proporciona ainda métodos de indugdo de resposta imunitdria num
animal da familia Felidae, de um modo preferido, um gato,

utilizando as composicgdes imunogénicas de acordo com a invencéo.



DESCRIGAO

“WACINAS MELHORADAS DE FCV INACTIVADO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se a composicgdes imunogénicas de
calicivirus felino (FCV) inactivadas melhoradas e estabilizadas.
A invencao também proporciona um processo para produzir FCV
inactivado e estabilizado, e a utilizacgao desse FCV inactivado e
estabilizado na producdo de composicgdes imunogénicas de FCV. A
invengao proporciona ainda as composigdes imunogénicas de acordo
com a 1invencgado para utilizacdo nos métodos de indugao de
respostas imunitarias em animais da familia Felidae, de um modo

preferido um gato.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O calicivirus felino (FCV) foi primeiro descrito em 1957
(Fastier, L.B. (1957) Am. J. Vet. Res. 18: 382-389). 0O FCV
afecta um grande numero de animais da familia Felidae, sendo o
FCV transportado por até 15 a 20% dos gatos domésticos
clinicamente saudaveis (Coutts et al (1994) Vet. Rec. 135:
555-556; Ellis, T.M. (1981) Australian Vet. J. 57: 115-118;
Harbour et al. (1991) Vet. Rec. 128: 77-80; Reubel et al, (1992)
Feline Dentistry 22 1347-1360) . 0 calicivirus ocorre

frequentemente com outra infeccdo das vias respiratédrias

superiores, tais como o virus herpes felino (FHV), virus da



rinotraqueite ou clamidiose em gatos domésticos e felideos
selvagens. O FCV ¢é transmitido horizontalmente e ndo ha
evidéncia de transmissao vertical da mae para o seu gatinho
durante a gestagao (Johnson, R.P. (1984) Res. Vet. Sci. 31:
114-119). A transmissdo de FCV ocorre principalmente através do
contacto entre animais infectados e animais saudaveis ou através
das vias respiratérias durante os espirros (Wardley R C. (1976)
Arch. Virol 52: 243-249). O FCV é bastante resistente a varios
agentes desinfectantes e, por isso, também pode ser disseminado

na auséncia de contacto directo.

O FCV é geralmente conhecido por provocar uma doenga
caracterizada por conjuntivite, rinite, traqueite, pneumonia e
por vesicularizacao/ulceracdo do epitélio da cavidade oral.
Outros sintomas incluem febre, anorexia, letargia, andar rigido
e por vezes descarga nasal e ocular. O FCV afecta normalmente a
garganta, e por vezes os pulmdes; pode também infectar os
intestinos e foi isolado a partir das fezes. Apds uma fase
inicial de hipertermia, estas doencgas respiratérias Sao
geralmente seguidas por ulceragdes bocais (palato, lingua,
ldbios e nariz), rinite, conjuntivite e, possivelmente, anorexia
e astenia. O FCV também pode provocar pneumonia, enterite e dor
articular (sindrome de claudicagao). A morbidez pode ser elevada
e a recuperagao ¢é seguida por um estado de transportador
prolongado. O tipo de sintomas da doenga provocados pelo FCV
depende da estirpe de FCV; algumas estirpes produziradao pouca ou
nenhuma doencga, enquanto outras estirpes mais virulentas
provocam pirexia, anorexia, depressao ou pneumonia. Uma estirpe

particular pode provocar Ulceras nas patas, assim como na boca.

O calicivirus felino da familia dos Caliciviridae é um virus

sem envelope, compreendendo um genoma de ARN de cadeia simples
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de sentido positivo, que ¢é poliadenilado e ¢é de cerca de
7,7 quilobases de tamanho (Radford et al. (1997) Proc. 1% Int.
Symp. Caliciviruses ESVV 93-99). A capside de FCV é compreendida
por uma proteina da <capside principal Unica da 66 kDa
(quilodalton), a proteina p66. A  Dbiologia molecular dos
calicivirus foi revista por Clarke e Lambden (1997) J. Gen.
Virol. 8: 291-301. Como muitos virus de ARN, existe uma grande
heterogeneidade dentro da populagao viral de FCV. As variacdes
antigénicas, demonstradas desde os 1inicios dos anos 70 através
de experiéncias cruzadas de neutralizagao de soro, tornam

possivel classificar os FCV em varias estirpes de virus ou

quasi-espécies (Radford et al. (1997) Proc. 1°%  Int. Symp.
Caliciviruses ESVV 93-99). Foram identificadas e isoladas varias
estirpes de FCV, em particular a estirpe F9 (depositada na

American Type Culture Collection ou ATCC com o n° de acesso
VR-782), estirpe 2280 (ATCC VR-2057), estirpe KCD (ATCC VR-651),
estirpe CFI (ATCC VR-654), estirpe FCV-LLK e estirpe FCV-MS.

Devido ao longo estado de transportador apds a recuperacgao
de uma infeccao com FCV, assim como, resisténcia do FCV a
agentes de desinfeccgao, o FCV ¢é altamente <contagioso e
facilmente disseminado, particularmente, entre grupos de animais
em proximidade, por exemplo, em abrigos de animais ou em
clinicas veterinarias. Por 1sso, tem existido e permanece uma

forte necessidade na técnica para vacinas eficazes para FCV.

A vacinagao contra FCV foi introduzida no final dos anos 70,
utilizando estirpes de FCV atenuadas, principalmente a estirpe
F9 isolada nos EUA em 1958 por Bittle (Bittle et al. (1960) Am.
J. Vet. Res. 21: 547-550) ou estirpes derivadas de F9 através da

passagem in vitro ou in vivo (“tipo F97).



Estao também disponiveis vacinas que sao baseadas em
estirpes inactivadas de FCV. Estas vacinas utilizam,
principalmente, as estirpes 255 e 2280, gue foram isoladas nos
EUA em 1970 num gato com pneumonia (Kahn e Gillepsie, (1970)
Cornell Vet. 60: 669-683; Povey et al. (1980) J. Am. Vet. Med.
Assoc. 177: 347-350) e em 1983 num gato que sofre de
claudicagao, respectivamente (Pedersen et al. (1983) Fel. Prac.
13: 26-35; Pedersen N.C. e Hawkins K.F. (1995) Vet Microbiol.
47: 141-156).

Devido ao desvio antigénico ao longo do tempo, os anti-soros
produzidos contra estirpes de vacina isolados nos anos 60 e 70,
talis como estirpes F92, 255 ou 2280, neutralizam apenas alguns
isolados das estirpes isoladas nos anos 90. Por exemplo, ©O Soro
anti-F9 neutraliza 43% dos 1isolados americanos do periodo
1990-1996, em contraste com a sua capacidade para neutralizar
56% dos isolados do periodo 1980-89 e 86% do isolado do periodo
1958-79 e apenas 10% dos isolados Ingleses do periodo 1990-96
(Lauritzen et al. (1997) Vet. Microbiol. 56: 55-63) .
Consequentemente, as vacinas atenuadas e inactivadas estirpes de
FCV no presente Jja nao oferecem protecgdo suficiente contra

estirpes de FCV recentemente isoladas.

A Patente US N° 6534066 descreve a utilizacgao de novas
estirpes de FCV para a produgao de vacinas de FCV. Entre estas
estirpes, a estirpe 431 de FCV (depositada no CNMC sob o nUmero
de acesso I-2166) é um isolado do anti-soro para o qual foi
apresentado para neutralizar um numero grande de 1isolados de
campo heterdlogos. Isto estd em contraste com as estirpes de
vacina histdéricas, tais como F9 e FCV-225, cujos anti-soros
neutralizam numeros muito limitados de recentes isolados de

campo de FCV,.



A maioria das vacinas de FCV comerciais sao vacinas
atenuadas. Estdo disponiveis apenas algumas vacinas inactivadas,
todas elas contendo um adjuvante. Povey e colaboradores (Povey
et al. (1978) Feline Practice 8(3): 35-42) descrevem uma
preparagao de formalina inactivada e FCV adjuvantada utilizada

em gatinhos.

