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DESCRIPCION
Composiciones adyuvantes novedosas

Antecedentes de la invencion

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere, en general, a formulaciones adyuvantes novedosas para potenciar la respuesta
inmunitaria a antigenos para usar en composiciones inmunégenas y de vacunas, sin producir efectos secundarios
toxicos o indeseables en el sujeto. La presente invencion también se refiere al uso de la formulaciéon adyuvante en
composiciones de vacunas.

Antecedentes y descripcién de la técnica relacionada

Las infecciones bacterianas, viricas y parasitarias estan muy extendidas entre los seres humanos y los animales. Las
enfermedades provocadas por estos agentes infecciosos a menudo son resistentes a la terapia farmacéutica
antimicrobiana, no dejando asi ningin medio eficaz de tratamiento. En consecuencia, cada vez se usa mas una
estrategia de vacunacion para controlar la enfermedad infecciosa. Un patdgeno infeccioso entero puede hacerse
adecuado para usar en una formulacion de vacuna después de inactivacion quimica o de una manipulacion genética
apropiada. De forma alternativa, puede expresarse una subunidad proteinica del patdgeno en un sistema de expresion
recombinante y purificarse para usar en una formulacion de vacuna. Las vacunas pueden hacerse mas eficaces
incluyendo un adyuvante apropiado en la composicion.

También hay cada vez un mayor interés en el uso de una estrategia de vacunacion para tratar el cancer en los animales
y en los seres humanos. Esta estrategia terapéutica al tratamiento del cancer supone vacunar a los pacientes de
cancer con una vacuna que comprende un antigeno especifico de tumor y un adyuvante. Sin embargo, ninguna de las
muchas vacunas contra el cancer de esta naturaleza que se estan desarrollando ha sido autorizada por las autoridades
reguladoras. No se ha demostrado que las vacunas reduzcan los tumores, una medida estandar de una eficacia de
los farmacos contra el cancer.

El término ‘adyuvante’ generalmente se refiere a cualquier material que aumente la respuesta inmunitaria humoral o
celular contra un antigeno. Se usan adyuvantes para lograr dos objetivos: muestran ralentizar la liberacion de los
antigenos a partir del sitio de inyeccion y estimulan el sistema inmunitario. Las vacunas tradicionales generalmente
estan compuestas por una preparacion en bruto de microorganismos patégenos inactivados o muertos o vivos
modificados. Las impurezas asociadas a estos cultivos de microorganismos patologicos pueden actuar como
adyuvante para potenciar la respuesta inmunitaria. Sin embargo, la inmunidad que suscitan las vacunas que usan
preparaciones homogéneas de microorganismos patégenos o subunidades proteinicas purificadas como antigenos a
menudo es deficiente. Por lo tanto se hace necesaria la adicién de ciertos materiales exdgenos tales como un
adyuvante. Ademas, la produccion de las vacunas sintéticas y de subunidades es cara. La adicién de un adyuvante
puede permitir el uso de una menor dosis de antigeno para estimular una respuesta inmunitaria similar, reduciendo
asi el coste de produccion de la vacuna. Asi, cuando el agente se combina con un adyuvante puede aumentarse
significativamente la eficacia de algunos agentes medicinales inyectables.

Deben considerarse muchos factores en la seleccion de un adyuvante. Un adyuvante deberia provocar una
relativamente lenta velocidad de liberacion y de absorcion del antigeno de forma eficaz con efectos indeseables
minimos de toxicidad, alergias, irritaciones y otros efectos indeseables en el huésped. Para que sea deseable, un
adyuvante deberia no ser viricida, ser biodegradable, ser capaz de crear de forma consistente un nivel de inmunidad
alto, ser capaz de estimular una proteccién cruzada, ser compatible con antigenos multiples, ser eficaz con multiples
especies, no ser toxico y ser seguro para el huésped (por ejemplo, no provocar reacciones en el sitio de la inyeccion).
Otras caracteristicas deseables de un adyuvante son que pueda dosificarse en microdosis, que consiga ahorrar dosis,
que tenga una excelente estabilidad en depdsito, que pueda secarse, que pueda prepararse sin aceite, que pueda
existir bien como un sélido o bien como un liquido, que sea isotdnico, que pueda fabricarse faciimente y que sea barato
de producir. Finalmente, es muy deseable que un adyuvante pueda configurarse de forma que induzca bien una
respuesta inmunitaria humoral o bien una respuesta inmunitaria celular o bien ambas, dependiendo de las necesidades
de la situacion de vacunacion. Sin embargo, el nimero de adyuvantes que cumplen los requisitos anteriores es
limitado.

La eleccion de un adyuvante depende de las necesidades de la vacuna, ya sea aumentar la magnitud o la funcion de
la respuesta de anticuerpos, un aumento en la respuesta inmunitaria mediada por células, una induccién de la
inmunidad en las mucosas o una reduccion de la dosis de antigeno. Se ha presentado un nimero de adyuvantes, sin
embargo, ninguno ha demostrado ser totalmente adecuado para todas las vacunas. El primer adyuvante que se resefié
en la bibliografia fue el adyuvante completo de Freund (FCA) que contiene una emulsiéon de agua en aceite y extractos
de Mycobacterium. Desafortunadamente, el FCA se tolera mal y puede provocar una inflamacion incontrolada. Desde
el descubrimiento del FCA hace mas de 80 afios se han estado realizando tentativas de reducir los efectos secundarios
indeseados de los adyuvantes.

Algunos otros materiales que se han usado como adyuvantes incluyen 6xidos metalicos (por ejemplo, hidréxido de
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aluminio), alumbre, quelatos inorganicos de sales, gelatinas, diversos aceites de tipo parafina, resinas sintetizadas,
alginatos, compuestos mucoides y polisacaridos, caseinatos y sustancias hemoderivadas como por ejemplo coagulos
de fibrina. Aunque estos materiales son generalmente eficaces en la estimulacion del sistema inmunitario, no se ha
encontrado ninguno que sea totalmente satisfactorio debido a los efectos adversos en el huésped (por ejemplo,
produccion de abscesos estériles, dafios a los 6rganos, capacidad carcinégena o respuestas alérgenas) o propiedades
farmacéuticas indeseables (por ejemplo, dispersién rapida o control deficiente de la dispersion a partir del sitio de la
inyeccion, o hinchazén del material).

Se han usado aceites sintetizados y derivados de petroleo como adyuvantes porque muestran una dispersion
relativamente lenta en el cuerpo, pero pueden ser indeseables ya que con frecuencia se descomponen en
hidrocarburos aromaticos, que pueden ser carcindgenos. Ademas, se ha encontrado que algunas de estas sustancias
pueden producir abscesos estériles y pueden no eliminarse nunca completamente del cuerpo. Los aceites cuando se
seleccionan y se formulan de forma apropiada a concentraciones apropiadas pueden ser relativamente seguros y no
toxicos.

Las saponinas obtenidas de la corteza del arbol sudamericano Quillaja saponaria se han usado como adyuvantes
durante algun tiempo. Véase Lacaille-Dubois, M y Wagner H. (A review of the biological and pharmacological activities
of saponins. Phytomedicine vol. 2 paginas 363-386. 1996). Muchas de las vacunas veterinarias que se usan hoy en
dia contienen Quil A, que es la fraccion de saponinas de la corteza del arbol sudamericano Quillaja saponaria molina.
El fraccionamiento adicional de Quil A ha proporcionado sub-fracciones, que incluyen QS-7, QS-17, QS-18 y QS-21.
(Véase la patente de Estados Unidos N.°: 5.057.540.

El uso de las saponinas como adyuvantes esta asociado a un nimero de desventajas. Las saponinas son solubles y
asi estimulan una respuesta inmunitaria no especifica. El objetivo de la vacunacién, sin embargo, es estimular una
respuesta dirigida contra un antigeno o antigenos especificos. Las saponinas tienen una gran afinidad por el colesterol.
Forman un complejo con el colesterol que se encuentra en las membranas celulares provocando la hemolisis de la
célula. También se ha demostrado que provocan necrosis en el sitio de la inyeccion y que es dificil formularlas en
forma de estructuras particuladas. Cuando se usan en las vacunas que contienen virus con cubierta vivos, las
saponinas alteran la cubierta virica y asi inactivan los antigenos viricos.

Para superar las propiedades hemoliticas y viricidas de Quil A, ello se ha combinado con colesterol y fosfolipidos, que
forman una estructura especifica conocida como complejo inmunoestimulador (ISCOM) o matriz ISCOM
(ISCOMATRIX). Véase Ozel M., et al.; J. Ultrastruc. and Molec. Struc. Re 102, 240-248 (1989). Los ISCOM, cuando
se combinan con un antigeno, generalmente inducen una respuesta de linfocitos T citotoxicos Th1. Sin embargo,
aunque reduce mucho las propiedades hemoliticas de Quil A, la combinacién de Quil A con colesterol no las elimina
completamente. Otra limitacion de los ISCOM es que un antigeno proteinico debe tener dominios hidréfobos lo
suficientemente grandes como para interactuar con el ISCOM para que sea incorporado al ISCOM. Una proteina que
es muy hidréfila no puede incorporarse en un ISCOM. Finalmente, los ISCOM pueden estimular una reaccion
autoinmunitaria indeseable en el sujeto.

Se han usado inmunomoduladores como adyuvantes y los ejemplos incluyen bromuro de dimetildioctadecilamonio (en
lo sucesivo denominado, “DDA”) y avidina. El DDA es un compuesto de amonio cuaternario lipéfilo (amina) con dos
cadenas alquilicas de 18 carbonos y dos grupos metilo unidos a una molécula de amonio cuaternaria con carga positiva
con un peso molecular de 631. Su uso como adyuvante fue descubierto por Gall, (Immunol. V. 11, pagina 369, 1966).
Se ha resefiado que el DDA estimula respuestas inmunitarias mediadas por células potentes y también se ha
demostrado que induce respuestas inmunitarias humorales. Se han publicado muchos trabajos que muestran la
eficacia del DDA como adyuvante para los antigenos proteinicos, haptenos, tumores, virus, protozoos y bacterias.
(Véase Korsholm, K S., et al., Immunology, vol. 121, paginas 216-226, 2007). La mayoria de los estudios se han
realizado con animales de laboratorio, mientras que solo unos pocos se han realizado en animales mas grandes como
por ejemplo pollos (Véase Katz, D., et al. FEMS Immunol Med Microbiol. Vol 7(4):303-313, 1993.), cerdos y ganado
vacuno. El DDA es eficaz para inducir una reaccion de hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) tanto en animales de
laboratorio como en animales mas grandes. Sin embargo, es deficientemente soluble en agua.

También se han usado polimeros como adyuvantes, con ejemplos que incluyen dietil-aminoetil (DEAE)-dextrano,
polietilenglicol y poli(acido acrilico) (por ejemplo, CARBOPOL®). El polisacarido DEAE-dextrano se conoce en la
técnica como un adyuvante muy potente. Sin embargo, se ha asociado a una capacidad reactogénica inaceptable.
Los polimeros de CARBOPOL® son polimeros de acido acrilico reticulados con éteres de polialquenilo o divinilglicol.
El CARBOPOL® se ha usado en un nimero de vacunas, pero su uso como un adyuvante no se ha demostrado.

Se ha demostrado que algunos adyuvantes estimulan una respuesta Th2, con ejemplos que incluyen hidroacetato de
N-(2-desoxi-2-L-leucilamino-b-D-glucopiranosil)-N-octadecildodecanoilamida, también conocido con el nombre
comercial Bay R1005® cuando esta en forma de acetato y aluminio. El Bay R1005® combinado con vacunas de virus
purificados o vacunas de subunidades provoca una mayor produccion de anticuerpos en ratones expuestos a virus.
Los ensayos preclinicos en otras especies de animales (cerdo, oveja, caballo) proporcionaron resultados comparables
con respecto a la produccion de anticuerpos. El aumento de la sintesis de anticuerpos que indujo el Bay R1005® es
dependiente especificamente del antigeno y no es el resultado de la estimulacion policlonal.
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El documento US 2005/220814 divulga el uso de formulaciones microfluidizadas que contienen formulacion
AMPHIGEN®, Quil A, colesterol, GPI-0100 y DDA y diversos polimeros. Los antigenos contenidos en estas
formulaciones son estables. Pueden incorporarse adicionalmente carbopol y/o polimeros. La formulacion puede
adaptarse para la administracion de antigenos veterinarios. El documento EP0024541 divulga el virus de la leucemia
felina y vacunas contra el virus. Nas vacunas descritas en la publicacion pueden adyuvantarse con aluminio o
adyuvante incompleto de Freund. El documento WO93/14190 también divulga el virus de la leucemia felina y vacunas
contra el virus, incluyendo vacunas de subunidades y vacunas de células enteras. También se divulgan adyuvantes
tales como Quil A e hidréxido de aluminio. El documento WO2007089753 divulga un subtipo H5 del virus de la gripe
aviar, anticuerpos de union al mismo y vacunas contra el virus. Las vacunas pueden adyuvantarse con el adyuvante
completo de Freund, MPL-TDM (monofosforil lipido A en combinacién con dicorinomicolato de trehalosa) y adyuvantes
basados en aluminio. Aucouturier y col., Vaccine 19 (17-19):2666-2772 (2001) desvela emulsiones de agua en aceite
y de aceite en agua para su uso en vacunas veterinarias. El documento US 4.426.587 divulga

Ninguno de estos documentos divulga especificamente la composicion reivindicada en el presente documento.

Antes de esta invencion, ninguna formulacidon de adyuvante poseia el amplio abanico de caracteristicas deseables
que un adyuvante ideal deberia tener. Se ha realizado un esfuerzo para encontrar nuevos adyuvantes para vacunas
que superaran las deficiencias de las convencionales. En particular, es muy deseable una formulacion de adyuvante
que provoque respuestas inmunitarias mediadas por células y respuestas inmunitarias humorales potentes contra una
amplia variedad de antigenos en seres humanos y animales, que sin embargo carezca de los efectos secundarios y
de las dificultades de formulacion de los adyuvantes convencionales.

Sumario de la invencién

Esta invencion se refiere a composiciones para su uso como una vacuna que comprende formulaciones adyuvantes
novedosas. En particular, las formulaciones adyuvantes comprenden estimuladores de Th1, inmunomoduladores,
polimeros y estimuladores de Th2. Esta invencién se refiere a composiciones para su uso como una vacuna que
comprenden dichas formulaciones adyuvantes y uno o mas antigenos. También se divulgan en el presente documento
procedimientos para preparar las composiciones adyuvantes y de vacunas.

En consecuencia, se proporciona en el presente documento una composicién para su uso como una vacuna que
comprende una formulacion adyuvante y una cantidad terapéuticamente eficaz de un componente antigeno, en la que

a) la formulacion adyuvante comprende Quil A o una fraccion purificada de la misma, un esterol, bromuro de dimetil
dioctadecil amonio (DDA) y un polimero de acido poliacrilico; y

b) el componente antigeno comprende un antigeno del FelLV (Virus de la leucemia felina) que comprende la
proteina gp70 de FeLV o el virus FeLV o un antigeno de la gripe aviar que comprende el virus de la gripe aviar o
una proteina H5 de la gripe aviar.

Las composiciones adyuvantes comprenden una combinacién de una saponina, un esterol, un compuesto de amonio
cuaternario y un polimero, por ejemplo, la combinacion adyuvante es Quil A, colesterol, DDA y acido poliacrilico.

Alternativamente, las composiciones adyuvantes comprenden una combinacién de una saponina, un esterol, un
compuesto de amonio cuaternario, un polimero y un glucolipido, por ejemplo, la combinacion adyuvante es Quil A,
colesterol, DDA, poli(acido acrilico) y Bay R1005®.

Se prepara una composicion inmunégena que comprende una formulacion de adyuvante y una cantidad
inmunolégicamente eficaz de un antigeno, en la que la formulacidon de adyuvante comprende una saponina, un esterol,
un compuesto de amonio cuaternario y un polimero mediante el procedimiento que comprende

a) preparar una composicion del componente antigénico en un tampon;

b) afadir la saponina a la composicién de la etapa a;

c) afiadir el esterol a la composicion de la etapa b;

d) afadir el compuesto de amonio cuaternario a la composicion de la etapa c,
e) afhadir el polimero a la composicion de la etapa d.

En un ejemplo de este procedimiento, la saponina es Quil A, el esterol es colesterol, el compuesto de amonio
cuaternario es DDA y el polimero es poli(acido acrilico).

Se prepara una vacuna que comprende una formulacién de adyuvante y una cantidad inmunolégicamente eficaz de
un antigeno, en la que la formulacién de adyuvante comprende una saponina, un esterol, un compuesto de amonio
cuaternario, un polimero y un glucolipido mediante el procedimiento que comprende

a) preparar una composicion del componente antigénico en un tampon;

b) afiadir la saponina a la composicién de la etapa a;

c) afiadir el esterol a la composicion de la etapa b;

d) afadir el compuesto de amonio cuaternario a la composicion de la etapa c,
e) afnadir el polimero a la composicion de la etapa d y
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f) afiadir el glucolipido a la composicién de la etapa e.

En un ejemplo de este procedimiento, la saponina es Quil A, el esterol es colesterol, el compuesto de amonio
cuaternario es DDA, el polimero es poli(acido acrilico) y el glucolipido es Bay R1005®.

Se ha encontrado que las composiciones adyuvantes que se resefian en el presente documento tienen propiedades
sorprendentes e inesperadas superiores a las que se podrian esperar de una combinacion tal. Se ha descubierto
sorprendentemente que la propiedad viricida de Quil A/colesterol se elimina en estas composiciones adyuvantes. Son
adecuadas como diluyentes para antigenos viricos vivos modificados liofilizados. Las composiciones adyuvantes que
se describen en el presente documento pueden configurarse para que provoguen una respuesta inmunitaria
extremadamente potente dirigida bien a una respuesta inmunitaria mediada por células, bien a una respuesta
inmunitaria humoral, o bien a ambas. Ademas, pueden evitarse en gran medida las reacciones en el sitio de la
inyeccion usando estas formulaciones adyuvantes. La capacidad reactégena es menor que la de varios de los
componentes individuales que comprenden las combinaciones adyuvantes. Ademas, estas formulaciones adyuvantes
proporcionan una capacidad de almacenamiento a largo plazo.

Estas composiciones adyuvantes novedosas son muy inmundgenas cuando se combinan con uno o mas de un nimero
de antigenos diferentes de una gran variedad de especies. Pueden usarse con uno o mas antigenos viricos,
bacterianos, parasitarios, de proteinas recombinantes y de péptidos sintéticos y sus combinaciones. Las
composiciones adyuvantes de vacunas novedosas pueden usarse en vacunas terapéuticas para tratar el cancer.

