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DESCRIPCIÓN

Vacunas contra el virus de la diarrea epidémica porcina y métodos de uso de las mismas

SOLICITUD RELACIONADA5

Esta solicitud reclama prioridad según 35 U.S.C 119 (e) al número de serie provisional de EE. UU. 61/951.439 
presentada el 11 de marzo de 2014.

LISTADO DE SECUENCIAS10

La presente solicitud contiene un Listado de secuencias que se ha enviado electrónicamente en formato ASCII. 
Dicha copia ASCII, creada el martes, 24 de febrero de 2015, se denomina 09531.389WO1_SL.txt y tiene un tamaño 
de 76.617 bytes.

15
Antecedentes de la invención

El virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV, por sus siglas en inglés) es un coronavirus que infecta las células 
que recubren el intestino delgado de un cerdo, causando diarrea epidémica porcina, una condición de diarrea grave 
y deshidratación. Por lo general, causa enfermedad en los cerdos más viejos, ocasionando pérdida de peso, pero es 20
una enfermedad grave en los lechones recién nacidos, generalmente letal a los pocos días de contraer el virus. El 
PEDV se descubrió por primera vez en Europa, pero se ha vuelto cada vez más problemático en países asiáticos, 
como Corea, China, Japón, Filipinas y Tailandia. También se ha extendido a América del Norte en 2013, y 
(Stevenson, et al., Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, 25(5) 649-654, 2013). el PEDV tiene una carga 
económica sustancial dado que es altamente infeccioso, lo que da como resultado una importante morbilidad y 25
mortalidad en los lechones y se asocia con un aumento en los costes de vacunación y desinfección. (Song, et al., 
Virus Genes, 44(2): 167-175, 2012). La información sobre la eficacia oral de la cepa PEDV DR13 atenuada de 
células Vero se encuentra en Song et al. (Research in Veterinary Scient 82(1), 134-140, 2006). Meng et al. (PLOS 
ONE 8 (3), e57468, 2013) proporciona información sobre la eficacia y la inmunogenicidad de los plásmidos de ADN 
recombinante que expresan genes spike de PEDV. En el documento CN 102 399 806 A se describe un gen de 30
fusión S1 de diarrea epidémica porcina y una proteína de fusión codificada de este modo.

No existe una vacuna conocida para prevenir la infección por PEDV. Por lo tanto, sigue existiendo una necesidad 
importante y continua de medios eficaces para prevenir o mejorar las infecciones por PEDV.

35
Sumario de la invención

La presente invención proporciona una composición que comprende un PEDV o una proteína S1 de PEDV, y un 
vehículo no tóxico farmacéuticamente aceptable en el que el PEDV tiene al menos un 99% de identidad con la SEQ 
ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2, y la proteína S1 de PEDV tiene al menos un 99% de identidad con la proteína 40
codificada por la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4, respectivamente. La composición se puede usar como una 
vacuna, y en métodos de vacunación, eficaces para inmunizar a un cerdo susceptible contra el Virus de la Diarrea 
Epidémica Porcina (PEDV). En determinadas realizaciones, la vacuna contiene una cantidad inmunogénica de 
PEDV en combinación con un vehículo no tóxico y fisiológicamente aceptable. En determinadas realizaciones, la 
vacuna contiene una cantidad inmunogénica de una proteína S1 de PEDV (también llamada proteína "Spike"), o una 45
variante de la misma, en combinación con un vehículo no tóxico fisiológicamente aceptable.

En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona una composición que comprende una primera 
composición inmunogénica que comprende el virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV) y un vehículo no tóxico 
farmacéuticamente aceptable, en donde el PEDV tiene al menos un 99% de identidad (es decir, 99 %, 99,1 %, 50
99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9% o 100% ) con la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2. 
En determinadas realizaciones, el PEDV tiene al menos un 99%, 99,9% o 99,99 % de identidad con la SEQ ID NO: 1 
o la SEQ ID NO: 2. En determinadas realizaciones, el PEDV consiste en la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2.

En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona una composición que comprende una primera 55
composición inmunogénica que comprende la proteína S1 del virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV) y un 
vehículo no tóxico farmacéuticamente aceptable, en donde la proteína S1 de PEDV tiene al menos un 99% de 
identidad (es decir, 99 %, 99,1 %, 99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9% o 100% ) con la 
proteína codificada por la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4. En determinadas realizaciones, el PEDV tiene al menos 
un 99%, 99,9% o 99,99 % de identidad con la proteína codificada por la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4. En 60
determinadas realizaciones, la proteína S1 de PEDV consiste en la proteína codificada por la SEQ ID NO: 3 o la 
SEQ ID NO: 4.

En determinadas realizaciones, la composición comprende adicionalmente una cantidad eficaz de un adyuvante 
inmunológico.65
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En determinadas realizaciones, la composición comprende la proteína PEDV o PEDVS1 conjugada o unida a un 
péptido no PEDV S1.

En determinadas realizaciones, la composición comprende la proteína PEDV o PEDVS1 conjugada o unida a un 
polisacárido.5

En determinadas realizaciones, la composición comprende adicionalmente una segunda composición inmunogénica.

En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona la composición para su uso en un método para 
proteger un cerdo susceptible contra la infección por el virus de diarrea epidémica porcina (PEDV) que comprende 10
administrar al cerdo una cantidad eficaz de una composición descrita anteriormente. En determinadas realizaciones, 
la composición se administra por vía intramuscular, intradérmica, por suministro subcutáneo o por vía de una
superficie mucosa. En determinadas realizaciones, la composición se administra por ingestión oral. En determinadas 
realizaciones, la composición se administra por vía intranasal.

15
En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona una composición que comprende un casete de 
expresión que comprende un promotor y una secuencia que codifica la proteína S1 del Virus de la Diarrea Epidémica 
Porcina (PEDV), en donde la proteína S1 de PEDV tiene al menos un 99% de identidad (es decir, 99 %, 99,1 %, 
99,2 %, 99,3 %, 99,4 %, 99,5 %, 99,6 %, 99,7 %, 99,8 %, 99,9% o 100% ) con la proteína codificada por la SEQ ID 
NO: 3 o la SEQ ID NO: 4. En determinadas realizaciones, el PEDV tiene al menos un 99%, 99,9% o 99,99 % de 20
identidad con la proteína codificada por la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4. En determinadas realizaciones, la 
proteína S1 de PEDV consiste en la proteína codificada por la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4.

Breve descripción de las figuras
25

La Figura 1 proporciona la secuencia USA/Indiana 12.83/2013 (SEQ ID NO: 1).
La Figura 2 proporciona la USA/Iowa23.57/2013 (SEQ ID NO:2).
La Figura 3 proporciona la USA.Indiana12.83.2013 (SEQ ID NO: 3).
La Figura 4 proporciona la USA.Iowa23.57.2013 (SEQ ID NO: 4).

30
Descripción detallada de la invención

Ácidos Nucleicos

La presente descripción proporciona ácidos nucleicos que codifican porciones o la totalidad de PEDV o de la 35
proteína S1 de PEDV. La expresión "ácido nucleico" se refiere al ácido desoxirribonucleico (ADN) o al ácido 
ribonucleico (ARN) y polímeros de los mismos, ya sea en forma de cadena sencilla o doble, compuestos de 
monómeros (nucleótidos) que contienen un azúcar, fosfato y una base que puede ser una purina o una pirimidina. A 
menos que esté específicamente limitado, el término abarca ácidos nucleicos que contienen análogos conocidos de 
nucleótidos naturales que tienen propiedades de unión similares a las del ácido nucleico de referencia y se 40
metabolizan de manera similar a los nucleótidos de origen natural. Salvo que se indique lo contrario, una secuencia 
de ácido nucleico concreta abarca también variantes modificadas de forma conservativa de las mismas (por ejemplo, 
sustituciones de codones degenerados) y secuencias complementarias, así como la secuencia explícitamente 
indicada. Específicamente, las sustituciones de codones degenerados pueden lograrse generando secuencias en las 
que la tercera posición de uno o más codones seleccionados (o todos) está sustituida con restos de base mixta y/o 45
desoxiinosina. Un "fragmento de ácido nucleico" es una porción de una molécula de ácido nucleico dada.