Quando uma vacina é inactivada, a inactivagao é normalmente
realizada por tratamento quimico com agentes, tais como
formalina ou formaldeido, B-propiolactona, etilenoimina,
etilenoimina binaria na presenca ou auséncia de tratamento com
calor. Na Patente U.S. N° 6534066, por exemplo, o FCV &
inactivado pela etilenoimina e adjuvantado com uma emulsao de
6leo em agua. A Patente U.S. N° 6355246 descreve vacinas de FCV
atenuadas isoladas a partir de urina de felino. A inactivagao de
FCV pode ser alcangada por tratamento com formaldeido ou
etilenoimina binario (BEI) . Particularmente, a Patente
U.S. N° 6355246 nao dirige o especialista na técnica, nem lhe

proporciona métodos para inactivar FCV.

As vacinas i1nactivadas até agora utilizadas contra FCV
requerem ou preferem adjuvantes na vacina ou composigao
imunogénica para melhorar a resposta imunitaria e para induzir
melhor a protecgao contra estirpes de FCV heterdlogas que
emergem da populagao de gatos. Todavia, as vacinas adjuvantadas
induzem uma taxa mais elevada de reacgdes adversas locais do que
as nao adjuvantadas (Gobar et al., (2002) JAVMA 220(10):
1477-1482) e desse modo aumenta o risco de fibrossarcomas
associados a vacina no sitio de injeccao (Baker R.J. (1998)

Feline Practice 26(5): 18-20).



Presentemente, as vacinas de FCV nao adjuvantadas sao
vacinas vivas modificadas, contendo normalmente, a estirpe F9. A
viruléncia residual de FCV F9 foil demonstrada através de varios
estudos em calicivirose pods vacina (Dawson et al., (1993) Vet.
Rec. 132: 346-350). Embora exista apenas um serotipo de FCV, tem
sido observada variacao antigénica elevada entre isolados de FCV
e sao 1identificados regularmente isolados no campo (Lauritzen,
et al. (1997) Vet. Microbiol. 56: 55-63). Esta wvariacao
antigénica elevada conduz frequentemente a taxas de faléncia
aumentadas de neutralizacdo de FCV através de anti-soros
baseados numa vacina de F9. Além disso, as estirpes vivas de FCV
modificado estao implicadas na emergéncia de novas variantes
antigénicas no campo (Radford et al., (1997) Vaccine 15(12/13):
1451-1458). A segurancga destas vacinas vivas modificadas ¢é por

isso questionavel.

Consequentemente, permanece uma nhecessidade na técnica para
vacinas de FCV ou composigdes imunogénicas eficazes, inactivadas
nao adjuvantadas com seguranga melhorada e que sao capazes de
induzir uma resposta imunitaria forte contra estirpes de FCV

heterdlogas.

SUMARIO DA INVENCAO

As vacinas de FCV ou composigdes imunogénicas inactivadas
anteriores compreendem normalmente uma mistura de virides e
fracgdes de proteina de FCV que resultam da degradacgao da
capside viral. A presente requerente descobriu que para uma
vacina nao adjuvantada ou composigcao imunogénica, ¢é essencial
limitar a degradagdo da capside viral e reter intactos os

virides tanto quanto possivel.



Tem sido, surpreendentemente, verificado gque submeter FCV a
tratamento através de um agente de inactivagdo que inactiva o
virus e a tratamento com formaldeido que pode estabilizar o
virido permite que se obtenha uma composigdo de FCV inactivados
possuindo boa eficacia, mesmo na auséncia de qualgquer adjuvante.
Sem desejar estar ligado a qualquer teoria em particular, cré-se
que a presenca de formaldeido estabiliza as capsides virais. A
estabilidade aumentada da capside viral resulta num aumento da
estabilidade da vacina ou composigao imunogénica de FCV durante
armazenamento a longo prazo e antes da administragcdao ao animal.
Podem ser utilizados outros compostos quimicos gque actuam de
modo semelhante para estabilizar a capside viral, em vez de

formaldeido.

Um primeiro aspecto da presente invengao proporciona uma
composigao imunogénica inactivada estabilizada, nao adjuvantada
contra calicivirus felino (FCV), compreendendo um FCV inactivado
por um ou mals agentes 1nactivadores e estabilizado por um
composto de aldeido, em que o composto de aldeido compreende uma
cadeia de alquilo C;-Cs linear e, em que a composigcao imunogénica
¢ uma mistura com um veiculo ou excipiente aceitavel e, em que
0os agentes i1nactivadores sao seleccionados do grupo dque consiste
em etilenoimina, acetiletilenoimina, propilenoimina e

R-propiolactona.

De um modo preferido, o excipiente ou veiculo é aceite de um
ponto de wvista veterinario. Noutra forma de realizagédo, a
composigao imunogénica ¢é liofilizada e esta misturada com um

excipiente ou veiculo liofilizado.



De um  modo preferido, o) agente de inactivacgao é

etilenoimina.

Quando é utilizada etilenoimina como o agente inactivador, a
etilenoimina estd presente de cerca de 0,5 mM a cerca de 20 mM,

de um modo preferido, de cerca de 1 mM a cerca de 10 mM.

Quando o) composto de aldeido compreende uma cadeia
alquilo C; linear, o composto de aldeido compreende um grupo
aldeido. Quando o composto de aldeido compreende uma cadeia de
alquilo C,-Cs linear, o composto de aldeido compreende dois
grupos aldeido. Numa forma de realizagdo alternativa, um dos
dois grupos aldeido podem ser substituidos por um grupo cetona
ou epdxi. O composto de aldeido pode ser seleccionado do grupo
consistindo em formaldeido, glicidaldeido, glutaraldeido,
glioxal ou metilglioxal. Quando o composto de aldeido ¢é
formaldeido, o formaldeido estd presente de cerca de 0,05 g/L a
cerca de 0,8 g/L. De um modo preferido, o formaldeido esta

presente de cerca de 0,1 g/L a cerca de 0,5 g/L.

Outra forma de realizagao compreende ainda, um composto de
neutralizacao compreendendo grupos tiol (e. g., tiossulfato e
cisteina). A presente descrigcao também compreende, pelo menos,
uma estirpe de FCV, em que, pelo menos, uma ou todas as estirpes
de FCV sao inactivadas e estabilizadas. A estirpe de FCV pode
ser seleccionada do grupo consistindo em FCV F9, FCV 255, FCV
2280, FCV 431, FCV Gl, FCV LLK, FCV KCD, FCV CFI, FCV M8 e FCV
US 100869 (ATCC N° de Acesso FCV PTA 5930).

Noutra forma de realizacao, as composicdes imunogénicas da
invengao compreendem ainda, pelo menos, um imunocgénio nao FCV de

um patogénio de felino, gque pode ser seleccionado do grupo
8



consistindo em herpersvirus felino (FHV), virus da leucemia
felina (FelLV), virus da panleucopenia felina (FPV), virus da
peritonite infecciosa felina (FIPV), virus da imunodeficiéncia
felina (FIV), virus da raiva e Clamidia. De um modo preferido,
pelo menos, um imunogénio nao FCV de um patogénio felino
compreende um microrganismo  vivo atenuado ou um vector
recombinante que expressa, pelo menos, um imunogénio nao FCV de

um patogénio felino.

Um segundo aspecto de uma invengao proporciona um pProcesso
para inactivar e estabilizar FCV, compreendendo os passos de
reagir o FCV com um agente inactivador e um composto de aldeido,
em que o composto de aldeido compreende uma cadeia alquilo C;1-Cs
linear e, em qgue o0s agentes inactivadores sao seleccionados do
grupo consistindo em etilenoimina, acetiletilenoimina,
propilenoimina, e PB-propiolactona e recuperando o FCV inactivado
e estabilizado. Uma forma de realizagao preferida recupera o FCV
inactivado e estabilizado através de cromatografia de exclusao

por tamanho, ultracentrifugacao e precipitacgao selectiva.

Noutro aspecto da presente invengao, €& proporcionado um
processo para produzir uma composicgdo imunogénica inactivada,
estabilizada, nao adjuvantada, contra FCV para armazenamento a
longo prazo, compreendendo misturar o FCv inactivado e
estabilizado da invengao numa quantidade suficiente para induzir
uma resposta imunitaria a FCV com um excipiente de liofilizacao,

e congelando a composicao.

