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DESCRIPCION
Respuesta inmune mejorada en especies bovinas

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método de inmuno-activacion en un miembro de la especie bovina. En
particular, la presente invencion incluye métodos para provocar respuestas inmunes sistémicas, no especificas y
especificas de antigenos, que son utiles para la administracion y proteccion de animales contra enfermedades
infecciosas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El ganado es una victima primordial para muchos tipos de infecciones virales, bacterianas y parasitarias. Las
practicas modernas de produccién, como el destete, el envio de ganado, las inclemencias del tiempo y las
necesidades nutricionales dentro de las industrias de carne y productos lacteos también pueden servir como
factores de riesgo que potencian la incidencia de la enfermedad. La enfermedad respiratoria bovina (BRD, por
sus siglas en inglés) o el complejo de enfermedades respiratorias bovinas, como se lo suele denominar, se
produce tanto en el ganado lechero como en el vacuno y es una de las principales causas de pérdidas
econdmicas para la industria ganadera en todo el mundo. Estas pérdidas se deben a la morbilidad, la mortalidad,
el aumento de peso reducido, los costos de tratamiento y prevencion, la pérdida de produccion de leche y los
impactos negativos en las caracteristicas de la canal.

Se cree que la patogenia de la BRD surge de numerosos factores estresantes ambientales y fisiologicos,
mencionados anteriormente, junto con agentes infecciosos. Mannheimia (Pasteurella) haemolytica, Pasteurella
multocida e Histophiius somni (anteriormente Haemophilus somnus) se consideran parte de la flora normal del
tracto respiratorio superior bovino. A la inversa, el tracto respiratorio inferior es un entorno relativamente estéril
que se mantiene mediante numerosas vias inmunoldgicas destinadas a prevenir la entrada de microbios. Cuando
el ganado es sometido a factores estresantes ambientales y fisiolégicos, las funciones inmunitarias innatas y
adquiridas del animal se ven comprometidas, lo que permite que estos organismos anteriormente mencionados
proliferen y a continuacion colonicen el tracto respiratorio inferior. Se sabe que varios virus bovinos tienen efectos
inmunosupresores en el pulmdn, como el virus infeccioso de la rinotraqueitis bovina (IBRV, IBR o BHV 1), el virus
de la diarrea viral bovina (BVDV), el virus sincitial respiratorio bovino (BRSV) y el virus de la parainfluenza tipo 3
(PI3). Sin embargo, Mannheimia haemolytica es, con mucho, el patégeno bacteriano mas prevalente entre los
casos de BRD.

La prevencion y el tratamiento actuales de la BRD consisten en la administracion de antibidticos a las
poblaciones de ganado bovino a su llegada a los lotes de alimentacion (es decir, la metafilaxis), la terapia con
antibioticos para el ganado enfermo y la vacunacion contra virus y bacterias de la BRD, incluida M. haemolytica.

Existen diferentes razones por las que los programas de vacunacion y las terapias farmacéuticas actuales no
resultan 6ptimos para controlar la BRD en el ganado actualmente. En primer lugar, el sistema de defensa del
huésped desempefia un papel importante en la lucha contra las enfermedades infecciosas en el ganado. Los
tratamientos convencionales incluyen la administracién de antibiéticos para tratar o controlar las infecciones
bacterianas. Sin embargo, no hay tratamientos farmacéuticos aprobados disponibles contra las infecciones
virales. Con BRD, en la mayoria de los casos no solo hay una infecciéon bacteriana sino también una infeccion
viral. En segundo lugar, el momento de la vacunacion es a menudo subdptimo. Para que una vacuna respiratoria
tenga una eficacia 6ptima, el producto debe administrarse 2 a 4 semanas antes del estrés o envio, y esto no
suele ser posible en la produccion comercial de ganado. Las vacunas se administran demasiado pronto o
demasiado tarde para ser 6ptimamente eficaces. US 2006/223769 A1 se refiere a una vacuna y un método para
la activacion inmune para proteger a un mamifero de una enfermedad, incluyendo el cancer, una enfermedad
asociada con una inflamacion alérgica, una enfermedad infecciosa, o un estado asociado con una actividad
nociva de un auto-antigeno. WO 2005/079506 A2 se refiere a un método para la activacion inmune sistémica con
el fin de proteger a un mamifero de una enfermedad, incluyendo el cancer, una enfermedad asociada con
inflamacion alérgica o una enfermedad infecciosa.

Por lo tanto, existe la necesidad de un método para estimular el sistema inmunoldgico y crear una respuesta
ofensiva para reducir o eliminar los organismos causantes de enfermedades. Es importante que este método sea
facil de administrar, funcione solo o en combinacion con vacunas o ayude a hacer que dichas vacunas sean mas
efectivas, tenga una duracion mas prolongada o no se requieran inyecciones adicionales para maximizar la
inmunidad. La presente invencién proporciona un método para provocar una respuesta inmune no especifica de
antigeno en la especie bovina que es facil de administrar, funciona solo o en combinacién con vacunas, e induce
una respuesta protectora contra uno o mas agentes infecciosos.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El método para provocar una respuesta inmune en un miembro de la especie bovina de la presente invencion
incluye administrar al miembro de la especie bovina una cantidad eficaz de una composicion de
inmunomodulador para provocar una respuesta inmune para su utilizacion en el tratamiento de la enfermedad
respiratoria bovina (BRD) provocada por Mannheimia haemolytica en el ganado vacuno. La composicion del
inmunomodulador incluye un vehiculo catiénico de administracion de liposomas que comprende [1-[2-[9-(Z)-
octadecenoiloxi] etil]-2-[8](Z) — heptadecenil]-3 [2-hidroxietil] cloruro de imidazolio (DOTIM) y colesterol y una
molécula de acido nucleico, en que la molécula de acido nucleico es un vector de plasmido de ADN no
codificante aislado derivado de bacteria sin inserto genético. Ademas, el inmunomodulador provoca una
respuesta inmune no antigénica especifica que es efectiva por si sola o mejora la operacion de al menos un
agente bioldgico, como una vacuna, cuando se administra antes de una vacuna de este tipo, coadministrada con
dicha vacuna, administrada después de la vacunacioén, o mezclado con la vacuna.

Los métodos proporcionan nuevas estrategias de tratamiento para proteger a las especies bovinas de
enfermedades infecciosas y para tratar a las poblaciones que tienen enfermedades infecciosas. Finalmente, el
método de la presente invencidn proporciona una proteccion mas rapida, mas larga y mejor contra una
enfermedad cuando el inmunomodulador se utiliza en combinacién con una vacuna.

1. Composicién
a. Inmunomodulador

En una forma de realizacién de la invencion, la composicion del inmunomodulador incluye un vehiculo catiénico
de administracién de liposomas que comprende [1-[2-[9-(Z)- octadecenoiloxi] etil]-2-[8](Z) — heptadecenil]-3 [2-
hidroxietil] cloruro de imidazolio (DOTIM) y colesterol y una molécula de acido nucleico, en que la molécula de
acido nucleico es un vector de plasmido de ADN no codificante aislado derivado de bacteria sin inserto genético..

Un vehiculo de administracion de liposomas adecuado comprende una composicion lipidica que es capaz de
suministrar moléculas de acido nucleico a los tejidos del sujeto tratado. Un vehiculo de administracion de
liposomas es preferiblemente capaz de permanecer estable en un sujeto durante un tiempo suficiente para
administrar una molécula de acido nucleico y / o un agente bioldgico. En una forma de realizacion, el vehiculo de
administracion de liposomas es estable en el sujeto receptor durante al menos aproximadamente 5 minutos. En
otra forma de realizacion, el vehiculo de administracion de liposomas es estable en el sujeto receptor durante al
menos aproximadamente 1 hora. En otra forma de realizacién mas, el vehiculo de administracion de liposomas
es estable en el sujeto receptor durante al menos aproximadamente 24 horas.

Un vehiculo de administraciéon de liposomas de la presente invencién comprende una composicion lipidica que
es capaz de fusionarse con la membrana plasmatica de una célula para suministrar una molécula de acido
nucleico a una célula. En una forma de realizacion, cuando se administra un complejo de acido nucleico:
liposoma de la presente invencién es al menos aproximadamente 1 picogramo (pg) de proteina expresada por
miligramo (mg) de proteina tisular total por microgramo (ug) de acido nucleico administrado. En otra forma de
realizacion, la eficiencia de transfeccion de un acido nucleico: el complejo de liposomas es al menos
aproximadamente 10 pg de proteina expresada por ug de proteina tisular total por pg de acido nucleico
administrado; y en otra forma de realizacién mas, al menos aproximadamente 50 pg de proteina expresada por
mg de proteina tisular total por ug de acido nucleico administrado. La eficiencia de transfeccion del complejo
puede ser tan baja como 1 femtograma (fg) de proteina expresada por mg de proteina tisular total por pug de
acido nucleico administrado, en que las cantidades anteriores son mas preferentes.

Un vehiculo de administracion de liposomas preferente de la presente invencion esta entre aproximadamente
100 y 500 nanémetros (nm), en otra forma de realizacion, entre aproximadamente 150 y 450 nm y en otra forma
de realizacion mas, entre aproximadamente 200 y 400 nm de diametro.