Los términos "polinucleótido", "ácido nucleico" y "fragmento de ácido nucleico" se usan indistintamente en el 
presente documento. Estos términos abarcan nucleótidos conectados por enlaces fosfodiéster. Un "polinucleótido" 
puede ser un polímero de ácido ribonucleico (ARN) o ácido desoxirribonucleico (ADN) que es monocatenario o 50
bicatenario, que opcionalmente contiene bases de nucleótidos sintéticas, no naturales o alteradas. Un polinucleótido 
en forma de un polímero de ADN puede comprender uno o más segmentos de ADNc, ADN genómico, ADN sintético 
o mezclas de los mismos. Las bases de nucleótidos se indican en el presente documento mediante un código de una 
sola letra: adenina (A), guanina (G), timina (T), citosina (C), inosina (I) y uracilo (U). A menos que esté 
específicamente limitado, el término abarca ácidos nucleicos que contienen análogos conocidos de nucleótidos 55
naturales que tienen propiedades de unión similares a las del ácido nucleico de referencia y se metabolizan de 
manera similar a los nucleótidos de origen natural. Salvo que se indique lo contrario, una secuencia de ácido 
nucleico concreta abarca también implícitamente variantes modificadas de forma conservativa de las mismas (por 
ejemplo,sustituciones de codones degenerados) y secuencias complementarias así como la secuencia 
explícitamente indicada. Específicamente, las sustituciones de codones degenerados pueden lograrse generando 60
secuencias en las que la tercera posición de uno o más codones seleccionados (o todos) está sustituida con restos 
de base mixta y/o desoxiinosina.

Una "secuencia de nucleótidos" es un polímero de ADN o ARN que puede ser monocatenario o bicatenario, que 
contiene opcionalmente bases de nucleótidos sintéticas, no naturales o alteradas capaces de incorporarse en 65
polímeros de ADN o ARN. Las expresiones "ácido nucleico", “molécula de ácido nucleico”, “fragmento de ácido 
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nucleico”, “secuencia o segmento de ácido nucleico”, o "polinucleótido" se usan indistintamente y también se puede 
usar indistintamente con gen, ADNc, ADN y ARN codificados por un gen.

La divulgación abarca composiciones de ácido nucleico aisladas o sustancialmente purificadas. En el ámbito de la 
presente invención, una molécula de ADN o molécula de ARN "aislada" o "purificada" es una molécula de ADN o 5
molécula de ARN que existe aparte de su entorno nativo y, por lo tanto, no es un producto de la naturaleza. Una 
molécula de ADN o una molécula de ARN aislada puede existir en una forma purificada o puede existir en un
entorno no nativo tal como, por ejemplo, una célula hospedadora transgénica. Por ejemplo, una molécula de ácido 
nucleico "aislada" o "purificada" o una parte biológicamente activa de la misma, está sustancialmente libre de otro 
material celular o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o sustancialmente libre de 10
precursores químicos u otros productos químicos cuando se sintetiza químicamente. En un ejemplo, un ácido 
nucleico "aislado" está libre de secuencias que naturalmente flanquean el ácido nucleico (es decir, las secuencias 
ubicadas en los extremos 5 'y 3' del ácido nucleico) en el ADN genómico del organismo del cual deriva el ácido 
nucleico. La presente divulgación también abarca fragmentos y variantes de las secuencias de nucleótidos 
divulgadas. Por "fragmento" o "porción" se entiende una longitud total o menor que la longitud total de la secuencia 15
de nucleótidos.

"De origen natural", "nativo", o "tipo silvestre" se usa para describir un objeto que se puede encontrar en la
naturaleza como algo distinto de lo que se produce artificialmente. Por ejemplo, una secuencia de proteína o 
nucleótido presente en un organismo (incluido un virus), que se puede aislar de una fuente en la naturaleza y que no 20
se ha sido modificado intencionalmente por una persona en el laboratorio, es de origen natural.

"Genoma" se refiere al material genético completo de un organismo.

"Identidad", como se conoce en la técnica, es una relación entre dos o más secuencias de polipéptidos o dos o más 25
secuencias de polinucleótidos, según se determina comparando las secuencias. En la técnica, "identidad" también 
significa el grado de relación de secuencia entre secuencias de polipéptidos o de polinucleótidos, según sea el caso, 
como se determina por la coincidencia entre las cadenas de tales secuencias. La "identidad" y la "similitud" se 
pueden calcular fácilmente mediante métodos conocidos, incluidos, pero sin limitación, los descritos en 
(Computational Molecular Biology, Lesk, A. M., ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988; Biocomputing: 30
Informatics and Genome Projects, Smith, D. W., ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer Analysis of 
Sequence Data, Part I, Griffin, A. M., y Griffin, H. G., eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence Analysis 
in Molecular Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; and Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and 
Devereux, J., eds., M Stockton Press, Nueva York, 1991; y Carillo, H., y Lipman, D., SIAM J. Applied Math., 48: 1073 
(1988). Los métodos preferidos para determinar la identidad están diseñados para dar la mayor coincidencia entre 35
las secuencias probadas. Los métodos para determinar la identidad y la similitud se codifican en programas 
informáticos disponibles al público. Los métodos de programas informáticos preferidos para determinar la identidad y 
la similitud entre dos secuencias incluyen, pero sin limitación, el paquete de programas GCG (Devereux, J., et al. 
1984 ), BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F., et al., 1990. El programa BLASTX está disponible públicamente 
en NCBI y otras fuentes (Manual BLAST, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894; Altschul, S., et al., 40
1990). También se puede usar el bien conocido algoritmo Smith Waterman para determinar la identidad.

Las moléculas de ácido nucleico que codifican las variantes de secuencia de aminoácidos de una proteína S1 de 
PEDV se preparan mediante una variedad de métodos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, pero sin 
limitación, aislamiento de una fuente natural (en el caso de variantes de secuencia de aminoácidos de origen natural) 45
o preparación mediante mutagénesis mediada por oligonucleótido (o dirigida al sitio), mutagénesis por PCR y 
mutagénesis en casete de una variante preparada anteriormente o una versión no variante de la proteína S1 de 
PEDV.

Promotores50

"Promotor" se refiere a una secuencia de nucleótidos, generalmente cadena arriba (5 ') a su secuencia codificante, 
que controla la expresión de la secuencia codificante al proporcionar el reconocimiento de la ARN polimerasa y otros 
factores necesarios para la transcripción adecuada. "Promotor" incluye un promotor mínimo que es una secuencia 
corta de ADN compuesta de una caja TATA y otras secuencias que sirven para especificar el sitio de inicio de la 55
transcripción, al que se agregan elementos reguladores para el control de la expresión. "Promotor" también se 
refiere a una secuencia de nucleótidos que incluye un promotor mínimo más elementos reguladores que son 
capaces de controlar la expresión de una secuencia codificante o ARN funcional. Este tipo de secuencia promotora 
consiste en elementos cadena arriba proximales y más distales, los últimos elementos a menudo denominados 
potenciadores. Por consiguiente, un "potenciador" es una secuencia de ADN que puede estimular la actividad del 60
promotor y puede ser un elemento innato del promotor o un elemento heterólogo insertado para potenciar el nivel o 
la especificidad tisular de un promotor. Es capaz de operar en ambas orientaciones (normal o invertida), y puede 
funcionar incluso cuando se mueve cadena arriba o cadena abajo desde el promotor. Tanto los potenciadores como 
otros elementos promotores cadena arriba se unen a proteínas de unión a ADN específicas de secuencia que 
median sus efectos. Los promotores pueden derivar en su totalidad de un gen nativo, o estar compuestos de 65
diferentes elementos derivados de diferentes promotores encontrados en la naturaleza, o incluso estar compuestos 
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por segmentos de ADN sintético. Un promotor también puede contener secuencias de ADN que están implicadas en 
la unión de factores proteicos que controlan la eficacia del inicio de la transcripción en respuesta a condiciones 
fisiológicas o de desarrollo. Se proporciona un análisis general de los promotores en la Patente de Estados Unidos 
Nº 7.501.129.

5
La divulgación abarca composiciones de ácido nucleico aisladas o sustancialmente purificadas. En el ámbito de la 
presente invención, una molécula de ADN o molécula de ARN "aislada" o "purificada" es una molécula de ADN o 
molécula de ARN que existe aparte de su entorno nativo y, por lo tanto, no es un producto de la naturaleza. Una 
molécula de ADN o una molécula de ARN aislada puede existir en una forma purificada o puede existir en un 
entorno no nativo tal como, por ejemplo, una célula hospedadora transgénica. Por ejemplo, una molécula de ácido 10
nucleico "aislada" o "purificada" o una parte biológicamente activa de la misma, está sustancialmente libre de otro 
material celular o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o sustancialmente libre de 
precursores químicos u otros productos químicos cuando se sintetiza químicamente. En un ejemplo, un ácido 
nucleico "aislado" está libre de secuencias que naturalmente flanquean el ácido nucleico (es decir, las secuencias 
ubicadas en los extremos 5 'y 3' del ácido nucleico) en el ADN genómico del organismo del cual deriva el ácido 15
nucleico. Por ejemplo, la molécula de ácido nucleico aislada puede contener menos de aproximadamente 5 kb, 4 kb, 
3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb, o 0,1 kb de secuencias de nucleótidos que flanquean de manera natural la molécula de ácido 
nucleico en el ADN genómico de la célula de la cual deriva el ácido nucleico. La presente divulgación también abarca 
fragmentos y variantes de las secuencias de nucleótidos divulgadas. Por "fragmento" o "porción" se entiende una 
longitud total o menor que la longitud total de la secuencia de nucleótidos.20

"De origen natural", "nativo", o "tipo silvestre" se usa para describir un objeto que se puede encontrar en la 
naturaleza como algo distinto de lo que se produce artificialmente. Por ejemplo, una secuencia de proteína o 
nucleótido presente en un organismo (incluido un virus), que se puede aislar de una fuente en la naturaleza y que no 
se ha sido modificado intencionalmente por una persona en el laboratorio, es de origen natural.25

La presente divulgación también proporciona vectores y casetes de expresión que contienen los promotores 
descritos anteriormente. Un "vector" se define para incluir, entre otros, cualquier vector viral, así como cualquier 
plásmido, cósmido, fago o vector binario en forma lineal o circular de cadena doble o sencilla que puede o no ser 
auto-transmisible o movilizable y que puede transformar el hospedador procariota o eucariota, ya sea por integración 30
en el genoma celular o por existir extracromosómicamente (por ejemplo,plásmido replicante autónomo con un origen 
de replicación).