Ainda outro aspecto proporciona um processo para produzir
uma composigao imunogénica inactivada, estabilizada, nao
adjuvantada contra FCV, compreendendo misturar o FCV inactivado

e estabilizado da descrigao numa quantidade suficiente para
9



induzir uma resposta imunitaria para FCV com um excipiente ou

veiculo veterinariamente aceitavel.

Sao também proporcionadas na presente divulgacao composigdes
imunogénicas 1nactivadas, estabilizadas, nao adjuvantadas da
invencado, para utilizacdo na induc¢do de uma resposta imunitaria

num Felidae contra FCV.

Outro aspecto proporciona a composigao imunogénica
inactivada, estabilizada, nao adjuvantada da invencao e, pelo
menos, um imunogénio nao FCV de outro patogénio felino, para
utilizagdo na indugdo de uma resposta imunitaria num Felidae
contra FCV e, pelo menos, um imunogénio nao FCV de um patogénio

felino.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A seguinte Descricao Detalhada, dada a titulo de exemplo, e
ndo pretendendo limitar a invencdo as formas de realizacéao
especificas descritas, pode ser entendida em conjungao com as

Figuras anexas, nas quais:

A Figura 1 ¢é um grafico que apresenta a média da
classificagao clinica total durante as duas semanas pds-desafio

por tipo de composigcao administrada (de acordo com o Exemplo 3).

A Figura 2 ¢é um grafico que apresenta a média da
classificagdo «c¢linica méaxima para uma observagdo num gato
durante as duas semanas pds-desafio por tipo de composicgao

administrada (de acordo com o Exemplo 3).
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A Figura 3 é um grafico apresentando a média dos titulos de
anticorpo neutralizador anti-FCV255 (expresso como 1logig) por

grupo e dia (de acordo com o Exemplo 4).

A Figura 4 ¢é um grafico que apresenta as classificagdes

globais por grupo (de acordo com o Exemplo 4).
A Figura 5 € um grafico que apresenta a média da excrecgao de

FCV apdés desafio por grupo e dia, expressa como 1ogig CCDE) sg/mL

(de acordo com o Exemplo 4).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

E referido que nesta divulgacdo e particularmente nas
reivindicag¢des, termos tais como “compreende”, “compreendido”,
“compreendendo” e semelhantes podem possuir o significado que
lhe é atribuido na lei de Patentes dos U.S.; e. g., eles podem
significar “inclui”, “incluido”, *“incluindo”, e semelhantes; e
termos tais como “consistindo essencialmente em” e “consiste
essencialmente em” possuem o significado que lhes é atribuido na
lei de Patentes dos U.S., e. g., eles permitem elementos nao
explicitamente apresentados, mas excluem elementos que sSao

encontrados na técnica anterior ou que afectam uma

caracteristica basica ou nova da invengéo.

O termo “composigao imunogénica” cobre qualguer composicgao
capaz, uma vez administrada a espécie alvo nas condigdes da
invengdo, de induzir uma resposta imunitaria dirigida contra o
FCV. O termo “vacina” pretende significar uma composigao capaz
de induzir protecgao eficaz. As espécies alvo sao os Felidae, de

um modo preferido, gatos.
11



A presente invencao refere-se a uma composicao imunogénica
ou vacina de FCV inactivada, estabilizada, nao adjuvantada
compreendendo o FCV que foil submetido a um agente inactivador e
a um composto de aldeido estabilizador. Um grupo preferido de
compostos estabilizadores sao os aldeidos que possuem uma cadeia
alquilo C;-Cs linear compreendendo um grupo aldeido gquando a
cadeia é C; e dois grupos aldeido terminais quando a cadeia é
C,-Cs e, opcionalmente, um grupo aldeido pode ser substituido por
uma cetona ou um grupo epdxi quando a cadeia é a cadeia C;-Cs e a
composigao imunogénica ou vacina é liofilizada numa mistura com
um excipiente ou veiculo de liofilizagao ou em mistura com um

excipiente ou veiculo aceitdavel em termos veterinarios.

Um “agente inactivador” ¢é um agente capaz de bloquear a
multiplicagcdo de um virus através de uma reacgao irreversivel,
principalmente, mas nao limitado &, reacgdes com acidos
nucleicos virais, que nao afectam substancialmente a propriedade
imunogénica do virus. Os agentes inactivadores da invencao sao
etilenoimina, acetiletilenoimina, propilenoimina e
B-propiolactona. Numa forma de realizagao preferida, o agente

inactivador € etilenoimina.

Numa forma de realizacao preferida, o FCV é inactivado com
etilenoimina. A concentragao final de etilenoimina pode ser
desde cerca de 0,5 mM a cerca de 20 mM e, de um modo preferido,
desde cerca de 1 mM a cerca de 10 mM. A temperatura pode ser
desde cerca de 2 °C a cerca de 40 °C e, de um modo preferido,

desde cerca de 5 °C a cerca de 30 °C.

Os compostos de aldeido estabilizadores podem reagir com

grupos amino (e. g¢g., dJgrupos amino nos aminocacidos lisina,
12



arginina ou histidina) e grupos hidroxilo de proteina(s) (e. g.,
grupos hidroxilo em aminoacidos tirosina) e podem formar
ligagbes entre duas proteinas e/ou numa proteina. O composto de
aldeido estabilizador é, de um modo preferido, seleccionado do

grupo consistindo em formaldeido (ou metanal), glicidaldeido (ou

2,3-epoxi-l-propanal), glutaraldeido (ou 1,5- dial-pentano),
glioxal (ou 1,2-dial-etano), metilglioxal (ou piruvaldeido).
Numa forma de realizacdo preferida, o composto de aldeido

estabilizador é formaldeido.

Quando o formaldeido é utilizado como 0 aldeido
estabilizador, a concentragao final pode ser de cerca de
0,05 g/L a cerca de 0,8 g/L, de um modo preferido, de cerca de
0,075 g/L a cerca de 0,6 g/L e, de um modo mais preferido de
cerca de 0,1 g/L a cerca de 0,5 g/L. A temperatura pode ser de
cerca de 2 °C a cerca de 37 °C, de um modo preferido de cerca de
2 °C a cerca de 22 °C e, de um modo mais preferido, de cerca de

4 °C a cerca de 7 °C.

Para ajustar as condigdes de estabilizacao (temperatura,
concentragao do composto de aldeido estabilizador e duracgao),
pode ser realizada a dquantificagao dos virides FCV. Pode ser
utilizada gqualquer técnica apropriada para quantificar virides,
por exemplo, um ensaio de imunoabsorc¢ao ligado a enzima (ELISA)
utilizando um anticorpo monoclonal ou policlonal especifico para
a proteina da capside de FCV. Antes da quantificacdo por ELISA,
os virides podem ser separados a partir da cultura de virus
tratados com técnicas conhecidas do especialista na técnica, por
exemplo, cromatografia por exclusao de tamanho,
ultracentrifugagao em gradiente de sacarose, ultracentrifugacgao
em gradiente de cloreto de césio e precipitacao selectiva, por

exemplo, precipitagao com polietilenoglicol (PEG).
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A suspensao de FCV utilizada para a composicdo imunogénica
ou vacina contém, de um modo preferido, de cerca de 10%° a cerca
de 10 CCIDsy por dose antes da inactivacao, de um modo mais
preferido, de cerca de 10° a cerca de 10'° CCIDs, por dose antes
da inactivacgao. Apods finalizacao da inactivacgao e/ou
estabilizagdo, o agente inactivador e/ou o composto de aldeido
estabilizador pode ser removido da suspensao através de métodos
de neutralizagao conhecidos por um especialista na técnica, por
exemplo, adicionado compostos neutralizadores compreendendo

grupos tiol (e. g., tiossulfato, cisteina).

A eliminacdao do agente inactivador e/ou do composto de
aldeido de estabilizagao, ou alternativamente, recuperar o FCV
inactivado e estabilizado a partir da suspensao pode ser
realizada através de técnicas conhecidas do especialista na
técnica, por exemplo, cromatografia por exclusdo de tamanho,
ultracentrifugagao num gradiente de sacarose, ultracentrifugacao
num gradiente de cloreto de césio, precipitagao selectiva, por

exemplo, precipitagao com polietilenoglicol (PEG).