Las composiciones para su uso para tratar una enfermedad como se divulga en el presente documento como su uso
para preparar un medicamento para tratar a un sujeto contra una enfermedad, en particular contra enfermedades que
se describen a continuacion. También se proporciona su uso para preparar un medicamento para evitar o reducir una
enfermedad en un sujeto

También se divulga en el presente documento su uso para preparar un medicamento para tratar a un felino contra la
infeccion provocada por el virus de leucemia felina, para tratar un ave contra coccidiosis aviar, para tratar a un bévido
contra enfermedades provocadas por Escherichia coli, para tratar un bévido contra enfermedades provocadas por el
virus de la diarrea virica bovina, para tratar un cerdo contra enfermedades provocadas por Mycoplasma
hyopneumonia, para tratar un felino contra enfermedades provocadas por el virus de la gripe felina, a un sujeto contra
cancer, para tratar un canido contra enfermedades provocadas por coronavirus canino, para tratar un bévido contra
enfermedades provocadas por rotavirus bovino y para tratar un canido contra enfermedades provocadas por el virus
de la gripe canina. También se divulga en el presente documento el uso de adyuvantes como una vacuna marcadora
para ayudar a la identificacion de animales que han sido vacunados. También se divulga el uso de CpG para potenciar
los efectos de los adyuvantes.

Breve descripcion de la figura

La Figura 1 representa un gel de un ensayo de radioinmunoprecipitacion que muestra las diferencias en el perfil de
anticuerpos entre las proteinas NS2/3 y las proteinas E2 del Virus BVD. El grupo tratado con PreZent A muestra una
respuesta de anticuerpos tanto contra las proteinas NS2/3 como contra las proteinas E2 mientras que los grupos
tratados con QCDC y QCDCR demostraron una respuesta de anticuerpos solo contra la proteina E2 y no contra las
proteinas NS2/3.

Descripcion detallada de la invencién

Definiciones

“Alrededor de” o “aproximadamente”, cuando se usa referido a una variable numérica cuantificable, se refiere al valor
de la variable que se indica y a todos los valores de la variable que estan dentro del intervalo de error experimental
del valor que se indica (por ejemplo, dentro del intervalo de confianza del 95 % para la media) o dentro del 10 por
ciento del valor que se indica, el que sea mayor, a no ser que se use aproximadamente para hacer referencia a
intervalos de tiempo en semanas en los que “aproximadamente 3 semanas,” es de 17 a 25 dias y de aproximadamente
2 a aproximadamente 4 semanas es de 10 a 40 dias.

“Adyuvante” quiere decir cualquier sustancia que aumente la respuesta inmunitaria humoral o celular contra un
antigeno. Los adyuvantes se usan generalmente para lograr dos objetivos: la ralentizacion de la liberacion de los
antigenos a partir del sitio de inyeccion y la estimulacion del sistema inmunitario.

“Alquilo” se refiere a restos hidrocarburo saturados tanto lineales como ramificados. “Amina” se refiere a un compuesto
quimico que contiene nitrégeno. Las aminas son un grupo de compuestos que se derivan de amoniaco sustituyendo
por grupos hidrocarburo los atomos de hidrogeno. “Amina cuaternaria” se refiere a un compuesto con base de amonio
con cuatro grupos hidrocarburo.

“Anticuerpo” se refiere a una molécula de inmunoglobulina que puede unirse a un antigeno especifico como resultado
de una respuesta inmunitaria contra ese antigeno. Las inmunoglobulinas son proteinas serosas compuestas por
cadenas polipeptidicas "ligera" y "pesada" que tienen regiones “constantes” y “variables” y se dividen en clases (por
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ejemplo, IgA, IgD, IgE, IgG e IgM) en base a la composicion de las regiones constantes.

“Antigeno” o “inmundgeno” se refiere a cualquier sustancia que estimula una respuesta inmunitaria. El término incluye
bacterias, virus, o parasitos muertos, inactivados, atenuados o vivos modificados. El término antigeno también incluye
polinucledtidos, polipéptidos, proteinas recombinantes, péptidos sintéticos, extracto de proteinas, células (que incluyen
células tumorales), tejidos, polisacaridos, o lipidos, o sus fragmentos, de forma individual o en cualquier combinacién
de los mismos. El término antigeno también incluye anticuerpos, como por ejemplo anticuerpos contra idiotipo o sus
fragmentos y a mimétopos peptidicos sintéticos que pueden imitar un antigeno o determinante antigénico (epitopo).

“Bacterina” quiere decir una suspension de una o mas bacterias muertas que puede usarse como componente de una
vacuna o composicion inmundégena.

“Tampdn” quiere decir un sistema quimico que evita el cambio en la concentraciéon de otra sustancia quimica, por
ejemplo, los sistemas donantes y receptores de protones sirven de tampones que evitan cambios marcados en la
concentracion de iones de hidrégeno (pH). Un ejemplo adicional de un tampdén es una solucién que contiene una
mezcla de un acido débil y su sal (base conjugada) o una base libre y su sal (acido conjugado).

“Respuesta inmunitaria celular” o “respuesta inmunitaria mediada por células” es una mediada por linfocitos T u otros
leucocitos o ambos e incluye la produccion de citocinas, quimiocinas y moléculas similares producidas por linfocitos
T, leucocitos o ambos.

“Colesterol” se refiere a una sustancia cristalina blanca con la férmula quimica de Cy7H4sOH. Es un alcohol
hidrocarburado ciclico, que se clasifica como lipido. Es insoluble en agua pero soluble en un nimero de disolventes
organicos.

“Hipersensibilidad de tipo retardado (DTH)” se refiere a una respuesta inflamatoria que se desarrolla de 24 a 72 horas
después de la exposicidon a un antigeno que el sistema inmunitario reconoce como exdgeno. Este tipo de respuesta
inmunitaria implica principalmente a los linfocitos T mas que a los anticuerpos (que son producidos por los linfocitos
B).

“Dosis” se refiere a una vacuna o composicion inmunégena administrada a un sujeto. Una “primera dosis” o “vacuna
de sensibilizacion” se refiere a la dosis de una composiciéon asi administrada el dia 0. Una “segunda dosis” o una
“tercera dosis” o una “dosis anual” se refiere a una cantidad de dicha composicién administrada posterior a la primera
dosis, que puede ser o0 no la misma vacuna o composicién inmundgena que la primera dosis.

“Emulsionante” quiere decir una sustancia que se usa para preparar una emulsién mas estable.

“Emulsiéon” quiere decir una composicion de dos liquidos no miscibles en la que pequefias gotitas de un liquido se
suspenden en una fase continua de otro liquido.

“Esteres” se refiere a cualquiera de una clase de compuestos organicos que corresponden a las sales inorganicas,
que se forman a partir de una reaccion de condensacion en la que una molécula de un acido organico se une a una
molécula de alcohol con eliminacién de una molécula de agua.

“Excipiente” se refiere a cualquier componente de una vacuna que no es un antigeno.

“Homogenizacion” se refiere a un procedimiento de mezclar uno o mas componentes, ya sea similar o no similar, en
forma de una mezcla uniforme.

“Respuesta inmunitaria humoral” se refiere a una que es mediada por anticuerpos.

“Hidréfobo" quiere decir insoluble en agua, que no absorbe humedad facilmente, o que se ve afectado adversamente
por el agua; ya sea incompatible con el agua o que tiene poca afinidad por ella.

“Respuesta inmunitaria” en un sujeto se refiere al desarrollo de una respuesta inmunitaria humoral, una respuesta
inmunitaria celular, o una respuesta inmunitaria humoral y un célula contra un antigeno. Las respuestas inmunitarias
habitualmente pueden determinarse usando inmunoensayos y ensayos de neutralizacion, que son conocidos en la
técnica.

Una “cantidad inmunoldgicamente protectora” o “cantidad inmunolégicamente eficaz” o “cantidad eficaz para producir
una respuesta inmunitaria” de un antigeno es una cantidad eficaz para inducir una respuesta inmunogena en el
receptor. La respuesta inmundgena puede ser suficiente para fines de diagnostico u otras pruebas, o puede ser
adecuada para evitar signos o sintomas de enfermedad, que incluyen efectos sobre la salud adversos o sus
complicaciones, provocados por la infeccidon con un agente de enfermedad. Puede inducirse una inmunidad humoral
0 una inmunidad mediada por células o ambas. La respuesta inmunégena de un animal a una composicion
inmunogena puede evaluarse, por ejemplo, de forma indirecta midiendo las valoraciones de anticuerpos, ensayos de
proliferacion de linfocitos, o directamente a través de los signos y sintomas de control después de la exposicion a una
cepa de tipo silvestre, mientras que la inmunidad protectora conferida por una vacuna puede evaluarse midiendo, por
ejemplo, la reduccion de los signos clinicos, tales como mortalidad, morbilidad, numero de temperatura, estado fisico
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global y salud global y respuesta del sujeto. La respuesta inmunitaria puede comprender, sin limitacion, induccién de
inmunidad celular y/o humoral.

“Inmundgeno” quiere decir que provoca una respuesta inmunitaria o antigénica. Asi una composicion inmundgena
seria cualquier composicion que induce una respuesta inmunitaria.

“Complejo inmunoestimulador” o ISCOM se refiere a una estructura especifica que se forma cuando Quil A se combina
con colesterol y fosfolipidos.

“Molécula inmunoestimuladora” se refiere a una molécula que genera una respuesta inmunitaria.

“Lipidos” se refiere a cualquiera de un grupo de compuestos organicos, que incluyen las grasas, aceites, ceras,
esteroles vy triglicéridos que son insolubles en agua pero son solubles en disolventes organicos no polares, son oleosos
al tacto y junto con los carbohidratos y las proteinas constituyen el material estructural principal de las células vivas.

“Lipofilo” quiere decir que muestra una marcada atraccion a, o solubilidad en, los lipidos.

“Liposoma” se refiere a una particula esférica microscopica formada por una bicapa lipidica que incluye un
compartimiento acuoso, que se usa en medicina para portar un farmaco, antigeno, vacuna, enzima, u otra sustancia
a células diana del cuerpo.

“Agente medicinal” se refiere a cualquier agente que es util en la prevencion, cura, o mejora de una enfermedad, o en
la prevencion de alguna afeccién o suceso fisiologico.

“Administracion parenteral” se refiere a la introduccion de una sustancia, como por ejemplo una vacuna, en el cuerpo
de un sujeto a través o mediante una via que no incluye el tubo digestivo. La administracion parenteral incluye
administracion subcutanea, intramuscular, transcutanea, intradérmica, intraperitoneal, intraocular e intravenosa.

“Farmacéuticamente aceptable” se refiere a sustancias, que segun el criterio médico informado, son adecuadas para
usar en contacto con los tejidos de sujetos sin toxicidad, irritacion, respuesta alérgica y similares, que se corresponde
con una relacion razonable entre beneficio y riesgo y eficaz para el uso que se pretenda.

“Capacidad reactogena” se refiere a los efectos secundarios provocados en un sujeto como respuesta a la
administracion de un adyuvante, un inmundégeno, o una composicion de vacuna. Puede ocurrir en el sitio de
administracion y habitualmente se evalia en términos de desarrollo de un numero de sintomas. Estos sintomas
pueden incluir inflamacién, enrojecimiento y abceso. También se evalia en términos de ocurrencia, duraciéon y
gravedad. Una reaccion “baja”, por ejemplo, supondria inflamacion que solo puede detectarse por palpitacion y no a
simple vista o que seria de duracion corta. Una reaccién mas grave seria, por ejemplo, una que sea visible a simple
vista o que sea de mayor duracion.

“Temperatura ambiente” quiere decir una temperatura de 18 a 25 °C.

“Saponina” se refiere a un grupo de glucoésidos tensioactivos de origen vegetal compuestos por una region hidrofila
(habitualmente de varias cadenas de azucares) asociada a una region hidréfoba bien de estructura esteroide o bien
de estructura triterpenoide.

“Esteroides” se refiere a cualquiera de un grupo de compuestos organicos que pertenecen a una clase bioquimica de
lipidos, que son facilmente solubles en disolventes organicos y ligeramente solubles en agua. Los esteroides
comprenden un sistema de cuatro anillos condensados de tres anillos de ciclohexano (de seis carbonos) condensados
mas un cuarto anillo de ciclopentano (cinco carbonos).

“Esteroles” se refiere a compuestos en animales que se producen bioldgicamente a partir de precursores de
terpenoides. Comprenden una estructura de anillos de esteroides, que tienen un grupo hidroxilo (OH), habitualmente
unido al carbono-3. La cadena de hidrocarburo del sustituyente de acidos grasos varia en longitud, habitualmente de
16 a 20 atomos de carbono y puede ser saturada o insaturada. Los esteroles habitualmente contienen uno o mas
enlaces dobles en la estructura de anillos y también una variedad de sustituyentes unidos a los anillos. Los esteroles
y sus ésteres de acidos grasos son esencialmente insolubles en agua.

“Sujeto” se refiere a cualquier animal para el que se desee la administracion de una composicién adyuvante. Incluye
mamiferos y no mamiferos, que incluyen primates, ganado, animales de compania, animales de laboratorio, animales
salvajes cautivos, aves (incluidos los huevos), reptiles y peces. Asi, este término incluye pero sin limitacion monos,
seres humanos, cerdos, ganado vacuno, ovejas, cabras, equinos, ratones, ratas, cobayas, hamsters, conejos, felinos,
canidos, pollos, pavos, patos, otras aves de corral, ranas y lagartijas.

“DOCTso" se refiere a “dosis de infeccion de cultivo tisular” y se define como aquella dilucién de un virus necesaria
para infectar el 50 % de un lote dado de cultivos celulares inoculados. Pueden usarse diversos procedimientos para
calcular la DOCTso, incluyendo el procedimiento de Spearman-Karber que se utiliza en toda esta memoria descriptiva.
Para una descripcion del procedimiento de Spearman-Karber, Véase B.W. Mahy & H.O. Kangro, Virology Methods
Manual, paginas 25-46 (1996).
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“Cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad de un antigeno o vacuna que induciria una respuesta
inmunitaria en un sujeto que recibe el antigeno o vacuna que es adecuada para evitar o reducir los signos o sintomas
de enfermedad, que incluyen efectos adversos sobre la salud o sus complicaciones, provocadas por la infeccion con
un patégeno, como por ejemplo un virus o una bacteria. Puede inducirse inmunidad humoral o inmunidad mediada por
células o tanto inmunidad humoral como inmunidad mediada por células. La respuesta inmundgena de un animal a
una vacuna puede evaluarse, por ejemplo, indirectamente midiendo las valoraciones de anticuerpos, los ensayos de
proliferacion de linfocitos o directamente controlando los signos y sintomas después de la exposicion a una cepa de
tipo silvestre. La inmunidad protectora conferida por una vacuna puede evaluarse midiendo, por ejemplo, la reduccion
de los signos clinicos como por ejemplo mortalidad, morbilidad, nimero de temperatura, estado fisico global y salud
general y respuesta del sujeto. La cantidad de una vacuna que es terapéuticamente eficaz puede variar dependiendo
del adyuvante particular que se use, del antigeno particular que se use, o del estado del sujeto y puede ser determinado
por un experto en la técnica.

“Tratar" se refiere a evitar un trastorno, afeccion o enfermedad al que se aplique dicho término, o evitar o reducir uno
0 mas sintomas de dicho trastorno, afecciéon o enfermedad.

“Tratamiento” se refiere al acto de "tratar" segun se define anteriormente.

“Triterpenoides” se refiere a una clase grande y diversa de moléculas organicas naturales, derivadas de unidades de
isopreno (2-metil-1,3-butadieno) de cinco carbonos, que pueden ensamblarse y modificarse de miles de formas. La
mayoria son estructuras multiciclicas que difieren entre si por los grupos funcionales y en sus esqueletos de carbonos
basicos. Estas moléculas pueden encontrarse en todas las clases de organismos vivos.

“Vacuna” se refiere a una composicion que incluye un antigeno, segin se define en el presente documento. La
administracion de la vacuna a un sujeto provoca una respuesta inmunitaria, generalmente contra una o mas
enfermedades especificas. La cantidad de una vacuna que es terapéuticamente eficaz puede variar dependiendo del
antigeno particular que se use, o del estado del sujeto y puede ser determinada por un experto en la técnica.

COMPONENTES DE LAS COMPOSICIONES

Triterpenoides y CpG

Los triterpenoides adecuados para usar en las composiciones adyuvantes pueden provenir de muchas fuentes, ya
sean derivados vegetales o equivalentes sintéticos, que incluyen pero sin limitacién, Quillaja saponaria, tomatina,
extractos de ginseng, champifiones y un glucésido de alcaloide estructuralmente similar a las saponinas esteroideas.
Asi, los triterpenoides adecuados para usar en las composiciones adyuvantes incluyen saponinas, escualeno y
lanosterol. La cantidad de triterpenoides adecuada para usar en las composiciones adyuvantes depende de la
naturaleza del triterpenoide que se use. Sin embargo, generalmente se usan en una cantidad de aproximadamente 1
pg a aproximadamente 5.000 ug por dosis. También se usan en una cantidad de aproximadamente 1 pg a
aproximadamente 4.000 nug por dosis, de aproximadamente 1 pg a aproximadamente 3.000 pg por dosis, de
aproximadamente 1 ug a aproximadamente 2.000 ug por dosis y de aproximadamente 1 pug a aproximadamente 1.000
ug por dosis. También se usan en una cantidad de aproximadamente 5 ug a aproximadamente 750 ug por dosis, de
aproximadamente 5 pg a aproximadamente 500 pg por dosis, de aproximadamente 5 pg a aproximadamente 200 pg
por dosis, de aproximadamente 5 ug a aproximadamente 100 ug por dosis, de aproximadamente 15 ug a
aproximadamente 100 pg por dosis y en una cantidad de aproximadamente 30 pg a aproximadamente 75 pg por dosis.

Si se usa una saponina, las composiciones adyuvantes generalmente contienen una fraccion de saponina
inmunoldgicamente activa de la corteza de Quillaja saponaria. La saponina puede ser, por ejemplo, Quil A u otra
preparacion de saponinas purificada o parcialmente purificada que puede obtenerse comercialmente. Asi, pueden
usarse extractos de saponina como mezclas o componentes individuales purificados como por ejemplo QS-7, QS-17,
QS-18 y QS-21. En una realizacion la Quil A tiene una pureza de al menos 85 %. En otras realizaciones, la Quil A
tiene una pureza de al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 %.