Los ácidos nucleicos que codifican composiciones terapéuticas pueden modificarse genéticamente en un vector 
utilizando técnicas de ligación convencionales, como las descritas en Sambrook y Russell, Molecular Cloning: A 35
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press Cold Spring Harbor, NY (2001). Por ejemplo, las ligaciones 
se pueden lograr en Tris-Cl 20 mM, pH 7,5, MgCl2 10 mM, DTT 10 mM, BSA 33 µg/ml, NaCl 10 mM-50 mM y ATP 
40 µM, 0,01-0,02 (Weiss) unidades de ADN ligasa deT4 a 0 °C (para la ligación del "extremo pegajoso") o ATP 1 
mM, 0,3-0,6 (Weiss) unidades de ADN ligasa de T4 a 14 °C (para la ligación del "extremo romo"). Las ligaciones 
intermoleculares del "extremo pegajoso" se realizan generalmente en concentraciones de ADN de 30-100 µg/ml 40
(concentración final total de 5-100 nM).

La presente divulgación también proporciona un vector que contiene un casete de expresión que comprende un 
promotor unido operativamente a una secuencia diana (por ejemplo, proteína S1 de PEDV) para la producción de 
vacuna. "Casete de expresión" como se usa en el presente documento significa una secuencia de ácido nucleico 45
capaz de dirigir la expresión de una secuencia de nucleótidos particular en una célula hospedadora apropiada, que 
incluye un promotor unido operativamente a la secuencia de nucleótidos de interés que puede estar operativamente 
unida a señales de terminación. La región codificante normalmente codifica un ARN funcional de interés, por 
ejemplo, una molécula de ARNi. El casete de expresión que incluye la secuencia de nucleótidos de interés puede ser 
quimérico.50

"Unido operativamente" se refiere a la asociación de secuencias de ácido nucleico o de aminoácidos en un solo 
fragmento molecular, de modo que la función de una de las secuencias se ve afectada por la otra. Por ejemplo, se 
dice que una secuencia de ADN reguladora está "unida operativamente a" o "asociada con" una secuencia de ADN 
que codifica un ARN o un polipéptido si las dos secuencias están situadas de tal manera que la secuencia de ADN 55
reguladora afecta a la expresión de la secuencia de ADN codificante (es decir, que la secuencia codificante o ARN 
funcional está bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias codificantes pueden estar unidas 
operativamente a secuencias reguladoras en orientación sentido o antisentido. El ácido nucleico está "unido 
operativamente" cuando se coloca en una relación funcional con otra secuencia de ácido nucleico. En general, 
“operativamente unido” significa que las secuencias de ADN que se unen son contiguas. Sin embargo, los 60
potenciadores no tienen que ser contiguos. La unión se logra mediante ligación en sitios de restricción convenientes. 
Si tales sitios no existen, los adaptadores o enlazadores de oligonucleótidos sintéticos se utilizan de acuerdo con la 
práctica convencional. Adicionalmente, las copias múltiples del ácido nucleico que codifican las enzimas pueden 
unirse entre sí en el vector de expresión. Tales múltiples ácidos nucleicos pueden encontrarse separados por 
enlazadores.65
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"Expresión" se refiere a la transcripción y/o traducción de un gen endógeno o un transgén en las células. Por 
ejemplo, en el caso de construcciones antisentido, la expresión puede referirse a la transcripción del ADN antisentido 
solamente. Además, expresión se refiere a la transcripción y acumulación estable de ARN codificante (ARNm) o 
ARN funcional. Expresión también puede referirse a la producción de proteínas.

5
"Casete de expresión" como se usa en el presente documento significa una secuencia de ADN capaz de dirigir la 
expresión de una secuencia de nucleótidos particular en una célula hospedadora apropiada, que comprende un 
promotor unido operativamente a la secuencia de nucleótidos de interés que está operativamente unida a señales de 
terminación. También comprende típicamente secuencias requeridas para la traducción apropiada de la secuencia 
de nucleótidos. La región codificante normalmente codifica una proteína de interés, pero también puede codificar un 10
ARN funcional de interés, por ejemplo, un ARN antisentido o un ARN no traducido, en la dirección sentido o 
antisentido. El casete de expresión que comprende la secuencia de nucleótidos de interés puede ser quimérico, lo 
que significa que al menos uno de sus componentes es heterólogo con respecto a al menos uno de sus otros 
componentes. El casete de expresión también puede ser de origen natural, pero se ha obtenido en una forma 
recombinante útil para la expresión heteróloga. Dichos casetes de expresión comprenderán la región de iniciación de 15
la transcripción unida a una secuencia de nucleótidos de interés. Dicho casete de expresión se proporciona con una 
pluralidad de sitios de restricción para la inserción del gen de interés bajo la regulación transcripcional de las 
regiones reguladoras. El casete de expresión puede contener adicionalmente genes marcadores seleccionables.

La presente divulgación también proporciona una célula de mamífero que contiene un vector descrito en el presente 20
documento.

Proteínas

La proteína S1 de PEDV puede conjugarse o unirse a otro péptido o a un polisacárido. Por ejemplo, pueden 25
emplearse proteínas inmunogénicas bien conocidas en la técnica, también conocidas como "transportadores". Las 
proteínas inmunogénicas útiles incluyen hemocianina de lapa californiana (KLH), albúmina de suero bovino (BSA), 
ovoalbúmina, albúmina de suero humano, gamma globulina humana, inmunoglobulina G de pollo y gamma globulina 
bovina. Los polisacáridos inmunogénicos útiles incluyen polisacáridos de otros patógenos, como los que son 
eficaces como vacunas. Los polisacáridos o proteínas inmunogénicos de otros patógenos se pueden conjugar, unir o 30
mezclar con la proteína S1 de PEDV.

Los términos "proteína", "péptido" y "polipéptido" se usan indistintamente en el presente documento.

El término "aminoácido" incluye los residuos de los aminoácidos naturales (por ejemplo, Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, 35
Glu, Gln, Gly, His, Hyl, Hyp, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr y Val) en formas estereoisoméricas 
dextrorrotorias o levorrotatorias, así como aminoácidos no naturales (por ejemplo, fosfoserina, fosfotreonina, 
fosfotirosina, hidroxiprolina y gamma-carboxiglutamato; ácido hipúrico, ácido octahidroindol-2-carboxílico, estatina, 
1,2,3,4, ácido tetrahidroisoquinolina-3-carboxílico, penicilamina, ornitina, citrulina, alfa-metil-alanina, para-
benzoilfenilalanina, fenilglicina, propargilglicina, sarcosina y tert butilglicina). El término también comprende 40
aminoácidos naturales y no naturales (estereoisómeros dextrorrotatorios y levorrotatorios) que llevan un grupo 
protector de amino convencional (por ejemplo, acetilo o benciloxicarbonilo), así como aminoácidos naturales y no 
naturales protegidos en el término carboxi (por ejemplo, como un (C1-C6) éster o amida de alquilo, fenilo o bencilo; o 
como una amida de α-metilbencilo). otros grupos protectores de amino y carboxi adecuados son conocidos por los 
expertos en la materia (véase, por ejemplo, Greene, T.W.; Wutz, P.G.M., Protecting Groups In Organic Synthesis; 45
Segunda Edición, 1991, Nueva York, John Wiley & sons, Inc, y documentos citados en el mismo). Un aminoácido se 
puede unir al resto de un compuesto a través del extremo carboxi, del extremo amino, o a través de cualquier otro 
punto de unión conveniente, tal como, por ejemplo, a través del azufre de la cisteína.