A recuperacao dos virides a partir da suspensao, apods
inactivacdo e estabilizacdo do virus, pode ser atingida
concomitantemente no passo do processo que elimina o agente
inactivador e/ou o aldeido de estabilizagdo. Numa forma de
realizagao alternativa, recuperar os virides 1nactivados e
estabilizados pode ser alcangado num passo discreto gque nao é
concomitante com o passo que elimina o agente inactivador e/ou o
composto de aldeido. Este passo de recuperacao do viriao pode
ser alcancgado através de técnicas conhecidas de um especialista
na técnica, por exemplo, cromatografia por exclusao de tamanho,

ultracentrifugagao num gradiente de sacarose, ultracentrifugacgao
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num gradiente de cloreto de césio e precipitagao selectiva, por

exemplo, precipitagao com polietilenoglicol (PEG).

As composigdes imunogénicas e vacinas de acordo com a
descrigcao podem compreender uma combinacgao de, pelo menos, duas
estirpes de FCV que sao inactivadas e estabilizadas, ou uma
combinacao de, pelo menos, duas estirpes de FCV em que, pelo

menos, uma das estirpes de FCV esta inactivada e estabilizada.

De um modo preferido, a(s) estirpe(s) de FCV é/sao
seleccionadas a partir daqueles que foram isoladas recentemente
no campo. Estirpes preferidas incluem as estirpes 431
(depositadas em CNCM com o numero de acesso I1-2166; ou gqualquer
estirpe qgue reage com o anticorpo monoclonal 44 secretado pelo
hibridoma depositado em CNCM com o numero de acesso 1-2282; ver
Patente U.S. N° 6534066), FCV Gl (depositado em CNCM com o
nimero de acesso I1-2167) (CNCM = “Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes”, Instituto Pasteur, Paris, Francga),
FCV US 100869 (também conhecido como FCV PTA 5930; depositado na
ATCC em 22 de Abril de 2004) (ATCC = “American Type Culture
Collection”, Manassas, Virginia, EUA) e, mais geralmente,
qualquer uma das novas estirpes altamente virulentas descritas
nas publicagdes (Pedersen et al. (2000) Vet Microbiol. 73
281-300; Schorr-Evans et al. (2003) JFMS 5 : 217-226; Hurley et
al. (2003) Vet Clin. Small Anim. 33: 759-772). Numa forma de

realizagao preferida, a composigao imunogénica ou vacina
compreende FCV inactivado e estabilizado 431 (ou qualqguer
estirpe que reage com o anticorpo monoclonal 44) e FCV
inactivado e estabilizado Gl. Noutra forma de —realizacgao

preferida, a composicdo imunogénica ou vacina compreende o FCV
inactivado e estabilizado US 100869 (ATCC N° acesso FCV PTA

5930). Outras estirpes de FCV que podem ser utilizadas na
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presente descricao ou adicionalmente a esta incluem, mas nao
estao limitadas a, FCV F9, FCV 255, FCV 2280, FCV LLK FCV KCD,
FCV CFI e FCV MS8.

A composigao imunogénica ou vacina de FCV inactivado e
estabilizado pode ser facilmente combinada com vacina(s) ou
composigbes 1imunogénicas vivas atenuadas ou inactivadas que
é/sdo utilizadas para outra(s) doenca(s) de felinos. Por 1isso,
outro objectivo da descrigcdo € uma composigao imunogénica ou
vacina em combinagcao nao adjuvantada compreendendo, pelo menos,
um FCV estabilizado e inactivado e, pelo menos, um componente
imunogénico nao FCV para induzir no hospedeiro uma resposta
imunitdria contra, pelo menos, um outro patogénio felino, em gue
o referido componente imunogénico nao FCV pode ser um imunogénio
de outro patogénio felino ou um vector recombinante que expressa
este 1munogénio, em que a composigao i1imunogénica ou vacina
combinada nédo adjuvantada esta liofilizada numa mistura com um
excipiente ou veiculo de 1liofilizagdao ou em mistura com um
veiculo ou excipiente aceitavel em termos veterinarios. A forma

liofilizada ¢é preferida.

Numa forma de realizacao preferida, a composicao imunogénica
ou vacina combinada nao adjuvantada compreende o componente
imunogénico nao FCV na forma de um microrganismo atenuado vivo
ou de um vector recombinante dgue expressa, pelo menos, um
imunogénio do patogénio felino. O vector recombinante pode ser
um plasmideo ou um vector viral; por exemplo, o vector pode ser
um poxvirus, um adenovirus ou um herpesvirus. A forma

liofilizada é preferida.

Os patogénios de felino nao FCV adicionais sao, de um modo

preferido, seleccionados do grupo compreendendo o virus da
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rinotraqueite felina ou herpesvirus felino (FHV), o virus da
leucemia felina (FelLV), o virus da panleucopenia felina ou o
parvovirus felino (FPV), o virus da peritonite infecciosa felina
(FIPV), o virus da imunodeficiéncia felina (FIV), o virus da

raiva e Clamidia (e. g., Chlamydophila felis).

A  composigao imunogénica ou vacina combinada, no que
respeita a invencgao, combina pelo menos, a composicgao
imunogénica de FCV da reivindicacgao 1 adicionalmente a

componentes imunogénicos nao FCV, tais como:

- FHV, FPV, FelV e Clamidia
- FHV, FPV e FelV

- FHV, FPV e Raiva

- FHV, FPV e Clamidia

- FHV, FPV, Clamidia e Raiva
- FHV e FPV

- FHV e Clamidia

- FHV

Numa forma de realizacgao preferida destas varias
combinag¢des, sao utilizados microrganismos vivos atenuados para
FHV, FPV e Clamidia e um (ou mais) vector recombinante que
expressa 0s genes de FelV é/sao utilizados para o FelLV. O vector
recombinante pode ser um virus da variola avidrio (por exemplo
vCP97, como descrito na Patente U.S. N° 5753103) que expressa o0s
genes de FellV env e gag/pol. Para a raiva, pode ser utilizado
um vector recombinante, nomeadamente um virus da variola aviaria
(por exemplo, vCP65, como descrito na Patente U.S. N° 5843456)

que expressa o gene da raiva glicoproteina G.

17



Outro objectivo da invengao € um processo de inactivacgao e
estabilizacao de FCV, compreendendo reagir o FCV com um agente
inactivador e um composto de aldeido estabilizador formado por
uma cadeia alquilo C;-Cs linear compreendendo um grupo aldeido
gquando a cadeia é C; e dois grupos aldeido terminais gquando a
cadeia ¢é Cy;-Cs e, opcionalmente, um grupo aldeido pode ser
substituido por uma cetona ou um grupo epdxi gquando a cadeia é a
cadeia Cy-Cs. Formas de realizagao preferidas para o agente
inactivador e o composto de aldeido estabilizador e suas
condigbes de utilizagao sao como acima descrito, naquilo que se

refere a invencao.

O processo da 1invencgao compreende a cultura de FCV em
células hospedeiras adequadas, o tratamento com o agente
inactivador e o composto de aldeido estabilizador. A cultura e
propagacao do virus FCV é, de um modo preferido, realizada em
células de felino, mais particularmente em células de Rim de
Felino Crandell-Reese ou células CRFK (acessivel na American
Type Culture Collection sob o) nimero CCL-94) com  uma
multiplicidade de infecgao (MOI) de doses de 2 a 0,01 de
culturas de células infectadas 50% (CCIDsg) por célula, de um

modo preferido 0,5 CCIDsq/célula.

A adigcao do composto de aldeido estabilizador pode ser
realizada antes, durante ou apds o passo de inactivacao. A
neutralizacao do agente inactivador e/ou o composto de aldeido

estabilizador pode ser realizado como descrito acima.

Os virides de FCV estabilizados 1inactivados podem ser
concentrados e/ou recuperados a partir da suspensao através de
técnicas de concentragdao convencionais, por exemplo, através de

ultrafiltragdao e depois opcionalmente purificados através de
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meios de purificagao convencionais, por exemplo, cromatografia
por exclusao de tamanho, ultracentrifugacao num gradiente de
sacarose, ultracentrifugacao num gradiente de cloreto de césio
ou precipitacao selectiva, por exemplo, na presencga de

polietilenoglicol (PEG).