Los ODN con CpG son una clase de agentes farmacoterapéuticos recientemente descritos que se caracterizan por la
presencia de un dinucleétido CG no metilado en contextos especificos de secuencias de bases (motivo CpG). (Hansel
TT, Barnes PJ (editores): New Drugs for Asthma, Allergy y COPD. Prog Respir Res. Basel, Karger, 2001, vol 31,
paginas 229-232, que se incorpora al presente documento por referencia). Estos motivos CpG no se observan en el
ADN eucariota, en el que los dinucledtidos CG estan suprimidos y cuando estan presentes, habitualmente estan
metilados, pero estan presentes en el ADN bacteriano al que confieren propiedades inmunoestimuladoras. Estas
propiedades inmunoestimuladoras incluyen induccion de una respuesta de tipo Th1 con liberacion prominente de IFN-
A, IL-12 e IL-18. Los ODN con CpG (18-24 pb de longitud) poseen propiedades inmunomoduladoras similares al ADN
bacteriano. Las proteinas de la superficie celular pueden captar estas moléculas con resultados variables. Sin
embargo, con un vehiculo como por ejemplo QCDC, QCDCR y otras combinaciones que se citan en esta patente, se
potencian significativamente las propiedades de inmunomodulacion y de captacion de CpG.

La cantidad de CpG para usar en las composiciones adyuvantes depende de la naturaleza de los CpG que se useny
de las especies que se pretendan. Sin embargo, generalmente se usan en una cantidad de aproximadamente 1 ug a
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aproximadamente 20 mg por dosis. También se usan en una cantidad de aproximadamente 1 pg a aproximadamente
10 mg por dosis, de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 5 mg por dosis, de aproximadamente 1 ug a
aproximadamente 4 mg por dosis, de aproximadamente 1 pug a aproximadamente 3 mg por dosis, de aproximadamente
1 ng a aproximadamente 2 mg por dosis y de aproximadamente 1 pug a aproximadamente 1 mg por dosis. También se
usan en una cantidad de aproximadamente 5 ug a aproximadamente 750 ug por dosis, de aproximadamente 5 ug a
aproximadamente 500 pg por dosis, de aproximadamente 5 pg a aproximadamente 200 pg por dosis, de
aproximadamente 5 ug a aproximadamente 100 ug por dosis, de 10 pg a aproximadamente 100 pg por dosis, de
aproximadamente 15 ug a aproximadamente 100 pg por dosis y en una cantidad de aproximadamente 30 ug a
aproximadamente 75 ng por dosis.

Esteroles

Los esteroles adecuados para usar en las composiciones adyuvantes incluyen 3-sitosterol, estigmasterol, ergosterol,
ergocalciferol y colesterol. Estos esteroles son notorios en la técnica y pueden comprarse comercialmente. Por ejemplo
el colesterol se describe en The Merck Index, 122 Ed., pagina 369. La cantidad de esteroles adecuada para usar en
las composiciones adyuvantes depende de la naturaleza del esterol que se use. Sin embargo, generalmente se usan
en una cantidad de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 5.000 ug por dosis. También se usan en una cantidad
de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 4.000 ug por dosis, de aproximadamente 1 pug a aproximadamente
3.000 ng por dosis, de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 2.000 pg por dosis y de aproximadamente 1 pg a
aproximadamente 1.000 pg por dosis. También se usan en una cantidad de aproximadamente 5 ug a
aproximadamente 750 pg por dosis, de aproximadamente 5 pg a aproximadamente 500 pg por dosis, de
aproximadamente 5 ug a aproximadamente 200 pg por dosis, de aproximadamente 5 ug a aproximadamente 100 pg
por dosis, de aproximadamente 15 pg a aproximadamente 100 nug por dosis y de aproximadamente 30 ug a
aproximadamente 75 ng por dosis.

Inmunomoduladores

Las composiciones adyuvantes ademas pueden incluir uno o mas agentes inmunomoduladores como por ejemplo,
compuestos de amonio cuaternario (por ejemplo, DDA) e interleucinas, interferones, u otras citocinas. Estos materiales
pueden comprarse comercialmente. La cantidad de inmunomodulador adecuado para usar en las composiciones
adyuvantes depende de la naturaleza del inmunomodulador que se use y del sujeto. Sin embargo, generalmente se
usan en una cantidad de aproximadamente 1 pug a aproximadamente 5.000 pg por dosis. También se usan en una
cantidad de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 4.000 pg por dosis, de aproximadamente 1 ug a
aproximadamente 3.000 ug por dosis, de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 2.000 pg por dosis y de
aproximadamente 1 pg a aproximadamente 1.000 pug por dosis. También se usan en una cantidad de
aproximadamente 5 pg a aproximadamente 750 pg por dosis, de aproximadamente 5 pg a aproximadamente 500 pg
por dosis, de aproximadamente 5 npg a aproximadamente 200 pg por dosis, de aproximadamente 5 pg a
aproximadamente 100 pg por dosis, de aproximadamente 15 pg a aproximadamente 100 ug por dosis y en una
cantidad de aproximadamente 30 pg a aproximadamente 75 pg por dosis. Como ejemplo especifico, las
composiciones adyuvantes que contienen DDA pueden prepararse simplemente mezclando una solucion antigénica
con una solucién preparada recientemente de DDA.

Polimeros

Las composiciones adyuvantes ademas pueden incluir uno o mas polimeros tales como, por ejemplo, DEAE Dextrano,
polietilenglicol y poli(acido acrilico) y poli(acido metacrilico) (por ejemplo, CARBOPOL®). Dicho material puede
comprarse comercialmente. La cantidad de polimeros adecuada para usar en las composiciones adyuvantes depende
de la naturaleza de los polimeros que se usen. Sin embargo, generalmente se usan en una cantidad de
aproximadamente 0,0001 % en volumen por volumen (v/v) a aproximadamente 75 % v/v. En otras realizaciones, se
usan en una cantidad de aproximadamente 0,001 % v/v a aproximadamente 50 % v/v, de aproximadamente 0,005 %
v/v a aproximadamente 25 % v/v, de aproximadamente 0,01 % v/v a aproximadamente 10 % v/v, de aproximadamente
0,05 % v/v a aproximadamente 2 % v/v y de aproximadamente 0,1 % v/v a aproximadamente 0,75 % v/v. En ofra
realizacién, se usan en una cantidad de aproximadamente 0,02 v/v a aproximadamente 0,4 % v/v. Los DEAE-
dextranos pueden tener un tamafo molecular en el intervalo de 50.000 Da a 5.000.000 Da, o pueden estar en el
intervalo de 500.000 Da a 2.000.000 Da. Dicho material puede comprarse comercialmente o prepararse a partir de
dextrano.

Otro ejemplo especifico es poli(acido acrilico) (por ejemplo, los polimeros CARBOPOL®), que tienen un peso
equivalente ponderado de 76. Pueden producirse a partir de particulas de polimeros primarios de aproximadamente
0,2 a 6,0 micrémetros de diametro medio. Los polimeros CARBOPOL® se hinchan en agua hasta 1000 veces su
volumen original y diez veces su diametro original formando un gel cuando se exponen a un entorno de pH superior
al pKa del grupo carboxilato. A un pH superior al pKa del grupo carboxilato, los grupos carboxilato se ionizan
provocando repulsion entre las cargas negativas, lo que se afiade a la hinchazoén del polimero.

Estimulantes de Th2




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2728 949 T3

Las composiciones adyuvantes pueden incluir ademas uno o mas estimulantes de Th2 como por ejemplo, por ejemplo,
Bay R1005® y aluminio. La cantidad de estimulantes de Th2 adecuada para usar en las composiciones adyuvantes
depende de la naturaleza del estimulante de Th2 que se use. Sin embargo, generalmente se usan en una cantidad de
aproximadamente 0,01 g a aproximadamente 10 mg por dosis. En otras realizaciones, se usan en una cantidad de
aproximadamente 0,05 mg a aproximadamente 7.5 mg por dosis, de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 5
mg por dosis, de aproximadamente 0,5 mg a aproximadamente 2,5 mg por dosis y de 1 mg a aproximadamente 2 mg
por dosis. Un ejemplo especifico es Bay R1005®, un glucolipido con el nombre quimico “acetato de N-(2-desoxi-2-L-
leucilamino-f3-D-glucopiranosil)-N-octadecildodecanamida”. Puede sintetizarse de acuerdo con el procedimiento que
se encuentra en Lockhoff, 0. (Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 30:1611-1620; 1991). Se recomienda almacenarlo a 2-8°
C en un envase hermético. Sus propiedades quimicas o fisicas son que es ligeramente higroscépico, no forma
polimorfos, es quimicamente estable en aire y luz a temperaturas de hasta 50° C y en disolventes acuosos a pH 2-12
a temperatura ambiente. Es una molécula anfipatica que forma micelas en solucién acuosa.

Antigenos y enfermedades

Las composiciones adyuvantes pueden contener uno o mas antigenos. El antigeno puede ser cualquiera de una
amplia diversidad de sustancias capaces de producir una respuesta inmunitaria deseada en un sujeto. Aunque Quil A
por si solo es viricida, Quil A se desintoxica con la adicién de colesterol al formar micelas helicoidales (véase la patente
de Estados Unidos nimero 7.122.191). Se ha encontrado que las composiciones adyuvantes que se describen en el
presente documento no son viricidas, ni hemoliticas ni membranoliticas. Asi, los antigenos que se usan con estas
composiciones adyuvantes pueden ser uno o mas de virus (inactivados, atenuados y vivos modificados), bacterias,
parasitos, nucledtidos, polinucleétidos, péptidos, polipéptidos, proteinas recombinantes, péptidos sintéticos, extractos
de proteinas, células (que incluyen células tumorales), tejidos, polisacaridos, carbohidratos, acidos grasos, acido
teiquico, peptidoglucanos, lipidos o glucolipidos, individualmente o en cualquier combinacién de los mismos.

Los antigenos que se usan con los adyuvantes también incluyen fragmentos inmundégenos de nucleétidos,
polinucledtidos, péptidos, polipéptidos, que pueden aislarse de los organismos a los que se hace referencia en el
presente documento.

Las cepas vivas, vivas modificadas y atenuadas que no provocan enfermedad en un sujeto se han aislado en forma
no virulenta o han sido atenuadas usando procedimientos notorios en la técnica, que incluyen pases seriados en una
linea celular adecuada o exposicion a luz ultravioleta o a un mutageno quimico. Las cepas viricas inactivadas o
muertas son las que se han inactivado mediante procedimientos conocidos por los expertos en la técnica, que incluyen
el tratamiento con formalina, betapropiolactona (L), etilenoimina binaria (BEI), radiacion esterilizante, calor u otros
procedimientos de ese tipo.

Pueden combinarse dos o mas antigenos produciendo una composicion polivalente que puede proteger a un sujeto
contra una amplia variedad de enfermedades provocadas por los patégenos. Actualmente, los fabricantes de vacunas
comerciales, asi como los usuarios finales, prefieren los productos de vacuna polivalentes. Aunque los adyuvantes
convencionales a menudo se ven limitados en la variedad de antigenos con los que pueden usarse eficazmente (ya
sea en vacunas monovalentes o polivalentes), los adyuvantes que se describen en el presente documento pueden
usarse de forma eficaz con una amplia variedad de antigenos, tanto monovalentemente como polivalentemente. Asi,
los antigenos que se describen en el presente documento pueden combinarse en una Unica composicidon que
comprende los adyuvantes que se describen en el presente documento.

Algunos ejemplos de bacterias que pueden usarse como antigenos con las composiciones adyuvantes incluyen, pero
sin limitacion, Aceinetobacter calcoaceticus, Acetobacter paseruianus, Actinobacillus pleuropneumoniae, Aeromonas
hydrophila, Alicyclobacillus acidocaldarius, Arhaeglobus fulgidus, Bacillus pumilus, Bacillus stearothermophillus,
Bacillus subtilis, Bacillus thermocatenulatus, Bordetella bronchiseptica, Burkholderia cepacia, Burkholderia glumae,
Campylobacter coli, Campylobacter fetus, Campylobacter jejuni, Campylobacter hyointestinalis, Chlamydia psittaci,
Chlamydia trachomatis, Chlamydophila spp., Chromobacterium viscosum, Erysipelothrix rhusiopathieae, Listeria
monocytogenes, Ehrlichia canis, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Haemophilus somnus, Helicobacter suis,
Lawsonia intracellularis, Legionella pneumophilia, Moraxellsa sp., Mycobactrium bovis, Mycoplasma hyopneumoniae,
Mycoplasma mycoides subsp. mycoides LC, Clostridium perfringens, Odoribacter denticanis, Pasteurella
(Mannheimia) haemolytica, Pasteurella multocida, Photorhabdus luminescens, Porphyromonas gulae, Porphyromonas
gingivalis, Porphyromonas salivosa, Propionibacterium acnes, Proteus vulgaris, Pseudomnas wisconsinensis,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens C9, Pseudomonas fluorescens SIKW1, Pseudomonas fragi,
Pseudomonas luteola, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas sp B11-1, Alcaliges eutrophus, Psychrobacter
immobilis, Rickettsia prowazekii, Rickettsia rickettsia, Salmonella typhimurium, Salmonella bongori, Salmonella
enterica, Salmonella dublin, Salmonella typhimurium, Salmonella choleraseuis, Salmonella newport, Serratia
marcescens, Spirlina platensis, Staphlyoccocus aureus, Staphyloccoccus epidermidis, Staphylococcus hyicus,
Streptomyces albus, Streptomyces cinnamoneus, Streptococcus suis, Streptomyces exfoliates, Streptomyces scabies,
Sulfolobus acidocaldarius, Syechocystis sp., Vibrio cholerae, Borrelia burgdorferi, Treponema denticola, Treponema
minutum, Treponema phagedenis, Treponema refringens, Treponema vincentii, Treponema palladium y especies de
Leptospira, tales como los patdgenos conocidos Leptospira canicola, Leptospira grippotyposa, Leptospira hardjo,
Leptospira borgpetersenii hardjo-bovis, Leptospira borgpetersenii hardjo-prajitno, Leptospira interrogans, Leptospira
icterohaemorrhagiae, Leptospira pomonay Leptospira bratislava y combinaciones de las mismas.
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En las composiciones adyuvantes pueden usarse tanto virus inactivados como virus vivos atenuados. Algunos
ejemplos de virus que pueden usarse como antigenos incluyen, pero sin limitacion, herpesvirus aviarios, herpesvirus
bovinos, herpesvirus caninos, herpesvirus equinos, virus de rinotraqueitis virica felina, virus de la enfermedad de
Marek, herpesvirus ovinos, herpesvirus porcinos, virus pseudorrabico, paramyxovirus aviarios, virus sincitial
respiratorio bovino, virus del moquillo canino, virus paragripal canino, adenovirus canino, parvovirus canino, virus
paragripal bovino 3, virus paragripal ovino 3, virus de Rinderpest, virus de la enfermedad de la frontera, virus de la
diarrea virica bovina (BVDV), BVDV de tipo |, BVDV de tipo I, virus de la fiebre porcina clasica, virus de leucosis
aviaria, virus de inmunodeficiencia bovina, virus de leucemia bovina, tuberculosis bovina, virus de anemia infecciosa
equina, virus de inmunodeficiencia felina, virus de leucemia felina (FeLV), virus de la enfermedad de Newcastle, virus
de neumonia progresiva ovina, virus de adenocarcinoma pulmonar ovino, coronavirus canino (CCV), CCV pantropico,
coronavirus respiratorio canino, coronavirus bovino, Calicivirus felino, coronavirus entérico felino, virus de la peritonitis
infecciosa felina, virus de diarrea epidémica porcina, virus de la encefalomielitis hemaglutinante porcina, parvovirus
porcino, Circovirus porcino (PCV) de tipo |, PCV de tipo Il, virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRS), virus de la gastroenteritis transmisible, coronavirus del pavo, virus de la fiebre efimera bovina, rabia,
Rotovirus, virus de la estomatitis vesicular, lentivirus, gripe aviar, rhinovirus, virus de la gripe equina, virus de la gripe
porcina, virus de la gripe canina, virus de la gripe felina, virus de la gripe humana, virus de la encefalitis equina del
este (EEE), virus de la encefalitis equina venezolano, virus del Nilo occidental, virus de la encefalitis equina occidental,
virus de la inmunodeficiencia humana, virus del papiloma humano, virus varicela-zéster, virus de la hepatitis B,
rhinovirus y virus del sarampién y combinaciones de los mismos.

Los ejemplos de antigenos peptidicos incluyen péptidos de Bordetella bronchiseptica p68, de GnRH, de IgE, de Fel
d1 y antigenos de cancer y sus combinaciones. Los ejemplos de otros antigenos incluyen nucleétidos, carbohidratos,
lipidos, glucolipidos, péptidos, acidos grasos y acido teiquioco y peptidoglucanos y combinaciones de los mismos.

Algunos ejemplos de parasitos que pueden usarse como antigenos con las composiciones adyuvantes incluyen, pero
sin limitacion, Anaplasma, Fasciola hepatica (duela), Coccidia, Eimeria spp., Neospora caninum, Toxoplasma gondii,
Giardia, Dirofilaria (gusanos cardiacos), Ancylostoma (tenia), Trypanosoma spp., Leishmania spp., Trichomonas spp.,
Cryptosporidium parvum, Babesia, Schistosoma, Taenia, Strongiloides, Ascaris, Trichinella, Sarcocystis, Hammondia
e Isopsora y combinaciones de los mismos. También se contemplan los parasitos externos que incluyen, pero sin
limitacion, garrapatas, que incluyen especies de Ixodes, Rhipicephalus, Dermacentor, Amblyomma, Boophilus,
Hyalomma y Haemaphysalis y combinaciones de los mismos.

La cantidad de antigeno que se usa para inducir una respuesta inmunitaria variara considerablemente dependiendo
del antigeno que se use, del sujeto y del nivel de respuesta que se desee y puede ser determinado por un experto en
la técnica. Para las vacunas que contienen virus vivos modificados o virus atenuados, una cantidad terapéuticamente
eficaz del antigeno generalmente varia desde aproximadamente 102 de dosis infecciosa de cultivo tisular (DOCT)so a
aproximadamente 10'® DOCTso, inclusive. Para muchos de estos virus, una dosis terapéuticamente eficaz esta
generalmente en el intervalo desde aproximadamente 102 DOCTso a aproximadamente 108 DOCTso, inclusive.
Alternativamente, los intervalos de dosis terapéuticamente eficaces son de aproximadamente 10% DOCTsy a
aproximadamente 10% DOCTsp, inclusive. Alternativamente, los intervalos de dosis terapéuticamente eficaces son de
aproximadamente 10* DOCTs a aproximadamente 10° DOCTso, inclusive.