En el presente documento se describen también liposomas adecuados, que incluyen cualquier liposoma, como
por ejemplo los utilizados comunmente en, por ejemplo, métodos de administracion de genes conocidos por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, los vehiculos de administracion de liposomas comprenden lipidos de
vesiculas multilamelares (MLV) y lipidos extruidos. Los métodos para la preparacién de MLV son bien conocidos
en la técnica. Otros ejemplos son vehiculos de administracion de liposomas que comprenden liposomas que
tienen una composicion lipidica policationica (es decir, liposomas catiénicos) y / o liposomas que tienen una
estructura de colesterol conjugado con polietilenglicol. Las composiciones de liposomas catidénicos ejemplares
incluyen, pero no estan limitadas a, cloruro de N- [1- (2,3-dioleiloxi) propil] -N, N, N-trimetilamonio (DOTMA) y
colesterol, N- [1 - (2,3 -dioleoiloxi) propil] -N, N, N-trimetilamonio cloruro (DOTAP) y colesterol, 1- [2- (oleoiloxi)
etil] -2-oleil-3- (2-hidroxietil) imidazolinio cloruro (DOTIM) y colesterol, bromuro de dimetildioctadecilamonio
(DDAB) y colesterol, y combinaciones de los mismos.
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En el presente documento también se describe una molécula de acido nucleico adecuada que es cualquier
secuencia de acido nucleico como por ejemplo una secuencia codificante o no codificante, y ADN o ARN. Las
secuencias de acido nucleico codificantes codifican al menos una parte de una proteina o péptido, mientras que
la secuencia no codificante no codifica ninguna parte de una proteina o péptido. De acuerdo con la presente
invencion, los acidos nucleicos "no codificantes” pueden incluir regiones reguladoras de una unidad de
transcripcion, como por ejemplo una regién promotora. El término "vector vacio" se puede utilizar indistintamente
con el término "no codificante”, y en particular se refiere a una secuencia de acido nucleico en ausencia de una
porcién codificante de proteina, como un vector plasmido sin un inserto de gen. La expresion de una proteina
codificada por la molécula de acido nucleico no es necesaria para la provocacién de una respuesta inmune no
especifica de antigeno; por lo tanto, la molécula de acido nucleico no necesariamente tiene que estar unida
operativamente a una secuencia de control de transcripcion. Sin embargo, pueden obtenerse ventajas
adicionales (por ejemplo, inmunidad potenciada y especifica de antigeno) incluyendo en la composicion la
secuencia de acido nucleico (ADN o ARN) que codifica un inmundégeno y / o una citoquina.

La complejaciéon de un liposoma con una molécula de acido nucleico se puede lograr utilizando métodos
estandar en la técnica o tal como se describe en la Patente de Estados Unidos N° 6.693.086. Una concentracion
adecuada de una molécula de acido nucleico para afadir a un liposoma incluye una concentracion eficaz para
suministrar una cantidad suficiente de molécula de acido nucleico a un sujeto, de manera que se provoque una
respuesta inmune sistémica. En una forma de realizacion, desde aproximadamente 0.1 pg hasta
aproximadamente 10 ug de molécula de acido nucleico se combina con aproximadamente 8 nmol de liposomas,
en otra forma de realizacion, desde aproximadamente 0.5 ug hasta aproximadamente 5 ug de molécula de acido
nucleico se combina con aproximadamente 8 nmol de liposomas, y en otra forma de realizacion,
aproximadamente 1.0 ug de molécula de acido nucleico se combina con aproximadamente 8 nmol de liposomas.

En una forma de realizacion, la proporcion de acidos nucleicos por lipidos (ug acido nucleico: nmol de lipidos) en
una composicion es al menos de aproximadamente 1:1 acido nucleico: lipido en peso (es decir, 1 pg acido
nucleico: 1 nmol de lipido), y en otra forma de realizacién, al menos de aproximadamente 1:5, y en otra forma de
realizacion mas, al menos de aproximadamente 1:10, y en una forma de realizacion adicional al menos de
aproximadamente 1:20. Las proporciones expresadas en el presente documento se basan en la cantidad de
lipido catiénico en la composicion, y no en la cantidad total de lipido en la composicién. En otra forma de
realizacién, la relacion de acidos nucleicos por lipidos en una composicion de la invencidon es de
aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:80 acido nucleico: lipido en peso; y en otra forma de realizacion, de
aproximadamente 1:2 a aproximadamente 1:40 acido nucleico: lipido en peso; y una forma de realizacion
adicional, de aproximadamente 1:3 a aproximadamente 1:30 acido nucleico: lipido en peso; y en otra forma de
realizaciéon mas, de aproximadamente 1:6 a aproximadamente 1:15 acido nucleico: lipido en peso.

b. Agente biologico

En otra forma de realizacion de la invencion, el inmunomodulador incluye un vehiculo de administracion de
liposomas, una molécula de acido nucleico y al menos un agente bioldgico.

Los agentes biologicos adecuados son agentes que son eficaces en la prevencion o el tratamiento de
enfermedades bovinas. Dichos agentes bioldgicos incluyen proteinas potenciadoras inmunes, inmundgenos,
vacunas, antimicrobianos o cualquier combinacién de los mismos. Las proteinas potenciadoras inmunes
adecuadas son aquellas proteinas que se sabe que potencian la inmunidad. A modo de ejemplo no limitativo,
una citoquina, que incluye una familia de proteinas, es una familia de proteinas conocida que potencia la
inmunidad. Los inmundégenos adecuados son proteinas que provocan una respuesta inmunitaria humoral y / o
celular de manera que la administracién del inmundgeno a un sujeto aumenta una respuesta inmunitaria
especifica de inmundgeno contra las mismas proteinas o proteinas similares que se encuentran dentro de los
tejidos del sujeto. Un inmundégeno puede incluir un antigeno patégeno expresado por una bacteria, un virus, un
parasito o un hongo. Los antigenos preferentes incluyen antigenos que causan una enfermedad infecciosa en un
sujeto. De acuerdo con la presente invencion, un inmundgeno puede ser cualquier parte de una proteina, natural
o derivada sintéticamente, que provoca una respuesta inmune humoral y / o celular. Como tal, el tamafio de un
antigeno o inmunoégeno puede ser tan pequefio como de aproximadamente 5 a 12 aminoacidos y tan grande
como una proteina de longitud completa, incluidos los tamafios intermedios. El antigeno puede ser una proteina
multimérica o una proteina de fusion. El antigeno puede ser antigenos peptidicos purificados derivados de
células nativas o recombinantes. Las secuencias de acido nucleico de las proteinas potenciadoras inmunitarias e
inmunogenos estan vinculadas operativamente a una secuencia de control de transcripcion, de manera que el
inmundgeno se expresa en un tejido de un sujeto, provocando asi una respuesta inmune especifica de
inmunogeno en el sujeto, ademas de la respuesta inmune no especifica.

En otra forma de realizacién de la invencion, el agente bioloégico es una vacuna. La vacuna puede incluir una

vacuna viva, infecciosa, viral, bacteriana o parasitaria 0 una vacuna muerta, inactivada, viral, bacteriana o

parasitaria. En una forma de realizacion, una o mas vacunas, vacunas virales vivas o muertas, se pueden utilizar

en combinaciéon con la composicidon inmunomoduladora de la presente invencion. Las vacunas adecuadas

incluyen las conocidas en la técnica para las especies de ganado. Las vacunas ejemplares, sin limitacion,

incluyen aquellas utilizadas en la técnica para la proteccion contra la rinotraqueitis bovina infecciosa (IBR) (virus
4
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herpes bovino tipo 1 (BHV1)), virus de la parainfluenza tipo 3 (PI3), virus sincitial respiratorio bovino (BRSV),
virus bovino virus de la diarrea (BVDV Tipo 1y 2), Histophilus somni, Mycoplasma bovis y otras enfermedades
conocidas en la técnica. En una forma de realizacién ejemplar, se puede usar una vacuna para la proteccion
contra Mannheimia haemolytica en combinacién con la composicion inmunomoduladora de la presente
invencion.

En otra forma de realizacion mas de la invencion, el agente biolégico es un antimicrobiano. Los antimicrobianos
adecuados incluyen: quinolonas, preferentemente fluoroquinolonas, B-lactamas y antibidticos macrdélidos-
estreptogramina-lincosamida (MLS).

Las quinolonas adecuadas incluyen: benofloxacina, binfloxacina, cinoxacina, ciprofloxacina, clinafloxacina,
adafloxacina, enoxacina, enrofloxacina, fleroxacina, gemifloxacina, ibafloxacina, levofloxacina, lomefloxacina,
marbofloxacina, moxifloxacina, norfloxacina, ofloxacina, orbifloxacina, paxulfloxacina, pradofloxacina,
perfloxacina, temafloxacina, tosulfloxacina, sarafloxacina, gemifloxacina y esparfioxacina. Las fluoroquinolonas
preferentes incluyen ciprofloxacina, enrofloxacina, moxifloxacina, danofloxacina y pradofloxacina. Las
naftiridonas adecuadas incluyen acido nalidixico.

