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DESCRIPCION
Emulsiones de aceite en agua microfluidificadas y composiciones de vacuna

Campo de la invencidn

La presente invencion se refiere, en general, al campo de las vacunas y, particularmente, a formulaciones
adyuvantes para potenciar la respuesta inmune en animales de veterinaria. En particular, la invencién se refiere a
una composicion de vacuna que comprende un glicdsido de saponina, un esterol y un antigeno, en la que, en la
formacioén de dicha composicion de vacuna, dicho esterol se afiade a dicho glicésido de saponina y en la que dicho
glicésido de saponina y dicho esterol se asocian entre si para formar complejos en forma de micelas helicoidales; y
en la que dicho antigeno esta en mezcla con, pero no integrado dentro de, dichas micelas helicoidales.

Antecedentes de la invencion

Las infecciones bacterianas, virales, parasitarias y de micoplasma estan extendidas en los animales de veterinaria
tales como vacas, cerdos y animales de compafia. Las enfermedades provocadas por estos agentes infecciosos
son con frecuencia resistentes a terapia farmacéutica antimicrobiana, lo que no deja ningin medio de tratamiento
eficaz. En consecuencia, se esta usando cada vez mas un enfoque vacunoldgico para combatir la enfermedad
infecciosa en los animales de veterinaria. Un patégeno infeccioso completo puede hacerse adecuado para su uso en
una formulacién de vacuna después de inactivacion quimica o manipulacién genética apropiada. Como alternativa,
una subunidad proteica del patégeno puede expresarse en un sistema de expresion recombinante y purificarse para
su uso en una formulacion de vacuna.

El adyuvante generalmente se refiere a cualquier material que aumente la respuesta inmune humoral y/o celular a
un antigeno. Las vacunas tradicionales estan compuestas de preparacion en bruto de microorganismos patégenos
muertos, y las impurezas asociadas con los cultivos de microorganismos patoldgicos podrian actuar como adyuvante
para potenciar la respuesta inmune. Sin embargo, cuando se usan preparaciones homogéneas de microorganismo
patolégico o subunidades proteicas purificadas para vacunacion, la inmunidad inducida por dichos antigenos es
escasa y se hace necesaria la adicion de ciertos materiales exdgenos como adyuvante. Ademas, las vacunas
sintéticas y de subunidades son caras de producir. Por lo tanto, con la ayuda de adyuvante, puede requerirse una
dosis menor de antigeno para estimular la respuesta inmune, ahorrando de este modo en el coste de produccion de
vacunas.

Se sabe que los adyuvantes actuan de varias maneras diferentes para potenciar la respuesta inmune. Muchos
adyuvantes modifican la red de citocinas asociada con la respuesta inmune. Estos adyuvantes inmunomoduladores
pueden ejercer su efecto incluso cuando no estan junto con antigenos. En general, los adyuvantes
inmunomoduladores provocan una regulacion positiva general de ciertas citocinas y una regulacién negativa
conjunta de otras que conducen a una respuesta Th1 celular y/o una Th2 humoral.

Algunos adyuvantes tienen la capacidad de conservar la integridad conformacional de un antigeno de modo que los
antigenos puedan presentarse eficazmente a células efectoras inmunes apropiadas. Como resultado de esta
conservacion de conformacion de antigeno por la formulaciéon de adyuvante, la vacuna tendria un periodo de
caducidad aumentado como el mostrado para complejos inmunoestimulantes (ISCOM). Ozel M., y col; Quaternary
Structure of the Immunestimmulating Complex (Iscom), J.of Ultrastuc. and Molec. Struc. Res. 102, 240-248 (1989).

Algunos adyuvantes tienen la propiedad de conservar el antigeno como un depésito en el sitio de inyeccion. Como
resultado de este efecto de depdsito el antigeno no se pierde rapidamente por eliminacion en el higado. Las sales de
aluminio y las emulsiones de agua en aceite actian a través de este efecto de depdsito durante una duracién mas
corta. Por ejemplo, se puede obtener un depésito a largo plazo usando adyuvante completo de Freund (FCA) que es
una emulsion de agua en aceite. El FCA tipicamente permanece en el sitio de inyeccion hasta que la biodegradacion
permite la retirada del antigeno por células presentadoras de antigeno.

En base a su naturaleza fisica, los adyuvantes pueden agruparse en dos categorias muy amplias, concretamente
adyuvantes en particulas y adyuvantes sin particulas. Los adyuvantes en particulas existen como microparticulas. El
inmunogeno puede incorporarse o asociarse con las microparticulas. Las sales de aluminio, emulsiones de agua en
aceite, emulsiones de aceite en agua, complejos inmunoestimulantes, liposomas y nano y microparticulas son
ejemplos de adyuvantes en particulas. Los adyuvantes sin particulas son generalmente inmunomoduladores y
generalmente se usan junto con adyuvantes en particulas. El dipéptido de muramilo (un componente activo de
adyuvante de un peptidoglicano extraido de micobacterias), copolimeros en bloque no idnicos, saponinas (una
mezcla compleja de triterpenoides extraidos de la corteza del arbol Quillaja saponaria), lipido A (un disacarido de
glucosamina con dos grupos fosfato y cinco o seis cadenas de acidos grasos generalmente C12 a C16 de longitud),
citocinas, polimeros de carbohidratos, polisacaridos derivatizados y toxinas bacterianas, tales como toxina de cdlera
y toxina labil de E. coli, (LT) son ejemplos de adyuvantes sin particulas.

Algunos de los adyuvantes mejor conocidos son combinacion de inmunomoduladores sin particulas y materiales en
particulas que podrian transmitir efecto depdsito a la formulacién adyuvante. Por ejemplo, el FCA combina las
propiedades inmunomoduladoras de componentes de Mycobacterium tuberculosis junto con el efecto de deposito a
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corto plazo de las emulsiones de aceite.

Se han usado emulsiones de aceite como adyuvante de vacunas durante mucho tiempo. Le Moignic y Pinoy
descubrieron en 1916 que una suspension de Salmonella typhimurium muerta en aceite mineral aumentaba la
respuesta inmune. Posteriormente en 1925, Ramon describié el aceite de almidén como una de las sustancias que
aumentaban la respuesta antitéxica al toxoide diftérico. Sin embargo, las emulsiones de aceite no se hicieron
populares hasta 1937 cuando Freund ided su formulacion de adyuvante ahora conocido como adyuvante completo
de Freund (FCA). El FCA es una emulsion de agua en aceite compuesta de aceite mineral (parafina) mezclado con
micobacterias muertas y Arlacel A. El Arlacel A es principalmente monooleato de manida y se usa como un agente
emulsionante. Aunque el FCA es excelente en la induccion de una respuesta de anticuerpos, provoca dolor grave,
formacién de abscesos, fiebre e inflamacién granulomatosa. Para evitar estas reacciones secundarias indeseables,
se desarrollo6 adyuvante incompleto de Freund (IFA). El IFA es similar al FCA en su composicion excepto por la
ausencia de componentes micobacterianos. El IFA actia mediante la formulacion de depdsitos en el sitio de
inyeccion y liberacion lenta del antigeno con estimulacion de células productoras de anticuerpos.

Otro enfoque para mejorar el FCA se baso en la nocién de que el reemplazo de aceite mineral con un aceite
biocompatible ayudaria a eliminar las reacciones asociadas con FCA en el sitio de inyeccion. También se crey6 que
la emulsion deberia ser de aceite en agua en lugar de agua en aceite, debido a que esta Ultima produce un depdsito
de larga duracion en el sitio de inyeccion. Hilleman y col. describieron un adyuvante basado en aceite “adyuvante
65", consistente en aceite de cacahuete 86%, Arlacel A 10% como emulsionante y monoestearato de aluminio 4%
como estabilizador. Hilleman, 1966, Prog. Med. Virol. 8: 131-182; Hilleman y Beale, 1983, en New Approaches to
Vaccine Development (Eds. Bell, R. y Torrigiani, G.), Schwabe, Basilea. En seres humanos, el adyuvante 65 fue
seguro y potente pero mostré menos adyuvanticidad que IFA. No obstante, el uso del adyuvante 65 se interrumpié
debido a su reactogenicidad para el hombre con ciertos lotes de vacuna y reduccién de la adyuvanticidad cuando se
us6 un emulsionante purificado o sintético en lugar de Arlacel A. Las Patentes de Estados Unidos 5.718.904 y
5.690.942 ensefian que el aceite mineral en la emulsién de aceite en agua puede reemplazarse con aceite
metabolizable para el fin de mejorar el perfil de seguridad.

Ademas de la adyuvanticidad y seguridad, la apariencia fisica de una emulsion también es una consideracion
comercial importante. La apariencia fisica depende de la estabilidad de la emulsién. La flotacion, sedimentacion y
coalescencia son indicadores de la inestabilidad de la emulsion. La flotacion se produce cuando las fases oleosa y
acuosa de la emulsioén tienen diferente gravedad especifica. La flotacion también se produce cuando el tamafio de
gota inicial de la emulsion es grande y las gotas de emulsion no tienen ningln movimiento browniano. Cuando el
tamafio de gota es grande, existe una tendencia a la ruptura interfacial y las gotas coalescen en particulas grandes.
La estabilidad de la emulsion se determina por varios factores tales como la naturaleza y cantidad de emulsionante
usado, el tamafrio de la gota en la emulsion, y la diferencia en densidad entre la fase oleosa y la acuosa.

Los emulsionantes promueven la estabilizacion de gotas dispersadas reduciendo la energia libre interfacial y
creando barreras fisicas o electrostaticas para coalescencia de gotas. Se han usado detergentes no i6nicos asi
como iénicos como emulsionantes. Los emulsionantes no iénicos se orientan en la interfaz y producen estructuras
relativamente voluminosas, lo que conduce a evitacion estérica de las gotas dispersadas. Los emulsionantes
anionicos o catidnicos inducen formacion de una capa doble eléctrica atrayendo contraiones; las fuerzas repulsivas
de doble capa provocan que las gotas se repelan entre si cuando se acercan.

Ademas de usar los emulsionantes, la estabilidad de la emulsion también puede conseguirse mediante la reduccion
del tamafio de las gotas de la emulsién por medios mecanicos. Tipicamente se han usado mezcladores de
propulsor, rotores de turbina, molinos coloidales, homogeneizadores y sonicadores para fabricar emulsiones. La
microfluidificacion es otro medio para aumentar la homogeneidad del tamafio de las gotas en la emulsion. La
microfluidificacion puede producir una emulsion fisicamente estable, elegante, con tamafo de particula uniforme en
el intervalo submicrométrico. Ademas de aumentar la estabilidad de la emulsiéon, el procedimiento de
microfluidificacion permite la filtracion terminal que es un modo preferido de asegurar la esterilidad del producto final.
Ademas, las particulas de aceite submicrométricas pueden pasar de sitios de inyeccion a los linfaticos y después a
ganglios linfaticos de la cadena de drenaje, sangre y bazo. Esto reduce la probabilidad de establecer un depdsito
oleoso en el sitio de inyeccion que puede producir inflamacion local y reaccion en el sitio de inyeccion significativa.

Los microfluidificadores estan ahora disponibles en el mercado. Se produce formacion de emulsiéon en un
microfluidificador a medida que dos corrientes fluidificadas interaccionan a altas velocidades dentro de una camara
de interaccion. El microfluidificador es conducido por aire o nitrdgeno y puede actuar a presiones internas de mas de
137,86 mPa. La Patente de Estados Unidos 4.908.154 enseia el uso de microfluidificador para obtener emulsiones
esencialmente sin ningin agente emulsionante.

Se han descrito varias formulaciones de adyuvante de aceite en agua submicrométricas en la bibliografia. La
Patente de Estados Unidos 5.376.369 ensefia una formulacion de adyuvante de emulsion de aceite en agua
submicrométrica conocida como formulacion de adyuvante Syntax (SAF). La SAF contiene escualeno o escualano
como el componente oleoso, una cantidad formadora de emulsiéon de polimero en bloque Pluronic L121 (polioxi-
propilen-polioxietileno) y una cantidad inmunopotenciadora de muramildipéptido. El escualeno es un hidrocarburo
lineal precursor de colesterol hallado en muchos tejidos, notablemente en los higados de tiburones y otros peces. El
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escualano se prepara por hidrogenacion de escualeno y es completamente saturado. Tanto el escualeno como el
escualano pueden metabolizarse y tienen un buen registro de estudios toxicoldgicos. Se han usado emulsiones de
escualeno o escualano en vacunas de cancer humano con efectos secundarios leves y una eficacia deseable.
Véase, por ejemplo, Anthony C. Allison, 1999, Squalene and Squalane emulsions as adjuvants, Methods 19:87-93.

La Patente de Estados Unidos 6.299.884 y Publicacion de Patente Internacional WO 90/14837 ensefian que los
copolimeros en bloque de polioxi-propilen-polioxietileno no son esenciales para la formacion de emulsién de aceite
en agua submicrométrica. Ademas, estas referencias ensefian el uso de aceite metabolizable no téxico y excluyen
expresamente el uso de aceite mineral y aceites destilados de petréleo toxicos en sus formulaciones de emulsion.

La Patente de Estados Unidos 5.961.970 ensefia otra emulsion de aceite en agua submicrométrica mas para usar
como un adyuvante de vacuna. En la emulsién descrita en esta patente, el componente hidréfobo se selecciona del
grupo que consiste en un aceite triglicérido de cadena media, un aceite vegetal y una mezcla de los mismos. El
tensioactivo incluido en esta emulsion puede ser un tensioactivo biolégicamente compatible natural tal como
fosfolipido (por ejemplo, lecitina) o un tensioactivo no natural farmacéuticamente aceptable tal como Tween-80. Esta
patente también ensefa la incorporacion del antigeno en la emulsidon en el momento en que se forma la emulsion, a
diferencia de la mezcla del antigeno con la emulsién después de que la emulsion se haya formado de forma
independiente y extrinseca.

La Patente de Estados Unidos 5.084.269 ensefia que una formulacion de adyuvante que contiene lecitina en
combinacion con aceite mineral provoca una reduccion de la irritacion dentro del animal huésped y simultaneamente
induce inmunidad sistémica aumentada. La formulacion adyuvante resultante de la Patente de Estados Unidos
5.084.269 se usa comercialmente en vacunas veterinarias bajo el nombre comercial AMPHIGEN®. La formulacién
AMPHIGEN® esta compuesta de micelas - gotas de aceite rodeadas de lecitina. Estas micelas permiten que se
unan mas antigenos celulares completos que los adyuvantes basados en aceite tradicionales. Ademas, las
formulaciones de vacunas basadas en AMPHIGEN® contienen un bajo contenido de aceite del 2,5 al 5% de aceite
mineral, en comparaciéon con otras formulaciones de vacuna que contienen adyuvantes de aceite, que tipicamente
contienen del 10% al 20% de aceite. Su bajo contenido de aceite hace a esta formulacion de vacuna basada en
adyuvante menos irritante para tejidos en el sitio de inyeccion, dando como resultado menos lesiones y menor
reduccion en el sacrificio. Ademas, el revestimiento de lecitina que rodea a las gotas de aceite reduce
adicionalmente las reacciones en el sitio de inyeccion dando como resultado una vacuna que es tanto segura como
eficaz.