La divulgación también abarca composiciones de proteínas aisladas o sustancialmente purificadas. En el ámbito de 50
la presente invención, un polipéptido "aislado" o "purificado" es un polipéptido que existe aparte de su entorno nativo 
y, por lo tanto, no es un producto de la naturaleza. Un polipéptido puede existir en una forma purificada o puede 
existir en un entorno no nativo tal como, por ejemplo, una célula hospedadora transgénica. Por ejemplo, una proteína 
"aislada" o "purificada" o una parte biológicamente activa de la misma, está sustancialmente libre de otro material 
celular o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas recombinantes, o sustancialmente libre de 55
precursores químicos u otros productos químicos cuando se sintetiza químicamente. Una proteína que está 
sustancialmente libre de material celular incluye preparaciones de proteína o polipéptido que tienen menos de 
aproximadamente el 30 %, 20 %, 10 %, 5 %, (por peso seco) de proteína contaminante. Cuando la proteína 
divulgada, o una porción biológicamente activa de la misma, se produce de forma recombinante, el medio de cultivo 
representa preferentemente menos de aproximadamente el 30%, 20 %, el 10% o el 5% (en peso seco) de 60
precursores químicos o productos químicos no de proteína de interés. También se incluyen, en la presente 
divulgación, los fragmentos y variantes de las proteínas divulgadas o proteínas de longitud parcial codificadas de 
este modo. Por "fragmento" o "porción" se entiende una longitud total o menor que la longitud total de la secuencia 
de aminoácidos de, un polipéptido o proteína.

65
Una "variante" de una molécula es una secuencia que es sustancialmente similar a la secuencia de la molécula 
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nativa.

"Aislado" significa alterado o eliminado del estado natural. Por ejemplo, un ácido nucleico o un péptido naturalmente 
presente en un animal vivo no está "aislado", pero el mismo ácido nucleico o péptido parcialmente o completamente 
separado de los materiales coexistentes de su estado natural está "aislado". Una molécula de ácido nucleico o 5
proteína aislada puede existir en forma purificada o puede existir en un entorno no nativo tal como, por ejemplo, una 
célula hospedadora. A menos que se especifique de otro modo en el presente documento, las proteínas, los 
complejos de viriones, los anticuerpos y otras moléculas biológicas divulgadas en el presente documento se aíslan o 
pueden aislarse.

10
El término "identidad sustancial" en el contexto de un péptido indica que un péptido comprende una secuencia con al 
menos el 70%, 71 %, 72 %, 73 %, 74 %, 75 %, 76 %, 77 %, el 78 % o el 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 
86 %, 87 %, el 88 % o el 89 %, al menos el 90 %, 91 %, 92 %, el 93 %, o el 94 %, o el 95 %, 96 %, 97 %, el 98 % o 
el 99 %, de identidad de secuencia a una secuencia de referencia sobre una ventana de comparación especificada. 
La alineación óptima se realiza utilizando el algoritmo de alineación de homología de Needleman y Wunsch, J. Mol. 15
Biol. 48:443 (1970). Una indicación de que dos secuencias de péptidos son sustancialmente idénticas es que un 
péptido es inmunológicamente reactivo con anticuerpos generados contra el segundo péptido. Por lo tanto, un 
péptido es sustancialmente idéntico a un segundo péptido, por ejemplo, cuando los dos péptidos difieren solo por 
una sustitución conservativa.

20
Adyuvantes

El término "adyuvante", como se usa en el presente documento, se refiere a estimuladores no específicos de la 
respuesta inmunitaria o sustancias que permiten la generación de un depósito en el hospedador, que cuando se 
combina con la vacuna y la composición farmacéutica, respectivamente, de la presente invención, puede 25
proporcionar un respuesta inmunitaria aún más mejorada. Las vacunas comúnmente contienen dos componentes: 
antígeno (por ejemplo, proteína S1 de PEDV o PEDV) y adyuvante. El antígeno es la estructura molecular codificada 
por el patógeno o tumor contra el cual se dirige la respuesta inmunitaria. Para activar una respuesta inmunitaria 
específica de antígeno, el antígeno debe presentarse en el microentorno inmunoestimulador apropiado. Los 
adyuvantes pueden establecer dichos microentornos al estimular la producción de moléculas inmunoactivadoras, 30
como las citoquinas proinflamatorias. La eficacia de la vacuna depende de los tipos de antígeno y adyuvante y de 
cómo se administran. Lograr el equilibrio correcto entre estos componentes es importante para obtener el resultado 
inmunológico deseado.

Las composiciones inmunogénicas como se describen en el presente documento también comprenden, en 35
determinadas realizaciones, uno o más adyuvantes. Un adyuvante es una sustancia que potencia la respuesta 
inmunitaria cuando se administra junto con un inmunógeno o antígeno. Se ha demostrado que varias citoquinas o 
linfoquinas tienen actividad moduladora inmunitaria y, por lo tanto, son útiles como adyuvantes, que incluyen, pero 
sin limitación, las interleucinas 1-α, 1-β, 2, 4, 5, 6, 7, 8 y 10, 12 (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. n.º 
5.723.127), 13, 14, 15, 16, 17 y 18 (y sus formas mutantes); los interferones-α, β y γ; factor estimulante de colonias 40
de granulocitos-macrófagos (GM-CSF)(véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. Nº 5.078.996 y número de acceso 
ATCC 39.900); factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF); factor estimulante de colonias de 
granulocitos (G-CSF); y los factores de necrosis tumoral α y β. Todavía otros adyuvantes que son útiles con las 
composiciones inmunogénicas descritas en el presente documento incluyen quimioquinas, que incluyen sin 
limitación, MCP-1, MIP-1α, MIP-1 β y RANTES; moléculas de adhesión, tal como una selectina, por ejemplo, L-45
selectina, P-selectina y E-selectina; moléculas parecidas a la mucina, por ejemplo, CD34, GlyCAM-1 y MadCAM-1; 
un miembro de la familia de integrinas como LFA-1, VLA-1, Mac-1 y p150.95; un miembro de la superfamilia de 
inmunoglobulinas como PECAM, ICAM, por ejemplo, ICAM-1, ICAM-2 y ICAM-3, CD2 y LFA-3; moléculas 
coestimuladoras tales como CD40 y CD40L; factores de crecimiento que incluyen el factor de crecimiento vascular, 
factor de crecimiento nervioso, factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento epidérmico, B7.2, PDGF, 50
BL-1 y factor de crecimiento endotelial vascular; moléculas receptoras que incluyen Fas, receptor de TNF, Flt, Apo-1, 
p55, WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD, NGRF, DR4, DR5, KILLER, TRAIL-R2, TRICK2 y DR6; y caspasa 
(ICE).

Otros adyuvantes incluyen muramil péptidos, tales como N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-55
acetil-normuramil-L-alanina-2- (1'-2 'dipalmitoil-sn- glicero-3-hidroxifosforiloxi) -etilamina (MTP-PE); emulsiones de 
aceite en agua, tal como MF59 (Pat. de Estados Unidos n.º 6.299.884) (que contiene un 5% de escualeno, un 0,5% 
de Tween 80 y un 0,5% de Span 85 (que contiene opcionalmente varias cantidades de MTP-PE) formulado en 
partículas submicrónicas utilizando un microfluidizador como el modelo 110Y microfluidizer (Microfluidics, Newton, 
MA)) y SAF (que contiene 10% de escualeno, 0,4% de Tween 80, 5% de polímero bloqueado con pluronic L121, y 60
thr-MDP, microfluidizados en una emulsión submicrónica o agitados con vórtex para generar una emulsión de mayor 
tamaño de partícula); sales de aluminio (alumbre), tales como hidróxido de aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de 
aluminio; Amphigen; Avridine; L121/escualeno; D-lactida-polilactida/glucósido; polioles plurónicos; Bordetella 
inactivada; saponinas, tales como Stimulon™ QS-21 (Antigenics, Framingham, MA.), descritas en la patente de 
Estados Unidos N.º 5.057.540, ISCOMATRIX (CSL Limited, Parkville, Australia), descrito en la patente de Estados 65
Unidos N.º 5.254.339, y complejos inmunoestimulantes (ISCOMS); Mycobacterium tuberculosis; lipopolisacáridos 
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bacterianos; polinucleótidos sintéticos tales como oligonucleótidos que contienen un motivo CpG (por ejemplo, 
Patente de Estados Unidos N.º 6.207.646); IC-31 (Intercell AG, Vienna, Austria), descritos en las patentes europeas 
números 1.296.713 y 1.326.634; una toxina pertussis (PT) o mutante de la misma, una toxina del cólera o un 
mutante de la misma (por ejemplo, las Patentes de Estados Unidos N.º 7.285.281, 7.332.174, 7.361.355 y 
7.384.640); o una toxina termolábil (LT) de E. coli o mutante de la misma, particularmente LT-K63, LT-R72 (por 5
ejemplo, las patentes de EE. UU. números 6.149.919, 7.115.730 y 7.291.588).