Para las vacunas que contienen virus inactivados, una cantidad terapéuticamente eficaz del antigeno es generalmente
al menos aproximadamente 100 unidades relativas por dosis y a menudo estan en el intervalo desde aproximadamente
1.000 a aproximadamente 4.500 unidades relativas por dosis, inclusive. Alternativamente, la cantidad
terapéuticamente eficaz del antigeno estan en un intervalo de aproximadamente 250 a aproximadamente 4.000
unidades relativas por dosis, inclusive, de aproximadamente 500 a aproximadamente 3.000 unidades relativas por
dosis, inclusive, de aproximadamente 750 a aproximadamente 2.000 unidades relativas por dosis, inclusive, o de
aproximadamente 1.000 a aproximadamente 1.500 unidades relativas por dosis, inclusive.

Una cantidad terapéuticamente eficaz de antigeno en vacunas que contienen virus inactivado puede medirse también
en términos de potencia relativa (RP) por ml. Una cantidad terapéuticamente eficaz esta a menudo en el intervalo de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50 RP por ml, inclusive. En otras realizaciones, la cantidad
terapéuticamente eficaz del antigeno esta en un intervalo de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 30 RP por ml,
inclusive, de aproximadamente 1 a aproximadamente 25 RP por ml, inclusive, de aproximadamente 2 a
aproximadamente 20 RP por ml, inclusive, de aproximadamente 3 a aproximadamente 15 RP por ml, inclusive, o de
aproximadamente 5 a aproximadamente 10 RP por ml, inclusive.

En una realizacion se produjo un antigeno FelLV a partir de la linea celular FL74-UCD-1 (nimero de ATCC CRL-8012)
que esta infectada persistentemente con la cepa KT-FeLV-UCD-1 del virus de leucemia felina. La cantidad de antigeno
FeLV en una vacuna puede medirse como la cantidad de proteina virica gp70 por ml. Una cantidad terapéuticamente
eficaz de antigeno FelV, cuando se mide por la cantidad de proteina virica gp70 por ml, generalmente esta en el
intervalo de aproximadamente 100 a aproximadamente 350.000 ng/ml, inclusive. Alternativamente, el intervalo es de
aproximadamente 1.000 a aproximadamente 300.000 ng/ml, inclusive, o de aproximadamente 2.500 a
aproximadamente 250.000 ng/ml, inclusive, o de aproximadamente 4.000 a aproximadamente 220.000 ng/ml,
inclusive, o de aproximadamente 5.000 a aproximadamente 150.000 ng/ml, inclusive, o de aproximadamente 10.000
ng/ml a aproximadamente 100.000 ng/ml, inclusive.
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El numero de células para un antigeno bacteriano que se administra en una vacuna varia desde aproximadamente
1x108 a aproximadamente 5x10' unidades formadoras de colonias (UFC) por dosis, inclusive. Alternativamente, el
numero de células varia en el intervalo de aproximadamente 1x107 a 5x10' UFC/dosis, inclusive, o de
aproximadamente 1x108 a 5x10'° UFC/dosis, inclusive. Alternativamente, el nimero de células varia en el intervalo de
aproximadamente 1x10? a 5x10'° UFC/dosis, inclusive, o de aproximadamente 1x10* a 5x10° UFC/dosis, inclusive, o
de aproximadamente 1x10°% a 5x10° UFC/dosis, inclusive, o de aproximadamente 1x10° a 5x10° UFC/dosis, inclusive,
o de aproximadamente 1x10° a 5x108 UFC/dosis, inclusive, o de aproximadamente 1x107 a 5x10° UFC/dosis, inclusive.

El nimero de células para un antigeno parasitario administrado en una vacuna varia en el intervalo de
aproximadamente 1x102 a aproximadamente 1x10'° por dosis, inclusive. Alternativamente, el nimero de células varia
en el intervalo de aproximadamente 1x10% a aproximadamente 1x10° por dosis, inclusive, o de aproximadamente
1x10* a aproximadamente 1x108 por dosis, inclusive, o de aproximadamente 1x10° a aproximadamente 1x107 por
dosis, inclusive, o de aproximadamente 1x10° a aproximadamente 1x108 por dosis, inclusive.

Es notorio en la técnica que con los adyuvantes convencionales, es necesaria una cantidad sustancialmente mayor
de virus inactivado que de virus vivos modificados o atenuados para estimular un nivel comparable de respuesta
serolégica. Sin embargo, se ha encontrado sorprendentemente que con las composiciones adyuvantes que se
describen en el presente documento, aproximadamente las mismas cantidades de virus inactivados y de virus vivos
modificados estimulan niveles similares de respuesta seroldgica. Ademas, son necesarias cantidades mas pequefias
de virus vivos modificados, atenuados e inactivados con los adyuvantes que se describen en el presente documento
cuando se comparan con los adyuvantes convencionales para lograr el mismo nivel de respuesta seroldgica. Estos
hallazgos inesperados demuestran la conservacion de recursos y la reduccion de costes para la preparacion de
composiciones inmundgenas y de vacunas. Para las vacunas con amplia utilidad es necesario fabricar millones de
dosis al afio, de forma que estos ahorros pueden ser cuantiosos.

Excipientes

Los adyuvantes acuosos proporcionan ciertas ventajas. Generalmente son faciles de formular y de administrar y
pueden inducir pocas 0 menos reacciones graves en el sitio de la inyeccion. Sin embargo, los adyuvantes acuosos
con un antigeno tienden a difundirse desde el sitio de la inyeccion, son aclarados por el higado del sujeto y generan
una respuesta inmunitaria no especifica indeseada. Se ha encontrado sorprendentemente que las composiciones
adyuvantes acuosas que se describen en el presente documento permanecen en el sitio de la inyeccion hasta que se
biometabolizan, lo que se produce durante un largo periodo de tiempo y proporcionan una respuesta inmunitaria
dirigida.

El aceite, cuando se afiade como componente de un adyuvante, generalmente proporciona un perfil de liberacion largo
y lento. En la presente invencion, el aceite puede ser metabolizable o no metabolizable. El aceite puede estar en forma
de una emulsion de aceite en agua, de agua en aceite, o de agua en aceite en agua.

Los aceites adecuados para usar en la presente invencion incluyen alcanos, alquenos, alquinos y sus acidos y
alcoholes correspondientes, sus éteres y ésteres y sus mezclas. Los compuestos individuales del aceite son
compuestos de hidrocarburos ligeros, es decir, dichos componentes tienen de 6 a 30 atomos de carbono. El aceite
puede prepararse sintéticamente o purificarse a partir de productos de petréleo. El resto puede tener una estructura
de cadena lineal o ramificada. Puede estar totalmente saturada o tener uno o mas enlaces dobles o triples. Algunos
aceites no metabolizables para usar en la presente invencidon incluyen aceite mineral, aceite de parafina y
cicloparafinas, por ejemplo.

El término aceite también se pretende que incluya "aceite mineral ligero," es decir, aceite que se obtiene de forma
similar por destilacion de petrolato, pero que tiene una gravedad especifica ligeramente menor que el aceite mineral
blanco.

Los aceites metabolizables incluyen aceites metabolizables no toxicos. El aceite puede ser cualquier aceite vegetal,
aceite de pescado, aceite animal o aceite preparado sintéticamente que puede ser metabolizado por el cuerpo del
sujeto al que se administrara el adyuvante y que no es toxico para el sujeto. Las fuentes de aceites vegetales incluyen
frutos secos, semillas y granos.

Una emulsion de aceite en agua proporcionada por la presente invencion esta compuesta por una formulacion de
AMPHIGEN®. Esta formulacién comprende un componente acuoso, lecitina, aceite mineral y tensioactivos. Las
patentes que describen los componentes de la formulacion incluyen US 5.084.269 y US 6.572.861.

Habitualmente, el componente de aceite de la presente invencién esta presente en una cantidad de 1 % a 50 % en
volumen; o en una cantidad de 10 % a 45 %; o en una cantidad de 20 % a 40 %.

Otros componentes de las composiciones pueden incluir excipientes farmacéuticamente aceptables, como por ejemplo
vehiculos, disolventes y diluyentes, agentes isotonicos, agentes tamponadores, estabilizantes, conservantes, agentes
vasoconstrictores, agentes antibacterianos, agentes antifingicos y similares. Los vehiculos, disolventes y diluyentes
tipicos incluyen agua, solucion salina, dextrosa, etanol, glicerol, aceite y similares. Los agentes isoténicos
representativos incluyen cloruro soédico, dextrosa, manitol, sorbitol, lactosa y similares. Los estabilizantes utiles
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incluyen gelatina, albdmina y similares.

Los tensioactivos se usan para ayudar a la estabilizacion de la emulsién seleccionada para actuar como vehiculo para
el adyuvante y el antigeno. Los tensioactivos adecuados para usar en las presentes invenciones incluyen tensioactivos
naturales y tensioactivos sintéticos no naturales biolégicamente compatibles. Los tensioactivos biolégicamente
compatibles incluyen compuestos fosfolipidicos o una mezcla de fosfolipidos. Los fosfolipidos preferidos son
fosfatidilcolinas (lecitina), como por ejemplo lecitina de soja o de huevo. La lecitina puede obtenerse en forma de una
mezcla de fosfatidas y triglicéridos lavando con agua los aceites vegetales crudos y separando y secando las gomas
hidratadas resultantes. Puede obtenerse un producto refinado fraccionando la mezcla entre fosfolipidos y glucolipidos
insolubles en acetona que permanecen después de eliminar los triglicéridos y aceite vegetal lavando con acetona. De
forma alternativa, la lecitina puede obtenerse de diversas fuentes comerciales. Otros fosfolipidos adecuados incluyen
fosfatidilglicerol, fosfatidilinositol, fosfatidilserina, acido fosfatidico, cardiolipina y fosfatidiletanolamina. Los fosfolipidos
pueden aislarse de fuentes naturales o sintetizarse convencionalmente.

Los tensioactivos sintéticos no naturales adecuados para usar en la presente invencién incluyen tensioactivos no
iénicos con base de sorbitan, por ejemplo tensioactivos de sorbitan sustituidos con acidos grasos (disponibles
comercialmente con el nombre de SPAN® o ARLACEL®), ésteres de acidos grasos de sorbitol polietoxilado
(TWEEN®), ésteres de polietilenglicol de acidos grasos de fuentes como por ejemplo aceite de ricino (EMULFOR®);
acido graso polietoxilado (por ejemplo, acido estearico disponible con el nombre SIMULSOL M-53®), polimero de
isooctilfenol polietoxilado/formaldehido (TYLOXAPOL®), éteres de alcoholes grasos de polioxietileno (BRIJ®); éteres
no fenilicos de polioxietileno (TRITON® N), éteres de polioxietilenisooctilfenilo (TRITON® X).

Hablando de forma general, el tensioactivo, o la combinacion de tensioactivos, si se usan dos o mas tensioactivos,
esta presente en la emulsién en una cantidad de 0,01 % a 10 % en volumen, preferiblemente de 0,1 % a 6,0 %, mas
preferiblemente de 0,2 % a 5,0 %.

Tal como se usa en el presente documento, "un vehiculo farmacéuticamente aceptable" incluye cualquiera y todos los
disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, adyuvantes, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes,
agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos, agentes que retrasan la adsorcion y similares. El/los
vehiculo(s) deben ser “aceptables” en el sentido de ser compatibles con los otros componentes de las composiciones
y no ser perjudiciales para el sujeto. Habitualmente, los vehiculos seran estériles y apirdgenos y se seleccionaran
basandose en el modo de administracién a emplear. Se conoce bien por los expertos en la técnica que las
formulaciones preferidas para el vehiculo farmacéuticamente aceptable que comprenden las composiciones son los
vehiculos farmacéuticos aprobados en las regulaciones aplicables promulgadas por el Departamento de agricultura
estadounidense o la Administracion de medicamentos y alimentos estadounidense, o agencia gubernamental
equivalente en un pais diferente de los Estados Unidos. Por lo tanto, el vehiculo farmacéuticamente aceptado para la
producciéon comercial de las composiciones es un vehiculo que ya esta aprobado o que sera aprobado por la agencia
gubernamental apropiada en los Estados Unidos o pais extranjero.

Las composiciones opcionalmente pueden incluir diluyentes liquidos, semisdlidos o sodlidos compatibles
farmacéuticamente aceptables (es decir, estériles o no téxicos) que sirven como vehiculos, excipientes o medios
farmacéuticos. Los diluyentes pueden incluir agua, solucion salina, dextrosa, etanol, glicerol, aceite y similares. Los
agentes isoténicos pueden incluir cloruro sddico, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa entre otros. Los estabilizantes
incluyen albumina, entre otros.

Las composiciones también pueden contener antibidticos o conservantes que incluyen, por ejemplo, gentamicina,
mertiolato o clorocresol. Las diversas clases de antibidticos o conservantes de los que pueden seleccionarse son
notorias para el experto en la técnica.

Preparacion de las composiciones

Preparacion de formulaciones adyuvantes

Un ISCOM puede prepararse combinando una saponina, un esterol y un fosfolipido. Por ejemplo, un ISCOM puede
contener de 5 % a 10 % en peso de Quil A, 1 % a 5 % de colesterol y fosfolipidos y el resto de proteina. La proporcion
entre saponina y esterol en las formulaciones adyuvantes habitualmente sera del orden desde 1:100 peso por peso
(p/p) a 5:1 p/p. En algunos ejemplos, hay presente un exceso de esterol, en el que la proporciéon entre saponina y
esterol es de al menos 1:2 p/p, o 1:5 p/p. En otras realizaciones, la saponina esta en exceso relativa al esterol y se
usa una proporcion entre saponina y esterol de aproximadamente 5:1 p/p. ISCOM e ISCOMATRIX estan disponibles
comercialmente de Isconova AB (Suecia).

En algunos ejemplos, se usa CARBOPOL® combinado con DDA en una cantidad de al menos 0,1 partes en peso de
CARBOPOL® por parte en peso de DDA. Alternativamente, se usan al menos 0,5 partes en peso de CARBOPOL®
por parte en peso de DDA. Alternativamente, se usa al menos 1 parte en peso de CARBOPOL® por parte en peso de
DDA. La combinacién de CARBOPOL® y DDA forma un complejo por el que el grupo funcional de amina terciaria del
DDA inmunofuncionaliza los grupos laterales de acido carboxilico del polimero. Esto permite que las células
inmunitarias especificas se dirijan al antigeno y al adyuvante de forma simultanea y coadministren el antigeno y
adyuvante juntos en el momento y concentracion éptimos a dichas células.
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Los adyuvantes descritos en el presente documento generalmente no requeriran ningun vehiculo especifico y se
formularan en un tampoén acuoso u otro farmacéuticamente aceptable. En algunos casos, las vacunas de las
realizaciones descritas se presentaran en un vehiculo adecuado, como por ejemplo, liposomas, microesferas o
particulas antigénicas encapsuladas adicionales. El antigeno puede estar contenido en la membrana de las vesiculas
o estar contenido en el exterior de la membrana de las vesiculas. Generalmente, los antigenos solubles estan fuera y
los antigenos hidrofobos o lipidados estan bien contenidos en el interior o bien fuera de la membrana.

Las composiciones adyuvantes pueden prepararse en diversas formas dependiendo de la via de administracion,
requisitos de almacenamiento y similares. Por ejemplo, pueden prepararse en forma de soluciones o dispersiones
acuosas estériles adecuadas para uso inyectable, o prepararse en formas liofilizadas usando técnicas de liofilizacion,
secado al vacio o secado por pulverizacion. Las composiciones liofilizadas pueden reconstituirse antes de su uso para
estabilizar una solucién, por ejemplo, solucién salina o HEPES. Asi, las composiciones adyuvantes pueden usarse
como forma farmacéutica sélida, semisoélida o liquida.

Los adyuvantes pueden fabricarse usando técnicas conocidas en la técnica. Por ejemplo, la saponina y el colesterol
pueden mezclarse en un detergente adecuado, seguido de una técnica de extraccién con disolvente formando
liposomas o ISCOM. La saponina y el colesterol también pueden combinarse formando micelas helicoidales como se
describe en la patente de Estados Unidos nimero 7.122.191.

Puede usarse solucion salina tamponada con fosfato (PBS) como medio de tampén acuoso; el pH del tampdn puede
ser neutro o ligeramente alcalino o ligeramente acido. Por consiguiente, el pH puede estar en el intervalo de pH de 6
a 8. Es habitual un pH de aproximadamente 7,0 a aproximadamente 7,3. La potencia del tampdn puede estar entre
P04 10 a 50 mM y entre PO4 10 a 150 mM. En un ejemplo, se usa 0,063 % de PBS. El pH puede ajustarse usando
NaOH o HCI segun sea necesario. Las concentraciones habituales incluyen HCIde 1 Na 10 Ny NaOH de 1 Na 10
N.

La cantidad de adyuvante usada depende del antigeno con el que se usa y la dosis antigénica a aplicarse. También
depende de las especies a la que se dirija y de la formulacion deseada. Habitualmente la cantidad esta incluida en un
intervalo convencionalmente usado para los adyuvantes. Por ejemplo, los adyuvantes habitualmente comprenden de
aproximadamente 1 ug a aproximadamente 1000 ug, inclusive, de una dosis de 1 ml. De forma similar, los antibiéticos
habitualmente comprenden de aproximadamente 1 pug a aproximadamente 60 pg, inclusive, de una dosis de 1 ml.

Las formulaciones adyuvantes pueden homogenizarse o microfluidificarse. Las formulaciones se someten a un
procedimiento de mezclado primario, habitualmente pasando una o mas veces a través de uno o mas
homogenizadores. Puede usarse cualquier homogenizador disponible comercialmente para este fin, por ejemplo,
emulsionante Ross (Hauppauge, NY), homogenizador Gaulin (Everett, MA), o Microfluidics (Newton, MA). En una
realizacion, las formulaciones se homogenizan durante tres minutos a 10.000 rpm. La microfluidificacion puede
lograrse mediante el uso de un microfluidificador comercial, como por ejemplo el modelo nimero 11QY disponible en
Microfluidics, (Newton, Mass.); Gaulin Modelo 30CD (Gaulin, Inc., Everett, Mass.); y Rainnie Minilab Tipo 8.30H (Miro
Atomizer Food y Dairy, Inc., Hudson, Wis.). Estos microfluidificadores operan forzando fluidos a través de pequefias
aperturas a presion elevada, de tal forma que dos chorros de liquido interactien a velocidades elevadas en una camara
de interaccion formando composiciones con gotitas de un tamafio submicrométrico. Por ejemplo, las formulaciones se
microfluidifican pasandolas a través de una camara de limitaciéon de las dimensiones de 200 micrémetros a 68950000
+/- 3447380 pascales (10.000 +/- 500 psi).