La formulacion de AMPHIGEN® se usa como un adyuvante en varias vacunas veterinarias y se necesita mantener
la apariencia fisica del producto de vacuna durante periodos de almacenamiento cortos y largos asi como en el
momento de la reconstitucion. Ademas, se mezcla un antigeno liofilizado con la formulaciéon adyuvante pre-hecha
justo antes de la inyeccion. Esta practica no siempre asegura que haya una distribucion uniforme del antigeno dentro
de la emulsién de aceite en agua y la apariencia de la emulsiéon puede no ser deseable. Ademas, tras el reposo, la
emulsion homogeneizada puede mostrar separacion de fases. Por lo tanto, existe la necesidad de una formulacion
adyuvante estable que no muestre separacion de fases tras periodo de caducidad largo. Un modo de prevenir la
separacion de fases es reducir el tamafo de las gotas y aumentar la homogeneidad de las particulas de la emulsion.
Aunque se ha documentado el procedimiento de microfluidificacién de formulaciones de emulsién basadas en aceite
metabolizables, aun no se ha llevado a cabo microfluidificacién de emulsiones de aceite en agua tales como la
formulaciéon AMPHIGEN®.

El documento WO 96/33739 desvela liposomas preparados afiadiendo saponina a colesterol. EI documento US
2003/095974 desvela una emulsion de aceite en agua que comprende colesterol y saponina. El documento US
5679354 devela una composicién de vacuna que comprende un esterol y un glicésido de saponina ensamblados en
una matriz.

Como se describe en el presente documento, la microfluidificacion se ha usado para llevar el tamafio de gotas de
aceite mineral rodeadas de lecitina al tamafo submicrométrico. Inesperadamente, se ha descubierto por los
presentes inventores que la microfluidificacion de formulaciones de vacuna con adyuvante de una emulsion de
aceite en agua comprendidas por una mezcla de lecitina y aceite no solamente mejora la apariencia fisica de las
formulaciones, sino que también potencia los efectos inmunizadores de las formulaciones. Las formulaciones
microfluidificadas también se caracterizan por un perfil de seguridad mejorado.

Sumario de la invenciéon

Se ha descubierto inesperadamente por los presentes inventores que la actividad adyuvante y el perfil de seguridad
de las emulsiones de aceite en agua basadas en aceite no metabolizable pueden mejorarse mediante
microfluidificacion. Los antigenos incorporados en emulsiones microfluidificadas son estables incluso cuando los
antigenos se incorporan de forma intrinseca en las emulsiones antes de la microfluidificacion.

En una realizacion, la presente solicitud proporciona formulaciones de emulsion de aceite en agua submicrométricas
utiles como un adyuvante de vacuna. Las emulsiones de aceite en agua submicrométricas descritas en el presente
documento estan compuestas de un aceite no metabolizable, al menos un tensioactivo, y un componente acuoso, en
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los que el aceite esta dispersado en el componente acuoso con un tamario de gota de aceite medio en el intervalo
submicrométrico. Un aceite no metabolizable preferido es el aceite mineral ligero. Los tensioactivos preferidos
incluyen lecitina, TWEEN®-80 y SPAN®-80.

Una emulsion de aceite en agua preferida proporcionada por la presente solicitud esta compuesta de una
formulaciéon AMPHIGEN®.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién de vacuna que
comprende un glicosido de saponina, un esterol y un antigeno, en la que, en la formacion de dicha composicion de
vacuna, dicho esterol se afiade a dicho glicésido de saponina, y en la que dicho glicésido de saponina y dicho
esterol se asocian entre si para formar complejos en forma de micelas helicoidales; y en la que dicho antigeno esta
en mezcla con, pero no integrado dentro de, dichas micelas helicoidales. Preferentemente, la composicion de
vacuna comprende ademas un vehiculo veterinariamente aceptable; mas preferentemente dicho vehiculo
veterinariamente aceptable es una emulsion de aceite en agua.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion, se proporciona la composicidon de vacuna de acuerdo
con el primer aspecto; en la que dicho glicésido de saponina es un glicosido triterpenoide. Preferentemente, dicho
glicosido triterpenoide es Quil A.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona la composiciéon de vacuna de acuerdo
con el primer aspecto, en la que dicho esterol es colesterol.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencién, se proporciona la composicién de vacuna de acuerdo
con el primer aspecto, en la que dicho antigeno comprende un antigeno viral, un antigeno bacteriano o una
combinacion de los mismos. Preferentemente, dicho antigeno comprende un antigeno de virus de diarrea viral
bovina (BVDV) de tipo 1 o tipo 2.

Las emulsiones de aceite en agua desveladas en el presente documento pueden incluir componentes adicionales
que son apropiados y deseables, incluyendo conservantes, agentes osméticos, moléculas bioadhesivas y moléculas
inmunoestimuladoras. Las moléculas inmunoestimuladoras preferidas incluyen, por ejemplo, Quil A, colesterol, GPI-
0100, bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDA).

En ofra realizacion, la presente solicitud proporciona procedimientos para preparar una emulsién de aceite en agua
submicrométrica. De acuerdo con la presente solicitud, los diversos componentes de la emulsién, incluyendo aceite,
uno o mas tensioactivos, un componente acuoso y cualquier otro componente apropiado para su uso en la emulsion,
se mezclan entre si. La mezcla se somete a un procedimiento de emulsificacion primario para formar una emulsiéon
de aceite en agua, que después se pasa a través de un microfluidificador para obtener una emulsién de aceite en
agua con gotas menores de 1 micrometro de diametro, preferentemente con un tamarfio de gota medio menor de
0,5 micrémetros.

En otra realizacion mas, la presente invencion proporciona composiciones de vacuna que contienen un antigeno y
una emulsion de aceite en agua submicrométrica descrita anteriormente en el presente documento. El antigeno se
incorpora en la emulsién de forma extrinseca o intrinseca, preferentemente, de forma intrinseca.

El antigeno que puede incluirse en las composiciones de vacuna de la presente invencion puede ser un antigeno
bacteriano, fungico o viral, o una combinacion de los mismos. El antigeno puede tomar la forma de una preparacion
viral o celular parcial o completa inactivada, o la forma de moléculas antigénicas obtenidas por purificacion de
proteinas convencional, técnicas de ingenieria genética o sintesis quimica.

En una realizacién adicional; la presente invencién proporciona procedimientos para preparar composiciones de
vacuna que contienen un antigeno o antigenos combinados con una emulsién de aceite en agua submicrométrica.

Al preparar las composiciones de vacuna de la presente invencion, el antigeno o los antigenos pueden combinarse
de forma intrinseca (por ejemplo, antes de la microfluidificacion) o extrinseca (por ejemplo, después de la
microfluidificacion) con los componentes de la emulsion de aceite en agua. Preferentemente, el antigeno se combina
con los componentes de la emulsion de aceite en agua de forma intrinseca.

En otro aspecto mas, la presente invenciéon proporciona composiciones de vacuna que contienen un antigeno
microencapsulado y una emulsién de aceite en agua submicrométrica descrita anteriormente en el presente
documento, en las que el antigeno microencapsulado se combina con la emulsioén de forma extrinseca.

Se ha descubierto sorprendentemente que una saponina y un esterol, cuando se combinan en solucién, se asocian
entre si para formar complejos en forma de micelas helicoidales. De acuerdo con la presente invencion, estos
complejos de micelas helicoidales tienen actividades inmunoestimuladoras y son especialmente utiles como
adyuvantes en composiciones de vacuna.

En consecuencia, la presente invencion proporciona composiciones de vacuna que contienen una saponina y un
esterol, en las que la saponina y el esterol forman complejos en forma de micelas helicoidales. La presente
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invencion también proporciona composiciones que contienen una saponina, un esterol y un antigeno, en las que la
saponina y el esterol forman complejos en forma de micelas helicoidales y en las que el antigeno se mezcla con
pero no se incorpora dentro de las micelas helicoidales.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa el procedimiento para la preparacion discontinua de composiciones de vacuna no
microfluidificadas. En este procedimiento los diversos componentes de vacuna se afiaden al frasco de adicién a
la izquierda y en Ultima instancia se bombean al frasco de mezcla en el que los componentes se mezclan entre
si mediante medios mecanicos sencillos.

La Figura 2 representa el procedimiento para la preparacion de composiciones de vacuna microfluidificadas que
contienen de forma intrinseca el antigeno incorporado. Los diversos componentes de vacuna se afiaden al
frasco de adicién y se transfieren a la unidad de mezclado pre-emulsién para mezclar mediante medios
mecanicos sencillos. Posteriormente, la emulsion se pasa a través de un microfluidificador y se recoge en la
camara post-microfluidificacion.

La Figura 3 representa la distribucion de tamafios de gotas de la vacuna basada en formulacion AMPHIGEN®
no microfluidificada, la vacuna basada en formulacion AMPHIGEN® microfluidificada y la preparacion de vacuna
de mezcla experimental.

La Figura 4 muestra ausencia de separacion de fases en la preparacion de vacuna microfluidificada.

La Figura 5 representa una comparacion de la estabilidad de los antigenos incorporados de forma intrinseca en
preparacion de vacuna basada en formulacion AMPHIGEN® microfluidificada (A907505) y tres preparaciones
de vacuna basadas en formulacion AMPHIGEN® no microfluidificadas de control (A904369, A904370 vy
A904371). Las cuatro preparaciones de vacunas se almacenaron a 4 °C durante dos afos. En diferentes puntos
durante el almacenamiento (0, 6, 12 o 24 meses), las cuatro formulaciones se usaron para vacunar a las vacas
de tres meses de edad. La vacunacion se realiz6 el dia 0 y 21 con una dosis de vacuna de 2 ml y los sueros se
recogieron dos semanas después de la segunda vacunacion. Se determino el titulo de anticuerpo neutralizante
para virus BVD de Tipo Il en cada una de las muestras de suero. Los datos se presentan como la media
geométrica para 5 animales.

La Figura 6 muestra los minimos cuadraticos de la media de temperatura rectal de las vacas antes y después
de la administracion de vacunas microfluidificadas y no microfluidificadas. TO1: Grupo de placebo - Dosis
individual; T02: Grupo de placebo - Dosis doble; T03: Formulacién no microfluidificada - Dosis individual; T04:
Formulacién no microfluidificada - Dosis doble; T05: Formulacion microfluidificada - Dosis individual; T06:
Formulacion microfluidificada - Dosis doble.

La Figura 7 representa los minimos cuadraticos de la media de los volumenes de reaccion del sitio de inyeccion
observados en vacas después de la administracion de formulaciones de vacuna no microfluidificadas y
microfluidificadas. TO3: Formulacion no microfluidificada - Dosis individual; T04: Formulacién no microfluidificada
- Dosis doble; T05: Formulaciéon microfluidificada - Dosis individual; T06: Formulacién microfluidificada - Dosis
doble.

La Figura 8 representa la media geométrica de los titulos de IgG para el antigeno PauA recombinante de
Streptococcus uberis después de la vacunacion con las diversas formulaciones de vacuna que contienen tanto
antigeno PauA recombinante como antigeno de células completas de E. coli.

La Figura 9 representa la media geométrica de los titulos de IgG para el antigeno de células completas de E.
coli de Streptococcus uberis después de vacunacion con las diversas formulaciones de vacuna que contienen
tanto antigeno PauA recombinante como antigeno de células completas de E. coli.

La Figura 10A y Figura 10B representa la distribucion de tamafos de particulas de una formulacién Amphigen
Microfluidificada en la produccion inicial (Figura 10A) y a los 22 meses después de la produccion (Figura 10B).
La Figura 11 es una fotografia de microscopia electrénica que muestra micelas helicoidales formadas junto con
micelas Quil Ay cristales de colesterol.

La Figura 12 es una fotografia de microscopia electronica que muestra complejos inmunogénicos helicoidales
formados por Quil A y colesterol en la superficie del antigeno BVD de Tipo I.

Descripcion detallada de la invencién

Se ha descubierto, inesperadamente, por los presentes inventores que la microfluidificacién de formulaciones de
vacuna con adyuvante de emulsion de aceite en agua comprendida por una mezcla de lecitina y aceite mineral no
solamente mejora la apariencia fisica de las formulaciones de vacuna, sino que también potencia los efectos
inmunizadores de las formulaciones de vacuna. Las formulaciones de vacunas microfluidificadas también se
caracterizan por un perfil de seguridad mejorado.

En base a estos descubrimientos, la presente solicitud proporciona emulsiones de aceite en agua submicrométricas
utiles como un adyuvante en composiciones de vacuna. También se proporcionan procedimientos para preparar
esas emulsiones de aceite en agua submicrométricas usando un microfluidificador. Ademas, la presente invencién
proporciona composiciones de vacuna submicrométricas en las que un antigeno se combina con una emulsion de
aceite en agua submicrométrica. También se proporcionan procedimientos para preparar dichas composiciones de
vacuna. La presente invencion proporciona ademas composiciones de vacuna que contienen antigenos
microencapsulados combinados con una emulsién de aceite en agua submicrométrica y procedimientos para
preparar dichas vacunas.
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Para una mayor claridad de la divulgacion, y sin limitacion, la descripcion detallada de la invencién se divide en las
siguientes subsecciones que describen o ilustran ciertas caracteristicas, realizaciones o aplicaciones de la invencion.

Emulsiones de aceite-en-agua submicrométricas

En una realizacion, la presente solicitud proporciona formulaciones de emulsion de aceite en agua submicrométricas
utiles como un adyuvante de vacuna. Las emulsiones de aceite en agua submicrométricas descritas potencian la
inmunogenicidad de antigenos en composiciones de vacuna, son seguras para la administracion a animales y
estables durante el almacenamiento.

Las emulsiones de aceite en agua submicrométricas de la presente solicitud se componen de un aceite no
metabolizable, al menos un tensioactivo, y un componente acuoso, en los que el aceite se dispersa en el
componente acuoso con un tamarfio de gota de aceite medio en el intervalo submicrométrico.

Por “submicrométrico” se entiende que las gotas son de un tamafio menor de 1 pm (micréometro) y la media o
promedio del tamafio de gota de aceite es menor de 1 um. Preferentemente, el tamafio de gota medio de la
emulsion es menor de 0,8 um; mas preferentemente, menor de 0,5 um; y aun mas preferentemente, menor de 0,4
pm o de aproximadamente 0,1-0,3 um.

El “tamafo de gota medio” se define como el tamafio de particula de Diametro Medio de Volumen (VMD) dentro de
una distribucion de volumen de tamario de particulas. EI VMD se calcula multiplicando cada diametro de particula
por el volumen de todas las particulas de ese tamafio y sumando. Esto después se divide por el volumen total de
todas las particulas.

La expresion “aceite no metabolizable” como se usa en el presente documento se refiere a aceites que no pueden
metabolizarse por el cuerpo del sujeto animal al que se administra la emulsion.

Los términos “animal” y “sujeto animal” como se usan en el presente documento se refieren a todos los animales no
humanos, incluyendo vacas, ovejas y cerdos, por ejemplo.