Las B-lactamas adecuadas incluyen penicilinas, como por ejemplo la penicilina benzatinica, la penicilina bencilina
(penicilina V), la penicilina de procaina, meticilina, oxacilina, nafcilina, cloxacilina, dicloxacilina, flocoxacilina,
temocilina, amoxicilina, co-amoxiclav (amoxicilina y acido clavulanico), azlocilina, carbenicilina, ticarcilina,
mezlocilina, piperacilina; cefalosporinas, como por ejemplo cefalonio, cefalexina, cefazolina, cefapririna,
cefquinoma, ceftiofur, cefalotina, cefaclor, cefuroxima, cefamandol, defotetan,cefoxitina, ceftriaxone, cefotaxima,
cefpodoxima, cefxima, ceftazidima, cefepima, cefpiroma, carbapenems y penems como imipenem, meropenem,
ertapenem, faropenem, doripenem, monobactams como aztreonam (Azactam), tigemonam, nocardicina A,
tabtoxinina-B-lactama; e inhibidores de la B-lactamasa, como por ejemplo acido clavulanico, tazobactam y
sulbactam. Las B-lactamas preferidas incluyen cefalosporinas, en particular, cefazolina.

Los antibidticos MLS adecuados incluyen cualquier macroélido, lincomicina, clindamicina, pirlimicina. Una
lincosamida preferida es pirlimicina.

Otros antimicrobianos incluyen 2-piridonas, tetraciclinas, sulfonamidas, aminoglicosidos, trimetoprim,
dimetridazoles, eritromicina, framicelina, furazolidona, diversas pleuromutilinas como por ejemplo tiamulina,
valnemulina, diversas estreptomicinas, clopildol, salinomicina, monensina, halofuginona, narasina, robenidina, etc

2. Métodos
a. Métodos de estimulacion inmune.

En una forma de realizaciéon de la invencién, se provoca una respuesta inmune en un miembro de la especie
bovina administrando una cantidad eficaz de una composiciéon inmunomoduladora al miembro de la especie
bovina. La cantidad efectiva es suficiente para provocar una respuesta inmune en el miembro de la especie
bovina. El inmunomodulador incluye un vehiculo de administracion de liposomas y una molécula de acido
nucleico.

En una forma de realizacion, la cantidad efectiva del inmunomodulador es de aproximadamente 1 microgramos a
aproximadamente 1000 microgramos por animal. En otra forma de realizaciéon, la cantidad efectiva del
inmunomodulador es de aproximadamente 5 microgramos a aproximadamente 500 microgramos por animal. En
otra forma de realizacion mas, la cantidad efectiva del inmunomodulador es de aproximadamente 10
microgramos a aproximadamente 100 microgramos por animal. En una forma de realizacion adicional, la
cantidad efectiva del inmunomodulador es de aproximadamente 10 microgramos a aproximadamente 50
microgramos por animal.

En otra forma de realizacién de la invencién, se provoca una respuesta inmunitaria en un miembro de la especie
bovina administrando una cantidad eficaz de un inmunomodulador, que incluye un vehiculo de administracion de
liposomas, una molécula de acido nucleico aislada y un agente bioldgico. Se contempla que el agente bioldgico
se puede mezclar con o coadministrar con el inmunomodulador o independientemente del mismo. La
administracién independiente puede ser antes o después de la administracion del inmunomodulador. También se
contempla que puede utilizarse mas de una administracion del inmunomodulador o agente bioldgico para
extender la inmunidad potenciada. Ademas, se puede coadministrar mas de un agente biolégico con el
inmunomodulador, se puede administrar antes del inmunomodulador, se puede administrar después de la
administracion del inmunomodulador, o simultdneamente.

b. Enfermedades

Los métodos de la invencién provocan una respuesta inmune en un sujeto de manera que el sujeto esta
protegido de una enfermedad que es susceptible de provocar una respuesta inmune. Tal como se utiliza en el
presente documento, la frase "protegido / a de una enfermedad" se refiere a reducir los sintomas de la
enfermedad; reducir la aparicién de la enfermedad, y reducir la gravedad clinica o patoldgica de la enfermedad o
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reducir la diseminacion de un patégeno que provoca una enfermedad. La proteccién de un sujeto puede referirse
a la capacidad de una composicion terapéutica de la presente invencion, cuando se administra a un sujeto, para
prevenir que ocurra una enfermedad, curar y / o aliviar o reducir los sintomas de la enfermedad, los signos
clinicos, la patologia o las causas. Los ejemplos de signos clinicos de BRD incluyen lesiones pulmonares,
aumento de la temperatura, depresion (por ejemplo, anorexia, sensibilidad reducida a los estimulos externos,
orejas caidas), descarga nasal y caracter respiratorio (por ejemplo, frecuencia respiratoria, esfuerzo respiratorio).

Como tal, proteger a un miembro de la especie bovina de una enfermedad incluye prevenir la aparicion de la
enfermedad (tratamiento profilactico) y tratar a un miembro de la especie bovina que tiene una enfermedad
(tratamiento terapéutico). En particular, la proteccion de un sujeto de una enfermedad se logra provocando una
respuesta inmunitaria en el miembro de la especie bovina induciendo una respuesta inmunitaria beneficiosa o
protectora que puede, en algunos casos, suprimir, reducir, inhibir o bloquear adicionalmente una actividad
hiperactiva o una respuesta inmune perjudicial. El término "enfermedad" se refiere a cualquier desviacion de la
salud normal de un miembro de la especie bovina e incluye un estado en que estan presentes los sintomas de la
enfermedad, asi como las condiciones en las que se ha producido una desviacion (por ejemplo, infeccion,
mutacion genética, defecto genético, etc.), pero los sintomas todavia no se han manifestado.

Los métodos de la invencion se pueden utilizar para la prevencion de enfermedades, la estimulaciéon de la
inmunidad de las células efectoras contra enfermedades, la eliminaciéon de enfermedades, el alivio de
enfermedades y la prevencion de enfermedades secundarias resultantes de la aparicion de una enfermedad
primaria.

La presente invencion también puede mejorar la respuesta inmune adquirida del animal cuando se coadministra
con una vacuna frente a la administracion de la vacuna por si misma. En general, una vez que se administra una
vacuna, ésta no protege al animal inmediatamente, ya que lleva tiempo estimular la inmunidad adquirida. El
término "mejorar" se refiere, en la presente invencion, a la provocacion de una respuesta inmune innata en el
animal hasta que la vacuna comienza a proteger al animal y / o a prolongar el periodo de proteccion, a través de
la inmunidad adquirida, proporcionada por la vacuna.

Los métodos de la invencion incluyen administrar la composicion para proteger contra la infeccion de una amplia
variedad de patdgenos. La composicion administrada puede o no incluir un antigeno especifico para provocar
una respuesta especifica. Se contempla que los métodos de la invencion protegeran al sujeto receptor de
enfermedades resultantes de agentes microbianos infecciosos que incluyen, sin limitacion, virus, bacterias,
hongos y parasitos. Las enfermedades infecciosas virales ejemplares, sin limitacion, incluyen aquellas
resultantes de la infeccidn con rinotraqueitis bovina infecciosa (IBR) (virus del herpes bovino tipo 1 (BHV1)), virus
de la parainfluenza tipo 3 (PI3), virus sincitial respiratorio bovino (BRSV), virus de la diarrea viral bovina (BVDV
Tipo 1y 2), adenovirus bovino, coronavirus bovino (BCV), calicivirus bovino, parvovirus bovino, BHV4, reovirus
bovino, enterovirus bovino, rinovirus bovino, virus de fiebre catarral bovina, virus de la leucemia bovina, virus de
la rabia, virus de estomatitis vesicula (VSV), lengua azul (Orbivirus), sus recombinantes y otros virus conocidos
en la técnica. Las infecciones bacterianas ejemplares, sin limitacion, incluyen aquellas resultantes de la infeccion
con bacterias gram positivas o negativas y Mycobacterias como Escherichia coli, Pasteurella multocida,
Clostridium perfringens, Clostridium colinum, Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium novyi,
Clostridium chauveoi, Clostridium septicum, Clostridium hemolyticum, Clostridium tetani, Mannheimia
haemolytica, Ureaplasma diversum. Mycoplasma dispar, Mycoplasma bovis, Mycoplasma bovirhinis, Histophilus
somni. Campylobacter fetus. Leptospira spp., Arcanobacterium pyogenes, Bacillus anthrax, Fusobacterium
necrophorum, Fusobacterium spp., Treponema spp., Corynebacterium, Brucella abortus, Mycobacterium
paratuberculosis, Mycobacterium spp., Histophilus spp., Moraxella spp., Muellerius spp., Mycoplasma spp.,
Salmonella spp., Bacillus anthracis, y otras bacterias conocidas en la técnica. Entre los hongos o infecciones de
moho ejemplares, sin limitacion, se incluyen los que resultan de la infeccion con Actinobacterim spp., Aspergillus
spp. E Histomonas spp., Y otros hongos o mohos infecciosos conocidos en la técnica. Los parasitos ejemplares
incluyen, sin limitacion, Neospora spp. Trichostrongylus, Cooperia, Anaplasma spp, Babesia spp, Chorioptes spp,
Cysticercus spp., Dermatophilus spp. Damalinia bovis, Dictylocaulus spp, Eimeria spp, Eperythrozoon spp.
Haemonchus spp, Melophagus spp, Muellerius spp, Nematodirus spp, Oestrus spp, Ostertagia spp, Psoroptes
spp, Sarcoptes spp, Se / pens spp, Strongploides spp, Toxoplasma spp, Trichuris spp. y Tritrichomas spp.,
Fascioloides spp., Anaplasma marginale, y otros parasitos conocidos en la técnica.