Las composiciones adyuvantes que se describen en el presente documento pueden estar tanto homogeneizadas como
microfluidificadas. Se afiade un antigeno a un tampoén apropiado. La solucion se agita y se afiade lentamente una
saponina a la soluciéon antigénica. Después se afiade lentamente un esterol a la solucion de antigeno/saponina,
seguido de la adicién lenta de un compuesto de amonio cuaternario a la solucidon de antigeno, saponina y esterol. La
composicion resultante se homogeniza y después se microfluidifica. Después de la microfluidificacion, se afiade un
polimero a la composicion microfluidificada. Dependiendo de los componentes que se usen, puede alterarse el orden
de estas etapas para optimizar la preparacion de las composiciones.

Preparaciéon de composiciones inmundégenas y de vacunas

Las composiciones adyuvantes que se describen en el presente documento pueden usarse para la fabricacion de
composiciones inmundgenas y de vacunas. Para las composiciones de vacunas o inmundgenas, cada dosis contiene
una cantidad terapéuticamente eficaz de un antigeno o antigenos que puede variar dependiendo de la edad y estado
general del sujeto, de la via de administracion, de la naturaleza del antigeno y de otros factores. Pueden ajustarse las
cantidades y concentraciones de los otros componentes de la vacuna o composiciones inmundgenas para modificar
las propiedades fisicas y quimicas de la composicion y pueden ser determinadas facilmente por el experto en la
técnica. Una caracteristica ventajosa de las composiciones adyuvantes es que son completamente configurables
dependiendo de las caracteristicas que se deseen para la composicion. Por ejemplo, si se desea una mayor respuesta
Th1, puede aumentarse la cantidad del estimulador de Th1. Del mismo modo, si se desea una mayor respuesta Th2,
puede aumentarse la cantidad del estimulador de Th2. También puede lograrse una respuesta equilibrada entre
Th1/Th2. Las composiciones inmundgenas y de vacunas también pueden homogenizarse o microfluidificarse como se
describe anteriormente.
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ADMINISTRACION Y USO DE LAS COMPOSICIONES

Administracion de las composiciones

Los tamafios de las dosis de las composiciones habitualmente varian desde aproximadamente 1 ml a
aproximadamente 5 ml, inclusive, dependiendo del sujeto y del antigeno. Por ejemplo, para un canido o felino,
habitualmente se usa una dosis de aproximadamente 1 ml, mientras que en el ganado vacuno habitualmente se usa
una dosis de aproximadamente 2-5 ml. Sin embargo, estos adyuvantes también pueden formularse en microdosis, en
las que las pueden usarse dosis de aproximadamente 100 pl.

Las vias de administracion para las composiciones adyuvantes incluyen parenteral, oral, oronasal, intranasal,
intratraqueal, tépica y en el huevo. Puede usarse cualquier dispositivo adecuado para administrar las composiciones,
que incluyen jeringuillas, goteros, dispositivos para inyeccion sin agujas, parches y similares. La via y el dispositivo
que se seleccionen para usar dependeran de la composicion del adyuvante, el antigeno y el sujeto y estos son notorios
para el experto en la técnica.

Uso de las composiciones

Uno de los requisitos para cualquier preparacion de vacuna adyuvante para uso comercial es establecer la estabilidad
de la solucién adyuvante durante los periodos de almacenamiento largos. En el presente documento se proporcionan
formulaciones adyuvantes que son faciles de fabricar y estables durante al menos 18 meses, por ejemplo, las
formulaciones son estables durante aproximadamente 18 meses. Alternativamente, las formulaciones son estables
durante entre de aproximadamente 18 a aproximadamente 24 meses. Alternativamente, las formulaciones son
estables durante aproximadamente 24 meses. Los procedimientos de pruebas aceleradas también indican que las
formulaciones que se describen en el presente documento son estables.

Una caracteristica ventajosa de las presentes composiciones adyuvantes es que pueden administrarse de forma
segura y eficaz a una amplia variedad de sujetos. En la técnica, se espera que las combinaciones de adyuvantes
demuestren mayor capacidad reactdgena que los componentes individuales. Sin embargo, las composiciones que se
describen en el presente documento muestran una menor capacidad reactdégena cuando se comparan con
composiciones en las que se usan uno o dos cualesquiera de los componentes, aunque se mantiene el efecto
adyuvante. También se ha encontrado sorprendentemente que las composiciones adyuvantes que se describen en el
presente documento demuestran mejoras en la seguridad cuando se comparan con otras composiciones adyuvantes.

Las composiciones adyuvantes que se describen en el presente documento son utiles para producir una respuesta
inmunitaria deseada en un sujeto. Son eficaces en multiples especies. Un sujeto adecuado es cualquier animal para
el que se desee la administracion de una composicion adyuvante. Incluye mamiferos y no mamiferos, que incluyen
primates, ganado, animales de compaiiia, animales de laboratorio, animales salvajes cautivos, aves (incluidos los
huevos), reptiles y peces. Asi, este término incluye pero sin limitacién, monos, seres humanos, cerdos, ganado vacuno,
ovejas, cabras, equinos, ratones, ratas, cobayas, hamsters, conejos, felinos, canidos, pollos, pavos, patos, otras aves
de corral, ranas y lagartijas.

Pueden usarse los adyuvantes que se describen en el presente documento para mostrar una diferenciacion serolégica
entre los animales infectados y vacunados. Asi, pueden usarse en una vacuna marcadora en la que el antigeno de la
vacuna provoque en los animales vacunados un patrén de anticuerpos diferente del patrén del virus de tipo silvestre.
Generalmente se usa una vacuna junto con una prueba de diagndstico complementaria que mide la diferencia entre
los patrones de los anticuerpos y demuestra qué animales han sido vacunados y qué animales estan infectados con
el virus de tipo silvestre. Dicha tecnologia es util en el control y la erradicacion del virus de una poblacion sujeto.

Los siguientes ejemplos se presentan como ejemplos ilustrativos. Para los expertos en la técnica seran obvios muchos
cambios, variaciones, modificaciones y otros usos y aplicaciones de esta invencion.

EJEMPLOS
Ejemplo 1. Soluciones de Quil A/Colesterol (QC)

Se disolvio Quil A (Superfos) en agua y se prepar6 una solucion madre de 50 mg/ml. Se disolvié colesterol (Fabri
Chem Inc.) en etanol y se prepar6 una solucion madre de 18 mg/ml. Se filtré después la solucién madre de colesterol
usando un filtro de 0,2 micrometros.

El intervalo de concentraciones de Quil A y colesterol en las diversas formulaciones fue tan baja como 1/1 pg/ml de
Quil A frente a colesterol hasta tan altas como 1000/1000 pg/ml. Para preparar una solucién madre de Quil A/colesterol
de 50/50 pg/ml, la solucién madre de Quil A se diluyd con agua hasta una concentracion de 50 pg/ml. Mientras se
agita esta solucion, la soluciéon madre de colesterol se afiadié lentamente a una concentracion final de 50 ug/ml.

Ejemplo 2. Soluciones de DDA (D)

Se disolvié bromuro de amonio de dimetildioctadecilo (DDA; Fluka Analytical), en etanol y se prepar6 una solucion
madre de 18 mg/ml. Se filtr6 después la solucion madre de DDA usando un filtro de 0,2 micrometros.
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Ejemplo 3. Soluciones de Quil A/Colesterol/DDA (QCD)

Se prepard una solucion madre de A Quil A/Colesterol como en el ejemplo 1 a las concentraciones deseadas. Se
preparé una solucion madre de DDA como en el ejemplo 2 y se afiadié lentamente a la soluciéon madre de Quil
Alcolesterol. Las soluciones se mezclaron para lograr las concentraciones finales deseadas. El pH de la solucion se
ajusté con NaOH o HCI segun fue necesario para alcanzar el pH final deseado, que estuvo generalmente en un
intervalo de aproximadamente 6,9 a aproximadamente 7,5.

Ejemplo 4. Soluciones de CARBOPOL® (C).

El CARBOPOL® (Noveon, Méjico) se disolvié en agua desionizada y se prepard una solucion madre del 1,5 %. En
otra realizacion, se disolvi6 CARBOPOL® en agua desionizada y se prepard una solucion madre del 0,75 %.

Ejemplo 5. Soluciones de DDA/CARBOPOL® (DC).

Se preparé una solucion madre de DDA como en el ejemplo 2. Se prepard una solucién madre de CARBOPOL® al
0,75 % como en el ejemplo 4. Las soluciones se mezclaron logrando las concentraciones finales deseadas.

Ejemplo 6. Soluciones Quil A/Colesterol/DDA/CARBOPOL® (QCDC)

Se prepard una solucién madre de Quil A/colesterol/DDA como en el ejemplo 3. Se prepard una solucién madre de
CARBOPOL® al 0,75 % como en el ejemplo 4. La solucion madre de CARBOPOL® se afadio lentamente a la solucién
madre Quil A/colesterol/DDA logrando la concentracion final deseada. El pH de la solucion se ajusté con NaOH o HCI
alcanzando el pH final deseado, que estuvo generalmente en un intervalo de aproximadamente 6,9 a
aproximadamente 7,5.

Ejemplo 7. Soluciones de Bay R1005® (R)

Para preparar una soluciéon madre de Bay R1005®, el glucolipido N-(2-desoxi-2-L-leucilamino-3-D-glucopiranosil)-N-
octadecildodecanoilamida se disolvié en etanol (al 60 % v/v). Se afadieron después Tween 20 y acido acético glacial.
En un ejemplo, se disolvieron 3,49 gr de N-(2-desoxi-2-L-leucilamino-B-D-glucopiranosil)-N-octadecildodecanoilamida
en 44,64 ml de etanol/agua (al 60 % v/v). Esto se combiné con 1,12 ml de Tween 20 y 0,68 ml de acido acético glacial.

Ejemplo 8. Soluciones de Quil A/Colesterol/DDA/CARBOPOL®/Bay R1005® (QCDCR)

Se preparo una solucion madre de Quil A/colesterol/DDA/CARBOPOL® como en el ejemplo 6. Se prepar6 una solucion
madre de Bay R1005® como en el ejemplo 7. La soluciéon de Bay R1005® se ariadié lentamente a la solucion de Quil
Alcolesterol/DDA/CARBOPOL® para lograr la concentracion final deseada. El pH de la solucion se ajusté con NaOH
o HCI segun fue necesario para alcanzar el pH final deseado, que estuvo generalmente en un intervalo de
aproximadamente 6,9 a aproximadamente 7,5.

Ejemplo 9. Soluciones de DEAE Dextrano (X)

Se prepard una solucion madre de DEAE dextrano (X) disolviendo 200 mg/ml de DEAE dextrano en agua. La solucién
puede autoclavarse durante aproximadamente 20 minutos a 120° centigrados (C).

Ejemplo 10. Soluciones de Quil A/Colesterol/DDA/DEAE (QCDX)

Se preparoé una solucion madre de Quil A/colesterol/DDA de acuerdo con el ejemplo 3. Se preparoé una solucion madre
de DEAE de acuerdo con el ejemplo 9. Se combinaron las soluciones afiadiéndolas directamente dentro de un
homogeneizador. El mezclado emplea un procedimiento de mezcla ultrarrapida usando una fuerza de cizallamiento
mayor de 1.000 seg'. El mezclado se hace suministrando la solucién acuosa directamente dentro de la fase oleosa
que contiene los adyuvantes no polares y los componentes antigénicos y mezclando hasta que se logra una mezcla
estable homogénea. Tipicamente esto puede ser un minimo de varios minutos o mas dependiendo del tamafio de
particula deseado.

Ejemplo 11. Composiciones de Aceite (O)

Se prepar6 una solucion madre de aceite combinando aceite mineral Drakeol con Tween 85 y Span 85, calentando a
aproximadamente 55°C y después enfriando y filirando de forma estéril. Esta mezcla comprenderia asi el componente
de base de la fase oleosa para un vehiculo basado en aceite. Si el colesterol y/o el DDA se seleccionaron para ser un
inmunomodulador colaborador para una de estas composiciones se afadirian después también a esta mezcla antes
de filtracién, dado que son solubles en la fase oleosa.

Ejemplo 12. Composiciones de Quil A/Colesterol/DDA/DEAE/Aceite (QCDXO)

Se prepard una solucion madre de Quil A/colesterol/DDA/DEAE de acuerdo con el ejemplo 10. Se preparé una
composicién madre de aceite de acuerdo con el ejemplo 11. Las soluciones fueron una combinacion de Quil-A, DEAE-
dextrano y agua logrando la cantidad a dichas concentraciones. Se mezclé esta fase acuosa agitando continuamente
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la reaccion durante varios minutos o mas a temperatura ambiente o mas alta y después se filtré de forma estéril y se
almacend para adicion a la fase oleosa. La fase acuosa se afiadié lentamente dentro de una fase aceitosa que se
mezcla de forma continua.

Ejemplo 13. Preparacion de Composiciones Inmunégenas o Composiciones de Vacunas

Para preparar una composicion inmundgena o una composicion de vacunas que comprenda un antigeno y uno de los
adyuvantes anteriormente descritos, se afiadio el antigeno deseado a un tampén apropiado. Después se afiadieron
los componentes del adyuvante deseado como se describe anteriormente. La solucién resultante se llevo a un volumen
final con el tampon.

Ejemplo 13a. Antigeno, Quil A, Colesterol, DDA, CARBOPOL®

Para preparar una composicion inmundégena o una composicion de vacuna que comprenda un antigeno, Quil A,
colesterol, DDA y CARBOPOL®, el antigeno deseado se afiadié a un tampoén apropiado. Se preparé una solucion
madre de Quil A como en el ejemplo 1 y se afadié lentamente a la solucién de antigeno. Se prepard una solucién
madre de colesterol como en el ejemplo 1 y se afiadié lentamente a la solucidon de antigeno/Quil A. Se prepar6 una
solucion madre de DDA como en el ejemplo 2 y se afiadio lentamente a la solucion de antigeno/Quil A/colesterol. La
solucién de antigeno/Quil A/colesterol se homogeneizé y microfluidificd. Una solucion de CARBOPOL® al 0,75 % se
prepar6 como en el ejemplo 4. Después de microfluidificacion, se afiadio la solucion de CARBOPOL® (0,05 % v/v) a
composicion microfluidificada y se ajusté el pH con NaOH o HCI a aproximadamente 6,9 hasta aproximadamente 7,5.

Ejemplo 13b. Antigeno, Quil A, Colesterol, DDA, CARBOPOL®, Bay R1005®

Para preparar una composicion inmundégena o una composicion de vacuna que comprenda un antigeno, Quil A,
colesterol, DDA, CARBOPOL® y Bay R1005®, se afiadio el antigeno deseado a un tampon apropiado. Se prepard
una solucion madre de Quil A como en el ejemplo 1y se afiadié lentamente a la solucién de antigeno. Se prepard una
solucién madre de colesterol como en el ejemplo 1y se afiadié lentamente a la solucion de antigeno/Quil A. Se preparé
una solucion madre de DDA como en el ejemplo 2 y se afiadié lentamente a la solucion de antigeno/Quil A/colesterol.
La solucién de antigeno/Quil A/colesterol/DDA se homogeneizd y microfluidific6. Se preparé una solucion de
CARBOPOL® al 0,75 % como en el ejemplo 4. Después de microfluidificacion, se afiadié la solucion de CARBOPOL®
(al 0,05 % v/v) a composicion microfluidificada y se ajusté el pH con NaOH o HCI a aproximadamente 6,9 hasta
aproximadamente 7,5. Se prepar6 una solucion madre de Bay R1005® como en el ejemplo 7. Se afiadio el componente
de Bay R1005® a la fase acuosa después de que se afiadio el DDA.

Ejemplo 13c. Antigeno, Quil A, Colesterol, DDA, DEAE Dextrano

Para preparar una composicion inmundgena o una composicion de vacuna que comprenda un antigeno, Quil A,
colesterol, DDA y DEAE dextrano, el antigeno deseado se afiadié a un tampoén apropiado. Se prepard una solucion
madre de Quil A como en el ejemplo 1 y se afiadié lentamente a la solucidon de antigeno. La composicion se
homogeneizé. Se preparé una solucion madre de colesterol como en el ejemplo 1 y se afiadié lentamente a la solucién
de antigeno/Quil A durante la homogeneizacion. Se prepard una solucién madre de DDA como en el ejemplo 2 y se
afadio lentamente a la solucién de antigeno/Quil A/colesterol durante la homogeneizacion. Se prepar6 una solucion
madre de DEAE dextrano como en el ejemplo 9. Durante la homogeneizacion, se afiadio la solucion de DEAE dextrano
y la composicion resultante se llevé al volumen final.

Ejemplo 13d. Antigeno, Quil A, Colesterol, DDA, DEAE Dextrano, Aceite

Para preparar una composicion inmundgena o una composicion de vacuna que comprenda un antigeno, Quil A,
colesterol, DDA, DEAE dextrano y aceite, se afadio el antigeno deseado a un tampoén apropiado. Se preparé una
solucion madre de Quil A como en el ejemplo 1y se afiadio lentamente a la solucién de antigeno. La composicién se
homogeneizd. Se prepard una solucién madre de colesterol como en el ejemplo 1 y se afiadié lentamente a la solucién
de antigeno/Quil A durante la homogeneizacion. Se preparé una solucion madre de DDA como en el ejemplo 2 y se
afadio lentamente a la solucion de antigeno/Quil A/colesterol durante la homogeneizacion. Se prepard una solucion
de DEAE dextrano como en el ejemplo 9. Durante la homogeneizacion, se afiadié la solucion de DEAE dextrano. Se
prepard una composicion de aceite como en el ejemplo 11. Durante la homogeneizacion, se afadio la composicion de
aceite suministrando la fase acuosa dentro de la fase oleosa homogeneizando mientras y se llevé la solucion resultante
a volumen final.

Ejemplo 14. Vacunas del Virus de la Leucemia Felina (FeLV)

Los animales se asignaron al azar a grupos de tratamiento usando un disefio de bloques completo distribuido de forma
aleatoria. La tabla 1 muestra el disefio del estudio. Los bloques se basaron en fecha de nacimiento y camada. Los
animales se clasificaron por fecha de nacimiento y después por camada. Se usaron bloques de cuatro. Dentro de un
bloque, los animales se asignaron al azar al tratamiento. Para la fase de vacunacion del estudio, se combinaron dos
bloques consecutivos formando un grupo de ocho animales. Los grupos de animales se asignaron al azar a dos
habitaciones de tal forma que cada habitacién contenia cinco grupos (10 bloques) de animales. Dentro de un grupo
de animales, los animales se asignaron al azar a cuatro jaulas localizadas cerca unas de otras de tal manera que cada
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jaula contenia dos animales con el mismo tratamiento. Para la fase de prueba del estudio, los animales de una
habitacion de vacunacion se asignaron al azar a bien una o bien dos habitaciones de prueba. La habitacién de
vacunacion seleccionada para ir en dos habitaciones de prueba, tenia cinco bloques distribuidos al azar para cada
habitacion de prueba (2,5 grupos; 20 animales). La otra habitacion de prueba contiene 10 bloques (5 grupos; 40
animales). Dentro de una habitacién de prueba, los animales en el mismo bloque se asignaron al azar a cuatro jaulas
localizadas una cerca de la otra.