Numa forma de realizacdo, a composicao imunogénica ou vacina
compreende FCv da invengao liofilizados estabilizados e
inactivados e um excipiente ou veiculo de liofilizacgdo, que pode

incluir aminoacidos, e. g., 4&acidos glutédmicos ou hidratos de

carbono, e. g., lactose e suas misturas, e. g., SPGA
(sacarose/fosfato/glutamato/albumina; ver também Pedido de
Patente Europeia N° de Série 0496135). O FCV inactivado e

estabilizado pode ser armazenado a longo prazo a cerca de 5 °C,
ou alternativamente, congelado ou liofilizado, de acordo com

técnicas conhecidas dos especialistas na técnica.

Por isso, para produzir as composigdes de FCV imunogénicas
da presente invencao, o FCV é cultivado em cultura de células
numa linha celular de felinos adequada, i. e., células de CRFK,

nos titulos suficientes para produzir uma suspensao viral em

quantidades suficientes para produzir uma composicgao
imunogénica. O FCV ¢é recolhido de acordo com métodos bem
conhecidos na técnica. O calicivirus ¢é entao concentrado,

congelado, e armazenado a -70 °C ou liofilizado e armazenado de

4 °C.

Ainda outro objectivo da invencao € um processe de produgao
de uma composigao imunogénica ou vacina compreendendo
proporcionar o FCV inactivado e estabilizado da invengao numa
quantidade suficiente para induzir uma resposta 1imunitaria e

liofilizar o referido FCV (e possivelmente adicionar um
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estabilizador de liofilizacdo) ou na forma liguida misturando o
referido FCV com um excipiente ou veiculo aceitavel em termos
veterindarios. Excipientes adequados sao, por exemplo, agua,
solugdes isotdnicas, soro fisioldgico tal como, mas nao limitado
a, NaCl e soro fisioldégico tamponado com fosfato (PBS),
dextrose, manitol, sorbitol, lactose, glicerol, etanol ou
semelhantes, e suas combinag¢gdes. Adicionalmente, se desejado, a
vacina pode conter quantidades menores de substidncias auxiliares
tais como, mas nao limitadas a, agentes humidificantes ou

emulsificantes, e agentes de tamponamento de pH.

As composicbes imunogénicas e as vacinas de acordo com a
descrigcao podem compreender um ou mais adjuvantes, mas nao
obrigatoriamente. De um modo preferido, as composigdes da
invengao compreendem um FCV inactivado e estabilizado dque ¢é
imunogénico mesmo na auséncia de adjuvante. Se desejado,
todavia, pode ser incluido um adjuvante aceitavel nas
composigdes da invencdo. O adjuvante aceitavel ¢é um adjuvante
hidrossoluvel. Esses adjuvantes aceitdveis podem ser polimeros
de 4acido acrilico ou metacrilico, polimeros de anidrido maleico
e de um derivado de alcenilo, sequéncias imunoestimuladoras
(ISS), em particular sequéncias de oligodesoxirribonucledtidos
possuindo um ou mais motivos de CpG nao metilados (Klinman D.M.
et al., (19906) Proc. Natl. Acad Sci. USA 93: 2879-2883;
documento WO-A1-98/16247), uma emulsdo de Oéleo-em-agua, em
particular a emulsdao de SPT descreve na pagina 147 de *“Vaccine
Design, The Subunit and Adjuvant Approach” editado por
M. Powell, M. Newman, Plenum Press 1995 e a emulsao MF59
descrita na pagina 183 do mesmo trabalho, 1lipidos catidnicos
contendo um sal de amdénio quaternario, citocinas ou suas

combinagdes ou misturas.
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Ainda outro objectivo da descricdao é um método de imunizacéao
de um animal da familia Felidae, de um modo preferido gatos,
incluindo recém-nascidos, gatinhos, machos, fémeas e fémeas
gravidas, contra a doencga FCv, compreendendo o) método
administrar uma composig¢ao imunogénica ou vacina de FCV néao
adjuvantada inactivada e estabilizada, de acordo com a

descricao.

Um outro objectivo da descricdao é um método de imunizacgao de
um animal da familia Felidae, de um modo preferido, gatos,
incluindo recém-nascidos, gatinhos, machos, fémeas e fémeas
gravidas contra, pelo menos, duas doencgas de felinos incluindo a
doenga de FCV, compreendendo o método administrar uma vacina nao
adjuvantada combinada compreendendo FCVv inactivado e
estabilizado de acordo com a descrigao e, pelo menos, um
imunogénio nao FCV de outro patogénio felino ou vector
recombinante que expressa, pelo menos, um imunogénio nao FCV de

outro patogénio felino.

Podem ser utilizadas diferentes vias para administrar as
composigbes imunogénicas ou vacinas de acordo com a descrigao.
Estas incluem, mas nao estao limitados a a via parentérica,
oronasal, intramuscular, intradérmica, subcutdnea e mucosal
(e. g., oral). As vias de administragcao preferidas incluem a via
de injeccgao subcutdnea ou intramuscular. Podem ser administradas
vacinas ou composic¢gdes imunogénicas através de qualquer meio gque

incluem, mas nao estao limitados a seringas, dispositivos de

injecgcao sem agulha. Os 1njectores sem agulha podem ser
utilizados para distribuigao transdérmica (distribuicgao
intradérmica e subcutéanea e possivelmente distribuicgao
intramuscular). Utilizando um sistema de injecg¢ao sem agulha, os

volumes de dose sao determinados pelo volume necessario para
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distribuir a composigdo imunogénica de FCV e pode estar entre

0,1 mL € 1 mL.

Utilizando uma seringa, os volumes de dose das vacinas e
composigdes imunogénicas estdao geralmente entre 0,2 e 2,0 mL, de
um modo preferido, cerca de 1,0 mL. Os gatos podem ser vacinados
a partir de cerca das 6 semanas de idade. Podem ser realizadas
duas ou mais administragdes, por exemplo, com intervalos de
3-5 semanas. De um modo preferido, pode ser realizado um reforgo
de administracao, por exemplo, anualmente. Alternativamente os

gatos podem ser iniciados com apenas uma injecgao.

A invengdo sera agora descrita em maior detalhe através dos

seguintes exemplos nao limitantes.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Inactivagao de FCV por Formaldeido

Foram cultivadas células CRFK (Células de Rim de Felinos
Crandell-Reese, acessiveis da American Type Culture Collection
sob CCL-94) a 37 °C em frascos de rotacao de 2 litros (850 cm’)
com meio Eagle modificado (MEM, Gibco BRL) suplementado com 2,5%
de hidrolisado de lactalbumina e 5% de soro de vitela fetal.
Foram adicionados trezentos mililitros de uma suspensao celular
em meio MEM, contendo cerca de 100000 células/mL, por frasco de
rotagao. Apds 3 dias, a camada celular tronou-se confluente. O
meio de cultura celular foi, entao, substituido com MEM sem sSoro
e fol adicionada a estirpe 431 do virus FCV a uma multiplicidade
de infecg¢do (MOI) de 0,5 CCIDsp/célula. A cultura viral foi

mantida a 37 °C durante 24 até 48 horas até ter sido obtido um
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efeito citopatico para a camada celular inteira. A suspensao
viral foi recolhida e depois clarificada num filtro que possui
uma porosidade de 1,5 um e armazenada a 5 °C. O titulo do virus

FCV recolhido foi de 8,5 +/- 0,3 logjy CCIDsy/mL.

A suspensao viral foil dinactivada com etilenoimina a
concentragcao de 8 mM a 22 °C durante 18 horas. A etilenoimina
foi preparada dissolvendo 36 g de pastilhas de hidrdéxido de
sédio em 257,5 mL de 4&agua destilada e adicionando 87,5 g de
bromoetilamina (BEA), correspondendo aproximadamente a uma
solugao de 1,2 M de etilenoimina. No final da inactivagao, parte
da suspensao viral inactivada foi estabilizada através da adicao
de formaldeido a uma concentragao final de 0,5 g/L e a 5 °C
(+/- 3 °C) durante 24 horas. Parte da suspensao viral inactivada

foi mantida instabilizada como uma suspensao de controlo.