c. Sujetos

Los métodos de la invencion pueden administrarse a cualquier sujeto o miembro de la especie bovina, ya sea
doméstica o salvaje. En particular, se puede administrar a aquellos sujetos que se crian comercialmente para la
cria, la produccion de carne o leche. Los sujetos bovinos adecuados, sin limitacion, incluyen antilopes, bufalos,
yaks, bovinos y bisontes. En una forma de realizacion, el miembro de la especie bovina es ganado bovino. Las
especies de ganado incluyen, sin limitacion, vacas, toros, novillos, novillas, bueyes, ganado de engorde o ganado
lechero. Un experto en la materia apreciara que los métodos de la invencion seran en gran medida beneficiosos
para el ganado criado para la cria, la produccion de carne o leche, ya que son especialmente vulnerables a la
exposiciéon ambiental a agentes infecciosos.
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d. Administracion

Se encuentran disponibles una variedad de rutas de administracion. El modo particular seleccionado dependera,
por supuesto, de los agentes biolégicos particulares seleccionados, la edad y el estado general de salud del
sujeto, la afeccion particular que se trata y la dosis requerida para la eficacia terapéutica. Los métodos de esta
invencién pueden ponerse en practica utilizando cualquier modo de administraciéon que produzca niveles
efectivos de respuesta inmune sin causar efectos adversos clinicamente inaceptables. Las composiciones
pueden presentarse convenientemente en una forma de dosificacion unitaria y pueden prepararse por cualquiera
de los métodos bien conocidos en la técnica.

La vacunacioén de la especie bovina se puede realizar a cualquier edad. La vacuna se puede administrar por via
intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, por via subcutanea, por pulverizacion / aerosol, por via
oral, intraocular, intratraqueal, intranasal o por otros métodos conocidos en la técnica. Ademas, se contempla
que los meétodos de la invencién pueden utilizarse en base a programas de vacunacion rutinarios. El
inmunomodulador también se puede administrar por via intravenosa, intramuscular, por via subcutanea, por
pulverizacién, por via oral, intraocular, intratraqueal, nasal o por otros métodos conocidos en la técnica. En una
forma de realizacién, el inmunomodulador se administra por via subcutanea. En otra forma de realizacién, el
inmunomodulador se administra por via intramuscular. En otra forma de realizacién mas, el inmunomodulador se
administra como un aerosol. En una forma de realizaciéon adicional, el inmunomodulador se administra por via
oral.

En una forma de realizacion, el inmunomodulador se administra solo al animal antes de la exposicion (o
infeccion). En ofra forma de realizacion, el inmunomodulador se administra solo al animal después de la
exposicion (o infeccién). En otra forma de realizacion mas, el inmunomodulador se administra solo al animal al
mismo tiempo que la exposicion (o infeccién). En una forma de realizacion adicional, la composicion del
inmunomodulador se coadministra al mismo tiempo que la vacunacién antes de la exposicién. En otra forma de
realizaciéon adicional, la composiciéon inmunomoduladora se coadministra al mismo tiempo que la vacunacion al
mismo tiempo que la exposicién (o infeccion). La administracion conjunta puede incluir la administracion de la
vacuna y el inmunomodulador en la misma ubicacion general en el animal en dos sitios diferentes uno al lado del
otro (por ejemplo, inyecciones una junto a la otra en el cuello del animal), en lados opuestos del animal en la
misma ubicacion general (es decir, uno en cada lado del cuello), o en diferentes ubicaciones del mismo animal.

En otra forma de realizacion, la composicién inmunomoduladora se administra antes de la vacunacion vy la
exposicion. En una forma de realizacién adicional, la composicién inmunomoduladora se administra después de
la vacunacion pero antes de la exposicion. En una forma de realizacién adicional, la composicion
inmunomoduladora se administra después de la exposicion a un animal que ha sido vacunado antes de la
exposicion (o infeccion).

En una forma de realizacién, el inmunomodulador se administra desde aproximadamente 1 a aproximadamente
14 dias antes de la exposicion o desde aproximadamente 1 a aproximadamente 14 dias después de la
exposicién. En otra forma de realizaciéon, el inmunomodulador se administra desde aproximadamente 1 a
aproximadamente 7 dias antes de la exposicién o desde aproximadamente 1 a aproximadamente 7 dias después
de la exposiciéon. En otra forma de realizacién mas, el inmunomodulador se administra 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dias
antes de la exposicién o 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dias después de la exposicion.

Otros sistemas de administracion pueden incluir sistemas de administracion de liberacién prolongada, liberacion
retardada o liberacidon sostenida. Dichos sistemas pueden evitar administraciones repetidas de las
composiciones, por lo tanto, aumentando la conveniencia. Muchos tipos de sistemas de administraciéon de
liberacion estan disponibles y son conocidos por los expertos en la técnica. Incluyen sistemas basados en
polimeros, como poli (lactida-glicolida), copoloxalatos, policaprolactonas, poliesteramidas, poliortoésteres, acido
polihidroxibutirico y polianhidridos. Las microcapsulas de los polimeros anteriores que contienen farmacos se
describen, por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N° 5,075,109. Los sistemas de administracion también
incluyen sistemas no poliméricos que son lipidos que incluyen esteroles como colesterol, ésteres de colesterol y
acidos grasos o grasas neutras como mono-di y tri-glicéridos; sistemas de liberacion de hidrogel; sistemas
sylastic; sistemas basados en péptidos; revestimientos de cera; tabletas de comprimidos que utilizan aglutinantes
convencionales y excipientes; implantes parcialmente fundidos; y similares. Los ejemplos especificos incluyen,
pero no se limitan a, sistemas de erosiéon en los que un agente de la invencion esta contenido en una forma
dentro de una matriz como las descritas en las patentes de EE. UU. Nos. 4,452,775, 4,675,189 y 5,736,152, y
sistemas difusionales en los que se impregna un componente activo a una velocidad controlada de un polimero
tal como se describe en las patentes de EE.UU. Nos. 3,854,480, 5,133,974 y 5,407,686. Ademas, se pueden
utilizar sistemas de suministro de equipos basados en bombas, algunos de los cuales estan adaptados para la
implantacion.

Dado que se podrian realizar varios cambios en la composicion, los productos y los métodos anteriores sin
apartarse del alcance de la invencion, se pretende que toda la materia contenida en la descripcion anterior y en
los ejemplos que figuran a continuacion, se interprete como ilustrativa y no en un sentido limitante.
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DEFINICIONES

El término "cantidad efectiva" se refiere a la cantidad necesaria o suficiente para realizar un efecto bioldgico
deseado. Por ejemplo, una cantidad efectiva de inmunomodulador para tratar o prevenir una enfermedad
infecciosa es la cantidad necesaria para causar el desarrollo de una respuesta inmune al exponerse al microbio,
lo que causa una reduccion en la cantidad de microbio dentro del sujeto y, preferentemente, para la erradicacion
del microbio. La cantidad efectiva para cualquier aplicacion particular puede variar dependiendo de factores tales
como la enfermedad o afeccién que se trata, el tamafio del sujeto o la gravedad de la enfermedad o afeccién. Un
experto en la técnica puede determinar empiricamente la cantidad efectiva de inmunomodulador sin necesidad
de experimentacion indebida.

El término "citocina" se refiere a una familia de proteinas que mejora el sistema inmunoldégico. La familia de
citoquinas incluye factor de crecimiento hematopoyético, interleucinas, interferones, moléculas de superfamilia de
inmunoglobulinas, moléculas de familia de factor de necrosis tumoral y quimiocinas (es decir, proteinas que
regulan la migracion y activacion de las células, particularmente células fagociticas). Las citoquinas ejemplares
incluyen, sin limitacion, interleucina-2 (IL-2), interleucina -12 (IL12), interleuquina-15 (IL-15), interleuquina-18 (IL-
18), interferon-a (IFNa) e interferdn -y (IFNy).

El término "obtener" se puede usar indistintamente con los términos activar, estimular, generar o regular.

El término "provocar una respuesta inmune" en un sujeto se refiere a controlar o influir especificamente en la
actividad de la respuesta inmune, y puede incluir la activacion de una respuesta inmune, regular la respuesta
inmune, mejorar la respuesta inmune y / o alterar una respuesta inmune (como por ejemplo provocando un tipo
de respuesta inmune que a su vez cambia el tipo prevalente de respuesta inmune en un sujeto de una que es
dafina o ineficaz a una que es beneficiosa o protectora).

El término "unido operativamente" se refiere a unir una molécula de acido nucleico a una secuencia de control de
transcripcion de manera tal que la molécula pueda expresarse cuando se transfecta (es decir, se transforma, se
transduce o se transfecta) en una célula huésped. Las secuencias de control transcripcional son secuencias que
controlan el inicio, el alargamiento y la terminacion de la transcripcion. Las secuencias de control de la
transcripcion particularmente importantes son aquellas que controlan el inicio de la transcripcién, como por
ejemplo secuencias promotoras, potenciadoras, operadoras y represoras. Los expertos en la técnica conocen
una variedad de dichas secuencias de control de la transcripcion. Las secuencias de control de transcripcion
preferentes incluyen aquellas que funcionan en células de aves, peces, mamiferos, bacterias, plantas e insectos.