Los aceites no metabolizables adecuados para su uso en las emulsiones descritas en el presente documento
incluyen alcanos, alquenos, alquinos y sus acidos y alcoholes correspondientes, los éteres y ésteres de los mismos
y mezclas de los mismos. Preferentemente, los compuestos individuales del aceite son compuestos de hidrocarburo
ligeros, es decir, dichos componentes tienen de 6 a 30 atomos de carbono. El aceite puede prepararse
sintéticamente o purificarse a partir de productos de petréleo. Los aceites no metabolizables preferidos para uso en
las emulsiones de la presente solicitud incluyen aceite mineral, aceite de parafina y cicloparafinas, por ejemplo.

La expresion “aceite mineral” se refiere a una mezcla de hidrocarburos liquidos obtenidos de vaselina mediante una
técnica de destilacion. La expresion es sindnima de “parafina licuada”, “vaselina liquida” y “aceite mineral blanco”.
También se pretende que la expresion incluya “aceite mineral ligero”, es decir, aceite que se obtiene de forma similar
por destilacion de vaselina, pero que tiene una gravedad especifica ligeramente menor que el aceite mineral blanco.
Véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 Edicion (Easton, Pa.: Mack Publishing Company,
1990, en las paginas 788 y 1323). El aceite mineral puede obtenerse de diversas fuentes comerciales, por ejemplo,
J.T. Baker (Phillipsburg, PA), USB Corporation (Cleveland, OH). Es aceite mineral preferido el aceite mineral ligero
disponible comercialmente con el nombre DRAKEOL®.

Tipicamente, el componente oleoso de las emulsiones submicrométricas descritas en el presente documento esta
presente en una cantidad del 1% al 50% en volumen; preferentemente, en una cantidad del 10% al 45%; mas
preferentemente, en una cantidad del 20% al 40%.

Las emulsiones de aceite en agua de la presente solicitud tipicamente incluyen al menos un (es decir, uno o mas)
tensioactivo. Los tensioactivos y emulsionantes, usandose dichos términos de forma intercambiable en el presente
documento, son agentes que estabilizan la superficie de las gotas de aceite y mantienen las gotas de aceite dentro
del tamafio deseado.

Los tensioactivos adecuados para su uso en las presentes emulsiones incluyen tensioactivos biolégicamente
compatibles naturales y tensioactivos sintéticos no naturales. Los tensioactivos bioldgicamente compatibles incluyen
compuestos fosfolipidicos o una mezcla de fosfolipidos. Los fosfolipidos preferidos son fosfatidilcolinas (lecitina),
tales como lecitina de soja o huevo. La lecitina puede obtenerse como una mezcla de fosfatidas y triglicéridos
lavando con agua aceites vegetales en bruto, y separando y secando las gomas hidratadas resultantes. Puede
obtenerse un producto refinado fraccionando la mezcla para fosfolipidos y glicolipidos insolubles en acetona que
permanecen después de la retirada de los triglicéridos y aceite vegetal por lavado de acetona. Como alternativa,
puede obtenerse lecitina de diversas fuentes comerciales. Otros fosfolipidos adecuados incluyen fosfatidilglicerol,
fosfatidilinositol, fosfatidilserina, acido fosfatidico, cardiolipina y fosfatidiletanolamina. Los fosfolipidos pueden
aislarse de fuentes naturales o sintetizarse de forma convencional.

Los tensioactivos sintéticos no naturales adecuados para su uso en las emulsiones submicrométricas descritas
incluyen tensioactivos no iénicos basados en sorbitan, por ejemplo tensioactivos de sorbitan sustituido con acido
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graso (disponibles en el mercado con el nombre SPAN® o ARLACEL@), ésteres de acido graso de sorbitol
polietoxilado (TWEEN®), ésteres de polietilenglicol de acidos grasos de fuentes tales como aceite de ricino
(EMULFOR); acido graso polietoxilado (por ejemplo, acido estearico disponible con el nombre SIMULSOL M-53),
polimero de formaldehido/isooctilfenol polietoxilado (TYLOXAPOL), éteres de alcohol graso de polioxietileno
(BRIJ®); polioxietilen éteres no fenilicos (TRITON® N), polioxietilén isooctilfenil éteres (TRITON® X). Son
tensioactivos sintéticos preferidos los tensioactivos disponibles con el nombre SPAN® y TWEEN®.

Los tensioactivos preferidos para su uso en las emulsiones de aceite en agua incluyen lecitina, Tween-80 y SPAN-
80.

Hablando en general, el tensioactivo o la combinaciéon de tensioactivos, si se usan dos o mas tensioactivos, esta
presente en la emulsién en una cantidad del 0,01% al 10% en volumen, preferentemente, del 0,1% al 6,0%, mas
preferentemente del 0,2% al 5,0%.

El componente acuoso constituye la fase continua de la emulsién y puede ser agua, solucion salina tamponada o
cualquier otra solucién acuosa adecuada.

Las emulsiones de aceite en agua de la presente solicitud pueden incluir componentes adicionales que son
apropiados y deseables, incluyendo conservantes, agentes osméticos, moléculas bioadhesivas y moléculas
inmunoestimuladoras.

Se cree que las moléculas bioadhesivas pueden potenciar el suministro y unién de antigenos en o a través de la
superficie mucosa diana que confiere inmunidad mucosa. Los ejemplos de moléculas bioadhesivas adecuadas
incluyen polimeros de origen no natural acidos tales como acido poliacrilico y acido polimetacrilico (por ejemplo,
CARBOPOL®, CARBOMER); polimeros naturales modificados sintéticamente acidos tales como
carboximetilcelulosa; polimeros naturales modificados sintéticamente neutros tales como (hidroxipropil)
metilcelulosa; polimeros que portan aminas basicas tales como quitosan; polimeros acidos obtenibles de fuentes
naturales tales como acido alginico, acido hialurénico, pectina, goma de tragacanto y goma karaya; y polimeros de
origen no natural neutros, tales como polivinilalcohol; o combinaciones de los mismos.

La expresion “moléculas inmunoestimuladoras”, como se usa en el presente documento, se refiere a las moléculas
que potencian la respuesta inmune protectora inducida por un componente antigénico en composiciones de vacuna.
Los materiales inmunoestimuladores adecuados incluyen componentes de la pared celular bacteriana, por ejemplo,
derivados de N-acetil muramil-L-alanil-D-isoglutamina tales como murabutida, treonil-MDP y muramil tripéptido;
glicosido de saponina y derivados de los mismos, por ejemplo, Quil A, QS 21 y GPI-0100; colesterol; y componentes
de amonio cuaternario, por ejemplo, bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDA) y N,N-dioctadecil-N,N-bis(2
hidroxietil)propanodiamina (“avridina”).

Las saponinas son compuestos glicosidicos que se producen como metabolitos secundarios en una amplia
diversidad de especies vegetales. La estructura quimica de las saponinas transmite una amplia serie de actividades
farmacologicas y bioldgicas, incluyendo algunas actividades inmunoldgicas potentes y eficaces.

Estructuralmente, las saponinas consisten en cualquier aglicona unida a una o mas cadenas de azicares. Las
saponinas pueden clasificarse de acuerdo con su composicién de aglicona: glicosidos triterpenos, glicdsidos
esteroides y glicosidos alcaloides esteroides.

La saponina puede aislarse de la corteza de Quillaja saponaria. La saponina se ha conocido durante mucho tiempo
como un inmunoestimulador. Dalsgaard, K., “Evaluation of its adjuvant activity with a special reference to the
application in the vaccination of cattle against foot-and-mouth disease”, Acta. Vet. Scand. 69: 1-40 1978. Extractos
en bruto de plantas que contenian saponina potenciaron las vacunas de fiebre aftosa. Sin embargo, los extractos en
bruto se asociaron con efectos secundarios adversos cuando se usaron en vacunas. Posteriormente, Dalsgaard
purificéd parcialmente el componente activo adyuvante de la saponina por dialisis, intercambio iénico y cromatografia
de filtracion en gel. Dalsgaard, K. y col., “Saponin adjuvants lll. Isolation of a substance from Quillaja saponaria
Morina with adjuvant activity in foot-and-mouth disease vaccines”, Arch. Gesamte. Virusforsch. 4.4: 243-254 1974.
Un componente activo adyuvante purificado de este modo se conoce como “Quil A”. En peso Quil A mostré potencia
aumentada y mostré reacciones locales reducidas en comparacion con saponina en bruto. Quil A se usa
ampliamente en vacunas veterinarias.

El andlisis posterior de Quil A por cromatografia liquida de alta presion (HPLC) reveldé una mezcla heterogénea de
saponinas estrechamente relacionadas y condujo al descubrimiento de QS21, que era un potente adyuvante con
toxicidad reducida o minima. Kensil C.R. y col., “Separation and characterization of saponins with adjuvant activity
from Quillaja saponaria Molina cortex”, J. Immunol. 146: 431-437,1991. A diferencia de la mayoria de otros
inmunoestimuladores, QS21 es soluble en agua y puede usarse en vacunas con o sin formulaciones de tipo
emulsion. Se ha mostrado que QS21 induce una respuesta de tipo Th1 en ratones estimulando la produccion de
anticuerpos IgG2a y IgG2b e indujo CTL CD8+ (MHC de clase |) especifico de antigeno en respuesta a antigenos de
subunidades. Los estudios clinicos en seres humanos han demostrado su adyuvanticidad con un perfil toxicolégico
aceptable. Kensil, C.R. y col., “Structural and immunological characterization of the vaccine adjuvant QS-21. In
Vaccine Design: the subunit and Adjuvant Approach”, Eds. Powell, M.F. y Newman, M. J. Plenum Publishing
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Corporation, Nueva York. 1995, paginas 525-541.

La Patente de Estados Unidos 6.080.725 ensefa los procedimientos para preparar y usar conjugado de saponina-
lipdfilo. En este conjugado de saponina-lipdfilo, se une covalentemente un resto lipdfilo tal como lipido, acido graso,
polietilenglicol o terpeno con una saponina triterpeno no acilada o desacilada mediante un grupo carboxi presente en
el acido 3-O-glucurénico de la saponina triterpeno. La union de un resto lipéfilo con el acido 3-O-glucurénico de una
saponina tal como desacilsaponina de Quillaja, luciésido P o saponina de Gypsophila, Saponaria y Acanthophyllum
potencian sus efectos adyuvantes en inmunidad mediada por células y humoral. Adicionalmente, la unién de un
resto lipdfilo con el resto del acido 3-O-glucurénico de no o desacilsaponina produce un analogo de saponina que es
mas facil de purificar, menos tdxico, quimicamente mas estable, y posee iguales o mejores propiedades adyuvantes
que la saponina original.

GPI-0100 es un conjugado de saponina-lipéfilo descrito en la Patente de Estados Unidos 6.080.725. GPI-0100 se
produce mediante la adicion de amina alifatica a desacilsaponina mediante el grupo carboxilo del acido glucurénico.

Compuestos de amonio cuaternario. Se han propuesto varias bases nitrogenadas alifaticas para su uso como
adyuvantes inmunoldgicos, incluyendo aminas, compuestos de amonio cuaternario, guanidinas, benzamidinas y
tiouronios. Compuestos especificos tales incluyen bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDA) y N,N-dioctadecil-N,N-
bis (2-hidroxietil) propanodiamina (“avridina”).

La Patente de Estados Unidos 5.951.988 ensefia formulacion adyuvante que contiene sales de amonio cuaternarias
tales como DDA junto con un componente oleoso. Esta formulacién es util junto con sustancias inmunoldgicas
conocidas, por ejemplo antigenos virales o bacterianos en una composicion de vacuna; para potenciar la respuesta
inmunogénica. La composicion también es Util sin un antigeno incorporado como formulaciéon inmunoestimuladora
no especifica.

La Patente de Estados Unidos 4.310.550 describe el uso de N,N-alquilo superior -N,N-bis(2-
hidroxietil)propanodiamina y N,N- alquilo superior-xililehediaminas formuladas con emulsién de grasa o lipido como
un adyuvante de vacuna. Se describe un procedimiento para inducir o potenciar la respuesta inmunogénica de un
antigeno en el hombre o un animal mediante administracion parenteral de la formulacién adyuvante en la Patente de
Estados Unidos 4.310.550.

En una realizacion preferida, la presente solicitud proporciona una emulsion de aceite en agua submicrométrica util
como adyuvante de vacuna, que esta compuesta de una formulacion AMPHIGEN®, con gotas de un tamafio menor
de 1 um y un tamario de gota medio de aproximadamente 0,25 um.

La expresion “formulacion AMPHIGEN®” como se usa en el presente documento se refiere a una solucién formada
mezclando una solucién de aceite de lecitina DRAKEOL® (Hydronics, Lincoln, NE) con solucién salina en presencia
de TWEEN®80 y SPAN®80. Una formulacion AMPHIGEN® tipica contiene 40% de aceite mineral ligero en volumen
(v/v), aproximadamente 25% p/v de lecitina, aproximadamente 0,18% de TWEENS8O en volumen (v/v) y
aproximadamente 0,08% de Span 80 en volumen (v/v).

Procedimientos para preparar emulsiones de aceite en agua submicrométricas

En otra realizacion, la presente solicitud proporciona procedimientos para preparar las emulsiones de aceite en agua
submicrométricas descritas anteriormente en el presente documento.

De acuerdo con la presente solicitud, los diversos componentes de la emulsion, incluyendo aceite, uno o mas
tensioactivos, un componente acuoso y cualquier otro componente apropiado para su uso en la emulsién, se
combinan y mezclan entre si.

La mezcla formada se somete a un procedimiento de emulsificacion, tipicamente mediante pase una o mas veces a
través de uno o mas homogeneizadores o emulsionantes para formar una emulsidon de aceite en agua que tiene una
apariencia uniforme y un tamafio de gota medio de aproximadamente 0,5 pum. Puede usarse cualquier
homogeneizador o emulsionante disponible en el mercado para este fin, por ejemplo, emulsionante de Ross
(Hauppauge, NY), homogeneizador de Gaulin (Everett, MA).

La emulsion formada de este modo se somete después a microfluidificacion para llevar el tamafio de gota al
intervalo submicrométrico. La microfluidificaciéon puede conseguirse mediante el uso de un microfluidificador
comercial, tal como el modelo nimero 11 OY disponible de Microfluidics, Newton, Mass; Modelo Gaulin 30CD
(Gaulin, Inc., Everett, Mass); y Rainnie Minilab Tipo 8.30H (Miro Atomizer Food and Dairy, Inc., Hudson, Wis.). Estos
microfluidificadores actuan pasando fluidos a través de aperturas pequefias bajo alta presion, de modo que dos
corrientes de fluidos interaccionen a altas velocidades en una camara de interaccién para formar emulsiones con
gotas de un tamario submicrométrico.

El tamafio de gota puede determinarse por una diversidad de procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo,
difracciéon con laser, mediante el uso de instrumentos de medicién de tamafo disponibles en el mercado. El tamafio
puede variar dependiendo del tipo de tensioactivo usado, la relacion de tensioactivo y aceite, la presion de
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funcionamiento, temperatura y similares. El experto en la materia puede determinar la combinacién deseada de
estos parametros para obtener emulsiones con el tamafio de gota deseado sin experimentacion indebida. Las gotas
de las emulsiones de la presente invencién son menoresde 1 um de diametro, preferentemente con un tamafio de
gota medio menor de 0,8 um, y mas preferentemente con un tamafo de gota medio menor de 0,5 um, y aun mas
preferentemente con un tamafo de gota medio menor de 0,3 um.