Se prepararon las vacunas para este estudio como en el ejemplo 13 salvo porque se us6 una soluciéon madre de
CARBOPOL® al 1,5 %. Especificamente, se preparé6 LEUKOCELL® 2 (Pfizer, Inc.) propagando FelLV, subgrupos A,
By C, en células linfoides transformadas con FeLV. Los antigenos viricos se inactivaron quimicamente, se combinaron
con un adyuvante estéril para lograr la respuesta inmune y se envasaron en forma liquida. Se preparé una cantidad
total de 100 ml de Producto Veterinario de Investigacion (IVP) conteniendo el virus de la leucemia felina y 25 ug de
Quil A/hidréxido de aluminio (ALHYDROGEL®). Se mezclé un total de 94,5 ml de una solucion madre de FelLV de
1,106 x 10°% ng/ml lentamente durante 15 minutos. El pH se ajusté a 5,9 a 6,1 con HCI 4 N o NaOH al 18 %, si fue
necesario. Se afiadieron, agitando mientras, 0,5 ml de una solucién de 5,0 mg/ml de Quil A a la solucién de antigeno.
Después, se afadieron lentamente 5,0 ml de ALHYDROGEL® al 100 % v/v. La composicidon se agité durante un
minimo de 2 horas a 4°C. El pH se ajusto a entre 7,0 y 7,3 con NaOH al 18 % o HCI 1 N, segun se necesitase.

Se prepararon el IVP que comprende el virus de la leucemia felina y 37,5 yg de Quil A/hidroxido de aluminio
(ALHYDROGEL®) de la misma manera que para los 25 ug de Quil A IVP pero se afiadieron 7,5 ml de la solucion
madre de Quil A a la solucion de antigeno.

Se prepard una cantidad total de 350 ml de Producto Veterinario de Investigacion (IVP) conteniendo el virus de la
leucemia felina, Quil A, colesterol, DDA y CARBOPOL®. Mientras que se agitaban 349,3 ml de una solucién madre
de FeLV a 1,106 x 10° ng/ml, se afiadieron lentamente 0,14 ml de una solucién de 50,0 mg/ml de Quil A a la solucion
de antigeno. Después, se afiadieron lentamente 0,39 ml de una soluciéon de colesterol/etanol de 18 mg/ml. La
composicion se homogeneizé durante tres minutos a 10.000 rpm. Se afadié un total de 0,19 ml de una solucion de
DDA/etanol de 18,0 mg/ml a la composicién mientras que se agitaba. Se afiadi6 lentamente un total de 5,0 ml de una
solucion de CARBOPOL® al 1,5 % a 145,0 ml de la composicion de virus de la leucemia felina, Quil A, colesterol y
DDA. El pH se ajusté a entre 7,0 y 7,3 con NaOH al 18 % o HCI 1 N, segun se necesitase.

18



ES 2728 949 T3

0IUOLIE||I8PEIZ0IP|SWID 8P CJNLHoIg = ¥dd
UBWoqIEd = @10d0Ogdv0

|oJg1sa|00 ap sealpld) senaued Us opeladiodul "y [IND BUILOAES 8p s]UBANADY = |018]58(00 — ' |IND)

[BSBUOIO = MO, JBINasSNLUENU Bia &) 10d (G601 0'G slusepellxoIde) ZF 2Ip @(oipay-odaq,

08LEINIANS = D5, (T1 U AR 8P BIOLBIaJSY ap 8107) BIDUSIS|8) &P BUNJEA B| L0D 2|0eledLuod BAnBle) BIOUSI0d BUN JaUaIUDD Bled opRZa,

upjoefijsenl] ep olBULSIEA 010NPoOld,

(E10d0gdvD /vad
G5l 8RL LRl FEL A01815800 /7 | INGD) EPE|NLLIOISH
JZL ‘90l 'S8 k9 'SE Z- NO 0L FF G2F OF 'L 08 o'l LZ'0 0z z ®711300xn31 8p Briog 0L
GGL el Lrl el JHOMY
JEZL ‘a0l 'sg 'v9 'se 'Z- NO o'l ¥ ¥ OF 'S a8 o'l Lz'n oz IND £ @711320¥N378p Brig'ic £0L
G5l 8FL LRl FEL JLHOWY A
JEL ‘90l ‘G2 'v9 'SE ‘Z- NO ol ¥ ¥ OF 'LE o8 o'l 1z'0 oz D z @11300xMN0318p frl 52 Z0L
GSL el Lrl vEl
JZl 90l 'S8 '¥9 'SE T- MO o'l F¥ L2F OF 'L .05 o'l Lz 0z BUIES UDIONI0S 1oL
=i 2l A, {jw) sisog eqgantd ap eig =Y {jw) 51500 UDIDEUNIe A 8p Bl
Sa[BLU|UY [ RETI= =TT
seJjsaniy ep eplfioday eqanld sp ase4 UQIJELNIEA 8P 858 ap 0JBLINN dAl ap odrig

|ejuswiadxg oussiq | elqel

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2728 949 T3

Se observaron diariamente todos los animales y se registraron las observaciones. Se registraron las temperaturas
corporales de todos los animales por la via timpanica en el dia -1 antes de la primera administracion de dosis de
vacuna y en el dia 20 antes de la segunda administraciéon de dosis de vacuna. Se recogié una muestra de sangre (1,0
— 2,0 ml) a partir de cada animal por venopuncién de la vena yugular, en el dia -2. Se administraron dosis sedantes
de TELAZOL® (Fort Dodge Animal Health) de acuerdo con el peso corporal (aproximadamente 5,0 mg/kg) mediante
la via intramuscular con el fin de minimizar el estrés animal y para evitar dafio a los manipuladores de animales durante
la recogida de sangre. La sangre se recogio en tubos de separacion de suero (SST) y se proceso para separacion de
suero. El suero se almacend a —20°C o a mas frio hasta someterse a ensayo.

Se administraron vacunas placebo o vacunas de FelLV a gatitos por la via subcutanea a una dosis de 1,0 ml. La
primera vacunacion se llevé a cabo en el dia 0 y la segunda administracion de vacuna se llevé a cabo en el dia 21.
Todos los animales se observaron durante aproximadamente una hora tras las vacunaciones primera y segunda para
reacciones de dolor local inmediatas (reacciones de picadura). Se documentaron las observaciones. Las temperaturas
corporales de todos los animales se midieron por la via timpanica en los dias 1 y 2 tras la primera administracion de
dosis de vacuna y en los dias 22 y 23 tras la segunda administracion de dosis de vacuna. Se determinaron también
reacciones del sitio de inyeccion (hinchazones) en el dia 1 después de la primera vacunacion y en los dias 22 y 23
después de la segunda vacunacion. Se recogio una muestra de sangre (1,0 — 2,0 ml) de cada animal por venopuncién
de la vena yugular, en el dia 35, se proceso para la separacion de suero y se almacend a —20°C o a mas frio hasta
someterse a ensayo.

En el dia 35, se situaron animales dentro de jaulas de aislamiento individual. El virus de prueba fue Virus de la
Leucemia Felina (FeLV) virulento, cepa de Rickard, valorado a aproximadamente 10%' TCID50/ml. El material de
prueba de FelLV se descongeld y se mantuvo en hielo humedo de forma anterior a su administracién. Los animales se
pusieron a prueba en los dias 37, 40, 42 y 44, administrando 1,0 ml por la via nasal de material de prueba no diluido.
Se cargd una jeringuilla de tuberculina de 1 ml, sin la aguja, con el material de prueba. Cada gatito se administré con
0,5 ml por fosa nasal. En el dia 42, se llevé a cabo la administraciéon de prueba aproximadamente 5 h tras la
administracion de DEPO-MEDROL®. Después de cada dia de prueba, se retuvo una muestra del material de prueba
para valoracion confirmatoria.

Tras la prueba, se recogi6 una muestra de sangre (1,0 — 2,0 ml) de cada animal por venopuncion de la vena yugular,
en los dias 64, 85, 106, 127, 134, 141, 148 y 155. Se administraron las dosis sedantes de TELAZOL® (Fort Dodge)
como se describe anteriormente. La sangre se recogio en tubos de separacion de suero (SST), se procesé para
separacion de suero y se almacend a —20°C o a mas frio hasta someterse a ensayo. Se probaron las muestras de
suero para la presencia de antigeno p27 de FelLV (marcador de infeccion de FelLV) mediante ELISA (IDEXX;
Westbrook, ME). Los resultados finales se evaluaron por la intensidad de desarrollo del color y mediante
espectrofotémetro a una densidad éptica de 405/490 nm. Para una prueba valida, la densidad 6ptica del control positivo
tuvo que caer entre 0,131 y 2,999 y el control negativo tendria densidad 6ptica por debajo de o igual a 0,0039.

Se llevé a cabo el aislamiento del virus usando muestras de suero recogidas en dias —2 y 35. Se consideraron las
muestras de suero de dias 127 a 155 para evaluar la eficacia de la vacuna de FelLV. Las muestras de suero del dia
127 (semana 12), del dia 134 (semana 13), del dia 141 (semana 14), del dia 148 (semana 15) y del dia 155 (semana
16) se sometieron a ensayo para la presencia de antigeno p27 de FelLV. Un animal se considerd infectado
persistentemente si tuvo tres o mas resultados de prueba de antigeno p27 de FelV positivos durante los dias 127
(semana 12) a 155 (semana 16).

Se analizaron las temperaturas usando un modelo mixto de medidas repetidas lineales y usando comparaciones de
tratamientos de dos en dos entre el tratamiento TO1 y los tratamientos T02, TO3 y TO4 en cada punto temporal si el
tratamiento general y/o el tratamiento por efecto de punto temporal fueron significativos. Se calcularon promedios de
minimos cuadrados, intervalos de confianza del 95 %, minimos y maximos para cada tratamiento en cada punto
temporal.

Se calcularon las distribuciones de frecuencia de la presencia de reacciones de picadura para cada tratamiento y se
recogieron los datos de puntos temporales. Se calcularon las distribuciones de frecuencia de la presencia de
hinchazones de sitios de inyeccidon para cada tratamiento y se recogieron los datos de puntos temporales. Se
calcularon las distribuciones de frecuencia de la presencia de reacciones sistémicas tras la vacunacion para cada
tratamiento.

No se observaron reacciones inmediatas en cualquiera de los grupos de tratamiento durante la primera y segunda
vacunacion. No se observaron reacciones adversas en cualquiera de los grupos de tratamiento a aproximadamente
una hora tras las vacunaciones primera y segunda. No se observaron ni pirexia (temperatura corporal > 39,5°C) ni
hipotermia (temperatura corporal < 37,0°C) en cualquiera de los grupos de tratamiento después de las vacunaciones
primera y segunda. No hay diferencias significativas en la temperatura corporal promedio entre grupos de tratamiento
en cualquier punto temporal (p > 0,08). No se observaron hinchazones de sitio de inyeccidon en cualquiera de los
grupos de tratamiento después de las vacunaciones primera y segunda.
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Los resultados finales de la semana 12 a la semana 16 tras la prueba indicaron que 16 animales por cada 19 (84 %)
que recibieron la vacuna placebo (grupo T01) eran persistentemente virémicos para FeLV. 13 animales por cada 19
(68 %) en el grupo T02 estaban protegidos de la prueba virulenta de FeLV. El nivel de proteccion fue estadisticamente
significativo (p= 0,0004) comparado con los gatitos vacunados con placebo. 12 animales por cada 19 (63 %) en el
grupo TO03 estaban protegidos de la prueba virulenta de FeLV. El nivel de proteccion fue estadisticamente significativo
(p= 0,0013) comparado con los gatitos vacunados con placebo. 19 animales por cada 20 (95 %) en el grupo T04
estaban protegidos de la prueba virulenta de FeLV. El nivel de proteccion fue estadisticamente significativo (p= 0,0001)
comparado con los gatitos vacunados con placebo.

Asi, las vacunas administradas a los grupos T02, TO3 y TO4 demostraron todas ser seguras en gatitos a la edad
minima cuando se administraron en un régimen de dos dosis, separadas tres semanas. Adicionalmente, las vacunas
administradas a estos grupos fueron también capaces de reducir significativamente el nivel de viremia persistente de
FelLV en gatitos a la edad minima cuando se administraron en un régimen de dos dosis, separadas tres semanas.
Hubo una reduccion estadisticamente significativa en el establecimiento de viremia persistente de FeLV en gatitos en
los grupos T02, TO3 y T04. Adicionalmente, hubo una diferencia estadisticamente significativa entre T04 y los otros
grupos de vacunas (T02, T03). Fue sorprendente e inesperado que las vacunas que contienen la formulacion de
adyuvante novedosa demostraran ser mas eficaces que aquellas que contienen componentes adyuvantes usados
comunmente en gatos.

Ejemplo 15. Vacunas del Virus de la Leucemia Felina (FeLV)

Se aclimataron los gatitos durante dieciséis dias después de su llegada. Se asignaron los animales al azar a una
habitacion y dentro de una habitacion, se asignaron al azar a tratamientos (1 animal por tratamiento en cada
habitacion). Se recogié una muestra de sangre (1,0 — 2,0 ml) de cada animal por venopuncioén de la vena yugular, en
el dia de estudio -1. Se administraron dosis sedantes de TELAZOL® (Fort Dodge Animal Health) de acuerdo con el
peso corporal (aproximadamente 5,0 mg/kg) mediante la via intramuscular con el fin de minimizar el estrés animal y
para evitar dafio a los manipuladores de animales durante la recogida de sangre. La sangre se recogio en tubos de
separacion de suero y se proceso para separacion de suero. Todos los animales se observaron diariamente y las
observaciones se registraron.

Se prepararon las vacunas como en el ejemplo 13 salvo porque se us6 una solucion madre de CARBOPOL® al 1,5
%. Se prepar6 LEUKOCELL® 2 (Pfizer, Inc.) propagando FeLV, subgrupos A, By C, en células linfoides transformadas
con FelV. Los antigenos viricos se inactivaron quimicamente, se combinaron con un adyuvante estéril logrando la
respuesta inmune y se empaquetaron en forma liquida. Se preparé una cantidad total de 500,0 ml de IVP conteniendo
el virus de la leucemia felina a una potencia relativa (RP) de 2, Quil A, colesterol y DDA de la siguiente manera. Se
afadié un total de 20,7 ml de una solucién madre de FelLV (50,0 RP/ml donde 1 RP = 3,624 ng/ml de antigeno) a
478,2 ml de tampon PBS al 0,063 %. Agitando mientras, se afiadieron lentamente 0,21 ml de una solucién de 50,0
mg/ml de Quil A a la solucion de antigeno. Después, se afadieron lentamente 0,58 ml de una solucion de
colesterol/etanol de 18 mg/ml. Se afiadié lentamente un total de 0,29 ml de una solucion de DDA/etanol de 18,0 mg/mi
a la composicién agitando mientras. La composicion se homogeneizé durante tres minutos a 10.000 rpm. La
composicién se microfluidificé mediante un paso a través de una camara de dimensién limitante de 200 micrémetros
a 68950000 (+ 3447380) pascales (10.000 (+ 500) psi). Agitando mientras, se afiadieron lentamente 10,0 ml de una
solucion de CARBOPOL® al 1,5 % a 290,0 ml del virus de la leucemia felina, Quil A, colesterol y composicion de DDA.
El pH se ajusto a entre 7,0 y 7,3 con NaOH al 18 % o HCI 1 N, segun se necesitase.

Se preparé el IVP que contiene el virus de la leucemia felina a una RP de 5 de la misma manera que el IVP con una
RP de 2 usando 51,7 ml de la solucién madre de FeLV y 447,2 ml de tampon de PBS al 0,063 %, con las cantidades
de los otros componentes siguiendo siendo las mismas.

Se preparo el IVP que contiene el virus de la leucemia felina a una RP de 10 de la misma manera que el IVP con una
RP de 2 usando 93,1 ml de la solucién madre de FelLV, 355,9 ml de tampén de PBS al 0,063 %, 0,19 ml de la solucion
de Quil A, 0,52 ml de la solucion de colesterol y 0,26 ml de la solucion de DDA (volumen total de 450 ml). Después,
se anadieron lentamente 8,3 ml de una solucion de CARBOPOL® al 1,5 % a 241,7 ml del virus de la leucemia felina,
Quil A, colesterol y composicion de DDA.

Se preparo el IVP que contiene el virus de la leucemia felina a una RP de 15 de la misma manera que el IVP con una
RP de 10 usando 139,7 ml de la soluciéon madre de FeLV y 309,4 ml de tampo6n de PBS al 0,063 %, con las cantidades
de los otros componentes siguiendo siendo las mismas.

Se preparo el IVP que contiene el virus de la leucemia felina a una RP de 20 de la misma manera que el IVP con una
RP de 2 usando 206,9 ml de la solucion madre de FeLV y 292,0 ml de tampdn de PBS al 0,063 %, con las cantidades
de los otros componentes siguiendo siendo las mismas.

Para administrar una dosis de 0,5 ml, se prepararon 300,0 ml de IVP que contiene el virus de la leucemia felina a una
RP de 5, Quil A, colesterol, DDA y CARBOPOL® de la siguiente manera. Se afnadio un total de 21,7 ml de una solucion
madre de FeLV (35,8 RP/ml donde 1 RP = 1,864 ng/ml de antigeno) a 277,7 ml de tampdn de PBS al 0,063 %. Agitando
mientras, se afiadieron lentamente 0,12 ml de una solucion de 50,0 mg/ml de Quil A a la solucidon de antigeno.
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Después, se afadieron lentamente 0,35 ml de una solucion de colesterol/etanol de 18 mg/ml. Se afadié lentamente
un total de 0,17 ml de una soluciéon de DDA/etanol de 18,0 mg/ml a la composicién agitando mientras. La composicion
se homogeneiz6 durante tres minutos a 10.000 rpm. La composicion se microfluidificd después mediante un paso a
través de una camara de dimension limitante de 200 micrometros a 68950000 (+ 3447380) pascales (10.000 (+ 500)
psi). Agitando mientras, se afiadieron lentamente 3,3 ml de una solucion de CARBOPOL® al 1,5 % a 96,7 ml del virus
de la leucemia felina, Quil A, colesterol y composicion de DDA. El pH se ajusté a entre 7,0 y 7,3 con NaOH al 18 % o
HCI 1 N, segun se necesitase.