Si bien puede utilizarse cualquier secuencia de control de la transcripcidon con la invencion, las secuencias
pueden incluir secuencias de control de la transcripcion que se producen naturalmente asociadas naturalmente
con una secuencia que codifica un inmundgeno o una proteina estimulante inmune.

Los términos "molécula de acido nucleico" y "secuencia de acido nucleico" se pueden usar de manera
intercambiable e incluyen ADN, ARN o derivados de ADN o ARN. Los términos también incluyen oligonucleétidos
y secuencias mas grandes, que incluyen tanto moléculas de acido nucleico que codifican una proteina o un
fragmento de la misma, como moléculas de acido nucleico que comprenden regiones reguladoras, intrones u
otros ADN o ARN no codificantes. Habitualmente, un oligonucleétido tiene una secuencia de acido nucleico de
aproximadamente 1 a aproximadamente 500 nucleétidos, y mas habitualmente, tiene una longitud de al menos
aproximadamente 5 nucleétidos. La molécula de acido nucleico puede derivarse de cualquier fuente, incluidas
fuentes de mamiferos, peces, bacterias, insectos, virus, plantas o sintéticas. Una molécula de acido nucleico
puede producirse mediante métodos comuinmente conocidos en la técnica, como la tecnologia de ADN
recombinante (por ejemplo, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), amplificaciéon, clonacién) o sintesis
quimica. Las moléculas de acido nucleico incluyen moléculas de acido nucleico natural y homdlogos de las
mismas, que incluyen, pero no se limitan a, variantes alélicas naturales y moléculas de acido nucleico
modificadas en las que se han insertado, eliminado, sustituido o invertido los nucleétidos de tal manera que
dichas modificaciones no interfieren sustancialmente con la capacidad de la molécula de acido nucleico para
codificar un inmunogeno o proteina estimulante inmune Util en los métodos de la presente invencion. Se puede
producir un homaélogo de acido nucleico utilizando varios métodos conocidos por los expertos en la técnica (ver,
por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labs Press, 1989).

Los expertos en la técnica conocen técnicas para detectar la inmunogenicidad, como la inmunogenicidad del
antigeno patégeno o la actividad de citoquinas, e incluyen una variedad de ensayos in vitro e in vivo.

EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos ilustran diversas formas de realizacion de la invencion.

Ejemplo 1. Evaluacion del ganado que recibe un inmunomodulador de ADN antes o después de desarrollar una
enfermedad respiratoria natural bovina.
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El propésito de este estudio fue determinar la eficacia del inmunomodulador de ADN administrado a los terneros
antes y después del desarrollo de casos naturales de BRD.

Inmunomodulador

El inmunomodulador utilizado en este estudio fue una composicion que comprende un lipido catiénico y un ADN
no codificante. Los componentes lipidicos inmunomoduladores sintéticos [1- [2- [9- (Z) -octadecenoyiloxi]] - 2- [8]
(Z) -heptadecenil] -3- [hidroxietil] imidazolinio cloruro (DOTIM) y un colesterol lipidico neutro sintético fueron
formulados para producir liposomas de aproximadamente 200 nm de diametro (Ver, Patente de los Estados
Unidos 6,693,086). El componente de ADN era un plasmido de ADN no codificante de 4242 pares de bases
producido en E. coli, que, al estar cargado negativamente, se asocia con los liposomas cargados positivamente
(catidnicos) (Ver, Patente de los Estados Unidos 6,693,086).

Animales de Estudio

84 terneros Holstein en edad de destete se seleccionaron de un hato sin un historial actual de enfermedades
respiratorias. Cada ternero se evaluo inicialmente y se determind que gozaba de buena salud. Los 84 terneros se
dividieron en siete grupos de tratamiento de 12 terneros cada uno. Solo se incluyeron en el estudio los animales
no vacunados contra Mannheimia haemolytica. Ninguno de los animales habia recibido un agente antimicrobiano
en los 30 dias anteriores a la administracion del inmunomodulador de ADN.

A los grupos de tratamiento se les administraron dosis variables del inmunomodulador de ADN descrito
anteriormente en el dia del tratamiento tal como se indica en la Tabla 1 .1 a continuacion. El esquema de dilucién
del inmunomodulador de ADN se proporciona en la Tabla 1.2. El inmunomodulador de ADN se administré por via
intramuscular y craneal en el hombro izquierdo, ventral al ligamento nucal y caudodorsal en el surco yugular de
los terneros.

Tal como se menciona mas adelante, el Dia de tratamiento -1 se refiere a la fecha de inicio del estudio después
de la seleccion inicial en la que se evalu6 a los terneros y se determiné que eran adecuados para el estudio. El
Dia de Tratamiento 0 es un dia posterior al Dia -1, y asi sucesivamente.

Tabla 1 .1. Planificaciéon de Administracion de Inmunomodulador

Numero de | Dosis de Inmunomodulador Dia de Administracién de Animales por Grupo de
Tratamiento de ADN (ug) Inmunomodulador Tratamiento

1 500 -1 12

2 200 -1 12

3 50 -1 12

4 500 0 12

5 200 0 12

6 50 0 12

7 0 (Control) NA 12

Se observé que una gran proporcion de los terneros experimentaban niveles variables de BRD en la mafiana del
dia 0. En el Dia 5, se observd que todos los terneros que quedaban en la poblacion del estudio cumplian con la
definicion de caso de morbilidad por BRD. El ganado solo se eliminé de la poblacion del estudio si se indico la
eutanasia debido a una BRD grave. No se observaron otras enfermedades infecciosas / no infecciosas y, por lo
tanto, fue necesario eliminarlas en este estudio.

Evaluacion

En los Dias 1 a 5 del estudio, se evaluaron diversos indicadores de salud de los terneros. Por ejemplo, se
determinaron la temperatura rectal y el peso promedio diario para cada uno de los terneros por dia a lo largo del
estudio. Los animales se evaluaron aproximadamente a la misma hora cada dia (+/- 3 horas) desde el Dia 1
hasta el Dia 5. Se analizaron los promedios de las temperaturas rectales y el aumento de peso diario promedio
de acuerdo con la dosis de inmunomodulador administrada. En el dia 5, todos los terneros fueron sacrificados y
necropsiados. Los resultados de las lesiones pulmonares se determinaron (segun el grado de consolidacion
pulmonar estimado por inspeccion visual y palpacion manual) para cada ternero individual en el momento de la
necropsia.
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Se analizaron los resultados de lesién pulmonar con respecto a la dosis de inmunomodulador administrado. Los
resultados generales de las lesiones pulmonares para cada dia de administracion fueron de aproximadamente
11% y 14% para el Dia -1 y el Dia 0, respectivamente. Se expusieron resultados de lesiones pulmonares de
11.2%, 9.0%, 10.8% y 19.9% para 500, 200, 50 y grupos de control negativo, respectivamente. La mayor
diferencia entre el grupo de control y un grupo tratado (200 pg) fue aproximadamente una reduccion del 11%.

Las estimaciones ajustadas por modelo reflejan los promedios sin procesar que se ajustan para todas las
covariables del modelo estadistico (es decir, dosis, dia y dosis por dia), asi como para el establo en el que se
alojaron los terneros durante todo el estudio. Por lo tanto, las estimaciones ajustadas por el modelo pueden
mostrar diferencias en comparacién con los promedios sin procesar.

También se realizaron bacteriologia (cultivos de pulmén) y virologia (frotis nasales) posteriores. De los terneros
restantes (69) que se sacrificaron el Dia 5, se encontré que un 11.6% presentaban virus de herpes bovino tipo 1
(BHV-1) en las secreciones nasales. Con respecto a los cultivos de pulmoén de todos los animales del estudio, el
41% fue positivo para Mh, el 31,3% fue positivo para Pasteurella multocida (Pm), el 10.8% fue positivo para Mh y
Pm, y no se aislé Histophilus somni en toda la poblacién estudiada. En este estudio no se realizaron cultivos para
Mycoplasma bovis.

Resultados

En este estudio, la dosis del inmunomodulador de ADN (es decir, 500 pg, 200 pg y 50 pg) permitié una reduccion
significativa en los resultados de las lesiones pulmonares en comparacion con el control negativo (P = 0.1284).
Sin embargo, el dia de la administracion del inmunomodulador de ADN (es decir, el Dia -1 o 0) no se asocio
significativamente con los resultados de las lesiones pulmonares. No se observaron diferencias estadisticas en
los resultados de lesiones pulmonares entre los grupos de dosis de inmunomodulador de ADN. La temperatura
rectal tendi6 a asociarse significativamente con la dosis de inmunomodulador de ADN (P = 0.1190), pero no se
asocio con el dia de la administracion. No se observaron diferencias obvias entre la dosis del inmunomodulador
de ADN y el control negativo con respecto al aumento de peso diario promedio.