En una realizacion preferida de la presente solicitud, la solucion de aceite de lecitina DRAKEOL, que esta disponible
en el mercado de Hydronics (Lincoln, NE) y contiene lecitina al 25% en aceite mineral ligero, se combina y mezcla
con solucién salina asi como tensioactivos TWEEN® 80 y SPAN® 80 para formar una “solucion AMPHGEN®” o
“formulacion AMPHIGEN®”. La solucion AMPHGEN® se emulsiona después con un emulsionante de Ross®
(Hauppauge, NY 11788) a aproximadamente 3.400 rpm para formar una emulsidbn de aceite en agua.
Posteriormente la emulsion se pasa una vez a través de un microfluidificador que actia a aproximadamente 31,02 +
3,45 MPa. La emulsion de aceite en agua microfluidificada tiene gotas de un tamafio menor de 1 um, con un tamafio
de gota medio de aproximadamente 0,25 pum.

Composiciones de vacuna que contienen antigenos incorporados en emulsiones de aceite en agua
submicrométricas

En otra realizacion, la presente invencion proporciona composiciones de vacuna que contienen un antigeno o
antigenos y una emulsion de aceite en agua submicrométrica descrita anteriormente en el presente documento.
Estas composiciones de vacuna se caracterizan por tener un efecto inmunogénico potenciado y una apariencia fisica
mejorada (por ejemplo, no se observa separacion de fases después de un periodo de almacenamiento prolongado).
Ademas, las composiciones de vacuna de la presente invencion son seguras para administracion a animales.

De acuerdo con la presente invencion, el antigeno puede combinarse con la emulsion de forma extrinseca, o,
preferentemente, de forma intrinseca. La expresion “de forma intrinseca” se refiere al procedimiento en el que el
antigeno se combina con los componentes de la emulsion antes de la etapa de microfluidificacion. La expresion “de
forma extrinseca” se refiere al procedimiento en el que el antigeno se afiade a la emulsion después de que la
emulsion se haya microfluidificado. El antigeno afiadido de forma extrinseca puede ser antigeno libre o puede estar
encapsulado en microparticulas como se describe adicionalmente posteriormente en el presente documento.

El término “antigeno” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier molécula, compuesto o
composicion que sea inmunogénico en un animal y se incluye en la composicién de vacuna para inducir una
respuesta inmune protectora en el animal al que se administra la composicién de vacuna.

El término “inmunogénico” como se usa en relacion con un antigeno se refiere a la capacidad del antigeno para
provocar una respuesta inmune en un animal contra el antigeno. La respuesta inmune puede ser una respuesta
inmune celular mediada principalmente por linfocitos T citotdxicos, o una respuesta inmune humoral mediada
principalmente por linfocitos T auxiliares, que a su vez activan linfocitos B que conducen a la produccién de
anticuerpos.

Una “respuesta inmune protectora” se define como cualquier respuesta inmune, bien respuesta inmune mediada por
anticuerpos o bien por células, o ambas, que se producen en el animal que evita o reduce de forma detectable la
aparicion, o elimina o reduce de forma detectable la gravedad, o ralentiza detectablemente la velocidad de
progresion del trastorno de enfermedad provocado por el antigeno o un patégeno que contiene el antigeno.

Los antigenos que pueden incluirse en la composicién de vacuna de la presente invencion incluyen antigenos
preparados a partir de bacterias patdgenas tales como Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus somnus,
Haemophilus parasuis, Bordetella bronchiseptica, Actinobacillus pleuropneumonie, Pasteurella multocida, Manheimia
hemolytica, Mycoplasma bovis, Mycoplasma galanacieum, Mycobacterium bovis, Mycobacterium paratuberculosis,
Clostridial spp., Streptococcus uberis, Streptococcus suis, Staphylococcus aureus, Erysipelothrix rhusopathiae,
Campylobacter spp., Fusobacterium necrophorum, Escherichia coli, Salmonella enterica serovars, Leptospira spp.;
hongos patégenos tales como Candida; protozoos tales como Cryptosporidium parvum, Neospora canium,
Toxoplasma gondii, Eimeria spp.; helmintos tales como Ostertagia, Cooperia, Haemonchus, Fasciola, bien en forma
de una preparacion celular inactivada completa o parcial, o bien en forma de moléculas antigénicas obtenidas por
purificacion proteica convencional, técnicas de ingenieria genética o sintesis quimica. Los antigenos adicionales
incluyen virus patdgenos tales como herpesvirus bovino -1,3,6, virus de diarrea viral bovina (BVDV) de tipos 1y 2,
virus paragripal bovino, virus sincitial respiratorio bovino, virus de leucosis bovina, virus de la peste bovina, virus de
fiebre aftosa, rabia, virus de fiebre porcina, virus de fiebre porcina Africana, parvovirus porcino, virus de PRRS,
circovirus porcino, virus de la gripe, virus de enfermedad vesicular porcina, virus de fiebre de Techen, virus de
Pseudorrabia, bien en forma de una preparacién de virus inactivado completo o parcial, o bien en forma de
moléculas antigénicas obtenidas por purificacion practica convencional, técnicas de ingenieria genética o sintesis
quimica.

La cantidad del antigeno deberia ser tal que el antigeno que, en combinacién con la emulsién de aceite en agua, sea
eficaz para inducir una respuesta inmune protectora en un animal. La cantidad precisa de un antigeno que sea
eficaz depende de la naturaleza, actividad y pureza del antigeno, y puede determinarse por un experto en la materia.
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La cantidad de emulsion de aceite en agua presente en las composiciones de vacuna deberia ser suficiente para
potenciar la inmunogenicidad del antigeno o los antigenos en las composiciones de vacuna. Cuando sea deseable y
apropiado, pueden afadirse cantidades adicionales de tensioactivo o tensioactivos o tensioactivo o tensioactivos
adicionales en la composicion de vacuna ademas del tensioactivo o los tensioactivos proporcionados por la emulsion
de aceite en agua. Hablando en general, el componente oleoso esta presente en el volumen final de una
composicion de vacuna en una cantidad de 1,0% a 20% en volumen; preferentemente, en una cantidad de 1,0% a
10%; mas preferentemente, en una cantidad de 2,0% a 5,0%. El tensioactivo, o la combinacién de tensioactivos si se
usan dos o0 mas tensioactivos, esta presente en el volumen final de una composiciéon de vacuna en una cantidad del
0,1% al 20% en volumen, preferentemente, del 0,15% al 10%, mas preferentemente del 0,2% al 6,0%.

Ademas del antigeno o los antigenos y la emulsién de aceite en agua, la composicion de vacuna puede incluir otros
componentes que sean apropiados y deseables, tales como conservantes, agentes osmoticos, moléculas
bioadhesivas y moléculas inmunoestimuladoras (por ejemplo, Quil A, colesterol, GPI-0100, bromuro de
dimetildioctadecilamonio (DDA)), como se ha descrito anteriormente en el presente documento en relacion con la
emulsion de aceite en agua.

Las composiciones de vacuna de la presente invencién también pueden incluir un vehiculo veterinariamente
aceptable. La expresion “un vehiculo veterinariamente aceptable” incluye todos y cada uno de los disolventes,
medios de dispersion, revestimientos, adyuvantes, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos, agentes de retardo de la adsorcion y similares. Los diluyentes
pueden incluir agua, solucion salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Los agentes isotonicos pueden incluir
cloruro sodico, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa, entre otros. Los estabilizadores incluyen albumina, entre otros.

En una realizacion preferida, la presente solicitud proporciona una composicion de vacuna que incluye al menos uno
de un antigeno de BVDV de tipo | o BVDV de tipo Il, incorporado de forma intrinseca en una emulsién de aceite en
agua que tiene gotas de un tamafio menor de 1 um, preferentemente con un tamafo de gota medio menor de 0,8
um, mas preferentemente menor de 0,5 um; y aun mas preferentemente con un tamafo de gota medio de
aproximadamente 0,5 um. El antigeno de BVDV de tipo | y/o Il esta preferentemente en forma de una preparacion
viral inactiva. La emulsién de aceite en agua submicrométrica preferentemente esta compuesta de una formulacion
AMPHIGEN® (es decir, una formulacion que contiene aceite mineral ligero, lecitina, TWEEN® 80 y SPAN® 80). La
composicion de vacuna preferentemente también incluye Quil-A, colesterol y timerosol.

En ofra realizacion preferida, la presente solicitud proporciona una composicién de vacuna que incluye un antigeno
de Leptospira y al menos uno de antigeno de BVDV de tipo | o BVDV de tipo Il en una emulsion de aceite en agua.
Los antigenos, preferentemente en forma de célula inactivada o preparacion viral, se incorporan de forma intrinseca
en la emulsion de aceite en agua que tiene gotas de un tamafio menor de 1 um, preferentemente con un tamafio de
gota medio menor de 0,8 um, mas preferentemente menor de 0,5 um; y aun mas preferentemente con un tamarfio de
gota medio de aproximadamente 0,5 pum. La emulsion de aceite en agua submicrométrica esta compuesta
preferentemente de una formulacion AMPHIGEN® (es decir, una formulacion que contiene aceite mineral ligero,
lecitina, TWEEN® 80 y SPAN® 80). La composicién de vacuna preferentemente incluye también una o mas
moléculas inmunoestimuladoras seleccionadas de Quil-A, colesterol, DDA, GPI-100 e hidréxido de aluminio (AIOH).

En otra realizacion preferida mas, la presente solicitud proporciona una composicion de vacuna que incluye al
menos un antigeno bacteriano, por ejemplo, la proteina PauA de Streptococcus uberis recombinante o una
preparacion celular de E. coli o una combinaciéon de ambas, en una emulsion de aceite en agua. El antigeno o los
antigenos se combinan de forma intrinseca con la emulsiéon de aceite en agua que tiene gotas de un tamafio menor
de 1 um, preferentemente con un tamafo de gota medio menor de 0,8 um, mas preferentemente menor de 0,5 um; y
aun mas preferentemente con un tamafio de gota medio de aproximadamente 0,25 um. La emulsion de aceite en
agua submicrométrica esta compuesta preferentemente de una formulacion AMPHIGEN® (es decir, una formulacion
que contiene aceite mineral ligero, lecitina, TWEEN® 80 y SPAN® 80). La composicion de vacuna preferentemente
también incluye una o mas moléculas inmonoestimuladoras seleccionadas de Quil-A, DDA y GPI-100.

Las composiciones de vacuna de la presente invencion pueden administrase a un animal por vias conocidas,
incluyendo via oral, intranasal, mucosa, topica, transdérmica y parenteral (por ejemplo, intravenosa, intraperitoneal,
intradérmica, subcutanea o intramuscular). Puede conseguirse administracion usando una combinacién de vias, por
ejemplo, primero administracion usando una via parenteral y administracion posterior usando una via mucosa.

Procedimientos para preparar composiciones de vacuna

En una realizacién adicional, la presente invencién proporciona procedimientos para preparar composiciones de
vacuna que contienen un antigeno o antigenos y una emulsion de aceite en agua submicrométrica.

Al preparar las composiciones de vacuna de la presente invencion, el antigeno o los antigenos pueden combinarse
de forma intrinseca o de forma extrinseca con los componentes de la emulsion de aceite en agua. Preferentemente,
el antigeno se combina con los componentes de la emulsién de aceite-en-agua de forma intrinseca.
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El antigeno puede combinarse con los diversos componentes de la emulsion, incluyendo aceite, uno o mas
tensioactivos, un componente acuoso y cualquier otro componente apropiado, para formar una mezcla. La mezcla se
somete a un procedimiento de mezclado primario, tipicamente mediante pase una o mas veces a través de uno o
mas homogeneizadores o emulsionantes, para formar una emulsion de aceite en agua que contenga el antigeno.
Puede usarse cualquier homogeneizador o emulsionante disponible en el mercado para este fin, por ejemplo,
emulsionante de Ross (Hauppauge, NY), homogeneizador de Gaulin (Everett, MA) o Microfluidics (Newton, MA).
Como alternativa, los diversos componentes del adyuvante de emulsion, incluyendo aceite, uno o mas tensioactivos
y un componente acuoso pueden combinarse en primer lugar para formar una emulsiéon de aceite en agua usando
un homogeneizador o emulsionante; y después se afade el antigeno a esta emulsién. El tamafio de gota medio de
la emulsion de aceite en agua después de la mezcla primaria es de aproximadamente 1,0-1,2 micrémetros.

La emulsién que contiene el antigeno se somete después a microfluidificacion para llevar el tamafio de gotas al
intervalo submicrométrico. Puede conseguirse microfluidificacion mediante el uso de un microfluidificador comercial,
tal como el modelo nimero 110Y disponible de Microfluidics, Newton, Mass; Modelo de Gaulin 30CD (Gaulin, Inc.,
Everett, Mass.); y Rainnie Minilab Tipo 8.30H (Miro Atomizer Food and Dairy, Inc., Hudson, Wis.).

El tamafo de gotas puede determinarse por una diversidad de procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo,
difraccién por laser, mediante el uso de instrumentos de medicién de tamafio disponibles en el mercado. El tamafio
puede variar dependiendo del tipo de tensioactivo usado, la relacion de tensioactivo y aceite, presion de
funcionamiento, temperatura y similares. Puede determinarse una combinacion deseada de estos parametros para
obtener emulsiones con un tamafo de gota deseado. Las gotas de aceite de las emulsiones de la presente solicitud
son menores de 1 um de diametro. Preferentemente el tamafio de gota medio es menor de 0,8 um. Mas
preferentemente, el tamafio de gota medio es menor de 0,5 um. Ain mas preferentemente, el tamafio de gota medio
es de aproximadamente 0,1 a 0,3 um.

En una realizacion preferida de la presente solicitud, la soluciéon de aceite de lecitina DRAKEOL®, que contiene
lecitina al 25% en aceite mineral ligero, se combina y mezcla con los tensioactivos TWEEN® 80 y SPAN® 80 y
solucion salina para formar una mezcla que contiene aceite mineral ligero al 40%, lecitina, TWEEN® 80 0,18% y
SPAN® 80 0,08%. La mezcla se emulsiona después con un emulsionante Ross® (Hauppauge, NY 11788) a
aproximadamente 3.400 rpm para formar un producto de emulsién, que también se denomina una “formulacion
AMPHIGEN®” o “solucion AMPHIGEN® “. Posteriormente, el antigeno o los antigenos deseados se combinan con la
solucion AMPHIGEN® y cualquier otro componente apropiado (por ejemplo, moléculas inmunoestimuladoras) con la
ayuda de un emulsionante, por ejemplo, un homogeneizador Ross para formar una emulsion de aceite en agua que
contenga el antigeno o los antigenos. Dicha emulsién se pasa una vez a través de un microfluidificador que funciona
a aproximadamente 68,93 + 3,45 MPa. La emulsiéon de aceite en agua microfluidificada tiene gotas de un tamario
menor de 1 um, con el tamafo de gota medio de aproximadamente 0,25 pm.