Se preparo el IVP para administrar una dosis de 1,0 ml del virus de la leucemia felina a una RP of 5, Quil A, colesterol,
DDA y CARBOPOL® de la misma manera que la dosis de 0,5 ml con las cantidades apropiadamente ajustadas.

Se preparé una cantidad total de 300,0 ml de IVP conteniendo el virus de la leucemia felina a una RP de 10 y
CARBOPOL®. Se afadio un total de 62,1 ml de una soluciéon madre de FeLV (50,0 RP/ml donde 1 RP = 3,624 pg/ml
de antigeno) a 237,9 ml de tampdn de PBS al 0,063 %. La composicion se homogeneizé durante tres minutos a 10.000
rpm. La composicion se microfluidificd6 mediante un paso a través de una camara de dimension limitante de 200
micrémetros a 68950000 (+ 3447380) pascales (10.000 (+ 500) psi). Agitando mientras, se afiadieron lentamente 3,3
ml de una soluciéon de CARBOPOL® al 1,5 % a 96,7 ml de la composicién del virus de la leucemia felina. El pH se
ajusto a entre 7,0 y 7,3 con NaOH al 18 % o HCI 1 N, segun se necesitase.

Se administraron vacunas placebo y vacunas de FelLV (tabla 2) a gatitos por la via subcutanea usando una aguja de
calibre 22 x 19,05 mm (0,75 pulgadas) y jeringuilla de 3 cc en el dia de estudio 0 y en el dia de estudio 20. El grupo
de tratamiento TO1 se administré con la vacuna placebo a dosis de 1,0 ml. Los grupos de tratamiento T02, T04, TO05,
TO6, TO7, TO8 y TO9 se administraron con las vacunas de FelLV a dosis de 1,0 ml. El grupo de tratamiento T03 se
administrd con la vacuna de FelV a dosis de 0,5 ml. El grupo de tratamiento T10 se administré con la vacuna de la
viruela del canario de FeLV (Merial) por la via intradérmica usando un inyector de pistola intradérmico.

Tabla 2: Disefio Experimental

Grupo de | Niamero Potencia Via de | Vacuna Adyuvante Medios de
Tratamiento | de Relativa Vacunacion Cultivo
Animales | Objetivo Celular
(Volumen de
Recogida)
Solucion
TO1 10 N.A. SC PBS Sin Adyuvante Salina
Normal
Quil A — Colesterol
FelLV
T02 10 5RP SC Inactivado DDA _ | RPMI
CARBOPOL®
Quil A — Colesterol
TO3 10 5RP SC/0,5 mi FeLV RPMI
’ Inactivado DDA -
CARBOPOL®
Quil A — Colesterol
FelLV
TO4 10 20 RP SC Inactivado DDA _ | Cellgro
CARBOPOL®
Quil A — Colesterol
FelLV
TO5 10 15 RP SC Inactivado DDA _ | Cellgro
CARBOPOL®
Quil A — Colesterol
FelLV
TO6 10 10 RP SC Inactivado DDA _ | Cellgro
CARBOPOL®
Quil A — Colesterol
FelLV
TO7 10 5RP SC Inactivado DDA _ | Cellgro
CARBOPOL®
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(continuacion)

Grupo de | Numero Potencia Via de | Vacuna Adyuvante Medios de
Tratamiento | de Relativa Vacunacion Cultivo
Animales | Objetivo Celular
(Volumen de
Recogida)
Quil A — Colesterol
FelLV
TO8 10 2RP SC Inactivado DDA _ | Cellgro
CARBOPOL®
T09 10 10 RP sC FelLV CARBOPOL® Celigro
Inactivado
. ; Registrado
T10 10 rFeLV Vivo | | rFeLV. Vivo | giy adyuvante
(Merial) (Merial) (Merial)

Todos los animales se observaron después de la primera vacunacion (Estudio Dia 0) y la segunda vacunacion (Estudio
Dia 20) para las sefales de dolor tras la administracion de vacuna de ensayo que incluye vocalizacion,
rasgufios/picaduras e intento agresivo o de escape. También se documento la actitud después de la vacunacion
(normal o anormal). Todos los animales se observaron durante aproximadamente una hora después de después de
la administraciéon de vacuna el Dia de estudio 0 y el Dia de estudio 20 para el desarrollo de reacciones sistémicas
adversas. Se documentaron las observaciones. Los sitios de vacunacion se palparon y se registraron el dolor en el
sitio de inyeccion, el enrojecimiento en el sitio de inyeccion, la inflamacién en el sitio de inyeccion y el tamafio de
inflamacion. Se realizaron observaciones los dias de estudio 2, 5 y 9 después de la primera vacunacion y los dias de
estudio 25, 28 y 32 después de la segunda vacunacién. Se documentaron las observaciones.

Se recogi6 una muestra de sangre (1,0 - 2,0 ml) de cada animal mediante la venopuncién en la vena yugular el Dia
de estudio 32 (antes de la exposicion). Los animales se expusieron los dias de estudio 34, 36, 39 y 41 mediante la
administracion de 1,0 ml por la via nasal de material de exposicion no diluido. Se llené una jeringa de 1 ml de
tuberculina, sin la aguja, con el material de exposicion. A cada gatito se le administraron aproximadamente 0,5 ml por
orificio nasal. El material de exposicion FeLV tenia un titulo promedio de 108! TCIDso/ml. Después se recogio una
muestra de sangre (1,0 - 2,0 ml) de cada animal mediante venopuncién en la vena yugular los Dias de Estudio 61, 83,
106, 126, 133, 138, 146y 152.

Resultados - Seguridad

Durante la primera vacunacion (Dia de estudio 0), tres animales en el grupo de tratamiento TO9 demostraron
reacciones inmediatas de tipo picadura. Durante la segunda vacunacion (Dia de estudio 20), un animal del grupo de
tratamiento T05, cuatro del grupo de tratamiento T0O8 y dos del grupo de tratamiento TO9 demostraron reacciones
inmediatas de tipo picadura.

Durante la primera vacunacion, tres animales del grupo de tratamiento TO9 demostraron una vocalizacién secundaria.
Los animales que presentan dolor en la primera vacunacion también presentaron una vocalizaciéon secundaria en ese
tiempo. Durante la segunda vacunacion, un animal del grupo de tratamiento T05, cuatro del grupo de tratamiento TO8
y dos del grupo de tratamiento TO9 demostraron una vocalizacién secundaria. Los animales que presentan dolor en la
segunda vacunacion también presentaron una vocalizaciéon secundaria en ese tiempo.

Durante la primera vacunacion, tres animales en el grupo de tratamiento TO9 demostraron un comportamiento / intento
agresivo para escapar. Durante la segunda vacunacion, un animal del grupo de tratamiento T05, cuatro del grupo de
tratamiento TO8 y dos del grupo de tratamiento T0O9 demostraron un comportamiento / intento agresivo para escapar.

Ninguno de los grupos de tratamiento presentod rasgufio/picada en el sitio de inyeccion tras la primera o segunda
vacunacion. No se observaron reacciones en el sitio de inyeccion en ninguno de los grupos de tratamiento tras la
primera o segunda vacunacion. Tampoco se observaron reacciones adversas en ninguno de los grupos de tratamiento.

Resultados - Eficacia

Todos los animales se probaron que eran negativos antes de la vacunacion para el antigeno FelLV p27 a partir de
muestras de suero recogidas el Dia 1. También se probd que todos los animales eran negativos antes de la exposicion
para el antigeno FelLV p27 a partir de muestras de suero recogidas el Dia 32.
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Los resultados finales de la semana 12 a la semana 16 después de la exposicion (Tabla 3) indicaron que 9 de 10
animales (90 %) en el grupo de tratamiento TO1 (placebo) eran persistentemente virémicos para FelLV. Los resultados
del mismo periodo indicaron que 6 de 10 animales (60 %) en el grupo de tratamiento TO2 estaban protegidos de la
exposicion virulenta de FelV; este nivel de proteccion no era estadisticamente significativo (p = 0,0573) comparado
con los gatitos vacunados con placebo. Nueve de 10 animales (90 %) en el grupo de tratamiento TO3 estaban
protegidos de la exposicion virulenta de FelLV; este nivel de proteccion era estadisticamente significativo (p = 0,0011)
comparado con los gatitos vacunados con placebo. 10 de 10 animales (100 %) en el grupo de tratamiento T04 estaban
protegidos de la exposicion virulenta de FelLV; este nivel de proteccion era estadisticamente significativo (p = 0,0001)
comparado con los gatitos vacunados con placebo. 10 de 10 animales (100 %) en el grupo de tratamiento T05 estaban
protegidos de la exposicion virulenta de FelLV; este nivel de proteccion era estadisticamente significativo (p = 0,0001)
comparado con los gatitos vacunados con placebo. 7 de 10 animales (70 %) en el grupo de tratamiento T06 estaban
protegidos de la exposicion virulenta de FelLV; este nivel de proteccion era estadisticamente significativo (p = 0,0198)
comparado con los gatitos vacunados con placebo. 10 de10 animales (100 %) en el grupo de tratamiento TO7 estaban
protegidos de la exposicion virulenta de FelLV; este nivel de proteccion era estadisticamente significativo (p = 0,0001)
comparado con los gatitos vacunados con placebo. 8 de 10 animales (80 %) en el grupo de tratamiento T08 estaban
protegidos de la exposicion virulenta de FelLV; este nivel de proteccion era estadisticamente significativo (p = 0,0055)
comparado con los gatitos vacunados con placebo. 5 de 10 animales (50 %) en el grupo de tratamiento T09 estaban
protegidos de la exposicion virulenta de FelLV; este nivel de proteccidon no era estadisticamente significativo (p =
0,1409) comparado con los gatitos vacunados con placebo. Finalmente, 6 de 10 animales (60 %) en el grupo de
tratamiento T10 estaban protegidos de la exposicion virulenta de FelV; este nivel de proteccion no era
estadisticamente significativo (p = 0,0573) comparado con los gatitos vacunados con placebo.

Tabla 3. Sumario del nivel de proteccion

Grupo de tratamiento | Potencia relativa de vacuna gli"cl)(tetleccién de g::sce:in(;?va
TO1 ND 10 %

T02 4,58 60 % 55,6 %
TO3 4,58 90 % 88,9 %
TO4 26,32 100 % 100 %

TO5 18,58 100 % 100 %

TO6 11,16 70 % 66,7 %
TO7 4,77 100 % 100 %

TO8 1,64 80 % 77,8 %
T09 11,12 50 % 44,4 %

Discusion

Las vacunas usadas en los grupos de tratamiento T02, TO3, TO4, T0O6 y TO7 demostraron un perfil de seguridad
satisfactorio durante la primera vacunacion, ya que no se observaron reacciones adversas en ese tiempo. Un Unico
animal en el grupo de tratamiento TO5 demostrd una reaccion inmediata (dolor en la administracion, vocalizacion
menor e intento agresivo/de escape) en la segunda vacunacion. Este episodio podria estar asociado a una respuesta
exacerbada a la vacunacion para el animal particular en lugar de a un problema de formulacién de vacuna. Todas las
vacunas demostraron un perfil de seguridad satisfactorio después de la vacunacién, ya que no se observaron ni
reacciones locales ni episodios adversos relacionados con la vacunacion.

Las vacunas de FelLV administradas a los grupos de tratamiento T03, T04, T05, TO7 y TO8 demostraron una eficacia
significativa, ya que > 80 % de proteccion (> 75 % de fraccion preventiva) se logré después de la exposicion con FeLV
virulento. Que la vacuna proporcionada al grupo TO7 proporcionara una proteccion del 100 % es sorprendente e
inesperado, ya que los animales en ese grupo recibieron 25 % y 33 % de la dosis de antigeno de los animales en los
grupos T04 y TO05, respectivamente. Una ventaja clara de los adyuvantes descritos y ensayados en el presente
documento es que permiten que se use una dosis menor de antigeno, aunque se induce todavia una respuesta inmune
protectora completamente. Las vacunas administradas a los grupos de tratamiento T02, TO6 y TO9 demostraron algo
de disminucion en la eficacia de proteccion (< 80 % de proteccion; fraccion preventiva < 75 %) después de la exposicion
con FelV virulento. La disminucion en la eficacia de la vacuna administrada al grupo de tratamiento TO2 se debia
probablemente a la presencia de pocos animales respondedores en ese grupo.
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Ejemplo 16. Vacunacion in Ovo contra Eimeria en Pollos

La coccidiosis aviar es una enfermedad intestinal en general provocada por protozoos del género Eimeria y representa
un grave problema en todo el mundo para la industria avicola. Los parasitos ingeridos en la alimentacion se localizan
en el tracto intestinal donde provocan graves darios a los tejidos intestinales y subyacentes. Las pérdidas econdmicas
resultantes para la industria avicola son muy significativas, ya que la conversion de alimento y ganancia de peso de
tanto los pollos como la puesta de huevos se ven alterados. Una adicion general del estado de la técnica, que incluye
los intentos de vacunar contra Eimeria que usan, por ejemplo, proteinas de Eimeria recombinantes como antigeno y
una diversidad de sistemas de adyuvantes, se describen en las siguientes publicaciones, todas las cuales se
incorporan en el presente documento como referencia, como si se establecieran completamente, (1) H.S. Lillehoj et
al., J. Parisitol, 91(3), 2005, p. 666 - 673; (2) H.S. Lillehoj et al., Avian Diseases, 49 2005, 112 - 117; y (3) R. A. Dalloul
et al., Expert Rev. Vaccines, 5(1), 2006, p.143 - 163. El ejemplo presente se refiere al uso de composiciones de
vacunas novedosas que emplean componentes de adyuvantes que proporcionan un comportamiento superior en el
contexto de coccidiosis.

Los adyuvantes altamente eficaces de la presente invencién se pueden usar en combinacion con el material antigénico
de todas las especies de Eimeria, incluyendo sus extractos de proteinas purificados o parcialmente purificados, o
mediante una o mas de sus proteinas expresadas de manera recombinante, o fragmentos de cualquiera y todas de
tales proteinas, de este modo se incluyen materiales antigénicos proporcionados a partir de Eimeria acervulina,
Eimeria ahsata, Eimeria bovis, Eimeria brunetti, Eimeria fraterculae, Eimeria maxima, Eimeria meleagridis, Eimeria
mitis, Eimeria necatrix, Eimeria praecox, Eimeria stiedae, Eimeria tenella 'y Eimeria zurnii, entre otros.

La vacuna con adyuvante de la invencion se puede proporcionar contra cualquier proteina o macromolécula que se
produce en uno o mas puntos en el ciclo de vida de los protozoos, que incluye, sin limitacion, oocisto (tanto esporulado
como no esporulado), esporocisto, esporozoito, esquizonte, merozoito, células de gametos masculinos o femeninos.
En un ejemplo preferido las proteinas que se desprenden en las heces en cantidades significativas en la fase de
oocisto son los materiales preferidos para que actien como como la fuente de antigeno de proteina recombinante, o
muestras parcialmente o completamente purificadas de tal proteina como se purifica mediante medios convencionales.

Los ejemplos adicionales de proteinas de Eimeria Utiles como Fuentes de antigeno en la formulacién de las presentes
vacunas incluyen las descritas por Karkhanis et al. Infection and Immunity, 1991, p. 983 - 989, incluyendo antigenos
protectores, como se describen en ese documento, que tienen un intervalo de masa entre aproximadamente 20 y
aproximadamente 30 kDA. Ejemplos adicionales incluyen la proteina 3-1E de Eimeria de 23 kDA y la proteina Etp100,
por ejemplo como la recuperada de E. tenella.

Los adyuvantes altamente eficaces de la presente invencion se pueden usar en combinacién con material antigénico
de Neurospora caninum.

De manera adicional, los adyuvantes altamente eficaces de la presente invencién se pueden usar en combinacion con
cualquiera de los siguientes patégenos de protozoos, Cryptosporidium parvum (criptosporidiosis), Cyclospora
cayetanensis (ciclosporiasis), Isospora belli (isosporiasis), Toxoplasma gondii (toxoplasmosis), Plasmodium (malaria)
y Babesia spp. (babesiosis) y protozoos relacionados, en general del grupo Apicomplexen que provocan estas o
enfermedades relacionadas.

La eficacia de la distribucion in ovo de vacunas que contienen sistemas adyuvantes particulares se evalia como sigue.

Materiales y Procedimientos:

1. Materiales:

La proteina de E. maxima recombinante (de la proteina 3-1E) se expreso en E. coliy se purificd en columna de afinidad.
La preparacion en bruto de macromoléculas de células enteras de E. maxima (solubilizadas con detergente de células
rotas) también se usaron como antigeno, con este antigeno en bruto que se llama “EM”. En un ejemplo preferido, el
adyuvante era como se ha descrito en el ejemplo 8 anterior y se prepara como se indica en el protocolo de Ejemplo
(véase la pagina 41). Por lo tanto, en un ejemplo tipico, cada embrién recibiria una inyeccion en el amnios (es decir,
que incluye el tejido y espacio amnidtico) de aproximadamente 50 a aproximadamente 100 microlitros de solucién de
vacuna, que, por cada 1 ml de cada la misma comprende: aproximadamente 50 o 100 microgramos de proteina 3-1E
recombinante u otras especies de proteinas, o como alternativa, aproximadamente 50 o 100 microgramos de extracto
de células en bruto de “EM”; aproximadamente 20 microgramos de Quil A; aproximadamente 20 microgramos de
colesterol; CARBOPOL a aproximadamente 0,075 % (v/v); aproximadamente 10 microgramos de DDA; y
aproximadamente 250 microgramos de R1005, todas proporcionadas en, por ejemplo, PBS 20 mM.

En relacion a la seleccion de la saponina para uso en el presente documento, es instructiva la siguiente informacion
adicional. El término definido de saponina se refiere a los glucésidos derivados de plantas, numerosos de los cuales
se han estudiado de manera extensiva para evaluar sus propiedades bioldgicas (The Plant Glycosides, Mcllroy, R. J.,
Edward Arnold y co., Londres, 1951). Las saponinas usadas mas predominantemente en la técnica para la produccion
de vacunas son las derivadas de las plantas Quillaja saponaria molina, Aesculus hippocastanum o Gyophilla struthium.
Se conocen los extractos de la corteza de Quillaja saponaria molina que se sabe que tienen una actividad adyuvante,
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por ejemplo Quil A. También se han descrito fracciones puras de Quil A que mantienen la actividad adyuvante y que
son al mismo tiempo menos téxicas que Quil A, por ejemplo QS21. QS21 también se describe en Kensil et al. (1991.
J. Immunology vol 146, 431 - 437). Cuando se mezclan con los ingredientes adyuvantes adicionales de la presente
invencion, como se ha descrito anteriormente y a continuacion en el presente documento, tales materiales que
contienen saponina han llegado a ser altamente eficaces. Las formulaciones eficaces adicionales incluyen las que
usan Escina, que se ha descrito en el indice Merck (edicidon 12: entrada 3737) como una mezcla de saponinas que se
producen en la semilla del arbol castafio de Indias. En la realizacion preferida de la presente invencion, saponina se
refiere a “Quil-A” vendida en los Estados Unidos por la compafia E.M Sergeant.