Se produjo una fuerte tendencia a que el inmunomodulador de ADN redujera las lesiones pulmonares en
comparacion con el control negativo, lo que demuestra que este producto tiene el potencial de proteger el tejido
pulmonar durante un brote de BRD. En este estudio, el dia de la administracién del tratamiento no se asocié con
las lesiones pulmonares, lo que indica que no importa si el ganado recibié el inmunomodulador de ADN un dia
antes o el mismo dia en que se presentaron los signos clinicos asociados con la BRD. Este resultado es
importante ya que el tiempo de exposicion a los patdégenos BRD generalmente se desconoce entre los sistemas
de produccioén habituales y se complica aun mas por el impacto de diversos factores estresantes experimentados
por el ganado en toda la cadena de produccién. Por lo tanto, proporcionar a los productores un producto que
ofrezca flexibilidad en el momento de la administracion, en relacion con la aparicion de BRD, es de extremo valor
en las industrias de carne y lacteos.

Ejemplo 2. Evaluacion del ganado que recibe un inmunomodulador de ADN simultaneamente o un dia después
de una exposicion experimental con Mannheimia haemolytica

El propésito de este estudio fue determinar la eficacia del inmunomodulador de ADN administrado a terneros
simultaneamente o un dia después de una exposicion experimental con Mannheimia haemolytica.

Inmunomodulador

El inmunomodulador utilizado en este estudio fue la composicién descrita anteriormente en el Ejemplo 1.

Animales de Estudio

84 terneros Holstein en edad de destete y con un peso promedio de aproximadamente 300 Ib (136 kg) se
seleccionaron de un hato sin un historial actual de enfermedades respiratorias. Cada ternero se evalud
inicialmente y se determind que gozaba de buena salud. Los 84 terneros se dividieron en siete grupos de
tratamiento de 12 terneros cada uno. Solo se incluyeron en el estudio los animales no vacunados contra
Mannheimia haemolytica. Ninguno de los animales habia recibido un agente antimicrobiano en los 30 dias
anteriores a la administracion del inmunomodulador de ADN. Los grupos de tratamiento recibieron dosis
variables del inmunomodulador de ADN el dia del tratamiento, tal como se indica en la Tabla 2.1 a continuacion.

El esquema de dilucién del inmunomodulador de ADN se proporciona en la Tabla 2.2. El inmunomodulador de
ADN se administré por via intramuscular y craneal en el hombro izquierdo, ventral al ligamento nucal y
caudodorsal en el surco yugular de los terneros.

Tal como se menciona mas adelante, el Dia de tratamiento 0 se refiere a la fecha de inicio del estudio después
de la seleccion inicial en la que se evalud a los terneros y se determind que estaban en buen estado de salud. El
Dia de Tratamiento 1 es un dia posterior al dia 0, y asi sucesivamente.
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Tabla 2.1. Planificacion de Administracion de Inmunomodulador y Exposicion a Mh

Numero de Dosis de Dia de Administracion Dia de Animales por
Tratamiento | Inmunomodulador de Inmunomodulador Administraciéon de Grupo de
de ADN (ug) Exposicion a Mh Tratamiento
1 500 0 0 12
2 200 0 0 12
3 50 0 0 12
4 500 1 0 12
5 200 1 0 12
6 50 1 0 12
7 0 (Control) NA 0 12

Exposicion experimental

En el dia 0, los terneros fueron expuestos a un total de 3.12 x 10 7 unidades formadoras de colonias (CFU) de
Mannheimia haemolytica. El inéculo se administré por via respiratoria. En el dia 3, se observd que todos los
terneros en la poblacién de estudio cumplian con la definicion de caso de morbilidad por BRD. El promedio de
dia de aparicién fue un dia.

Evaluacion

Al igual que en el ejemplo anterior, en los dias 1 a 5 del estudio, se evaluaron varios indicadores de salud de los
terneros. La temperatura rectal y el peso promedio diario se determinaron para cada uno de los terneros por dia
a lo largo del estudio. Los animales fueron evaluados aproximadamente a la misma hora cada dia. Se analizaron
los promedios de las temperaturas rectales y el aumento de peso diario promedio con respecto a la dosis de
inmunomodulador administrado.

En el Dia 5, todos los terneros fueron sacrificados y necropsiados. Se determinaron los resultados de lesion
pulmonar para cada ternero individual en el momento de la necropsia de acuerdo con la férmula descrita en el
Ejemplo 1.

Se analizaron los resultados de lesion pulmonar ajustados por el modelo con respecto a la dosis de
inmunomodulador administrada.

Resultados

En este estudio, la dosis del inmunomodulador de ADN (es decir, 500 pg, 200 pyg y 50 pg) redujo
significativamente los resultados de las lesiones pulmonares en comparacion con el control negativo. Sin
embargo, las dosis mas bajas (200 uyg y 50 pg) superaron la dosis de 500 pg en la reduccion de lesiones
pulmonares. El dia de la administracion del inmunomodulador de ADN (es decir, el Dia 0 o 1) no se asoci6
significativamente con los resultados de las lesiones pulmonares. No se observaron diferencias estadisticas en
los resultados de lesiones pulmonares entre los grupos de dosis de inmunomodulador de ADN. La temperatura
rectal se redujo significativamente en los terneros a los que se administré el inmunomodulador de ADN en
comparacion con el control negativo, pero no se asocié con la dosis. No se observaron diferencias obvias entre la
dosis del inmunomodulador de ADN y el control negativo con respecto al aumento de peso diario promedio.

Se produjo una fuerte tendencia a que el inmunomodulador de ADN redujera las lesiones pulmonares en
comparacion con el control negativo, lo que demuestra que este producto tiene el potencial de proteger el tejido
pulmonar durante un brote de BRD. En este estudio, el dia de la administracién del tratamiento no se asocié con
lesiones pulmonares, lo que indica que no importé si el ganado recibié el inmunomodulador de ADN un dia antes,
o el mismo dia, el inicio de los signos clinicos asociados con BRD. Este resultado es importante ya que el tiempo
de exposicion a los patéogenos de BRD es generalmente desconocido entre los sistemas de produccion
habituales y se complica aun mas por el impacto de diversos factores estresantes experimentados por el ganado
en toda la cadena de produccion. Por lo tanto, proporcionar a los productores un producto que ofrezca flexibilidad
en el tiempo de administracion, en relacion con la aparicion de BRD, es de gran valor en las industrias de carne y
lacteos.
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Ejemplo 3. Evaluacion del ganado que recibié un inmunomodulador de ADN dos dias antes o simultaneamente
con una exposicion experimental con Mannheimia haemolytica

El propésito de este estudio fue determinar la eficacia del inmunomodulador de ADN administrado a los terneros
dos dias antes o simultaneamente con una exposicion experimental con Mannheimia haemolytica.

Inmunomodulador

El inmunomodulador utilizado en este estudio fue la composicién descrita anteriormente en el Ejemplo 1.

Animales de Estudio

96 terneros Holstein con un promedio de peso de alrededor de 800-1000 Ibs (363-454 kg) fueron seleccionados
de un hato sin un historial actual de enfermedades respiratorias. Cada ternero se evalud inicialmente y se
determiné que gozaba de buena salud. Los 96 terneros se dividieron en ocho grupos de tratamiento de 12
terneros cada uno. Solo se incluyeron en el estudio los animales no vacunados contra Mannheimia haemolytica.
Ninguno de los animales habia recibido un agente antimicrobiano en los 30 dias anteriores a la administracion
del inmunomodulador de ADN. A los grupos de tratamiento se les administraron dosis variables del
inmunomodulador de ADN el dia del tratamiento tal como se indica en la Tabla 3.1 a continuacién. El esquema
de dilucion del inmunomodulador de ADN se proporciona en la Tabla 3.2. El inmunomodulador de ADN se
administrd por via intramuscular y craneal en el hombro izquierdo, ventral al ligamento nucal y caudo-dorsal al
surco yugular de los terneros.

Tal como se indica mas adelante, el Dia de tratamiento -2 se refiere a la fecha de inicio del estudio cuando se
administré el inmunomodulador a los Grupos de tratamiento 1-3. El dia de Tratamiento 0 es dos dias después del
dia -2, y asi sucesivamente.

Tabla 3.1. Planificacion de Administracion de Inmunomodulador y Exposicion a Mh

Numero de Dosis de Dia de Dia de Animales por
Tratamiento Inmunomodulador Administraciéon de Administraciéon de Grupo de
de ADN (ug) Inmunomodulador Exposicion de Mh Tratamiento
1 200 -2 0 12
2 50 -2 0 12
3 25 -2 0 12
4 200 0 0 12
5 50 0 0 12
6 25 0 0 12
7 0 (Control) -2 0 12
8 0 (Control) 0 0 12

Exposicion experimental

En el dia 0, los terneros fueron expuestos a un total de 1.9 x 10 '© CFU. El inéculo se administré por via
respiratoria.

Evaluacion

Al igual que en los ejemplos anteriores, en los dias 1 a 5 del estudio, se evaluaron varios indicadores de salud de
los terneros. En el Dia 5, todos los terneros fueron sacrificados y necropsiados. Se determinaron los resultados
de lesién pulmonar para cada ternero individual en el momento de la necropsia.

Se analizaron los resultados de lesion pulmonar ajustados por el modelo con respecto a la dosis de
inmunomodulador administrada, asi como los resultados de lesion pulmonar ajustados por el modelo con
respecto al dia de administracion del inmunomodulador.