En oftra realizacion preferida, antes de combinar una emulsion de aceite en agua (por ejemplo, una formulacion
AMPHIGEN®) con un antigeno o antigenos deseados, el antigeno o los antigenos se combinan con un glicésido de
saponina, por ejemplo, Quil A, para formar una mezcla. Esta mezcla de antigeno o antigenos-saponina se somete a
homogeneizacion, por ejemplo, en un frasco de homogeneizacion. Después se afiade un esterol, por ejemplo,
colesterol, a la mezcla de antigeno o antigenos-saponina homogeneizada. La mezcla que contiene el antigeno o los
antigenos, saponina y esterol se somete después a homogeneizacion adicional. La mezcla de antigeno o antigenos-
saponina-esterol homogeneizada se combina después con una emulsion de aceite en agua (por ejemplo, una
formulacion AMPHIGEN®) con la ayuda de un homogeneizador, por ejemplo. La emulsion de aceite en agua
homogeneizada que contiene el antigeno o los antigenos, saponina y esterol se somete después a
homogeneizacion de alta presion, tal como microfluidificacion.

Composiciones de vacuna que contienen antigenos microencapsulados en una emulsion de aceite en agua
submicrométrica y procedimientos de preparacion

En otra realizacion mas, la presente invencion proporciona composiciones de vacuna que contienen un antigeno
encapsulado en microparticulas (o “antigeno microencapsulado”), en las que el antigeno microencapsulado se
incorpora de forma extrinseca en una emulsiéon de aceite en agua submicrométrica descrita anteriormente en el
presente documento.

Se conocen en la técnica procedimientos para absorber o atrapar antigenos en vehiculos en particulas. Véase, por
ejemplo, Pharmaceutical Particulate Carriers: Therapeutic Applications (Justin Hanes, Masatoshi Chiba y Robert
Langer. Polymer microspheres for vaccine delivery. In: Vaccine design. The subunit and adjuvant approach. Eds.
Michael F. Powell y Mark J. Newman, 1995 Plenum Press, Nueva York y Londres). Los vehiculos en particulas
pueden presentar multiples copias de un antigeno seleccionado al sistema inmune en un sujeto animal y promover el
atrapamiento y la retencién de antigenos en ganglios linfaticos locales. Las particulas pueden fagocitarse por
macrofagos y pueden potenciar la presentacion de antigenos mediante liberaciéon de citocinas. También se han
descrito en la técnica vehiculos en particulas e incluyen, por ejemplo, los derivados de polimeros de
polimetilmetacrilato, asi como los derivados de poli(lactidas) y poli(lactida-co-glicolidas), conocidos como PLG. Los
polimeros de polimetilmetacrilato son no biodegradables mientras que las particulas de PLG pueden biodegradarse
mediante hidrélisis no enzimatica aleatoria de enlaces de éster con acidos lactico y glicélico que se excretan a lo
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largo de rutas metabdlicas normales.

También se han usado microesferas biodegradables para conseguir liberacion de vacunas controlada. Por ejemplo,
puede conseguirse una liberacién de antigenos continua durante un periodo prolongado. Dependiendo del peso
molecular del polimero y la relacion de acido lactico y glicélico en el polimero, un polimero de PLGA puede tener una
tasa de hidrdlisis de varios dias o semanas a varios meses o un afo. Una liberaciéon lenta, controlada puede dar
como resultado la formacion de altos niveles de anticuerpos similares a los observados después de muiltiples
inyecciones. Como alternativa, puede conseguirse una liberacion pulsatil de antigenos de vacuna seleccionando
polimeros con diferentes tasas de hidrdlisis. La tasa de hidrélisis de un polimero tipicamente depende del peso
molecular del polimero y la relacién de acido lactico y glicdlico en el polimero. Las microparticulas compuestas de
dos o mas polimeros diferentes con diversas tasas de liberacion de antigenos proporcionan liberaciones pulsatiles
de antigenos e imitan regimenes de multiples dosis de vacunacion.

De acuerdo con la presente solicitud, un antigeno, incluyendo cualquiera de los descritos anteriormente en el
presente documento, puede absorberse en un vehiculo polimérico en particulas, preferentemente un polimero de
PLG, usando cualquier procedimiento conocido en la técnica (tal como uno ejemplificado en el Ejemplo 17) para
formar una preparacion de antigeno microencapsulada. La preparacion de antigeno microencapsulada se mezcla
después con y se dispersa en una emulsion de aceite en agua submicrométrica, cuya emulsién se ha descrito
anteriormente en el presente documento, para formar la composicién de vacuna.

En una realizacion preferida, la presente solicitud proporciona una composicion de vacuna que contiene un antigeno
encapsulado en un polimero de PLG, en el que el antigeno microencapsulado se dispersa de forma extrinseca en
una emulsion de aceite en agua microfluidificada que esta compuesta de aceite mineral ligero, lecitina, TWEENSO,
SPANSO y solucion salina y tiene un tamafio de gota medio menor de 1,0 um.

Complejos formados por una saponina y esterol

En una realizacion, la presente invencién proporciona composiciones que contienen una saponina y un esterol, en
las que la saponina y el esterol forman complejos en forma de micelas helicoidales. De acuerdo con la presente
invencion, estos complejos tienen actividades inmunoestimuladoras.

Por “inmunoestimuladoras” se entiende que los complejos pueden potenciar la respuesta inmune inducida por un
componente antigénico, o que los complejos pueden inducir una respuesta inmune independiente de un componente
antigénico separado.

De acuerdo con la presente invencién, una saponina preferida para su uso en una composicion de la presente
invencion es Quil A.

Los esteroles preferidos para su uso en las composiciones adyuvantes de la presente invencion incluyen beta-
sitosterol, estigmasterol, ergosterol, ergocalciferol y colesterol. Estos esteroles se conocen bien en la técnica, por
ejemplo se desvela colesterol en el indice Merck, 112 Edicion, pagina 341, como un esterol de origen natural hallado
en la grasa animal. Mas preferentemente el esterol es colesterol.

La relacién de saponina:esterol en la composicion esta tipicamente en el orden de 1:100 a 5:1 en peso.
Preferentemente, la relacion es 1:1.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona composiciones de vacuna que contienen una saponina, un
esterol y un antigeno, en las que la saponina y el esterol forman complejos en forma de micelas helicoidales, y en
las que el antigeno se mezcla con pero no se incorpora dentro de las micelas helicoidales.

A continuacion se presentan ejemplos de realizaciones especificas para llevar a cabo la presente invencion. Los
ejemplos se ofrecen para fines ilustrativos solamente, y no se pretende que limiten el alcance de la presente
invencion de ningin modo.

Ejemplo 1
Preparacion de una formulacion AMPHIGEN®

Se preparé una formulacion AMPHIGEN® en un procedimiento de dos etapas. En la primera etapa, se mezclaron
entre si 80 litros de solucidn de aceite de Lecitina Drakeol, 116 litros de solucién salina de Toxoide del Tétanos, 1,2
litros de SPAN 80 y 2,8 litros de Tween 80 y se emulsionaron usando un emulsionante de Ross. La solucion de
aceite de lecitina Drakeol contenia lecitina de soja al 25% y aceite mineral al 75%. El producto emulsionado se
recirculé a través de emulsionante de Ross durante un minimo de 5 volimenes o un minimo de 10 minutos. El
producto emulsionado se almacené a 2-7 °C durante un maximo de 24 horas para procesamiento adicional. La
emulsion del tanque emulsionante de Ross se transfirid a un homogeneizador de Gaulin y se homogeneiz6 durante
20 minutos bajo una presion de 31,02 MPa. La solucion de aceite de Lecitina Drakeol al 40% resultante (en lo
sucesivo en el presente documento la “formulacion AMPHIGEN®” o “solucion AMPHIGEN®") se distribuy6 después
en recipientes de carboxi polipropileno estériles. La distribucion se realizé dentro de una campana de distribucion de
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clase 100 localizada en un ambiente controlado clase 10.000. Los recipientes se almacenaron a 2-7 °C. Esta
formulacién AMPHIGEN® se us6 en los experimentos descritos posteriormente en el presente documento a no ser
que se indique de otro modo.

Ejemplo 2
Mezcla primaria por homogeneizacion de mezcla instantanea de la vacuna de BVD

El aparato usado para este procedimiento de homogeneizacion se muestra en la Figura 1. Usando técnica aséptica
o valvulas de cruce de vapor, se unié un frasco que contenia un antigeno de BVD de Tipo | (una preparacion viral de
BVD de Tipo | inactivada) al orificio de la parte inferior en el recipiente de mezcla. Después de haberse completado
la transferencia del volumen requerido del antigeno de BVD de Tipo |, el frasco de BVD de Tipo | se reemplazé con
el frasco que contenia una preparacion viral de BVD de Tipo Il inactivada (una preparacion viral de BVD de Tipo |l
inactivada). Después de haberse completado la cantidad requerida de transferencia de un antigeno de BVD de Tipo
II, el homogeneizador Ross se uni6 al recipiente portatil y se inicié la recirculacion a rpm maximo (3.300 rpm). La
agitacion del frasco se mantuvo a velocidad media.

Usando técnica aséptica o valvula de cruce de corrientes, se unié un frasco que contenia Quil-A a concentracién de
50 mg/ml con el orificio en linea del homogeneizador en el recipiente de mezcla. Se pas6 una cantidad requerida de
la solucion de Quil-A al recipiente a través de succion en linea. Después de haberse completado la transferencia de
la solucién de Quil-A, se retird el frasco. Del mismo modo, se transfirié una cantidad requerida de colesterol en
solucion de etanol (18 mg/ml) al recipiente de mezcla. Posteriormente, se afiadieron una cantidad requerida de la
formulacién AMPHIGEN®), solucion de timerosol 10% y soluciones expansoras de medio de Eagle modificado basico
(“BME”) al recipiente de mezcla.

Una vez que se hubieron completado todas las adiciones, la mezcla se continué durante 15 minutos adicionales. La
formulacién resultante se separd en alicuotas en dosis de 2 ml y representd una vacuna de BVD basada en
formulacién de AMPHIGEN® no microfluidificada. Cada dosis de la vacuna contenia 500 pg de Quil-A, 500 pg de
colesterol, formulacion AMPHIGEN® 2,5% y timerosol 0,009%. La concentracion de antigeno para las dos cepas de
BVD diferentes se determiné con respecto al titulo de ELISA para gp53.

Ejemplo 3
Mezcla secundaria por microfluidificacion

La Figura 2 ilustra el procedimiento usado para la mezcla secundaria mediante microfluidificacion. El
microfluidificador se esterilizé por vapor. En primer lugar se instalé la camara del médulo de procesamiento auxiliar
en la unidad y se instalé la camara de blanco en la segunda posicion de camara. El recipiente que contenia la
vacuna de BVD completamente adyuvantada preparada como se ha descrito en el Ejemplo 2 se conect6 con el
microfluidificador uniendo una linea de transferencia de la valvula de drenaje de recipiente de suministro a la entrada
del microfluidificador. Se conecté gas nitrégeno a la entrada de filtro de aire de recipiente de suministro y la posicion
de la presion del recipiente se ajusté a 137,90 +/- 34,47 KPa. La valvula de drenaje del recipiente de recogida se
conecto a la linea de transferencia desde la salida del microfluidificador.

Después de realizar todas las conexiones necesarias, las valvulas se abrieron y se inicid la microfluidificacion a una
presion de funcionamiento de 68,93 +/- 3,45 MPa. El contenido completo de la vacuna se pasé a través del
microfluidificador una vez y se recogié en la camara post-microfluidificacion. Esta preparacion se separ6 en alicuotas
en dosis de 2 ml y representa la vacuna de BVD basada en formulacién AMPHIGEN® microfluidificada.

Ejemplo 4
Preparacién de una composiciéon de vacuna mediante mezcla experimental

La formulacion AMPHIGEN® preparada como se ha descrito en el Ejemplo 1 se diluy6 al 2,5% con la adicion de
antigenos de BVD y el expansor. La solucion resultante se mezclé en el banco usando una barra de agitacion en
lugar de usar un homogeneizador. La preparacion final contenia la siguiente composicion: antigenos de BVD de Tipo
I'y Tipo IlI, formulacion AMPHIGEN® al 2,5% (que contiene aceite, lecitina, SPAN® y TWEEN®, como se ha descrito
en el Ejemplo 1) y solucion salina. TWEEN 80 y SPAN 80 estan presentes en la preparacion de vacuna final a 0,18%
y 0,08% en volumen, respectivamente.

Ejemplo 5

Comparacion de la distribucion de los tamafos de gotas entre las preparaciones de vacunas basadas en
formulacion AMPHIGEN® microfluidificadas y no microfluidificadas

La vacuna basada en formulacion AMPHIGEN® no microfluidificada preparada como se ha descrito en el Ejemplo 2,
la vacuna basada en formulacion AMPHIGEN® microfluidificada preparada como se ha descrito en el Ejemplo 3 y la
preparacion preparada mediante mezcla experimental como se ha descrito en el Ejemplo 4, se usaron para
comparar el tamafo de las gotas de las preparaciones de vacuna. Se afiadieron 2 ml de la muestra de cada una de
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las preparaciones a un medidor de difraccion por Laser Malvern 2000 y se determind la distribucion de los tamafios
de gotas. Como se muestra en la Figura 3, los resultados indican que la preparacion de vacuna basada en
formulacion AMPHIGEN® microfluidificada tuvo el volumen de particulas maximo de aproximadamente 0,1
micrometros mientras que la preparacion de vacuna basada en formulacion AMPHIGEN® no microfluidificada tuvo el
volumen de distribucion de particulas maximo de aproximadamente 1 micrémetro.

Ejemplo 6
Reduccion de la separacion de fases de la vacuna

Se compararon entre si tres preparaciones de vacuna diferentes: la vacuna basada en formulacion AMPHIGEN® no
microfluidificada preparada como se ha descrito en el Ejemplo 2, la vacuna basada en formulacion AMPHIGEN®
microfluidificada preparada como se ha descrito en el Ejemplo 3 y la vacuna preparada mediante mezcla
experimental como se ha descrito en el Ejemplo 4, para determinar sus propiedades de separaciéon de fases tras
almacenamiento largo. Todas estas preparaciones se dejaron reposar a 4 °C durante aproximadamente un mes y la
separacion de fases se supervisé con respecto a la aparicion de una capa cremosa en la parte superior de las
preparaciones de vacuna. Como se muestra en la Figura 4, no hubo separacion de fases en la preparaciéon basada
en formulacion AMPHIGEN® microfluidificada en comparacion con las otras dos preparaciones.

Ejemplo 7

Preparacion de vacuna de vacas microfluidificada y no microfluidificada contra virus de la diarrea viral
bovina

Se incorpor6 de forma intrinseca antigeno viral de Diarrea Viral Bovina en la formulacion AMPHIGEN® mediante
microfluidificacion. La expresion “incorporado de forma intrinseca” se refiere al procedimiento por el que el antigeno
se afiadio a la formulacion AMPHIGEN® antes de la microfluidificacion. El antigeno se someti6 a las fuerzas fisicas
del procedimiento de microfluidificacion junto con los componentes de la formulacion adyuvante. En el grupo de
control no microfluidificado, la preparacion de antigeno se dispersé en la formulacion AMPHIGEN® mediante
mezclado.