Los adyuvantes adecuados utilizados para potenciar una respuesta inmunitaria incluyen además, sin limitación, MPL 
™ (monofosforil lípido A 3-O-desacilado, Corixa, Hamilton, MT), que se describe en la Patente de EE. UU. N.º 
4.912.094. También son adecuados para su uso como adyuvantes los análogos de lípido A sintéticos o compuestos 10
de fosfato de aminoalquil glucosamina (AGP), o derivados o análogos de los mismos, que están disponibles en 
Corixa (Hamilton, MT), y que se describen en la patente de EE.UU. N.º 6.113.918. Uno de estos AGP es el 2-[(R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanoilamino] etil 2-desoxi-4-O-fosfono-3-O-[(R)-3-tetradecanoiltioxitetradecanoilo]-2-[(R)-3-
tetradecanoiloxitetradecanoilo-amino]-bD-glucopiranósido, que también se conoce como 529 (anteriormente 
conocido como RC529). Este adyuvante 529 se formula como una forma acuosa (AF) o como una emulsión estable 15
(SE).

Los adyuvantes adecuados incluyen,pero sin limitación, tensioactivos, por ejemplo, hexadecilamina, octadecilamina, 
lisolecitina, bromuro de dimetildioctadecilamonio, N,N-dioctadecil-N'-N-bis(2-hidroxietil-propano di-amina), 
metoxihexadecilglicerol y polioles plurónicos; polaniones, por ejemplo, pirano, sulfato de dextrano, poli IC, ácido 20
poliacrílico, carbopol; péptidos, por ejemplo, muramil dipéptido, MPL, aimetilglicina, tuftsin, emulsiones de aceite, 
alumbre y mezclas de los mismos. Otros adyuvantes potenciales incluyen las subunidades peptídicas B de la toxina 
termolábil de E. coli o de la toxina del cólera. McGhee, J.R., et al., "On vaccine development," Sem. Hematol., 30:3-
15 (1993). Finalmente, el producto inmunogénico puede incorporarse en liposomas para su uso en una formulación 
de vacuna, o puede conjugarse con proteínas tales como la hemocianina de lapa californiana (KLH) o la albúmina de 25
suero humano (HSA) u otros polímeros.

Vacunas de la invención

En determinadas realizaciones, la presente invención proporciona composiciones de la invención que pueden usarse 30
como vacunas para proteger a mamíferos contra o para tratar una infección por PEDV.

Tal como se utiliza en el presente documento, la expresión "agente terapéutico" o "complejo terapéutico" se refiere a 
cualquier agente o material que tenga un efecto beneficioso en el receptor mamífero. Por lo tanto, "agente 
terapéutico" abarca moléculas tanto terapéuticas como profilácticas que tienen componentes de ácido nucleico o 35
proteína.

Para preparar una vacuna, el PEDV o la proteína S1 de PEDV se puede aislar, liofilizar y estabilizar. El PEDV o la 
proteína S1 de PEDV puede, a continuación, ajustarse a una concentración apropiada, opcionalmente combinada 
con un adyuvante de vacuna adecuado y empaquetarse para su uso.40

En determinadas realizaciones, la composición de la presente invención comprende dos o más polipéptidos 
inmunogénicos. En determinadas realizaciones, uno o más polipéptidos se ajustan a una concentración apropiada y 
pueden formularse con cualquier adyuvante adecuado, diluyente, transportador farmacéuticamente aceptable, o 
cualquier combinación de los mismos. Como se usa en el presente documento, la expresión "transportador 45
farmacéuticamente aceptable" pretende incluir todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersión, 
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos y retardantes de la absorción, excipientes 
y similares, compatibles con la administración farmacéutica. El uso de tales medios y agentes para sustancias 
farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica. Se pueden usar vehículos fisiológicamente aceptables 
como transportadores y/o diluyentes. Se entiende que un vehículo farmacéuticamente aceptable designa un 50
compuesto o una combinación de compuestos que entran en una composición farmacéutica o inmunogénica que no 
causa efectos secundarios y que hace posible, por ejemplo, facilitar la administración del compuesto activo, para 
aumentar su vida y/o su eficacia en el cuerpo, para aumentar su solubilidad en solución o alternativamente para 
mejorar su conservación. Estos vehículos farmacéuticamente aceptables son bien conocidos y serán adaptados por 
los expertos en la materia de acuerdo con la naturaleza y el modo de administración del compuesto activo elegido. 55
Estos incluyen, pero sin limitación, agua, solución de Ringer, un medio isotónico apropiado, glicerol, etanol y otros 
solventes convencionales, solución salina tamponada con fosfato y similares.

“Tratar” como se usa en el presente documento se refiere a mejorar al menos un síntoma de, curar y/o prevenir el 
desarrollo de una enfermedad o afección determinada.60

"Antígeno" se refiere a una molécula capaz de unirse a un anticuerpo. Un antígeno es además capaz de ser 
reconocido por el sistema inmunitario y/o ser capaz de inducir una respuesta inmunitaria humoral y/o una respuesta 
inmunitaria celular que conduce a la activación de los linfocitos B y/o T. Un antígeno puede tener uno o más epítopos 
(epítopos de células B y/o T). Los antígenos como se usan en el presente documento también pueden ser mezclas 65
de varios antígenos individuales. "Determinante antigénico" se refiere a la porción de un antígeno que es reconocida 
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específicamente por los linfocitos B o T. Los linfocitos B que responden a determinantes antigénicos producen 
anticuerpos, mientras que los linfocitos T responden a determinantes antigénicos mediante la proliferación y el 
establecimiento de funciones efectoras críticas para la mediación de la inmunidad celular y/o humoral.

Una "respuesta inmunitaria" se refiere a una respuesta inmunitaria humoral y/o una respuesta inmunitaria celular que 5
conduce a la activación o proliferación de linfocitos B y/o T y/o células presentadoras de antígenos. En algunos 
casos, sin embargo, las respuestas inmunitarias pueden ser de baja intensidad y ser detectables solo cuando se usa 
al menos una sustancia de acuerdo con la invención. "Inmunogénico" se refiere a un agente utilizado para estimular 
el sistema inmunitario de un organismo vivo, de modo que una o más funciones del sistema inmunitario se 
incrementan y se dirigen hacia el agente inmunogénico. Un "polipéptido inmunogénico" es un polipéptido que 10
provoca una respuesta inmunitaria celular y/o humoral, ya sea solo o vinculado a un transportador. Preferentemente, 
la célula presentadora de antígeno puede ser activada.

Una sustancia que "potencia" una respuesta inmunitaria se refiere a una sustancia en la que se observa una 
respuesta inmunitaria que es mayor o se intensifica o se desvía de cualquier manera con la adición de la sustancia 15
cuando se compara con la misma respuesta inmunitaria medida sin la adición de la sustancia. Por ejemplo, la 
actividad lítica de las células T citotóxicas se puede medir, p. ej. utilizando un ensayo de liberación de 51Cr, en 
muestras obtenidas con y sin el uso de la sustancia durante la inmunización. Se dice que la cantidad de la sustancia 
a la que se potencia la actividad lítica de CTL en comparación con la actividad lítica de CTL sin la sustancia es una 
cantidad suficiente para potenciar la respuesta inmunitaria del animal al antígeno. En determinadas realizaciones, la 20
respuesta inmunitaria se potencia por un factor de al menos aproximadamente 2, tal como por un factor de 
aproximadamente 3 o más. La cantidad o el tipo de citoquinas secretadas también pueden alterarse. Como 
alternativa, se puede alterar la cantidad de anticuerpos inducidos o sus subclases.