Uma porgao da suspensao viral inactivada e estabilizada e
uma porg¢ao da suspensado de controlo foram submetidas a
precipitagcao selectiva na presenga de polietilenoglicol (PEG).
Foi adicionado PEG 6000 as suspensdes a uma concentracadao de 6%,
e agitada a 5 °C (+/- 3 °C) durante 3 horas. As suspensdes foram

entao centrifugadas a cerca de 1330 g durante 90 minutos. Os

sobrenadantes, contendo a proteina P66 soluvel e 0s
precipitados, contendo 0s virides, foram separados e
recuperados. Os precipitados foram dissolvidos em SOro

fisioldégico tamponado com fosfato estéril (PBS) sem calcio e sem

magnésio.

Dois a trés dias apdés o final do passo de inactivacao, as
proteinas de FCV p66 foram quantificadas por titulagdo por ELISA
na suspensao viral inactivada e estabilizada, na suspensao de

controlo, nos sobrenadantes e nos precipitados em solugao.
23



Revestindo anticorpos policlonais anti-FCV  numa placa de
titulacao, adicionando diferentes diluig¢des da suspensao viral
inactivada e estabilizada, a sSusSpensao de controlo, 0s
sobrenadantes e a solugao precipitada, realizando titulacao por
ELISA. A placa de titulagao foi mantida a 37 °C durante 3 horas,
seguido por lavagem da placa de titulagao com um tampao de
lavagem e, subsequentemente, adicionando um anticorpo monoclonal
especifico para a proteina da céapside de FCV p66 acoplada a uma
peroxidase. A placa titulagdo foi ainda incubada a 37 °C durante
1 hora, apds a qual a placa foi lavada com o tampao de lavagem.
A placa lavada, foi adicionado 100 uL da solucdo de TMB
(5,5"-tetrametilbenzidina) por pogo a 20 °C e mantido na
escuriddo a 20 °C durante 30 minutos. O desenvolvimento de cor
foi blogueado adicionando 50 uL de acido sulfirico a 2 M por
poco. Os titulos da ELISA foram medidos opticamente e expressos
como logig DOsg (densidade O¢ptica 50%), gque corresponde ao
logaritmo base dez da diluig¢ao, originando 50% da densidade

6ptica maxima. O desvio padrdo da titulagdo da ELISA é de 0,07.

Tabela 1: Degradagao dos virides FCV apds inactivagao

Inactivagao sem | Inactivagao e

estabilizacao estabilizacao

Proteina P66 total na 2,81 2,36
suspensao viral nao submetida

a precipitacao com PEG

Proteina P66 no sobrenadante 2,55 2,18

(p66 soluvel)

Proteina P66 no precipitado 1,95 2,62

(p66 no viriao)
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Estes resultados demonstram a degradagao dos virides FCV
apdés inactivagcao na auséncia de estabilizacao e o efeito de

estabilizacao do formaldeido.

Exemplo 2: Efeito de Estabilizagdo de Formaldeido em FCV

Varias Condigdes

A estirpe 431 de FCV foi cultivada essencialmente como

descrito no Exemplo 1.

Foram testados trés métodos de inactivacgao:

1) etilenoimina a concentracdo de cerca de 4 mM a 20 °C
durante 24 horas,
2) etilenoimina a concentracao de cerca de 8 mM a 20 °C
durante 24 horas,
3) etilenoimina a concentracdo de cerca de 8 mM a 5 °C

durante 24 horas.

A suspensédo viral foil estabilizada por formaldeido a varias
concentragdes finais de 0,1 g/L - 0,5 g/L e a 5 °C (+/- 3 °C)
durante 5 dias. Uma suspensao de controlo nao continha qualquer

formaldeido.

As proteinas p66 de FCV foram quantificadas como descrito no
Exemplo 1 antes e apds precipitagao selectiva com PEG, por
titulagdo de ELISA. Os titulos de ELISA sao expressos como logig
da DOsg.
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Tabela 2: Os Titulos de ELISA das proteinas p66 de FCV

Formaldeido || Etilenoimina

5 dias, 4 mM, 20 °C, 24 h 8 mM, 20 °C, 24 h 8 mM, 5 °C, 24 h

5 °C Total de P66 p66 no [ Total de P66 p66 no | Total de P66 p66 no

proteina | soluvel | virido | proteina | soluvel | virido | proteina | soluvel | viriao

0,5 g/L 2,15 1,53 1,56 1,96 1,37 1,09 2,11 1,42 1,38
0,1 g/L 2,38 1,88 1,56 2,24 1,87 0,98 2,27 1,72 1,35
0 g/L 2,41 1,86 1,34 2,14 1,85 0,82 2,3 1,76 1,14

Estes resultados demonstraram o efeito estabilizador de
0,1 g/L e 0,5 g/L de solugdo de formaldeido em relacdo a varias

condig¢des de inactivagao.

Exemplo 3: Imunogenicidade de viribes de FCV Inactivados

As estirpes FCV 431 foram cultivadas, inactivadas e
estabilizados essencialmente como descrito no Exemplo 1. Esta
suspensao viral foi separada por cromatografia por exclusao de
tamanho em duas fracgdes contendo, respectivamente, o viriao
(também denominada fracgao p66 viral) e a proteina p66 soluavel
(também denominada fraccao de p66 soluvel). Apds separacao, as

duas fraccgdes foram armazenadas a 5 °C.

Foram preparadas um total de 12 vacinas, contendo 1 mL da
fracgadao da p66 viral diluidas ou ndo diluidas (1/1, 1/4 e 1/16)
e formuladas com 1 mL de PBS (soro fisioldégico tamponado com
fosfato; sem cdalcio e sem magnésio); 1 mL da fracgao p66 viral
diluida ou ndo diluida (1/1, 1/4 e 1/16) e formulada com 1 mL de
uma emulsdo Oéleo-em-agua (b&leo de parafina, éteres de 4alcool
gordo e polidis, acidos gordo de polioxietileno); 1 mL da
fracgdo p66 soluvel diluida ou nao diluida (1/1, 1/4 e 1/16) e

formulada com o PBS; 1 mL da fracgao de p66 soluvel diluida ou
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ndo diluida (1/1, 1/4 e 1/16) e formulada com a emulsdo

6leo-agua.

As vacinas nao diluidas contém aproximadamente a quantidade
de proteina correspondente a 10 mL de cultura viral bruta. As
fracgbes de p66 viral e as fracgdes de p66 sollveis foram

diluidas pela adigdo de PBS sem célcio e sem magnésio.

Vinte e quatro gatinhos sem um patogénio especifico (SPF),
cada um com, aproximadamente, 8-9 semanas de idade, foram
divididos aleatoriamente por 12 grupos e administrados
subcutaneamente duas vezes, com 28 dias de intervalo, com 2 mL
destas vacinas. Nao foi observado efeito relacionado com a
quantidade injectada de proteina p66. 0Os seguintes resultados
sao o reflexo de todos os gatos que foram desafiados, pela via
oronasal a estirpe virulenta FCV 431 no dia 46 (0,25 mL por

. 5,5
narina e 0,5 mL oralmente, 10 CCIDsg/mL) .
Foram observados sinails c¢linicos durante as duas semanas

pbés-desafio. A  classificacao wutilizada para o calculo da

classificagao clinica é como se segue:
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Tabela 3: Classificagbes Clinicas dos Felinos Vacinados

Parametros Observacgao Classificacgao

Temperatura rectal T° < 39,5 °C 0

39,5 °C< T° < 40 °C

T° 2 40°C

Condig¢do geral do corpo Normal

Depressao

Ulceragdo oronasal Auséncia

Didmetro < 5 mm

Didmetro de 5 a 10 mm

Didmetro > 10 mm

Rinite Corrimento nasal seroso

N B W N | O B O N

Corrimento nasal

muco-purulento

Conjuntivite Corrimento seroso 1

Corrimento nasal 2

muco-purulento

Gengivite Presente 1

Coxear Presente 1

A classificacao clinica total é a soma de todos os sinais
clinicos observados num gato durante as duas semanas
pds-desafio. Sao indicados meios da classificacdo clinica total

por tipo de vacinas na seguinte tabela e na Figura 1.