La composicion final de las preparaciones tanto de control como microfluidificada fue la siguiente: BVD tipo | con un
titulo de ELISA después de inactivacion de 2535 UR/dosis para gp53, BVD Tipo Il con un titulo de ELISA después
de inactivacion de 3290 UR/dosis para gp53, Quil-A a la concentracion de 1,25 mg/dosis, colesterol a la
concentracion de 1,25 mg/dosis, la formulacion AMPHIGEN® a la concentracion final de 2,5%, y timerosal a la
concentracion final de 0,009%. La dosis de la vacuna fue de 5 ml.

Ejemplo 8

Estabilidad a largo plazo de antigenos virales de BVD incorporados de forma intrinseca en la preparacion de
vacuna basada en formulacion AMPHIGEN® microfluidificada

Este experimento se llevd a cabo para determinar la estabilidad del antigeno incorporado de forma intrinseca
durante el almacenamiento a largo plazo. Se incorporé de forma intrinseca antigeno viral de BVD de Tipo Il muerto
en la formulacion AMPHIGEN® durante el procedimiento de microfluidificacion para obtener preparacién de vacuna
microfluidificada (A907505). Otras tres preparaciones de vacuna que contenian el mismo antigeno en formulacion
AMPHIGEN® no microfluidificada (A904369, A904370 y A904371) actuaron como el control. En las preparaciones
no microfluidificadas, el antigeno se mezclé con formulacion AMPHIGEN® y se mezclé mediante mezclado usando
un homogeneizador Ross. Las cuatro preparaciones de vacuna se almacenaron a 4 °C durante dos afos. En
diferentes momentos durante el almacenamiento (0, 6, 12 0 24 meses), las cuatro formulaciones se usaron para
vacunar vacas de tres meses de edad.

Los dias 0 y 21, se vacunaron vacas de tres meses de edad por via subcutanea con una formulaciéon de vacuna de 2
ml. El suero de los animales vacunados se recogi6 el dia 35, y se midid la respuesta seroldgica a la vacuna con
respecto al titulo de anticuerpo mediante ELISA BVDV-E2. Como se muestra en la Figura 5, la preparacion de
vacuna microfluidificada mostré un titulo de anticuerpo mayor en todos los puntos temporales ensayados (0, 6, 12, y
24 meses), lo que sugiere que no se pierde la estabilidad de la preparacién de antigeno durante la incorporacion
intrinseca del antigeno durante el procedimiento de microfluidificacion. Ademas, se descubrié también
sorprendentemente que la preparacion de vacuna microfluidificada indujo una respuesta inmune potenciada en
todos los puntos temporales.

Ejemplo 9
Reduccién del aumento inducido por vacuna de la temperatura rectal después de microfluidificacién

Las preparaciones de vacuna microfluidificadas y no microfluidificadas preparadas como se ha descrito en el
Ejemplo 7 se usaron para vacunar a las vacas el dia cero y la temperatura rectal se supervis6é durante el periodo de
un dia antes de la vacunacién hasta cuatro dias después de la vacunacién. La dosis de vacuna fue de 2 ml. Los
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grupos se vacunaron con una dosis individual o doble de la vacuna. Las temperaturas rectales se midieron y
registraron diariamente del Dia -1 al Dia 4, inclusive. Se midieron las temperaturas rectales el dia 0 antes de la
administracion del articulo de ensayo.

Como se muestra en la Figura 6, los resultados indican que hubo un aumento considerable de la temperatura rectal
en aproximadamente 24 horas después de la vacunaciéon en esos animales vacunados con una dosis individual o
doble de la formulacién de vacuna no microfluidificada. Sin embargo, en los animales vacunados con formas
microfluidificadas de vacuna, el aumento de la temperatura rectal después de la vacunacion fue solamente minimo y
significativamente menor que en los animales vacunados con la formulaciéon no microfluidificada (Figura 6).

Ejemplo 10

El volumen de reaccion del sitio de inyeccion se resolvi6 mas rapido cuando se vacuné con formulaciones
de vacuna microfluidificadas.

Las preparaciones de vacuna microfluidificadas y no microfluidificadas preparadas como se ha descrito en el
Ejemplo 7 se usaron para vacunar a las vacas el dia cero. Los animales incluidos en este estudio fueron vacas de
carne cruzadas. Hubo tres animales en cada uno de los grupos de tratamiento con placebo (T01 y T02). Hubo seis
animales en cada uno de los grupos T03 a T06. La dosis de vacuna fue de 2 ml y los grupos se vacunaron con una o
dos dosis de la vacuna el dia 0. El dia 0, se administré el articulo de ensayo en el lado derecha del cuello. Los
animales que recibieron la dosis doble (4 ml) del articulo de ensayo (T02, T04 y T06) recibieron la dosis doble
completa como una inyeccion individual en un lateral. Se realizd observacion de los sitios de inyeccion, incluyendo
estimacion del tamafio de la reaccion en el sitio de inyeccion en el lado derecho del cuello desde el Dia 0 hasta el
Dia 4, inclusive, y los Dias 6, 9 y 14. El Dia 0 se observaron los sitios de inyeccion antes de la administracion de
articulo de ensayo. Los grupos vacunados con una o dos dosis de placebo no mostraron ningin aumento
significativo en el volumen de reaccion del sitio de inyeccion y por lo tanto esos datos no se muestran en la Figura 7.
En el caso de la formulacion de vacuna no microfluidificada, hubo un aumento proporcional en el volumen de
reaccion del sitio de inyeccion entre la vacunacion de una dosis y dos dosis. Por otro lado, en el caso de la
formulacién de vacuna microfluidificada, aunque la dosis individual indujo un volumen de reacciéon de sitio de
inyeccion mayor, la inyeccion con la segunda dosis no provocé ningun aumento adicional. Ademas, en el caso de los
animales a los que se inyect6 formulacion de vacuna microfluidificada, el volumen del sitio de reaccion de sitio de
inyeccion se resolvié a una velocidad mas rapida en comparacion con el de los animales a los que se inyectd una
formulacién de vacuna no microfluidificada. Estos resultados se muestran en la Figura 7.

Ejemplo 11

Preparacion de preparaciones de vacuna basadas en formulacion AMPHIGEN® microfluidificadas con
antigenos de Leptospira y viral de BVD incorporados y moléculas inmunoestimuladoras tales como Quil Ay
DDA

Se formuldé Leptospira hardjo-bovis cepa CSL inactivada por formalina en el adyuvante apropiado a recuentos
directos de aproximadamente 1,4 x 10° organismos/5 ml de dosis. Se formulé Leptospira pomona cepa T262
inactivada por formalina a aproximadamente 2400 Unidades Nefelométricas/5 ml de dosis. Las unidades
nefelométricas se calcularon en base a la medicién nefelométrica de fluido de fermentacion preprocesado. Se
formulé virus BVD de Tipo 1 a titulo de Elisa E2 de aproximadamente 3000 Unidades Relativas/5 ml de dosis. Se
formulé virus BVD de Tipo 2 a titulo de Elisa E2 de aproximadamente 3500 unidades relativas/5 ml de dosis. La
Unidad Relativa se calcul6 en base a el titulo de ELISA E2 de volumen de fluido después de la activacion antes del
ensamblaje. Se usaron tanto Quil-A como colesterol a la concentracion de 0,5 mg por dosis. Se usaron timerosol y la
formulaciéon AMPHIGEN® a la concentracion final de 0,009% y 2,5%, respectivamente. Se usd hidroxido de aluminio
(Rehydragel LV) a la concentracion final de 2,0%. Cuando se us6 DDA como un inmunomodulador, se incluyé DDA
dentro de la formulacion AMPHIGEN®. La formulacion AMPHIGEN® (es decir, la solucion madre de lecitina Drakeol
al 40%) contenia 1,6 mg/ml de DDA y, cuando se diluy6 de forma apropiada, la preparaciéon de vacuna final contenia
formulacion AMPHIGEN® 2,5% y 0,1 mg/ml de DDA.

En la preparacién de diferentes formulaciones de vacuna, se afiadieron fracciones de BVD, Leptos, Quil-A,
colesterol, timerosol, la formulacion AMPHIGEN® y solucion salina como un expansor a un homogeneizador
Silverson y se mezclaron durante 15 minutos a 10.000 + 500 RPM. Los componentes se microfluidificaron después a
través de un tamiz de 200 micrometros a 68,93 MPa.

Cuando la formulacién de vacuna contenia hidroxido de aluminio, la microfluidificacion se llevd a cabo sin hidroxido
de aluminio. Después de completarse la microfluidificacion, se afiadié hidréxido de aluminio y se mezcld con una
barra de agitacion durante una noche a 4 °C.

Ejemplo 12
Preparacion de vacuna viral de BVD para estudios de exposicién

La preparacion de vacuna usada en este experimento contenia antigenos tanto del virus BVD de tipo 1 como de

16



10

15

20

25

ES 2409 782 T3

virus BVD de tipo 2. Se us6 antigeno BVD1-5960 al titulo de ELISA después de inactivacion de 2535 UR/dosis para
gp53. Se uso el antigeno BVD2-890 al titulo de ELISA después de inactivacion de 3290 UR/dosis para gp53. Se
usaron Quil A y colesterol a la concentracion de 0,5 mg/ml. Se usaron timerosal y la formulacion AMPHIGEN® a la
concentracion final de 0,009% y 2,5%, respectivamente. Cuando se usé DDA como un inmunomodulador, se incluy6
DDA dentro de la formulacion AMPHIGEN®. La soluciéon madre de AMPHIGEN® (solucion de lecitina Drakeol al
40%) contenia diversas cantidades de DDA y, cuando se diluyd apropiadamente, la preparacién de vacuna final
contenia formulaciéon AMPHIGEN® al 2,5% y concentracion de DDA que variaba de 0,5 mg/dosis a 2,0 mg/dosis. Se
uso gel de aluminio (Rehydragel-LV) a la concentracién final de 2%. Se us6 GPI-0100 en el intervalo de 2, 3y 5
mg/dosis.

Todos los componentes se afiadieron a un homogeneizador Silverson y se mezclaron durante 15 minutos a 10.500
rpom y después se microfluidificaron pasandolos a través de una camara de 200 micrometros con 68,93 MPa.
Cuando la preparaciéon de vacuna contenia hidréxido de aluminio, la microfluidificacién se llevé a cabo sin hidréxido
de aluminio. Después de completarse la microfluidificacion, se afiadié hidréxido de aluminio y se mezcld con una
barra de agitacion durante una noche a 4°C.

Ejemplo 13

Proteccion contra exposicion a Leptospira después de vacunacion con una formulacion de vacuna
Amphigen microfluidificada con antigenos de Leptospira.

Tabla 1 - Grupos de tratamiento

Grupo de tratamiento/Composicion de adyuvante

TO1 Solucién salina

T02 Quil-A, colesterol y la formulacion AMPHIGEN® (QAC)

TO3 Quil-A, colesterol, la formulacion AMPHIGEN® y AIOH (OAC-AIOH)
TO4 DDA, colesterol y la formulacion AMPHIGEN® (DDA)

TO5 DDA, colesterol, la formulacion AMPHIGEN® y AIOH (PDD-AIOH)

La Tabla 1 muestra la composicion de las formulaciones adyuvantes en las preparaciones de vacunas ensayadas en
este estudio. Las preparaciones de vacunas se prepararon como se ha descrito en el Ejemplo 11. Hubo seis
animales en cada grupo. Se usaron novillas cruzadas para carne de aproximadamente siete meses de edad en este
estudio. Se realizé vacunacion el dia 0 y el dia 21 por via subcutanea con 5 ml de volumen de vacuna. Se realizé
exposiciéon con L. hardjo-bovis cepa 203 de NADC (Centro Nacional de Enfermedades agricolas). Se realizé la
exposicion durante los dias 57-59 con un in6culo de 1 ml. Se administrod la exposicion conjuntamente en el ojo y por
via vaginal. El material de exposicion contenia 5,0 X 10° leptospiras/ml. Se recogi6é orina semanalmente para cultivo
de lepto, FA'y PCR. Se realizé recogida de rifiones durante los dias 112y 113.

Tabla 2 - Resultados del estudio de exposicion a Leptospira

Tratamiento| Porcentaje de terneros | Porcentaje de terneros | Porcentaje de terneros | Porcentaje de terneros
siempre positivos para | siempre positivos para | siempre positivos para | siempre positivos para
Leptospira en orina 'y Leptospira en orina 'y Leptospira en orina 'y Leptospira en orina 'y
rindn mediante cultivo rindn mediante FA rindn mediante PCR rifiones en todos los

ensayos

Solucion 100 83,3 83,3 100

salina

QAC 0 0 0 0

QAC/AIOH 0 50,0 0 50,0

DDA 0 0 0 0

DDA/AIOH 0 33,3 16,7 50,0
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La Tabla 2 muestra los datos del estudio de exposicion a Leptospira. Al determinar el porcentaje de infeccion de
Leptospira en el animal expuesto, se usaron los siguientes criterios. Si el cultivo de rifidn era positivo para solamente
una muestra, se consideraba que el animal era positivo para Leptospira. Si un animal es positivo en solamente una
muestra para FA o PCR, se considera que el animal es negativo. Si la muestra es positiva tanto para FA como para
PCR en solamente una muestra, se consideré positivo para Leptospira.

Los resultados mostrados en la Tabla. 2 indican que hubo una duraciéon significativamente mas corta de difusion
urinaria en todos los grupos de vacuna en base a los tres ensayos. En lo que respecta a la colonizaciéon urinaria y de
rifdn, las eficacias de las formulaciones que contenian QAC y DDA sin AIOH eran comparables. AIOH no mejoré e
incluso redujo las eficacias de las vacunas que contenian QAC o DDA en este estudio de exposicion.

Tabla 3 - Intervalo de titulo de aglutinacién microscoépica el dia de maxima media geométrica del titulo antes
de la exposicion (dia 35)

Tratamiento L. hardjo L. pomona
Solucién salina <20 <20

QAC 160-640 1280-10240
QAC/AIOH 160 - 2560 8-10240
DDA 40-1280 320 - 2560
DDA/AIOH 320-640 1280 - 5120

Se detectaron respuestas seroldgicas contra ambos antigenos de Leptospira en la formulacion de vacuna en el
animal vacunado y se observo la respuesta maxima el dia 35. No hubo correlacion entre la respuesta seroldgica y la
proteccion contra la exposicion. La presencia de gel de aluminio en la formulacién de vacuna redujo el nivel de
proteccion aunque la respuesta serolégica se potencioé por la presencia de gel de aluminio en la vacuna.

Ejemplo 14

Inducciéon de respuesta inmune al antigeno viral de BVD y proteccion contra la exposicion a virus BVD de
tipo 2 después de inmunizacion con una preparacion de vacuna microfluidificada que contiene formulacién
AMPHIGEN® y DDA.

En este experimento se usaron terneros de cuatro a siete meses de edad seronegativos. Hubo seis grupos
diferentes y cada grupo tuvo diez animales (Tabla 4). El dia 0 y dia 21 cada animal recibié una dosis subcutanea de
2 ml de la vacuna o placebo en el lateral del cuello aproximadamente a medio camino entre la escapula y la nuca.