Resultados

En este estudio, la dosis del inmunomodulador de ADN (es decir, 200 pg, 50 ug y 25 pg) redujo
significativamente los resultados de las lesiones pulmonares en comparacion con los controles negativos. Sin
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embargo, no se observaron diferencias estadisticas en los resultados de lesién pulmonar entre los grupos de
dosis de inmunomodulador de ADN. El dia de la administracion del inmunomodulador de ADN (es decir, Los Dias
-2 y 0) se asoci6 significativamente con los resultados de lesiones pulmonares. Se observé una reduccion
significativa en las lesiones pulmonares cuando se administré el inmunomodulador en el dia 0 en comparacion
con el Dia -2.

Ejemplo 4. Coadministracion de exposicion a Mh de inmunomodulador y vacuna de Mh muerta.

El propdsito de este estudio fue determinar la eficacia del inmunomodulador de ADN coadministrado con la
vacuna de Mh muerta a los terneros sometidos a una exposicion experimental con Mannheimia haemolytica.

Inmunomodulador

El inmunomodulador utilizado en este estudio fue la composicién descrita anteriormente en el Ejemplo 1.

Animales de Estudio

81 terneros Holstein, de 12 semanas de edad, fueron seleccionados de una manada sin un historial actual de
enfermedades respiratorias. Se evalu6é cada ternero de forma individual y se determin6 que gozaba de buena
salud. Solo se incluyeron en el estudio los animales no vacunados contra Mannheimia haemolytica. Ninguno de
los animales habia recibido un agente antimicrobiano en los 30 dias anteriores a la administracion del in6culo.

Infeccién y Exposicion Experimental

La exposicion, o infeccion experimental, incluyd la exposicion a un indculo de Mannheimia haemolytica. Los
organismos se utilizaron a una concentracién de 1.7 x 10 8 por animal para el primer inéculo y 2.4 x 10 '° por
animal para el segundo inéculo. Los animales también fueron expuestos por medio de un vaporizador por ofra
via respiratoria. La concentracion de los organismos en el indculo de pulverizacion fue de 1.9 x 10 '° por animal.

La eficacia del inmunomodulador, tal como se ha descrito anteriormente, administrado a los terneros seguido por
la exposicion a Mannheimia haemolytica fue determinada por los doce grupos de tratamiento tal como se detalla
en la Tabla 3.

Tabla 4.3. Grupos de Tratamiento de Estudio.

Dias de Tratamiento Numero de
Grupo Dosis Objetivo Dias Contacto Animales
T1 Vacuna MH muerta (aceite) (SC) 0 X 7
T2 Vacuna MH muerta (aceite) (SC) + 0 X 7
Inmunomodulador 500 ug (SC)
T3 Vacuna MH muerta (aceite) (SC) 7 X 6
T4 Vacuna MH muerta (aceite) (SC) + 7 X 7
Inmunomodulador 500 ug (SC)
T5 Inmunomodulador 500 ug (SC) 7 X 7
T6 Inmunomodulador 500 ug (SC) 13 X
T7 Inmunomodulador 500 ug (IM) 13 X 7
T8 Inmunomodulador 500 ug (SC) 15* X 7
T9 Control NC NA NA 7
T10 Control CC NA X 5
T11 Control SE NA X 7
T12 Vacuna MH muerta (acuosa) + 0 X 7
Inmunomodulador 500 ug (SC)
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Aceite MH = vacuna de Mannheimia haemolytica (Pulmo-Guard © P MM) M
acuoso = vacuna de Mannheimia haemolytica (One Shot®) NC =
No mezclado y no pulverizado (para patologia general) CC=
Contacto y pulverizado SE =

Utilizado como exposicion de Sembradora (Exposicion intratraqueal)

Todos los animales, excepto SE y NC fueron sometidos a rociado

SC = Via de inyeccion subcutanea

IM = Via de inyeccioén intramuscular

NA = No aplicable

* Los animales en el grupo T8 seran tratados después de la exposicion intranasal

En el Dia 0 del estudio, a todos los animales de los grupos T1, T2 y T12 se les administré el inmunomodulador
por via subcutanea. El inmunomodulador se administré subcutaneamente en el dia 7 a los grupos T3, T4 y T5.
El inmunomodulador se administré por via subcutanea en el dia 13 al grupo T6 y por via intramuscular a T7. El
inmunomodulador se administré por via subcutanea en el dia 15 al grupo T8.

Todos los animales que recibieron la vacuna fueron vacunados de acuerdo con las instrucciones de la etiqueta.
El inmunomodulador y la vacuna se administraron casi juntos cerca de un ganglio linfatico (cuello): dos
inyecciones (una para la vacuna y la otra para el inmunomodulador). Todos los animales que recibieron la via de
inyeccion subcutanea fueron inyectados cerca de un ganglio linfatico en la region subescapular.

En el Dia 10 del estudio, todos los terneros de T11 fueron transportados fuera del sitio en un remolque de carga
durante aproximadamente 24 horas para estresar a los terneros. En el dia 11 del estudio, se administraron 20 mli
de un inéculo que contenia Mannheimia haemolytica de manera transtraqueal a todos los animales de T11,
seguido 4 horas después de 25 ml de in6culo. En el dia 14 del estudio, todos los grupos, excepto T9, se
mezclaron y se transportaron fuera del sitio en un remolque de ganado durante aproximadamente 24 horas para
estresar a los terneros. Todos los animales, excepto en el grupo NC, se mezclaron en un corral grande durante
12 a 16 horas en el Dia 14 del Estudio y a continuacién se devolvieron a sus corrales separados (cada animal
tenia un corral separado). En el Dia 15 del estudio, se administré 20 ml. de Mannheimia haemolytica por otra via
respiratoria a todos los grupos, excepto T9 y T11. Los animales fueron observados diariamente durante todo el
estudio para detectar anomalias clinicas y la mortalidad. Todos los animales fueron negativos o tuvieron titulos
bajos en la seleccién antes de la compra de los animales. Los animales tenian titulos altos antes del tratamiento,
lo que indica que los animales se convirtieron serolégicamente a Mannheimia haemolytica antes de recibir el
tratamiento.

Resultados
Los animales del grupo T8 tenian lesiones pulmonares significativamente mas bajas.

El estudio sugiere que hay una aparicion de la proteccion temprana (dia 7) con o sin vacuna (grupos T4y T5 en
comparacion con T3).

Ejemplo 5. Evaluacién de la inmunidad adquirida en el ganado vacuno vacunado con vacuna comercial viva
cuando se administra junto con un inmunomodulador de ADN

El propdsito de este estudio fue determinar si la administracion conjunta del inmunomodulador de ADN
aumentaba la inmunidad adquirida producida por las vacunas viricas vivas modificadas (MLV).

Inmunomodulador

El inmunomodulador utilizado en este estudio fue la composicién descrita anteriormente en el Ejemplo 1.

Animales de Estudio

72 terneros Holstein en edad de destete fueron seleccionados de un hato sin un historial actual de enfermedades
respiratorias. Los 72 terneros se dividieron en seis grupos de tratamiento de 12 terneros cada uno. Se evalué
cada ternero individualmente y se determind que gozaba de buena salud. Todos los terneros estaban libres de
anticuerpos séricos contra BHV-1, BVDV tipos 1 y 2 y BRSV. Ademas, se encontré que todos los terneros
presentaron resultados negativos en relacion a anticuerpos séricos para PI-3. Posteriormente se determind que
los terneros presentaron resultados negativos para la infeccion persistente por el virus de la diarrea viral bovina
por inmunohistoquimica.

A los grupos de tratamiento se les administro la vacuna y dosis variables del inmunomodulador de ADN por via

intramuscular el dia del tratamiento tal como se indica en la Tabla 5.1 a continuacion. El esquema de dilucién del

inmunomodulador de ADN se proporciona en la Tabla 5.2. En el Dia 0 del estudio, a todos los animales de los
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grupos T1-T4 se les administr6 el inmunomodulador. Todos los animales que recibieron la vacuna fueron
vacunados de acuerdo con las instrucciones de la etiqueta. El inmunomodulador y la vacuna se administraron lo
mas cerca posible del craneo al frente del hombro: dos inyecciones (una para la vacuna y la otra para el
inmunomodulador).

Tabla 5.1. Planificacion de Administracion de Inmunomodulador y Vacuna

Dias de Administracion de Numero de
Vacuna 'y / o Inmunomodulador Animales
Grupo Dosis Objetivo
T1 MLV + Inmunomodulador (500 ug) 0 12
M
T2 MLV + Inmunomodulador (200 ug) 0 12
M
T3 MLV + Inmunomodulador (100 ug) 0 12
M
T4 MLV + Inmunomodulador (50 pg) IM 0 12
T5 MLV 0 12
T6 Sin tratamiento NA 12
M = vacuna hemolitica Mannheimia haemolytica (Bovi-shield®) — vacuna respiratoria viral de 4 vias
modificada en vivo
IM = Via de inyeccion intramuscular

MLV = vacuna contra la enfermedad de Mannheimia haemolytica (Bovi-shield ©) - vacuna respiratoria viral de 4
vias viva modificada

IM = Via de inyeccién intramuscular
Evaluacion

Las pruebas inmunolégicas se realizaron en muestras recolectadas de especimenes hematoldgicos apropiados
de los terneros en los Dias 0, 13, 28, 27, 34 y 41. Se realizaron mediciones de inmunidad mediada por células
(CMI) para cada espécimen. Los patégenos objetivo para este estudio fueron BHV-1, BVDV 1y 2, y BRSV. Los
laboratorios utilizaron procedimientos y métodos estandarizados tal como resulté apropiado para los patdgenos
objetivo previamente especificados.