Tabela 4: Classificacao Clinica Total Média Por Tipo de Vacina

Fracgao de p66 Viral |Fracgao de p66 Soluavel

PBS 17,17 29,33

Emulsao 16,17 20,83

A classificagdo c¢linica méxima é a classificagdao clinica
mais elevada obtida para uma observagao num gato durante as duas

semanas pobés-desafio. As médias da classificagdo clinica méaxima
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por tipo de vacinas estao indicadas na tabela seguinte e na

Figura 2.

Tabela 5: Classificagdo Clinica Maxima Média Por Tipo de Vacina

Fracgao de p66 Viral Fracgao de p66 Soluvel

PBS 2,33 4,67

Emulsao 2,83 2,83

Houve uma diferenga significativa entre as médias da
classificagdo clinica maxima obtida para os grupos da fracgao
p66 viral/PBS e da fracgado de p66 solavel/PBS (valor de P,
p=0,0495).

Estes resultados demonstram que o©os virides inactivados
mantém a 1imunogenicidade na auséncia de adjuvante. Pelo
contrario, as proteinas p66 soluvels induzem uma boa resposta

imunogénica apenas na presencga de adjuvante.

Exemplo 4: Vacinagao de gatos com FCV Inactivado

O FCV 431 foi cultivado, inactivado com etilenimina e
estabilizados por acgao de formaldeido essencialmente como
descrito no Exemplo 1. O mesmo processo fol aplicado para a

extirpe G1 de FCV.

Uma vacina combinada (vacina A) compreendeu 5,60 logjg CCIDsg
por dose de virus de rinotraqueite felina atenuada (FHV-1),
4,17 logyy CCIDsy por dose de virus de panleucopenia felina
atenuada (FPV), 8,29 logjy CCIDsg por dose de vector recombinante

de variola aviaria vCP97 expressando o0s genes env e gag/pol de
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FelLV (ver documento US-A-5753103), 4,8 log;g ELDsy por dose de
Clamidia atenuada, 8,7 logjg CCIDsy por dose de FCV 431 inactivado
e estabilizado (titulo equivalente de FCV antes da inactivacgao),
8,7 logiy CCIDsg por dose de FCV inactivado e estabilizado GI1
(titulo equivalente de FCV antes da inactivacgao) e 4agua

fisioldgica.

Dezoito gatinhos sem patogénio especifico entre as 8 e
9 semanas de 1dade foram divididos aleatoriamente por 3 grupos
(6 gatinhos por grupo). Os gatinhos do grupo A foram vacinados
com uma dose da vacina A. 0Os gatinhos do grupo B foram vacinados
com uma mistura de uma vacina comercial contendo numa forma
liofilizada, uma estirpe viva modificada de FCV F9, um FHV-1
vivo modificado e um FPV vivo modificado, e de uma vacina
comercial contendo um FelLV 1inactivado e adjuvante Carbopol®,
esta vacina actua como diluente para a vacina comercial
liofilizada. Os gatinhos do grupo C permaneceram nao vacinados
como controlo. A wvacina foi administrada duas vezes, com
intervalo de 28 dias, por via subcutédnea. Quatro semanas apds a
ultima vacinacao, todos os gatos foram desafiados através da via
oronasal com a estirpe heterdloga virulenta de FCV 255 (Scott
FW. Am. J. Vet. Res. 1977. 38(2). 229-34) (0,25 mL por narina e

0,5 mL oralmente, 10%2 CCIDsy/mL).

Foram observados anticorpos neutralizantes anti-FCV255,
pesos dos animais, temperaturas rectais, condigdes gerais,
sintomas gerais e locais e excregdes virals durante as duas
semanas pods-desafio. Os titulos do anticorpo de calicivirus
(expresso como log;g) sao apresentados na seguinte tabela e na

Figura 3.
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Tabela 6: Titulos de Anticorpo de Acordo com o Grupo

DO D28 D56 D70
Grupo A 0,20 0,20 1,13 2,23
Grupo B 0,20 0,62 1,28 2,43
Grupo C 0,20 0,20 0,20 2,83

No dia 0, os titulos de anticorpo foram negativos em todos

0s grupos.

Apdés uma injecgao da vacina, nenhum dos gatos vacinados foi
seroconvertido excepto no grupo B. Apds a segunda 1injeccgao,
todos os gatos tinham titulos de anticorpos neutralizadores. Os
titulos de anticorpo médios no momento do desafio (D56) nao
foram diferentes entre os grupos vacinados (teste Tukey) mas
foram significativamente mais elevados do que no grupo de

controlo (ANOVA, p=0,0002).

A classificacao utilizada para o calculo da classificacao é

como sedgue:

Tabela 7: Classificacadao Clinica Global de Gatos Vacinados

Parametros Observagdo Classificacgao

Temperatura rectal T° < 39,5 °C 1

T° 2 37 °C 2
Condicgao geral do | Depressao 2
corpo* Morte 10
Ulceragao oronasal* Pequena e pouca em 1

nimero

Grande e numerosa 3
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(continuacgao)

Parametros Observagdo Classificacgéo
Corrimento nasal ligeiro 1
Copioso 2
Corrimento ocular* Presente 1
Peso Perda de peso 2

*A adicao das classificagdes da condigao geral do corpo,
ulceracao oronasal, corrimento nasal e corrimento ocular
representa a classificacao dos sintomas clinicos como

apresentados na Figura 4.

Os resultados da classificagdo clinica sao apresentados na

Tabela seguinte e na Figura 4.

Tabela 8: Classificacgdes Clinicas de Gatos Vacinados

Grupo A | Grupo B Grupo C
Temperatura rectal 2 1 3
Perda de peso 18 20 22
Sintomas clinicos 4 43 116
Todos os gatos de controlo, excepto um, apresentaram

sintomas clinicos tipicos de infecgdao com FCV. Uma comparacgao
par—-a-par com o teste de Tukey demonstrou que o grupo A foi o
unico grupo vacinado a ser significativamente diferente do grupo

de controlo.

Foram recolhidas =zaragatoas da faringe e testadas para
excregao viral. Os resultados da excregao de FCV (expressos como
logig CCIDsg/mL) sao apresentados na tabela seguinte e na

Figura 5.
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Tabela 9: Niveis de Excrecao de FCV em Gatos Vacinados

D56 D58 D60 D62 D64 D677 D70
Grupo A 1,20 2,20 2,28 1,62 1,70 | 1,45 (1,70
Grupo B 1,20 1,95 1,37 1,45 (1,53 (1,28 |1,37
Grupo C 1,28 3,12 3,20 3,45 (2,87 2,20 |1,62

Apds o desafio, fol observada excregao viral em todos os
grupos, mas fol reduzida nos grupos vacinados em comparagao com
o0 grupo de controlo (ANOVA, p<0,00001). Nao houve diferencga

entre os grupos vacinados (teste de Tukey).

Ambas as vacinas protegeram os gatos contra um desafio da
FCV 255 heterdlogo através de uma forte redugao dos sintomas
clinicos e excrecao viral. O nivel de proteccgado das vacinas da
descricao foi, pelo menos, tao bom como para a vacina comercial
de F9 vivo modificado. Isto demonstra gque pode ser obtida uma
vacinagcao eficaz «contra FCV utilizando uma vacina de FCV
inactivado e estabilizado na auséncia de adjuvante e que o nivel
de protecgao é, pelo menos, tao bom como o obtido com vacinas

vivas comerciais.
A compatibilidade in vivo entre o FCV 431/Gl inactivado e
estabilizado e o0s outros componentes da vacina (virus da

rinotraqueite felina, virus da panleucopenia infecciosa felina,

virus da leucemia felina e Clamidia) também foli demonstrada.

Lisboa, 30 de Novembro de 2011
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REIVINDICACOES

Composigao imunogénica inactivada, estabilizada, nao
adjuvantada contra o calicivirus felino (FCV), compreendendo
um FCV 1inactivado por um ou mais agentes inactivadores e
estabilizados por um composto de aldeido, em gue o composto
de aldeido compreende uma cadeia alquilo C;-Cs linear e em
que a composicao imunogénica é uma mistura com um excipiente
ou veiculo aceitavel e em gque o0s agentes inactivadores sao
seleccionados do grupo consistindo em etilenoimina,

acetiletilenoimina, propilenoimina e P-propiolactona.