Los términos "inmunizar" o "inmunización" o términos relacionados se refieren a conferir la capacidad de aumentar 25
una respuesta inmunitaria sustancial (que comprende anticuerpos y/o inmunidad celular como el CTL efector) contra 
un antígeno o epítopo diana. Estos términos no requieren que se cree una inmunidad completa, sino que se 
produzca una respuesta inmunitaria que sea sustancialmente mayor que la de partida. Por ejemplo, se puede 
considerar que un mamífero está inmunizado contra un antígeno diana si la respuesta inmunitaria celular y/o 
humoral al antígeno diana se produce después de la aplicación de las composiciones de la invención.30

El término "inmunoterapéutico" se refiere a una composición para el tratamiento de enfermedades, trastornos o 
afecciones. Más específicamente, el término se usa para referirse a un método de tratamiento en el que se genera 
una respuesta inmunitaria beneficiosa por vacunación o por transferencia de moléculas inmunitarias. Una "cantidad 
inmunológicamente eficaz" se refiere a una cantidad de una composición suficiente para inducir una respuesta 35
inmunitaria en un individuo cuando se introduce en ese individuo. En el contexto de la inmunización activa, el término 
es sinónimo de "cantidad inmunogénicamente eficaz". La cantidad de una composición necesaria para ser 
inmunológicamente eficaz varía de acuerdo con muchos factores que incluyen la composición, la presencia de otros 
componentes en la composición, el antígeno, la ruta de inmunización, el individuo, el estado inmunitario o fisiológico 
anterior, etc.40

El término "epítopo" se refiere a un elemento básico o una unidad más pequeña de reconocimiento por un anticuerpo 
individual o receptor de células T, y por lo tanto el dominio, región o estructura molecular particular a la que se une 
dicho anticuerpo o receptor de células T. Un antígeno puede consistir en numerosos epítopos, mientras que un 
hapteno, típicamente, posee pocos epítopos. Como se usa en el presente documento, "corresponde esencialmente 45
a" se refiere a un epítopo que provocará una respuesta inmunológica al menos sustancialmente equivalente a la 
respuesta generada por el epítopo nativo. Una respuesta inmunológica a una composición o vacuna es el desarrollo 
en el hospedador de una respuesta inmunitaria celular y/o mediada por anticuerpos al polipéptido o vacuna de 
interés. Normalmente, dicha respuesta consiste en que el sujeto produce anticuerpos, células B, células T auxiliares, 
células T supresoras y/o células T citotóxicas dirigidas específicamente a un antígeno o antígenos incluidos en la 50
composición o vacuna de interés. Las vacunas de la presente invención también pueden incluir cantidades eficaces 
de adyuvantes inmunológicos, que se sabe que potencian una respuesta inmunitaria. Una "cantidad eficaz" se 
refiere a una cantidad necesaria o suficiente para lograr un efecto biológico deseado. Una cantidad eficaz de la 
composición sería la cantidad que logra este resultado seleccionado, y tal cantidad podría determinarse de manera 
rutinaria por un experto en la materia. Por ejemplo, una cantidad eficaz para tratar una deficiencia del sistema 55
inmunitario podría ser la cantidad necesaria para causar la activación del sistema inmunitario, lo que daría como 
resultado el desarrollo de una respuesta inmunitaria específica para el antígeno tras la exposición al antígeno. El 
término es también sinónimo de "cantidad suficiente". La cantidad eficaz para cualquier aplicación particular puede 
variar dependiendo de factores tales como la enfermedad o afección a tratar, la composición particular a administrar, 
el tamaño del sujeto y/o la gravedad de la enfermedad o afección. Un experto en la materia puede determinar 60
empíricamente la cantidad eficaz de una composición particular de la presente invención sin necesidad de 
experimentación indebida.

Para inmunizar a un sujeto, la composición se administra por vía parenteral, generalmente mediante inyección 
intramuscular o subcutánea en un vehículo apropiado. Sin embargo, también son aceptables otros modos de 65
administración, como la administración oral, intranasal o intradérmica.
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Las formulaciones de vacunas contendrán una cantidad eficaz del principio activo en un vehículo, la cantidad eficaz 
se determinará fácilmente por un experto en la materia. El principio activo puede oscilar típicamente entre 
aproximadamente el 1% y aproximadamente el 95% (p/p) de la composición, o incluso mayor o menor si es 
apropiado. La cantidad a administrar depende de factores tales como la edad, el peso y la condición física del sujeto 
animal o ser humano considerado para la vacunación. La cantidad también depende de la capacidad del sistema 5
inmunitario del animal para sintetizar anticuerpos y del grado de protección deseado. Un experto en la materia puede 
establecer fácilmente las dosis eficaces a través de ensayos de rutina que establecen curvas de respuesta a la 
dosis. El sujeto se inmuniza mediante la administración del péptido de biofilm o un fragmento del mismo en una o 
más dosis. Se pueden administrar dosis múltiples según sea necesario para mantener un estado de inmunidad 
contra la bacteria de interés.10

Las formulaciones intranasales pueden incluir vehículos que no causen irritación de la mucosa nasal ni alteren 
significativamente la función ciliar. Se pueden emplear diluyentes tales como agua, solución salina acuosa u otras 
sustancias conocidas con la presente invención. Las formulaciones nasales también pueden contener conservantes 
como, pero sin limitación, clorobutanol y cloruro de benzalconio. Puede estar presente un tensioactivo para potenciar 15
la absorción de las proteínas del sujeto por la mucosa nasal.

Las preparaciones orales líquidas pueden estar en forma de, por ejemplo, suspensión acuosa u oleosa, soluciones, 
emulsiones, jarabes o elixires, o pueden presentarse secas en forma de comprimidos o un producto para reconstituir 
con agua u otro vehículo adecuado antes de su uso. Tales preparaciones líquidas pueden contener aditivos 20
convencionales tales como agentes de suspensión, agentes emulsionantes, vehículos no acuosos (que pueden 
incluir aceites comestibles) o conservantes.

Para preparar una vacuna, la composición purificada se puede aislar, liofilizar y estabilizar. La composición puede, a 
continuación, ajustarse a una concentración apropiada, opcionalmente combinada con un adyuvante de vacuna 25
adecuado y empaquetarse para su uso.

Formulaciones y Métodos de Administración

De manera conveniente, se administra al sujeto una cantidad eficaz de virus, vacuna o composición terapéutica. La 30
"cantidad eficaz" o la "cantidad terapéuticamente eficaz" se usan indistintamente en el presente documento, y se 
refieren a una cantidad de un compuesto, formulación, material o composición, tal como se describe en el presente 
documento como eficaz para lograr un resultado biológico particular. Dichos resultados pueden incluir, pero sin 
limitación, la inhibición de la infección por virus según se determine por cualquier medio adecuado en la técnica.

35
En particular, se puede administrar una cantidad de la vacuna para inmunizar al sujeto. Tal como se utiliza en el 
presente documento, "inmunización" o "vacunación" se usan indistintamente en el presente documento y están 
concebidos para la inmunización o vacunación profiláctica o terapéutica.

La vacuna, la composición terapéutica o el virus pueden administrarse por vía intramuscular, intradérmica o 40
suministro subcutáneo. La vacuna, la composición terapéutica o el virus se pueden administrar a través de una 
superficie de la mucosa, como una superficie oral o intranasal. La vacuna, la composición terapéutica o el virus se 
pueden administrar mediante inyección intraesternal o mediante técnicas de infusión.

En determinadas realizaciones, "farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellas propiedades y/o sustancias que 45
son aceptables para el paciente desde un punto de vista farmacológico/toxicológico y para el químico farmacéutico 
fabricante desde un punto de vista físico/químico con respecto a la composición, formulación, estabilidad, aceptación 
del paciente y biodisponibilidad. "Transportador farmacéuticamente aceptable" se refiere a un medio que no interfiere 
con la eficacia de la actividad biológica del (de los) principio(s) activo(s) y no es tóxico para el hospedador al que se 
administra.50

Las vacunas y composiciones de la invención pueden formularse como composiciones farmacéuticas y 
administrarse a un hospedador mamífero, tal como un paciente humano, en una variedad de formas adaptadas a la 
vía de administración elegida, es decir, oral, intranasal, intradérmica o parenteral, mediante vía intravenosa, 
intramuscular, tópica o subcutánea.55

Por lo tanto, los presentes compuestos pueden administrarse sistémicamente, por ejemplo, por vía oral, en 
combinación con un vehículo farmacéuticamente aceptable tal como un diluyente inerte o un vehículo comestible 
asimilable. Pueden estar contenidos en cápsulas de gelatina de cubierta dura o blanda, pueden comprimirse en 
comprimidos o pueden incorporarse directamente a los alimentos de la dieta del paciente. Para la administración 60
terapéutica oral, el compuesto activo puede combinarse con uno o más excipientes y usarse en forma de 
comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, pastillas para chupar, cápsulas, elixires, suspensiones, jarabes, 
obleas y similares. Dichas composiciones y preparaciones deben contener al menos un 0,1% de compuesto activo. 
El porcentaje de las composiciones y preparaciones puede, por supuesto, variarse y puede estar convenientemente 
entre aproximadamente el 2 a aproximadamente el 60% del peso de una forma de dosificación unitaria dada. La 65
cantidad de compuesto activo en tales composiciones terapéuticamente útiles es tal que se obtendrá un nivel de 
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dosificación eficaz.