Tabla 4 - Grupos de tratamiento

Tratamiento|Composicion adyuvante

TO1 Solucién salina

TO2 Quil-A, formulacion AMPHIGEN® y colesterol

TO3 Formulacion AMPHIGEN®), colesterol, DDA (0,5 mg/dosis) y AIOH
TO4 Formulacion AMPHIGEN®), colesterol y DDA (0,5 mg/dosis)

TO5 Formulacion AMPHIGEN®), colesterol y DDA (1,0 mg/dosis)

TO6 Formulacion AMPHIGEN®), colesterol y DDA (2,0 mg/dosis)

Se administré una dosis de 5 ml de la preparacion de virus para exposicion (aproximadamente 2,5 ml por orificio
nasal) por via intranasal el dia 44 del estudio. Se us6 virus BVD de tipo 2 no citopatico, aislado N° 24515 (cepa Ellis),
lote N° 46325-70 en este estudio como la cepa de exposiciéon. Se titularon las muestras conservadas de material de
exposicion (dos repeticiones por titulacion) en el momento en que se inicio la exposicion e inmediatamente después
de su complecion. El titulo de virus vivo medio por 5 ml de dosis fue 5,3 logio FAIDs¢/5 ml antes de la exposicién y
5,4 logio FAIDs¢/5 ml después de la exposicion (FAID es equivalente a TCIDsg).
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Los animales se supervisaron diariamente desde el dia -3 hasta el dia 58. Se realizaron puntuaciones de
enfermedad clinica de 0, 1, 2 0 3 en base a sefiales clinicas atribuibles a infeccién por BVD 2 para cada animal los
dias 42 a 58. Las puntuaciones el dia 44 se registraron antes de la exposicion. Se recogieron muestras de sangre (2
tubos de separacion se suero de 13 ml, SST) de cada animal los dias 0, 21, 35, 44 y 58 para la determinacion de
titulos de suero de anticuerpos de neutralizacién de virus BVD de tipo 1 y BVD de tipo 2.

Se recogieron muestras de sangre de cada animal del dia 42 al dia 58, inclusive, y se determiné la presencia de
virus BVD en células de la capa leucocitica. El dia 44, se obtuvieron muestras antes de la exposicion.

Para determinar los recuentos de glébulos blancos, se recogieron muestras sanguineas (un tubo de EDTA de 4 ml)
de cada animal el dia 42 al dia 58, inclusive. El dia 44, se obtuvieron muestras antes de la exposicion.

La leucopenia se definié como una reduccién del 40% o mayor en el recuento de WBC desde la linea basal (media
de recuentos de WBC antes de la exposicion desde dos dias antes, y el dia de la exposicion).

Se usaron puntuaciones de enfermedad clinica para definir el estado de enfermedad como sigue: si la puntuacion es
< 1, entonces la enfermedad = no, si la puntuacién es > 2, entonces la enfermedad = si.

Como se muestra en las Tablas 5 y 6, los grupos vacunados con vacunas que contenian antigenos virales de BVD
junto con la formulacion AMPHIGEN®, Quil A o DDA y microfluidificadas, se seroconvirtieron con titulos de
neutralizacion de virus en suero significativos para virus tanto BVD de tipo 1 como BVD de tipo 2. En esos grupos
hubo también una reduccion significativa en el porcentaje de animales que mostraban viremia después de la
exposicion, mientras que en el grupo de control el 100% de los animales eran virémicos (Tabla 7). Ademas, en esos
grupos vacunados la frecuencia de la enfermedad también se redujo significativamente (Tabla 8). De forma similar,
el porcentaje de animales que mostraban leucopenia también se redujo en los grupos de vacuna y la reduccion de
leucopenia fue mas significativa en el grupo que contenia DDA que en el grupo que contenia Quil A (Tabla 9). En el
grupo de control hubo una reduccion significativa del aumento de peso en comparacion con los grupos vacunados
(Tabla 10).

Serologia

Antes de la vacunacion el dia 0, todos los animales en el estudio eran seronegativos (SVN <1:02) para anticuerpos
para virus BVD de tipo 1y 2 (datos no mostrados). Catorce dias después de la segunda vacunacion (dia 35), todos
los animales a los que se habia administrado el placebo (T01) permanecieron seronegativos para anticuerpos para
virus BVD de tipos 1 y 2; y todos los animales vacunados con el ITA (antigeno de ensayo de investigacion) (T02,
TO3, TO4, TO5 y TO6) eran seropositivos (SVN = 1:08) para anticuerpos para virus BVD, de tipos 1y 2. Un animal al
que se administré la vacuna con la formulacion AMPHIGEN® como adyuvante a 2 mg/dosis de DDA tuvo un titulo
de SVN de 3 para anticuerpos para virus BVD de tipo 2 el dia 35 (Tablas 11y 12).

Antes de la exposicion el dia 44, todos los controles (T01), excepto uno, fueron seronegativos (SVN <1:2) para
anticuerpos para virus BVD de tipos 1 y 2 (datos no mostrados). El control (N° 2497) fue seropositivo (SVN = 10)
para anticuerpos para virus BVD de tipo 1 y seronegativo para anticuerpos para virus BVD de tipo 2. Catorce dias
después de la exposicién, todos los animales en el estudio fueron seropositivos para anticuerpos para virus BVD de
tipos 1y 2.

Tabla 5. Media geométrica de los titulos de neutralizacion de virus en suero de virus BVD de tipo 1

Media geométrica de titulos de SVN de BVDV de tipo 1 el dia del estudio
Tratamiento
0 21 35 44 58
TO1 [Solucion salina <2 <2 <2 <2 23,9
T02 |[Amphigen, Quil A <2 39,1 19824,5 14018,2 275545
TO3 |Amphigen, 0,5 mg de DDA, Al <2 51,8 32204,8 22381,1 23170,4
T04 |[Amphigen, 0,5 mg de DDA <2 27,0 14512,4 8932,0 21996,2
TO5 |[Amphigen, 1,0 mg de DDA <2 26,7 11585,2 8194,6 20882,0
TO6 |[Amphigen, 2,0 mg de DDA <2 23,5 8778,7 6769,3 16961,1

19



ES 2409 782 T3

Tabla 6. Media geométrica de los titulos de neutralizacion de virus en suero de virus BVD de tipo 2

Media geométrica de titulos de SVN de BVDV de tipo 1 el dia del estudio
Tratamiento
0 21 35 44 58
TO1 [Solucién salina <2 <2 <2 <2 522,0
TO2 |Amphigen, Quil A <2 8,9 2272,4 2048,2 24833,6
TO3 |Amphigen, 0,5 mg de DDA, Al <2 9,5 3565,7 2702,2 20881,8
TO4 |Amphigen, 0,5 mg de DDA <2 4.1 1260,7 989,1 18496,2
TO5 |Amphigen, 1,0 mg de DDA <2 6,4 1398,8 1453,9 30047,8
TO6 |[Amphigen, 2,0 mg de DDA <2 7,7 1673,2 1428,9 16384,0
Tabla 7. Aislamiento de virus BVD después de exposicion
Aislamiento de virus BVD
Tratamiento Frecuencia (%) d Media de min.
Dias en estudio . . °). € | cuad. de dias
animales virémicos - ]
con viremia
TO1|Solucién salina 47 a 58 10/10 (100,0) 10,4
T02|Amphigen, Quil A 50 a 53 1/10 (10,0) 0,4
TO3|Amphigen, 0,5 mg de DDA, Al - 0/10 (0,0) 0,0
TO4/Amphigen, 0,5 mg de DDA 48,50 a 52, 57 3/10 (30,0) 0,5
TO5/Amphigen, 1,0 mg de DDA 49 a 51 2/10 (20,0) 0,4
TO6|Amphigen, 2,0 mg de DDA 48 a 52 2/10 (20,0) 0,5
Tabla 8. Senales clinicas de enfermedad de BVD después de exposicion
Frecuencia (%) Observaciones de frecuencia (%) con sefnales
. 0 clinicas de enfermedad BVD Obs.
Tratamiento con la
enfermedad Totales
0 1 2 3
TO1[Solucion salina 9/10 (90,0) 75 (46) 63 (37,5) 29 (17,3) 1(0,6) 168
TO02|Amphigen, Quil A 1/10 (10,0) 105 (61,8) 63 (37,1) 2(1,2) 0 (0) 170
Tog/mPgen, 0.5 mg de DBAT 5140 (20,0) 99(582) | 67(394) | 4(24) | 0(0) 170
TO4/Amphigen, 0,5 mg de DDA 0/10 (0,0) 118 (69,4) 52 (30,6) 0 (0) 0 (0) 170
TO5/Amphigen, 1,0 mg de DDA 0/10 (0,0) 101 (59,4) 69 (40,6) 0 (0) 0 (0) 170
TO6{Amphigen, 2,0 mg de DDA 0/10 (0,0) 104 (61,2) 66 (38,8) 0 (0) 0 (0) 170
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Tabla 9. Leucopenia después de exposicion

Leucopenia
Tratamiento Frecuencia (%) de Media de’ min. cuad.
. - de dias con
animales leucémicos R
leucemia
TO1 |[Solucion salina 10/10 (100,0) 7,8
TO2 |Amphigen, Quil A 6/10 (60,0) 1,2
TO3 |Amphigen, 0,5 mg de DDA, Al 2/10 (20,0) 0,2
TO4 |Amphigen, 0,5 mg de DDA 4/10 (40,0) 0,8
TO5 |Amphigen, 1,0 mg de DDA 3/10 (30,0) 0,9
TO6 |Amphigen, 2,0 mg de DDA 2/10 (30,0) 0,5

Tabla 10. Peso corporal y aumento de peso corporal durante el estudio

Peso corporal medio (kg) el dia de Estudio
Tratamiento Aumento de peso (kg)
-1 43 50 58
T01/Solucién salina 171,46 219,95 22,72 216,32 44,86
TO2/Amphigen, Quil A 194,14 238,82 247,98 262,63 68,49
TO3/Amphigen, 0,5 mg de DDA, AIOH| 186,20 233,33 242,31 262,63 76,43
T04/Amphigen, 0,5 mg de DDA 169,51 214,23 223,44 244,08 74,57
TO5/Amphigen, 1,0 mg de DDA 162,8 204,75 217,23 230,02 67,22
TO6/Amphigen, 2,0 mg de DDA 185,07 232,83 242,18 254,15 68,77

Aislamiento de virus

Como muestran los datos en la Tabla 13, durante el periodo de exposicion (dias 44 a 58), los diez animales en el
control (TO1) eran virémicos (se aislé virus BVD en uno o mas dias). En los grupos a los que se administré el ITA, la
frecuencia de animales virémicos fue uno, cero, tres, dos y dos en cada grupo de diez (T02, T03, T04, TO5 y T06,
respectivamente). La diferencia entre el control y los grupos a los que se administréd ITA fue estadisticamente
significativa (P < 0,05). La media de minimos cuadraticos del numero de dias de viremia también fue
significativamente mayor (10,4 dias) para el control en comparacién con los grupos a los que se administré el ITA
(0,0 a 0,5 dias).

Enfermedad clinica

Se consideré que los animales con puntuaciones de sefales clinicas de 2 o 3 demostraban sefales de enfermedad
de BVD. Como se muestra en la Tabla 14, la frecuencia de animales con sefales clinicas de enfermedad de virus
BVD fue nueve de diez en el control (T01) y uno, dos, cero, cero y cero de diez en cada uno de los grupos a los que
se administré el ITA (T02, TO3, T04, TO5 y TO6, respectivamente). La diferencia entre el control y los grupos a los
que se administré el ITA fue estadisticamente significativa (P < 0,05).

Leucopenia

Como se muestra en la Tabla 15, durante el periodo de exposicion (dias 44 a 58), los diez animales en el control
(TO1) eran leucémicos (una reduccién del 40% en recuento de glébulos blancos desde la linea basal antes de la
exposicion, dias 42-44). La frecuencia de animales con leucemia fue seis, dos, cuatro, tres y dos de los diez
animales en cada uno de los grupos a los que se administré ITA (T02, TO3, TO4, TO5 y T06, respectivamente). La
diferencia entre el control y el grupo al que se administré vacuna que tenia como adyuvante la formulacion
AMPHIGNEN® a 0,5 mg/dosis e hidroxido de aluminio (T03) fue estadisticamente significativa (P < 0,05). La media
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de minimos cuadraticos del numero de dias de leucemia fue significativamente mayor (7,8 dias) para el control en
comparacion con los grupos a los que se administro el ITA (0,2 a 1,2 dias).

Ejemplo 15

Induccién de respuesta inmune al antigeno viral de BVD y proteccion contra exposicion al virus BVD de tipo
2 después de inmunizaciéon con formulacion de vacuna microfluidificada que contiene GPI-0100.

Se siguié un conjunto de condiciones experimentales como se ha descrito en el Ejemplo 14 y se realizd una
comparacion directa entre Quil A y GPI-0100. Como se muestra en las Tablas 11 y 12, los animales vacunados con
antigenos de BVD en la preparacion basada en formulacion AMPHIGEN® microfluidificada que contenia Quil A o
GPI-0100 tuvieron un titulo de anticuerpos significativo para virus tanto BVD de tipo 1 como BVD de tipo 2. El titulo
de anticuerpo para virus BVD de tipo 1 fue mucho mayor que para virus BVD de tipo 2. Sin embargo, la exposicion
posterior a virus BVD de tipo 2 mostré una fuerte proteccion y la incidencia de enfermedad se redujo
significativamente en los terneros vacunados con la preparacion de vacuna basada en formulacion AMPHIGEN®
microfluidificada que contenia GPI-0100.