Resultados

Se determinaron los datos ajustados por modelo para los resultados de CMI en cada Dia de recoleccion de
muestras entre todos los grupos de tratamiento. En todos los grupos de tratamiento, tipos de células y antigenos,
no se detectaron diferencias estadisticas (P > 0,10) cuando se compararon los grupos de tratamiento con
inmunomoduladores de ADN - combinaciones de vacunas LV con bovinos que recibieron solo la vacuna MLV. En
particular, se analizaron las mediciones del indice de expresion de CD25 EIl en los cinco tipos de células para
cada uno de los 6 grupos de tratamiento, las mediciones del indice de expresion de IFNy en los cinco tipos de
células para cada uno de los 6 grupos de tratamiento, las mediciones del indice de expresién de IL-4 en los cinco
tipos de células para cada uno de los 6 grupos de tratamiento. Se produjeron estimaciones para cada uno de los
4 patdgenos virales de BRD. Para estas evaluaciones estadisticas, todas las comparaciones se realizaron con el
grupo de tratamiento "MLV solamente".

Se detectaron interacciones estadisticamente significativas (P < 0.10) de tratamiento x Dia para BVDV 1 (Dias 28
y 35) y BVDV 2 (Dia 42). No se detectaron hallazgos significativos (P > 0.10) para BHV-1 en ninguno de los
puntos de tiempo enumerados. Los datos de BRSV se eliminaron del analisis debido a la observacion de la
seroconversion de anticuerpos dentro del grupo de tratamiento de control negativo. Debe tenerse en cuenta que,
para todas las evaluaciones estadisticas, se hicieron todas las comparaciones con el grupo de tratamiento "MLV
solamente".

Los pesos individuales de los animales también se recogieron durante el estudio. No se detectaron hallazgos
significativos (P> 0,10) en los grupos de tratamiento en comparacioén con el grupo de MLV solamente.
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En resumen, el inmunomodulador de ADN no mejoré el CMI cuando se administré junto con una vacuna de MLV
en comparacion con la administracion tnica de la vacuna MLV. Sin embargo, 500 ug del inmunomodulador de
ADN pueden aumentar la inmunidad humoral cuando se coadministran con una vacuna de MLV
(especificamente BVDV). Sin embargo, debe observarse que, a pesar de la falta de una mejora constante en la
inmunidad adquirida, la administracion conjunta del inmunomodulador de ADN, en dosis de 500 pg, 200 pg, 100
Mg y 50 pg, no afectd los efectos inmunolégicos positivos inducidos por la vacuna de MLV. Ademas, el
rendimiento (por ejemplo, ADG) no se vio afectado negativamente por la administraciéon del inmunomodulador de
ADN.

Ejemplo 6. Evaluacion de la inmunidad adquirida en el ganado vacuno vacunado con vacuna comercial cuando
se administra de forma conjunta con un inmunomodulador de ADN

El propdsito de este estudio fue determinar si la administracion conjunta del inmunomodulador de ADN
aumentaba la inmunidad adquirida producida por las vacunas que contienen antigenos inactivados.

Inmunomodulador

El inmunomodulador utilizado en este estudio fue la composicion descrita anteriormente en el Ejemplo 1.

Animales de estudio

48 hembras Holstein de terneras de 3 a 5 meses de edad fueron seleccionadas de una manada sin un historial
actual de enfermedades respiratorias. Los 48 bovinos fueron divididos en seis grupos de tratamiento de 8
animales cada uno. Cada animal individual fue evaluado y se determiné que gozaba de buena salud. Todos los
animales estaban libres de anticuerpos séricos contra BHV-1, BVDV tipos 1y 2. También se determind que los
animales eran negativos para la infeccion persistente por el virus de la diarrea virica bovina por PCR. Los
animales no se seleccionaron en titulos de SNT contra el virus BRS y el virus PI3.

A los grupos de tratamiento se les administro la vacuna y dosis variables del inmunomodulador de ADN por via
intramuscular el dia del tratamiento como se indica en la Tabla 5.1 a continuacion. La vacuna contenia BHV1 y
BVDV tipo 1 y 2 como antigenos inactivados, y virus PI3 y virus BRS vivos modificados. El inmunomodulador y la
vacuna se administraron por separado en el mismo lado del craneo del animal al frente del hombro, o por
separado en el lado opuesto del animal en la misma regidon, o se mezclaron en una jeringa. El esquema de
dilucién del inmunomodulador de ADN se proporciona en la Tabla 5.2.

Tabla 6.1. Planificacion de Administracion de Inmunomodulador y Vacuna

Dias de Administracion de Numero de
Vacuna 'y / o Inmunomodulador Animales
Grupo Dosis Objetivo
T1 Placebo (Dextrosa al 5%) 0 8
T2 Vacuna + Dextrosa IM, por separado 0 8
T3 Vacuna + Inmunomodulador (20 ug) 0 8
IM, mezclado
T4 Vacuna + Inmunomodulador (200 pg) 0 8
IM, mezclado
T5 Vacuna + Inmunomodulador (20 ug) 0 8
IM, mismo lado, por separado
T6 Vacuna + Inmunomodulador (20 ug) 0 8
IM, lado opuesto, por separado
Vacuna = vacuna respiratoria viral combinada viva de 4 vias (inactivada y modificada viva)
(Rispoval®)
IM = Via de inyeccion intramuscular

Evaluacion

Las pruebas inmunolégicas se realizaron en muestras recolectadas de especimenes hematoldgicos apropiados
del ganado en los Dias 0, 3, 5, 7, 9, 1 1, 14, 17, 20, 23 y 27. Los patégenos objetivo para este estudio fueron
BHV-1, BVDV 1y 2. Para informacion también se determinaron los titulos de anticuerpos contra el virus BRS y el
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virus PI3. Los laboratorios utilizaron Pruebas de Neutralizacion de Suero (SNT) estandarizadas como
procedimientos para los patdgenos objetivo previamente especificados.

Resultados

Se detectaron interacciones estadisticamente significativas (P < 0.010) tratamiento x Dia para BHV1 (Dia 27). No
se detectaron hallazgos significativos (P > 0,10) para todos los demas puntos de tiempo para BHV1 y para BVDV
tipo 1 en 2 en ninguno de los puntos de tiempo enumerados. Los resultados de los titulos de BRSV y PI3 no se
evaluaron mas a fondo porque los animales no eran serolégicamente negativos al comienzo del estudio. Por lo
tanto, no se pudo verificar un efecto del tratamiento. Debe tenerse en cuenta que, para todas las evaluaciones
estadisticas, todas las comparaciones se realizaron con el grupo de tratamiento "Vacuna y Dextrosa al 5%".
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REIVINDICACIONES
Una composicién inmunomoduladora, en que la composicidon inmunomoduladora comprende:

a. un vehiculo de liberacion de liposomas catidnicos que comprende [1- [2- [9- (Z) -
octadecenoyiloxi]] etil - 2- [8] (Z) -heptadecenil] -3- [2-hidroxietil] imidazolinio cloruro (DOTIM) vy
colesterol; y

b. una molécula de acido nucleico, en que la molécula de acido nucleico es un vector de plasmido
de ADN no codificado aislado derivado de bacterias sin un injerto genético.

para su utilizacion en el tratamiento de la enfermedad respiratoria bovina (BRD) provocada por la
Mannheimia haemolytica en el ganado vacuno.

La composicién para su utilizacion de la reivindicacion 1, en que el vehiculo de administracion de
liposomas comprende lipidos seleccionados del grupo que consiste en lipidos de vesiculas
multilamelares y lipidos extruidos.

La composicién para su utilizacion de las reivindicaciones 1 a 2, en que las sefales clinicas de lesiones
en el pulmdn y / o aumento de temperatura se reducen.

La composicion para su utilizacién de las reivindicaciones 1 a 3, para administracién seleccionada del
grupo que consiste en intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea, por
pulverizacién / aerosol, oral, intraocular, intratraqueal e intranasal.

La composicién para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 4, en que la composicién del
inmunomodulador se administra de forma subcutanea al ganado.

La composicién para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 4, en que la composicién del
inmunomodulador se administra de forma intramuscular al ganado.

La composiciéon para su utilizaciéon de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6, en que la composiciéon
comprende ademas un agente bioldgico que se selecciona del grupo que consiste en proteinas
potenciadoras del sistema inmune, inmundgenos, vacunas, antimicrobianos y cualquier combinacion de
los mismos.

La composicidn para su utilizaciéon de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en que la composicion
inmunomoduladora comprende de 0.1 yg a 10 yg de vector de plasmido de ADN no cofidicante
combinado con 8 nmol de vehiculo de administracién de liposoma.

La composicion para su utilizacion de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para mejorar
la respuesta inmune adquirida de un animal al que se administra una vacuna.

La composicién para su utilizaciéon de la reivindicacién 9, en que la composicién del inmunomodulador
se coadministra con la vacuna o se administra después, antes o se mezcla con la vacuna.
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