Los comprimidos, pastillas para chupar, píldoras, cápsulas y similares pueden contener también lo siguiente: 
aglutinantes tales como goma de tragacanto, acacia, almidón de maíz o gelatina; excipientes tales como fosfato 
dicálcico; un agente disgregante como el almidón de maíz, almidón de patata, ácido algínico y similares; un 5
lubricante, tal como estearato de magnesio; y se puede agregar un agente edulcorante tal como sacarosa, fructosa, 
lactosa o aspartamo o un agente saborizante tal como menta, aceite de gaulteria o saborizante de cereza. Cuando la 
forma de dosificación unitaria es una cápsula, puede contener, además de los materiales del tipo anterior, un 
transportador líquido, tal como un aceite vegetal o un polietilenglicol. Otros materiales pueden estar presentes como 
recubrimientos o para modificar de otro modo la forma física de la forma de dosificación unitaria sólida. Por ejemplo, 10
los comprimidos, las píldoras o cápsulas pueden estar recubiertas con gelatina, cera, laca o azúcar y similares. Un 
jarabe o elixir puede contener el compuesto activo, sacarosa o fructosa como agente edulcorante, metil y
propilparabenos como conservantes, un tinte y saborizante como el sabor a cereza o naranja. Por supuesto, 
cualquier material utilizado en la preparación de cualquier forma de dosificación unitaria debe ser farmacéuticamente 
aceptable y sustancialmente no tóxico en las cantidades empleadas. Además, el compuesto activo puede 15
incorporarse en preparaciones y dispositivos de liberación sostenida.

El compuesto activo también se puede administrar por vía intravenosa o intraperitoneal por infusión o inyección. Las 
soluciones del compuesto activo o sus sales se pueden preparar en agua, opcionalmente mezclada con un 
tensioactivo no tóxico. Las dispersiones también se pueden preparar en glicerol, polietilenglicoles líquidos, triacetina 20
y mezclas de los mismos y en aceites. En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones 
contienen un conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos.

Las formas de dosificación farmacéutica adecuadas para inyección o infusión pueden incluir soluciones o 
dispersiones acuosas estériles o polvos estériles que comprenden el principio activo que están adaptados para la 25
preparación extemporánea de soluciones o dispersiones estériles inyectables o infusionables, opcionalmente 
encapsuladas en liposomas. En todos los casos, la forma de dosificación final debe ser estéril, fluida y estable en las 
condiciones de fabricación y almacenamiento. El transportador o vehículo líquido puede ser un medio de dispersión 
disolvente o líquido que comprende, por ejemplo, agua, etanol, un poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, 
polietilenglicoles líquidos y similares), aceites vegetales, ésteres de glicerilo no tóxicos y mezclas adecuadas de los 30
mismos. La fluidez adecuada se puede mantener, por ejemplo, mediante la formación de liposomas, mediante el 
mantenimiento del tamaño de partícula requerido en el caso de dispersiones o mediante el uso de tensioactivos. La 
prevención de la acción de los microorganismos puede realizarse por diversos agentes antibacterianos y 
antifúngicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, ácido sórbico, timerosal y similares. En muchos casos, 
será preferible incluir agentes isotónicos, por ejemplo, azúcares, tampones o cloruro de sodio. La absorción 35
prolongada de las composiciones inyectables puede facilitarse mediante el uso en las composiciones de agentes 
que retrasen la absorción, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando el compuesto activo en la cantidad requerida en el 
disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes enumerados anteriormente, según se requiera, seguido de 40
esterilización por filtro. En el caso de polvos estériles para la preparación de soluciones inyectables estériles, los 
métodos preferidos de preparación son el secado al vacío y las técnicas de liofilización, que producen un polvo del 
principio activo más cualquier ingrediente deseado adicional presente en las soluciones estériles filtradas 
previamente. Para la administración tópica, los presentes compuestos pueden aplicarse en forma pura, es decir, 
cuando son líquidos. Sin embargo, en general, será deseable administrarlos en la piel como composiciones o 45
formulaciones, en combinación con un transportador dermatológicamente aceptable, que puede ser un sólido o un 
líquido.

Los transportadores sólidos útiles incluyen sólidos finamente divididos tales como el talco, arcilla, celulosa 
microcristalina, sílice, alúmina y similares. Los transportadores líquidos útiles incluyen agua, alcoholes o glicoles o 50
mezclas de agua-alcohol/glicol, en las que los presentes compuestos pueden disolverse o dispersarse a niveles 
eficaces, opcionalmente con la ayuda de tensioactivos no tóxicos. Se pueden agregar ingredientes adicionales como 
fragancias o agentes antimicrobianos para optimizar las propiedades para un uso determinado. Las composiciones 
líquidas resultantes se pueden aplicar desde compresas absorbentes, se pueden usar para impregnar vendajes y 
otros apósitos, o se pueden rociar sobre el área afectada utilizando pulverizadores de tipo bomba o aerosoles.55

Los espesantes tales como polímeros sintéticos, ácidos grasos, sales y ésteres de ácidos grasos, alcoholes grasos, 
celulosas modificadas o materiales minerales modificados también pueden emplearse con transportadores líquidos 
para formar pastas, geles, pomadas, jabones y similares esparcibles, para aplicación directamente a la piel del 
usuario.60

La dosis deseada puede presentarse convenientemente en una sola dosis o en dosis divididas administradas a 
intervalos apropiados, por ejemplo, tal como dos, tres, cuatro o más subdosis por día. La subdosis misma se puede 
dividir adicionalmente, por ejemplo, en una serie de administraciones discretas poco espaciadas; tales como 
múltiples inhalaciones de un insuflador o mediante la aplicación de una pluralidad de gotas en el ojo.65
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Para inmunizar a un sujeto, la proteína S1 de PEDV o PEDV se administra por vía parenteral, generalmente 
mediante inyección intramuscular o subcutánea en un vehículo apropiado. Otros modos de administración, sin 
embargo, tales como la administración oral o intranasal, también son aceptables. Las formulaciones de vacunas 
contendrán una cantidad eficaz del principio activo en un vehículo.

5
Las formulaciones contendrán una cantidad eficaz del principio activo en un vehículo, la cantidad eficaz se 
determinará fácilmente por un experto en la materia. "Cantidad eficaz" pretende indicar significa la cantidad de un 
compuesto necesario o suficiente para lograr un efecto biológico deseado. El principio activo puede oscilar 
típicamente entre aproximadamente el 1% y aproximadamente el 95% (p/p) de la composición, o incluso mayor o 
menor si es apropiado. La cantidad para cualquier aplicación particular puede variar dependiendo de factores tales 10
como la gravedad de la afección. La cantidad a administrar depende de factores tales como la edad, peso y 
condición física del animal considerado para vacunación y tipo de tratamiento concurrente, si lo hubiera. La cantidad 
también depende de la capacidad del sistema inmunitario del animal para sintetizar anticuerpos y del grado de 
protección deseado. Típicamente, las dosis usadas in vitro pueden proporcionar una guía útil en las cantidades útiles 
para la administración in situ de la composición, y se pueden usar modelos animales para determinar las dosis 15
eficaces para el tratamiento de trastornos particulares. Se describen varias consideraciones, por ejemplo, en Gilman 
et al., eds., Goodman And Gilman’s: The Pharmacological Bases of Therapeutics, 8ª ed., Pergamon Press, 1990; y 
Reminpton’s Pharmaceutical Sciences, 17ª ed., Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1990. Adicionalmente, un experto 
en la materia puede establecer fácilmente las dosis eficaces a través de ensayos de rutina que establecen curvas de 
respuesta a la dosis. El sujeto se inmuniza mediante la administración de la composición del mismo en una o más 20
dosis. Se pueden administrar dosis múltiples según sea necesario para mantener un estado de inmunidad contra la 
diana. Por ejemplo, la dosis inicial se puede seguir con una dosis de refuerzo después de un período de 
aproximadamente cuatro semanas para potenciar la respuesta inmunogénica. También se pueden administrar otras 
dosis de refuerzo. La composición puede administrarse varias veces (por ejemplo, 2, 3, 4 o 5) en un intervalo de, por 
ejemplo, aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6 o 7, 14 o 21 días de diferencia.25

Las formulaciones intranasales pueden incluir vehículos que no causen irritación de la mucosa nasal ni alteren 
significativamente la función ciliar. Se pueden emplear diluyentes tales como agua, solución salina acuosa u otras 
sustancias conocidas con la presente invención. Las formulaciones nasales también pueden contener conservantes 
como, pero sin limitación, clorobutanol y cloruro de benzalconio. Puede estar presente un tensioactivo para potenciar 30
la absorción de las proteínas del sujeto por la mucosa nasal.

Las preparaciones orales líquidas pueden estar en forma de, por ejemplo, suspensión acuosa u oleosa, soluciones, 
emulsiones, jarabes o elixires, o pueden presentarse secas en forma de comprimidos o un producto para reconstituir 
con agua u otro vehículo adecuado antes de su uso. Tales preparaciones líquidas pueden contener aditivos 35
convencionales tales como agentes de suspensión, agentes emulsionantes, vehículos no acuosos (que pueden 
incluir aceites comestibles) o conservantes.