Composigcao da Reivindicagao 1, em gque o excipiente ou

veiculo é aceitavel em termos veterindrios.

Composicdao da Reivindicagao 1, em que a composigao ¢é
liofilizada e estd em mistura com um excipiente ou veiculo

liofilizado.

Composicao de qualquer uma das reivindicagdes anteriores, em

que o agente inactivador é R-propiolactona.

Composigcao de gqualquer uma das reivindicagdes anteriores, em
que o agente inactivador ¢é etilenocimina e em gue a
etilenoimina estd presente desde cerca de 0,5 mM a cerca de

20 mM.

Composicao de qualquer uma das reivindicagdes anteriores, em
que o agente i1nactivador ¢é etilenoimina e, em que a
etilenoimina estd presente desde cerca de 1 mM a cerca de

10 mM.



10.

11.

12.

13.

14.

Composicao da Reivindicagao 1, em gque o composto de aldeido
compreende uma cadeia alquilo C; linear e em gue o composto

de aldeido compreende um grupo aldeido.

Composicao da Reivindicagao 1, em que o composto de aldeido
compreende uma cadeia de aquilo Cy,-Cs linear e em que O

composto de aldeido compreende dois grupos aldeido.

Composigcao da Reivindicagao 8, em que um dos dois grupos

aldeido é substituido por uma cetona ou um grupo epdxi.

Composigcao da Reivindicagao 1, em que o composto de aldeido
é seleccionado do grupo consistindo em formaldeido,

glicidaldeido, glutaraldeido, glioxal ou metilglioxal.

Composigcao de Reivindicacao 10, em que o composto de aldeido
¢ formaldeido e em que o formaldeido esta presente de cerca

de 0,05 g/L a cerca de 0,8 g/L.

Composigcao da Reivindicacao 10, em que o composto de aldeido
¢ formaldeido e em que o formaldeido esta presente de cerca

de 0,1 g/L a cerca de 0,5 g/L.

Composigao da Reivindicacgao 1, compreendendo ainda um
composto de neutralizagao, em que o) composto de

neutralizagao compreende tiossulfato e cisteina.

Composigao da Reivindicacgao 1, compreendendo ainda, pelo
menos, uma estirpe de FCV adicional, em que, pelo menos, uma

ou ambas as estirpes de FCV é inactivada e estabilizada.



15.

16.

17.

18.

19.

20.

Composicao da Reivindicacao 14, em dque, pelo menos, uma
estirpe adicional de FCV é seleccionada do grupo consistindo
em FCV US 100869 (FCV PTA 5930), FCV F9, FCV 255, FCV 2280,
FCV 431, FCV Gl1, FCV LLK, FCV KCD, FCV CFI e FCV MS8.

Composicao da Reivindicagao 1, compreendendo ainda, pelo

menos, um imunogénio nao FCV de um patogénio felino.

Composicao da Reivindicacao 16, em gque o patogénio felino é
seleccionado do grupo consistindo em herpesvirus felino
(FHV) , virus da leucemia felina (FelV), virus da
panleucopenia felina (FPV), virus da peritonite infecciosa
felina (FIPV), virus da imunodeficiéncia felina (FIV), virus

da raiva e Clamidia felina.

Composigcao da Reivindicacgao 16, em que, pelo menos, um
imunogénio nao FCV de um patogénio felino compreende um
microrganismo atenuado vivo ou um vector recombinante que

expressa, pelo menos, um imunogénio de um patogénio felino.

Processo para inactivar e estabilizar FCV, compreendendo os
passos de reagir FCV com um agente inactivador e um composto
de aldeido, em que o composto de aldeido compreende uma
cadeia alquilo C;-Cs linear e em que o agente inactivador é
seleccionado do grupo consistindo em etilenoimina,
acetiletilenoimina, ©propilenocimina e p-propiolactona, e

recuperando o FCV inactivado e estabilizado.

Processo da Reivindicagao 19, em que o agente inactivador é

B-propiclactona.



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Processo da Reivindicagdo 19, em que o agente inactivador é
etilenoimina e em que a etilenoimina esta presente de cerca

de 0,5 mM a cerca de 20 mM.

Processo da Reivindicagado 19, em que o agente inactivador é
etilenoimina e em que a etilenoimina esta presente de cerca

de 1 mM a cerca de 10 mM.

Processo da Reivindicacado 19, em que o composto de aldeido
compreende uma cadeia alquilo C; linear e em gue o composto

de aldeido compreende um grupo aldeido.

Processo da Reivindicacado 19, em que o composto de aldeido
compreende uma cadeia de alquilo Cy-Cs linear e em qgue o

composto de aldeido compreende dois grupos aldeido.

Processo da Reivindicagao 24, em que um dos dols grupos

aldeido é substituido com uma cetona ou um grupo epdxi.

Processo de Reivindicagao 19, em que o composto de aldeido é
seleccionado do grupo consistindo em formaldeido,

glicidaldeido, glutaraldeido, glioxal ou metilglioxal.

Processo da Reivindicagao 26, em que o composto de aldeido é
formaldeido e em que o formaldeido estda presente de cerca de

0,05 g/L a cerca de 0,8 g/L.

Processo da Reivindicagao 26, em que o composto de aldeido é
formaldeido e em que o formaldeido estda presente de cerca de

0,1 g/L a cerca de 0,5 g/L.



29.

30.

31.

32.

33.

34.

Processo da Reivindicagao 19, compreendendo ainda o passo de
reagir o FCV inactivado e estabilizado com um composto de
neutralizacao, em que o composto de neutralizacao compreende

tiossulfato e cisteina.

Processo da Reivindicacao 19, em que o FCV inactivado e
estabilizado é recuperado por cromatografia por exclusao de

tamanho, ultracentrifugacao e precipitacao selectiva.

Processo da Reivindicagao 19, compreendendo ainda o passo de
liofilizar o FCV inactivado e estabilizado num excipiente de

liofilizacao.

Processo para produzir uma composigao imunogénica
inactivada, nao adjuvantada, compreendendo misturar o FCV
inactivado e estabilizado da Reivindicag¢ao 1 numa quantidade
suficiente para induzir uma resposta imunitdria para FCV com

um excipiente ou veiculo aceitavel em termos veterinarios.

Processo para produzir uma composigao imunogénica
inactivada, nao adjuvantada para armazenamento a longo
prazo, compreendendo misturar o FCv inactivado e
estabilizado da Reivindicagao 1 numa quantidade suficiente
para induzir uma resposta imunitaria para FCV com um

excipiente de liofilizagao e congelando a composigao.

Composigao imunogénica inactivada, estabilizada, nao
adjuvantada da Reivindicacao 1 para utilizag¢ao na indugao de

uma resposta imunitdria num Felidae contra FCV.



35.

36.

37.

38.

Composigao imunogénica inactivada, estabilizada, nao
adjuvantada da Reivindicacgao 17 para utilizacao na inducao

de uma resposta imunitdria num Felidae contra FCV.

Combinacao compreendendo a composigao imunogénica
inactivada, estabilizada nao adjuvantada de Reivindicacgao 1
e, pelo menos, um imunogénio nao FCV de outro patogénio
felino para utilizagdo na indugdo de uma resposta imunitaria
num Felidae contra FCV e, pelo menos, um imunogénio nado FCV

de um patogénio felino.

Combinacao de acordo com Reivindicagao 36, em que pelo menos
um patogénio de felino adicional é seleccionado do grupo
consistindo em herpesvirus felino (FHV), virus da leucemia
felina (FelV), virus da panleucopenia felina (FPV), virus da
peritonite infecciosa felina (FIPV), virus da
imunodeficiéncia felina (FIV), virus da raiva e Clamidia

felina.

Combinagcao de acordo com a Reivindicacgao 36, em que, pelo
menos, um 1imunogénio nao FCV de um patogénio felino
compreende um microrganismo atenuado vivo ou um vector
recombinante que expressa, pelo menos, um imunogénio de um

patogénio felino.

Lisboa, 30 de Novembro de 2011
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