Tabla 11. Media geométrica de titulos de neutralizacion de virus en suero de virus BVD de tipo 1

Tratamiento Media geométrica de titulo de SVN

0 21 35 43 57

TO1|Solucién salina <2 <2 <2 <2 35,5

TO02/Amphigen, Quil A <2 98,7 [20171,0[12203,4/44762,4

TO3|Amphigen, 2 mg de GPI-0100, AIOH | <2 84,6 (10998,5| 7383,2 |25709,2

T04/Amphigen, 2 mg de GPI-0100 <2 106,0 {18179,2 8933,2 |28526,2
TO5/Amphigen, 3 mg de GPI-0100 <2 62,9 |15024,3 8780,1(19824 .4
TO6/Amphigen, 5 mg de GPI-0100 <2 71,1 |{12203,3 7512,0 |16670,2

Tabla 12. Media geométrica de titulos de neutralizacion de virus en suero de virus BVD de tipo 2

Media geométrica de titulos de SVN de BVDV de tipo 1 el
. dia del estudio
Tratamiento
0 21 35 44 58

TO1[Solucién salina <2 <2 <2 <2 14,7
T02/Amphigen, Quil A <2 12,9 2312,0 1692,5 1663,4
TO3|Amphigen, 2 mg de GPI-0100, AIOH <2 13,2 1663,5 1116,8 1562,3
TO04/Amphigen, 2 mg de GPI-0100 <2 20,5 2610,2 1978,2 |2478,7
TO5/Amphigen, 3 mg de GPI-0100, <2 11,4 1752,8 1305,2 |2435,4
TO6/Amphigen, 5 mg de GPI-0100 <2 12,0 3158,4 2120,2 1845,6
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Tabla 13. Aislamiento de virus BVD después de exposicion

Tratamiento

Aislamiento de virus BVD

Frecuencia (%) de animales|Media de min. cuad. de los
virémicos dias con viremia
TO1 Solucién salina 10/10 (100,0) 8,4
T02 Amphigen, Quil A 3/10 (30,0) 0,3
TO3 Amphigen, 2mg de GPI-0100, AIOH 0/10 (0,0) 0,0
TO4 Amphigen, 2 mg de GPI-0100 1/10 (10,0) 0,1
TO5 Amphigen, 3 mg de GPI-0100 3/10 (30,0) 0,3
TO6 Amphigen, 5 mg de GPI-0100 2/10 (20,0) 0,2
Tabla 14. Seiales clinicas de enfermedad de BVD después de exposicion
Observaciones de frecuencia (%) con
. Frecuencia (%) con la | puntuacion de enfermedad clinica de Obs
Tratamiento
enfermedad Totales
0 1 2
T01/Solucién salina 5/10 (50,0) 103 (60,6) | 55 (32,4) 12(7,1) 170
T02|Amphigen, Quil A 5/10 (50,0) 115 (67,6) | 48 (28,2) 7(4,1) 170
Tog/AmPhigen, 2 mg de GPI-0100, 0/10 (0,0) 128 (75.3) |42(247)| 0(0) 170
T04/Amphigen, 2 mg de GPI-0100 0/10 (0,0) 124 (72,9) |46 (27,1) 0 (0) 170
TO5/Amphigen, 3 mg de GPI-0100 0/10 (0,0) 104 (61,2) | 66 (38,8) 0 (0) 170
TO6/Amphigen, 5 mg de GPI-0100 0/10 (0,0) 128 (75,3) |42 (24,7) 0 (0) 170

Tabla 15. Leucopenia después de exposicion

Tratamiento

Leucopenia

Frecuencia (%) de animales

Media de min. cuad. de dias con

leucopénicos leucopenia
TO1 Solucién salina 9/10 (90,0) 8,7
T02  |Quil A 6/10 (60,0) 1,6
TO3 |2 mg de GPI-0100, AIOH 7/10 (70,0) 2,6
T04 |2 mg de GPI-0100 4/10 (40,0) 1,5
TO5 |3 mg de GPI-0100 7/10 (70,0) 2,6
TO6 |5 mg de GPI-0100 8/10 (80,0) 2,9

En conclusion, se demostro la seguridad de cada vacuna por la ausencia de reacciones adversas o mortalidad en
los animales vacunados. Se demostré la potencia de cada vacuna por seroconversion (titulos de anticuerpo SVN
para BVD-1 y BVD-2 > 1:08) en el 100% de los animales vacunados. Se demostro resistencia satisfactoria a la
exposicién por la vacuna con 2 mg de GPI-0100 solamente como adyuvante.
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Ejemplo 16

Preparacion de vacuna que contiene antigeno microencapsulado en emulsion de aceite en agua
microfluidificada

Se afiadieron 3 g de Trehalosa (Fluka) a agua para obtener una reserva de 333 mg/ml de solucion de Trehalosa. Se
afadio antigeno PauA recombinante solubilizado en solucion de SDS al 0,8% (SDS/rPauA) a solucion de Trehalosa
para obtener una concentracion final de 494 pg de rPauA/ml. En la siguiente etapa se disolvieron 10 gramos de
polilactida acido glicélico (PLG- Resomer RE 503H, Boeringher Ingelheim) en 200 ml de cloruro de metileno (MeCI2).
La solucion de PLG/MeCI2 resultante se combind con la solucion de SDS-rPauA/trehalosa preparada en la primera
etapa. La solucion combinada se sometié a microfluidificacion usando (Microfluidificador de Microfluidics Modelo
M110EH) y la preparacién microfluidificada se secé por pulverizacién usando (Secador por Pulverizacion Temco
Modelo SD-05). El material secado por pulverizacion se recogié usando una malla de 500 micrometros.

La concentracion de rPauA en este material secado por pulverizacién se cuantific6 usando un analisis de
transferencia de Western. Se disolvieron 1,04 mg de material secado por pulverizaciéon en 50 pul de acetona y se
centrifugd a 13.200 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se retir6 el sobrenadante. El sobrenadante y
las fracciones de sedimentos se secaron en campana de seguridad bioldgica durante 2,5 horas. El sedimento se
resuspendid en 47,43 ul de solucion de muestra (25 pl de tampon de muestra + 10 ul de agente reductor + 65 pl de
agua). La fraccion de sobrenadante seca se resuspendié con 20 ul de solucion de muestra. En el analisis de
Western se usé PauA purificado como un patréon para cuantificar el contenido de rPauA del material secado por
pulverizacion.

Se prepar6 una solucion madre de manitol al 20% disolviendo 100 gramos de manitol (Sigma) en 500 ml de agua
para inyeccion (WFI). La solucién se calentd a 40 °C con placa térmica/agitador y se enfrié a 30 °C. La solucién se
esterilizd por filtracion a través de un filtro estérii de 0,22 micrometros (Millipore). Se preparé solucion de
carboximetilcelulosa al 2,5% disolviendo 12,5 gramos de carboximetilcelulosa (Sigma) en 500 ml de WFI y se mezclé
durante una noche a 4 °C. La solucién se esterilizd por autoclave a 121 °C.

El polvo resultante del secado por pulverizacion se reconstituyd en una solucién que contenia manitol al 5%,
carboximetilcelulosa al 0,3% y 1:5.000 de timerosol. La solucion final se separo en alicuotas en recipientes de 3 mly
se liofilizé usando un liofilizador (USIFROID). El polvo liofilizado representa el rPauA microencapsulado. El antigeno
proteico subunitario microencapsulado se resuspende en 2 ml de emulsién de aceite en agua microfluidificada que
contiene una formulacion AMPHIGEN® (tal como la emulsion microfluidificada descrita en el Ejemplo 20) y se usa
como una vacuna.

Ejemplo 17

Preparacion de formulacion de vacuna microfluidificada que contiene tanto antigeno de célula completa
bacteriana como antigeno proteico recombinante en emulsion de aceite en agua

Se realizaron dos preparaciones de vacuna que contenian tanto proteina PauA de Streptococcus uberis
recombinante como células bacterianas de Escherichia coli, afiadidas de forma intrinseca a emulsiones de aceite en
agua como se ha descrito en los Ejemplos 2 y 3. El antigeno PauA recombinante estaba a una concentracién de 100
ug por dosis y las células de E. coli estaban al recuento final de 4 x 10° por dosis. Las composiciones adyuvantes de
la emulsion de las dos formaciones de vacuna se muestran en la Tabla 16.

Tabla 16. Formulaciones de vacuna que contienen tanto la proteina recombinante como células E. coli

completas
Tratamiento | Antigeno Adyuvante
TO1 Placebo Solucién salina
T02 Pau A/E. coli SEAM-14
TO3 Pau A/E. coli Amphigen 2,5%, 0,5 mg de GPI-0100, 0,5 mg de colesterol
TO4 Pau A/E. coli Amphigen 2,5%, 0,5 mg de bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDA),
0,5 mg de colesterol
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Ejemplo 18

Respuesta inmune a vacuna microfluidificada que contiene el rPauA y agentes bacterianos de células
completas en emulsion de aceite en agua

Se usaron vacas lecheras maduras en este experimento. Los animales estaban al final de su primera o segunda
lactancia en el momento de la admisién. Se administraron 2 ml de cada formulacién de vacuna por via subcutanea
tres veces, una vez en el momento del secado (D-0), 28 dias después (D=28) y de nuevo de 4 a 10 dias después del
parto (C+4 - C+10). La primera y tercera dosis se administraron en el flanco izquierdo del cuello y la segunda dosis
se administrd en el flanco derecho del cuello. Se recogié sangre antes de cada vacunacion y aproximadamente 14
dias y 32 dias después de la tercera vacunacion. El titulo de anticuerpo para E. coli y el antigeno rPauA se
determiné mediante ELISA. Como se muestra en la Figura 8, los resultados indican que el titulo de anticuerpo para
rPauA fue mayor en el grupo vacunado con formulacién de vacuna que contenia GPI-0100 como un
inmunoestimulante y alcanz6 el maximo el dia 70 después de la vacunacion inicial. El titulo de anticuerpo para
antigeno de E. coli se muestra en la Figura 9. El titulo de anticuerpo para antigeno de E. coli fue comparable en
ambas formulaciones de vacuna, aunque la presencia de GPI-0100 como un inmunoestimulante indujo un titulo de
anticuerpo relativamente mayor en comparacion con la formulacion con DDA como un inmunoestimulante.

Ejemplo 19

Analisis de actividad viricida de las preparaciones de vacuna basadas en formulacion AMPHIGEN®
microfluidificada

Para determinar si la microfluidificacion inactiva el virus, se determinaron las actividades viricidas de tres
preparaciones de vacuna basadas en formulacion AMPHIGEN® microfluidificada. Las tres preparaciones contenian
tres virus infecciosos bovinos diferentes, concretamente virus de herpes bovino (BHV), virus paragripal 3 (PI3) y
virus sincitial respiratorio bovino (BRSV).

Se realizd deteccion de la actividad viricida en las tres preparaciones de vacuna de acuerdo con los requisitos de
USDA 9CFR.113.35.

Los resultados mostrados en la Tabla 16 indican que la microfluidificacién de preparaciones de vacuna basadas en
formulacién AMPHIGEN® no provoca ninguna inactivacion significativa de la preparacion de vacuna.

Tabla 16. Analisis de actividades viricidas de vacunas microfluidificadas

Numero de serie BRSV BHV PI3
A 0 0,2 0
AM200 -0,2 0 -0,2
AM75 0 -0,3 -0,3
AM75a37C 0,1 -0,3 -0,2
B 0 -0,1 -0,2
BM200 0 0 -0,2
BM75 -0,2 -0,5 0
BM75a37C 0,5 -0,5 0

C 0,1 -0,1 -0,2
CM200 -0,2 -0,1 -0,2
CM75 0,1 0,5 -0,2
CM75a37C 0,5 0,5 -0,2
A= Colesterol afiadido a 650 ml/minuto

B= Colesterol afiadido a 28 ml/minuto

C= Colesterol afadido a 5 ml/minuto

M200= Microfluidificado con malla de 200 micrémetros

M75= Microfluidificado con malla de 75 micréometros
M75a37C= Fluidos calentados a 37 °C antes de microfluidificacion
Un valor por encima de 0,7 es un indicio del efecto viricida.
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Ejemplo 20
Preparacion de una formulacion AMPHIGEN® microfluidificada

Se preparo una formulacion AMPHIGEN® combinando la solucion de aceite de lecitina DRAKEOL (aceite mineral
ligero con lecitina al 25%) y TWEEN 80 (con la concentracion final de 0,18%) y Span 80 (con la concentracion final
de 0,08%) con mezclado durante 8-22 horas a 36 + 1 °C. La mezcla oleosa se afiadié después a solucion salina con
la ayuda de un emulsionante Ross® (Hauppauge, NY 11788) a aproximadamente 3.400 rpm. Posteriormente la
mezcla se paso una vez a través de un microfluidificador con una camara de interaccion de 200 um a 31,02 + 3,45
MPa. La Figura 10A y 10B muestra la estabilidad de la formulacion AMPHIGEN® microfluidificada. La distribucion
del tamafo de particulas, como se midié por difraccion de laser, en el punto temporal inicial, de partida (Figura 10A)
fue casi idéntica a la distribucion del tamafio de particulas después de 22 meses de almacenamiento a 4 °C (Figura
10B).

Ejemplo 21
Analisis de microscopia electronica del complejo inmunogénico Quil A - colesterol

Para determinar la naturaleza del complejo inmunogénico formado por Quil A y colesterol, se realiz6 una mezcla de
estos dos componentes en presencia o ausencia de un antigeno.

En un vaso de precipitados que contenia 50 ml de tampdn KR-Hals, se afiadio antigeno de BVD de tipo | agitando a
la vez la solucion con una barra magnética. A continuacion, se afiadié una solucién madre concentrada de Quil A (50
mg/ml) en gotas agitando a la vez la solucién para conseguir una concentracion final de 50 ug/ml. La adicion de Quil
A se siguid de la adicion de una solucién madre de colesterol en etanol (18 mg/ml) a la concentracion final de 50

pug/ml.

En un segundo vaso de precipitados, se afiadieron Quil A y colesterol del mismo modo al tampdn de 50 ml sin
ningun antigeno de BVD de tipo I.

Para microscopia electronica de transmision, se adsorbieron 10 ul de cada muestra en rejillas de cobre de malla 400
con una plataforma de apoyo de formvar/carbono (Electron Microscopy Sciences, Inc., Fort Washington, PA). Las
muestras se tifieron negativamente usando 10 pl de acido fosfotungstico 2% filtrado, pH 5,2, como un agente de
contraste. Las muestras se examinaron usando un microscopio electronico de transmisién JEOL 1230 (JEOL Inc.,
Tokio, Japon) a tension acelerante de 80 kV. Se realizé captura de imagenes digital en una camara Gatan BioScan
792. Se realizd microscopia en pelicula en pelicula 4489 EM y se imprimié en papel Kodabrome Il RC F3 (Eastman
Kodak Company, Rochester, NY.)

En la solucién que contenia solamente colesterol y Quil A sin ningun antigeno de BVD de tipo |, se detectaron
micelas helicoidales junto con micelas de Quil A y cristales de colesterol (Figura 11). Las micelas helicoidales
estaban entrelazadas y aparecian como una malla. En la muestra que contenia el antigeno de BVD de tipo I, se
descubrié que las micelas helicoidales rodeaban aleatoriamente ciertas areas densas (Figura 12). Las areas densas
representan el antigeno de BVD de tipo 1 y el complejo inmunogénico helicoidal resultante de la asociacion de Quil
Ay colesterol se encontré adsorbido en la superficie del antigeno de BVD de tipo I.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidon de vacuna que comprende un glicésido de saponina, un esterol y un antigeno, en la que, en la
formacién de dicha composicion de vacuna, dicho esterol es afiadido a dicho glicdsido de saponina, y en la que
dicho glicosido de saponina y dicho esterol se asocian entre si para formar complejos en forma de micelas
helicoidales; y en la que dicho antigeno estd en mezcla con, pero no integrado dentro de, dichas micelas
helicoidales.

2. La composicion de vacuna de la reivindicacion 1, que comprende ademas un vehiculo veterinariamente aceptable.

3. La composicion de vacuna de la reivindicacién 2, en la que dicho vehiculo veterinariamente aceptable es una
emulsion de aceite en agua.

4. La composicion de vacuna de la reivindicacion 1, en la que dicho glicésido de saponina es un glicésido
triterpenoide.

5. La composicién de vacuna de la reivindicacion 4, en la que dicho glicésido triterpenoide es Quil A.
6. La composicion de vacuna de la reivindicacién 1, en la que dicho esterol es colesterol.

7. La composicion de vacuna de la reivindicacion 1, en la que dicho antigeno comprende un antigeno viral, un
antigeno bacteriano o una combinacién de los mismos.

8. La composicion de vacuna de la reivindicacion 7, en la que dicho antigeno comprende un antigeno de virus de
diarrea viral bovina (BVDV) de tipo 1 o tipo 2.
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FIG. 4
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FIG. 9
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FIG. 10A
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