Por lo tanto, las presentes composiciones pueden administrarse sistémicamente, por ejemplo, por vía oral, en 
combinación con un vehículo farmacéuticamente aceptable tal como un diluyente inerte o un vehículo comestible 40
asimilable. Pueden estar contenidos en cápsulas de gelatina de cubierta dura o blanda, pueden comprimirse en 
comprimidos o pueden incorporarse directamente a los alimentos de la dieta del paciente. Para la administración 
terapéutica oral, las presentes composiciones pueden combinarse con uno o más excipientes y usarse en forma de 
comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, pastillas para chupar, cápsulas, elixires, suspensiones, jarabes, 
obleas y similares. Tales preparaciones deben contener al menos el 0,1% de la presente composición. El porcentaje 45
de las composiciones puede, por supuesto, variarse y puede estar convenientemente entre aproximadamente el 2 a 
aproximadamente el 60% del peso de una forma de dosificación unitaria dada. La cantidad de la presente 
composición en tales preparaciones terapéuticamente útiles es tal que se obtendrá un nivel de dosificación eficaz.

Las dosis útiles de las composiciones de la presente invención se pueden determinar comparando su actividad in 50
vitro y su actividad in vivo en modelos animales. La cantidad de las composiciones descritas en el presente 
documento requerida para su uso en el tratamiento variará con la vía de administración y la edad y condición del 
sujeto y, en última instancia, será a discreción del veterinario o médico clínico asistente.

La dosis deseada puede presentarse convenientemente en una sola dosis o en dosis divididas administradas a 55
intervalos apropiados, por ejemplo, tal como dos, tres, cuatro o más subdosis por día. La subdosis misma se puede 
dividir adicionalmente, por ejemplo, en una serie de administraciones discretas poco espaciadas; tales como 
múltiples inhalaciones de un insuflador o mediante la aplicación de una pluralidad de gotas en el ojo.

El uso de los términos "a" y "uno" y "el" y "o" y referentes similares en el contexto de la descripción de la invención 60
debe interpretarse de modo que incluya tanto el singular como el plural, a menos que se afirme lo contrario o se 
contradiga claramente por el contexto. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a "un polipéptido sujeto" incluye una 
pluralidad de tales polipéptidos y la referencia a "el agente" incluye una referencia a uno o más agentes y 
equivalentes de los mismos conocidos por los expertos en la materia, y así sucesivamente.

65
Las expresiones “que comprende”, "que tiene", "que incluye", y "que contiene" deben interpretarse como términos 
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abiertos (es decir,que significa "que incluye, pero sin limitación") a menos que se indique lo contrario. La recitación 
de los intervalos de valores en el presente documento simplemente pretende servir como un método abreviado para 
referirse individualmente a cada valor separado que entre dentro del intervalo, a menos que se indique lo contrario 
en el presente documento, y cada valor separado se incorpore a la especificación como si se hubiera recitado 
individualmente en el presente documento. Todos los métodos descritos en el presente documento pueden 5
realizarse en cualquier orden adecuado a menos que se indique lo contrario en el presente documento o el contexto 
lo contradiga claramente. El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o lenguaje ejemplar (por ejemplo, "tal como") 
proporcionado en el presente documento, está destinado simplemente a clarificar mejor la invención y no plantea 
una limitación en el alcance de la invención a menos que se reivindique lo contrario. Ningún lenguaje en la 
especificación debe interpretarse como que indica que cualquier elemento no reivindicado es esencial para la 10
práctica de la invención.

Las realizaciones de esta invención se describen en el presente documento, incluyendo el mejor modo conocido por 
el inventor para llevar a cabo la invención. Las variaciones de esas realizaciones pueden ser evidentes para los 
expertos en la materia al leer la descripción anterior. El inventor espera que los expertos en la técnica empleen tales 15
variaciones según sea apropiado. Además, la divulgación abarca cualquier combinación de los elementos descritos 
anteriormente en todas las posibles variaciones de los mismos a menos que se indique lo contrario en el presente 
documento o se contradiga claramente por el contexto.

Con respecto a los intervalos de valores, la invención abarca cada valor intermedio entre los límites superior e 20
inferior del intervalo hasta, al menos, una décima parte de la unidad del límite inferior, salvo que el contexto indique 
claramente otra cosa. Además, la invención abarca cualquier otro valor intermedio indicado. Además, la invención 
también abarca intervalos que excluyen uno o ambos de los límites superior e inferior del intervalo, a menos que se 
excluya específicamente del intervalo establecido.

25
Además, todos los números que expresan cantidades de ingredientes, condiciones de reacción, % de pureza, 
polipéptidos y longitudes de polinucleótidos, y demás, utilizados en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, 
se modifican por el término "aproximadamente", a menos que se indique lo contrario. Por consiguiente, los 
parámetros numéricos establecidos en la memoria descriptiva y las reivindicaciones son aproximaciones que pueden 
variar dependiendo de las propiedades deseadas de la presente invención. Como mínimo, y no como un intento de 30
limitar la aplicación de la doctrina de equivalentes al alcance de las reivindicaciones, cada parámetro numérico debe 
interpretarse al menos a la luz del número de dígitos significativos indicados, aplicando técnicas de redondeo 
ordinarias. No obstante, los valores numéricos establecidos en los ejemplos específicos se indican con la mayor 
precisión posible. Cualquier valor numérico, sin embargo, contiene inherentemente ciertos errores de la desviación 
estándar de su medida experimental.35

A no ser que se defina de otra forma, los significados de todos los términos técnicos y científicos usados en el 
presente documento son aquellos comúnmente entendidos por un experto en la materia a la que pertenece esta 
invención. Un experto en la materia también apreciará que cualquier método y material similar o equivalente a los 
descritos en el presente documento también se puede usar para practicar o probar la invención.40
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<210>3
<211> 1170
<212> ADN5
<213> Virus de la diarrea epidémica porcina

<400>3

10

<210>4
<211> 1170
<212> ADN
<213> Virus de la diarrea epidémica porcina15

<400> 4

E15712230
13-12-2018ES 2 702 325 T3

 



46

E15712230
13-12-2018ES 2 702 325 T3

 



47

REIVINDICACIONES

1. Una composición que comprende un Virus de la Diarrea Epidémica Porcina (PEDV) y un vehículo no tóxico 
farmacéuticamente aceptable, en donde el PEDV tiene al menos un 99% de identidad con la SEQ ID NO: 1 o la SEQ 
ID NO: 2.5

2. La composición de la reivindicación 1, en donde el PEDV tiene al menos el 99,9% de identidad con la SEQ ID NO: 
1 o SEQ ID NO: 2, y preferentemente tiene al menos el 99,99% de identidad con la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, o 
en donde el PEDV consiste en la SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2.

10
3. La composición de la reivindicación 1 o de la reivindicación 2, que comprende adicionalmente una cantidad eficaz 
de un adyuvante inmunológico.

4. La composición de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el PEDV está conjugado o unido a un 
péptido no PEDV, o a un polisacárido.15

5. La composición de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende adicionalmente una segunda 
composición inmunogénica.

6. Una composición que comprende una proteína S1 del Virus de la Diarrea Epidémica Porcina (PEDV) y un 20
vehículo no tóxico farmacéuticamente aceptable, en donde la proteína S1 de PEDV tiene al menos un 99% de 
identidad con la proteína codificada por la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4.

7. La composición de la reivindicación 6, en donde la proteína S1 de PEDV tiene al menos el 99,9% de identidad con 
la proteína codificada por la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4, y preferentemente tiene al menos el 99,99% de 25
identidad con la proteína codificada por la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4, o en donde la proteína S1 de PEDV 
consiste en la proteína codificada por la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4.

8. La composición de la reivindicación 6 o de la reivindicación 7, que comprende adicionalmente una cantidad eficaz 
de un adyuvante inmunológico.30

9. La composición de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en donde la proteína S1 de PEDV está conjugada 
o unida a un péptido no PEDV S1 o a un polisacárido.

10. La composición de una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, que comprende adicionalmente una segunda 35
composición inmunogénica.

11. Una composición de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10 para su uso en un método para proteger un 
cerdo susceptible contra la infección por el Virus de la Diarrea Epidémica Porcina (PEDV).

40
12. La composición para su uso de acuerdo con la reivindicación 11, en donde el método comprende administrar la 
composición por suministro intramuscular, intradérmico o subcutáneo, o a través de una superficie de la mucosa, y 
en particular mediante inyección subcutánea o intramuscular, por ingestión oral, o por vía intranasal.

13. Una composición que comprende un casete de expresión que comprende un promotor y una secuencia que 45
codifica una proteína S1 del Virus de la Diarrea Epidémica Porcina (PEDV), en donde la proteína S1 de PEDV tiene 
al menos un 99% de identidad con la proteína codificada por la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4.

14. La composición de la reivindicación 13, en donde la proteína S1 de PEDV tiene al menos el 99,9% de identidad 
con la proteína codificada por la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4, y preferentemente tiene al menos el 99,99% de 50
identidad con la proteína codificada por la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4.

15. La composición de la reivindicación 13, en donde la proteína S1 de PEDV consiste en la proteína codificada por 
la SEQ ID NO: 3 o la SEQ ID NO: 4.
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