Se debe entender ademas que los extractos de saponina se pueden usar como mezclas o componentes individuales
purificados de los mismos tales como fracciones/productos que incluyen QS-7, QS-17, QS-18 y QS-21 de Antigenics
Company, Massachusetts, Estados Unidos o productos de saponina en bruto, purificados, fraccionados o refinados
similares y las mezclas de los mismos ofrecidos por Isconova Company de Suecia. En una realizacion la Quil A tiene
al menos un 85 % de pureza. En otras realizaciones, la Quil A tiene al menos un 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95
%, 96 %, 97 %, 98 %, 0 99 % de pureza.

2. Vacunacion de embriones:

Se compraron los huevos de Moyers Hatchery, Quakertown, PA. Para inmunizacion in ovo, después se incubaron
huevos de pollos de engorde durante 18 dias y se observaron a la luz de una vela para seleccionar los huevos fértiles
(después de los 18 dias formacion del embrién) y después se inyectaron con PBS 20 mM y bien adyuvante solo, o
bien adyuvante formulado bien con proteina 3-1E recombinante o bien con una preparacion de “EM”. Se realizaron las
inyecciones sobre un inyector in ovo “Intelliject” (Avitech, Hebron, MD) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Cada huevo recibié muestras de 100 microlitros en la cavidad amniética usando una aguja de 17,5 cm de longitud y
calibre 18 proporcionada por Avitech (Hebron, MD). Las dosis de 50 microlitros también estaban entre las que pueden
funcionar en la practica de la presente invencion.

3. Pollos:

Tan pronto como los pollos de engorde se empollaron (aproximadamente el dia 21 - 22), se llevaron al laboratorio
usando cajas de carton de transporte de pollos desechables (Frederick Packaging, Inc., Milwaukee, WI) y los pollitos
se alojaron después en las unidades de Petersime y se les proporcion6 alimento y agua a voluntad.

Se mantuvieron las aves en gallineros de cria en una instalaciéon sin Eimeria y se llevaron en jaulas suspendidas
grandes en localizaciones separadas donde se infectaron con oocistos vivos de Eimeria maxima y se mantuvieron
hasta el final del periodo de experimento.

4. Parasitos:

Se uso la cepa USDA BARC de Eimeria maxima n.°: 41, que se habia mantenido en el Laboratorio de Enfermedades
de Parasitos de Animales - BARC y se propag6 de acuerdo con el procedimiento establecido en el Laboratorio del Dr.
Lillehoj. Los oocistos recientemente producidos a partir de la cepa de E. maxima (Beltsville n.°: 41) se limpiaron
mediante flotacion sobre hipoclorito de sodio al 5 %, se lavaron tres veces con PBS y se enumerd la viabilidad mediante
azul de triptano usando un hemocitémetro.

5. Infeccién de exposicion de Eimeria:

Se marcaron aves de siete dias de edad en las alas y las aves de todos los grupos experimentales salvo los grupos
de control no infectados se inocularon por via esofagica con E. maxima usando una aguja de inoculacién y después
se colocaron en jaulas de recogida de oocistos.

6. Determinacion de la ganancia de peso corporal:

Se determinaron los pesos corporales individuales de las aves en los dias 0 (sin infectar), 6 y 10 dias después de la
infeccion con E. maxima.

7. Determinacion de la produccion de oocistos fecales:

Se dio instrucciones a los cuidadores de animales para no limpiar las jaulas y se recogieron las deposiciones fecales.
Las bandejas de recogida se colocaron debajo de cada jaula durante 5 dias a partir del dia 6 después de la infeccion
y se recogieron los materiales fecales en grandes tarros de plastico (2 I). Las deposiciones fecales empapadas con
agua corriente en cada tarro se molieron en un mezclador con mas agua (el volumen total es 3 1) y se recogieron dos
muestras al azar de 40 ml de cada muestra y se almacenaron en el frigorifico hasta que se contaron. Con el fin de
contar los oocistos de coccidia, inicialmente se realizaron diversas diluciones para determinar las diluciones éptimas
para determinar la enumeracién de oocistos para cada muestra. Se contaron los oocistos de manera microscopica
usando una camara de recuento de McMaster usando un procedimiento de flotacidon de sacarosa que se ha establecido
en el Laboratorio del Dr Lillehoj. Se calculé el nimero total de oocistos desprendidos por pollo usando la férmula:
oocistos totales /ave = (recuento de oocistos x factor de dilucion x volumen de muestra fecal / volumen de la camara
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de recuento)/namero de aves por jaula.
8. Recogida de muestras:

Se recogio sangre el dia 6 después de la fecha de infeccion y se determiné la respuesta de anticuerpo en suero. Se
obtuvieron muestras de sangre de aves individuales (N = 4 - 5/grupo), se permitié la coagulacion 4 horas a4 °C y se
recogieron los sueros. Se ensayaron muestras de suero para la evaluacién de anticuerpos anti-Eimeria usando ELISA.
En resumen, se recubrieron placas de microtitulacion durante toda una noche con 10 ug/pocillo de los antigenos
coccidiales recombinantes Ea3-1E, EtMIF o EtMIC2, se lavaron con PBS-Tween al 0,05 % y se bloquearon con PBS-
BSA al 1 %. Se afadieron diluciones en suero (1:20, 1:40, 1:80, 1:160; 100 pl/pocillo), se incubaron con agitacion
continua, se lavaron y se detectoé el Ab unido con IgG anti-pollo de conejo conjugada con peroxidasa (Sigma) y sustrato
especifico de peroxidasa. Se determind la densidad 6ptica (DO) a 450 nm con un lector de microplacas (Bio-Rad,
Richmond, CA).

Se recogieron los tejidos intestinales en la incubacion y a los 6 y 10 dias después y se ensayaron para evaluar la
produccioén de citocinas (IFN-y, IL-2) mediante el uso de RT-PCR en tiempo real, segun se mide por la estimulacion
de Th1.

9. Sintesis de ADNc

Se extrajo el ARN de IEL intestinales usando TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se trataron cinco microgramos de
ARN con 1,0 U de DNasa | y 1,0 ul de tampdn de reaccion 10X (Sigma), se incubd durante 15 min a temperatura
ambiente, se afiadié 1,0 ul de solucién de detencion para inactivar la DNasa | y se calenté la mezcla a 70°C durante
10 minutos. Se transcribié de manera inversa el ARN usando el sistema de sintesis de primera hebra StrataScript
(Stratagene, La Jolla, CA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

10. RT-PCR Cuantitativa

Los cebadores de oligonucleétidos de la RT-PCR cuantitativa para el interferén-y de pollo (IFN-y) y control GAPDH se
enumeran en la Tabla 4. Se llevaron a cabo la amplificacion y deteccién usando cantidades equivalentes de ARN total
de IEL intestinales usando el sistema Mx3000P y mezcla maestra Brilliant SYBR Green QPCR (Stratagene). Se
generaron curvas patrones usando ARN patron diluido logi y se normalizaron los niveles de transcripciones
individuales con los de GAPDH analizados mediante el programa Q-gene. Se realizd cada analisis por triplicado. Para
normalizar los niveles de ARN entre las muestras dentro de un experimento, se calcularon los valores de ciclo de
umbral medio (Ci) para los productos de amplificacion mediante la combinacion de los valores de todas las muestras
en ese experimento.

Tabla 4. Cebadores de oligonucleétidos usados para la RT-PCR cuantitativa de IFN-y y GAPDH de pollo.

Diana de Secuencias de cebador Tamario del producto de PCR
ARN (pb)

GAPDH N° de acceso K01458 264

Directo 5-GGTGGTGCTAAGCGTGTTAT-3' SEC IDN.°: 1
Inverso 5-ACCTCTGTCATCTCTCCACA-3' SECIDN.°: 2
IFN-y N° de acceso Y07922 259

Directo 5-GCTGACGGTGGACCTATTATT-3' SEC IDN.°: 3
Inverso 5-GGCTTTGCGCTGGATTC-3 SECID N.°: 4
IL-1B N° de acceso Y15006 244

Directo 5-TGGGCATCAAGGGCTACA-3' SECIDN.°:5
Inverso 5-TCGGGTTGGTTGGTGATG-3' SECIDN.>: 6
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(continuacion)

Diana de Tamario del producto de PCR

Secuencias de cebador

ARN (pb)
IL-15 N° de acceso AF139097 243
Directo 5-TCTGTTCTTCTGTTCTGAGTGATG-3' SEC ID N.°:7
Inverso 5-AGTGATTTGCTTCTGTCTTTGGTA-3' SEC ID N.°:8

Se recogio el bazo antes de la inoculacion con E. maxima y a 10" DPI (fecha después de la infeccién) para el ensayo
de proliferacion de esplenocitos. Se colocaron los bazos en una placa Petri con 10 ml de solucién de sal equilibrada
de Hank (HBSS) suplementada con 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina (Sigma, St. Louis, MO). Se
prepararon suspensiones de células individuales de linfocitos de bazo y se llevé a cabo la proliferacion de linfocitos.
En resumen, se ajustaron los esplenocitos a 5x10° o 1x107 células/ml en medio IMDM (Sigma) suplementado con 10
% de suero bovino fetal (FBS) (Hyclone, Logan, UT), 100 U/ml de penicilinay 100 ug/ml de estreptomicina (Sigma),
que se llamara medio IMDM completo al 10 %. Se incubaron los esplenocitos (100 ul/pocillo) en placas de fondo plano
de 96 pocillos a 41°C en un incubador humidificado (Forma, Marietta, OH) con 5 % de CO2 y 95 % de aire durante 48
hr. Se determind la proliferacién de células con sal monosddica de 2-(2-metoxi-4-nitrofenill)-3-(4-nitrofenill)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolio (WST-8, Cell- Counting Kit-8®, Dojindo Molecular Technologies, Gaithersburg, MD). La
Densidad Optica (DO) se midi6 a 450 nm usando un espectrofotémetro de microplacas (BioRad, Richmond, CA).

Resultados

Los resultados mostraban que las aves de engorde vacunadas con 100 microlitros de formulacion adyuvante (es decir,
100 microlitros que incluyen proteina 3-1E recombinante de acuerdo con las dosis definidas previamente) ganaron
aproximadamente 45 a 85 gramos adicionales de peso corporal en comparacion con la aves no vacunadas pero
infectadas con E. maxima.

Las vacunas de la invencion también mostraban efectos claros sobre la inmunidad mediada por células segun se midié
por ensayos de proliferacion de linfocitos por mitégenos: Los resultados de la proliferacion de linfocitos en bazo a 1 x
107 células/ml incubados con Con A durante 48 horas mostraban que los esplenocitos de pollos infectados con E.
maxima inmunizados con adyuvante de Pfizer, con o sin antigeno muestran en general mayores niveles de
proliferacion de linfocitos, especialmente cuando se usaba una dosis de 50 ug. Se observé un aumento significativo
de la produccion de IL-1B, la produccion de IFN-y y la produccion de IL-15, mas particularmente en el bazo después
de la administracion de las composiciones de vacuna con adyuvante de la invencion. En resumen, estos resultados
indican claramente el efecto del presente adyuvante sobre la respuesta de citocinas y confirman su efecto sobre la
potenciacion de la respuesta inmune mediada por células mas que de la humoral.

Las vacunas de la invencién también mostraban efectos claros sobre la produccién de oocistos fecales. Las aves de
control sin infectar no eliminaban oocistos. Después de la infeccion por E. maxima, se produjeron reducciones
significativas en la produccion de oocistos fecales en grupos que se trataron con adyuvantes de Pfizer en solitario. Las
aves vacunadas in ovo con Eimeria maxima en bruto y adyuvante demostraron una produccion de oocistos fecales
mucho menor en comparacion con grupos inoculados con una preparacion de Eimeria maxima en bruto en solitario.
Grupos EM.

Deberia sefalarse que aunque se ha usado proteina de E. maxima recombinante purificada 3-1E en la practica de los
experimentos mencionados anteriormente, el uso de los antigenos Ea3-1E, EaMIF y EtMIC2 recombinantes, bien
individualmente o bien en combinacién con 3-1E o cada uno de los otros, o como cualquier combinaciéon de cualquiera
de los mismos, también es una realizacion preferida de la invencion y generalmente todos los antigenos de proteinas
de Eimeria pueden funcionar en la practica de la presente invencion, siempre que se mezclen con los adyuvantes de
la presente invencion.

Ejemplo 17. Evaluacion de Bacterina de la cepa J5 de Escherichia coli en ganado

El objetivo del estudio es evaluar la respuesta inmunolégica en ganado a antigeno de Escherichia coli (cepa J-5)
cuando se administra en diversas nuevas formulaciones. La bacterina J5 comercial se comercializa como una vacuna
preventiva para mastitis por coliformes en ganado de leche y es moderadamente eficaz en su actual formulacion.
Antes de la vacunacion, se determiné que los animales tenian un bajo titulo de anticuerpos contra J5 de E. coli,
basandose respectivamente en un analisis de muestras de suero sanguineo tomadas antes de la vacunacion.

Ganado Vacuno

Se formularon vacunas experimentales usando bacterina J5 de E. coli inactivada como el antigeno y se realizaron de
acuerdo con el Ejemplo 13 anterior. Cada grupo de tratamiento contenia inicialmente siete animales (Tabla 5). Un
grupo de tratamiento recibié solucién salina (T01) y otro grupo recibié una vacuna J5 comercial (TO2 - bacterina de
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Escherichia coli J-5 Enviracor™ Pfizer). Los otros grupos de tratamiento recibieron diversas formulaciones que
contenian los adyuvantes especificados en la Tabla 5. Todas las vacunaciones se administraron por inyeccion
subcutanea en los dias de estudio 0 y 21. El volumen de dosificacion era de 5 ml.

Tabla 5. Grupos de Vacunas — Ganado Vacuno

Grupo de Trat. | N.° de Animales Tratamiento Dia ?n?;is Via

TO1 7 Solucién salina 0,21 5,0 SC
Bacterina de

To2 7 Escherichia coli, 0, 21 5.0 sc
cepa J-5

TO3 7 QCDCR 0, 21 5,0 SC

TO4 7 QCDO 0, 21 5,0 SC

TO5 7 QCDX 0, 21 5,0 SC

TO6 7 QCDXO 0, 21 5,0 SC

En la Tabla 5, QC es la abreviatura para QuilA/colesterol, D para DDA, C para carbopol, R para R1005, X para DEAE-
dextrano y O para aceite.

Se prepararon soluciones madre como en los Ejemplos 1 a 13 anteriores para lo siguiente: se administro E. coli a
aproximadamente 4-5 X 10° organismos por dosis segun se determind por recuento directo por microscopia 6ptica.
Quil A en agua a 50 mg/ml, colesterol en etanol a 17 mg/ml, DDA en etanol a 17 mg/ml, R1005 en tampdn fosfato 20
mM a 5 mg/ml, DEAE-dextrano en agua a 200 mg/ml, agonista de TLR en tampon TE a 20 mg/ml e Iscomatrix en agua
a 5,4 mg/ml. Los componentes individuales se afiadieron v/v en el orden de los simbolos de una letra de izquierda a
derecha. Por ejemplo, en QCDC, se afadié el volumen apropiado de Quil A seguido de adicién de colesterol, DDA y
por ultimo carbopol. Cuando las formulaciones contenian aceite, los componentes separados se mezclaron por adicién
después se emulsionaron en una mezcla de aceite mineral Drakeol® 5 LT con Span 80 y Tween 80 (QCDO) o Span
85y Tween 85 (QCDXO). Drakeol® es un aceite mineral ligero disponible en el mercado.

Se recogieron muestras de sangre los dias de estudio 0, 21 y 49 para ensayo seroldgico. Se determinaron los titulos
de anticuerpo contra J5 de E. coli en muestras de suero por medio de un ensayo de ELISA indirecto especifico de J5.
Se determinaron los isotipos de anticuerpo IgG con conjugados de anticuerpo de oveja anti-bovino (Bethyl Labs). Se
determinaron los titulos y se expresaron como sus medias geométricas.

Resultados

Los resultados serolégicos del estudio se muestran en las Tablas 6-8. Titulos mas elevados de anticuerpos estan
generalmente asociados con mejor proteccion de vacunas. El titulo de IgG especifica de J5 total se muestra en la
Tabla 6. Varias de las formulaciones de la presente invencion producian titulos mucho mas elevados que el producto
comercial, aun cuando estas formulaciones tenian una cantidad similar de antigeno J5 afiadido. Las formulaciones
QCDO, QCDXy QCDXO eran especialmente eficaces en lainduccién de una buena respuestainmune en este ganado.

Tabla 6. Titulos de anticuerpo IgG.

Grupo de Trat. | Tratamiento Media geométrica del titulo de IgG contra J5 a dia
0 21 48

TO1 Solucion salina 1573 3135 2795

T2 Ssl;:terina de Escherichia 1402 7011 55524

TO3 QCDCR 1573 13975 49494
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(continuacion)

Grupo de Trat. | Tratamiento Media geométrica del titulo de IgG contra J5 a dia
TO4 QCDO 1764 62289 391951
TO5 QCDX 993 22135 110672
TO6 QCDXO 2221 69877 620779

Tabla 7. Titulos de anticuerpo IgG1.

Se determinaron los isotipos de anticuerpo IgG1 especifico de J5. Estos resultados se muestran en la Tabla 7. De
nuevo, las formulaciones QCDO, QCDX y QCDXO eran especialmente eficaces en la induccion de una buena
respuesta inmune en este ganado. Estas formulaciones daban titulos mucho mayores incluso con una sola vacunacion
que la vacuna comercial con dos inyecciones.

Grupo de Trat. Tratamiento :\:n:':itifa%eso;ngitarica del Titulo de IgG1
0 21 48

TO1 Solucién salina 1250 1250 627

TO2 Bacterina de Escherichia coli 1114 11105 22135

TO3 QCDCR 1250 12458 22135

TO4 QCDO 1980 31250 139281

TO5 QCDX 789 35057 62289

TO6 QCDXO 1573 247472 439702

Tabla 8. Titulos de anticuerpo IgG2.

Los titulos de anticuerpo IgG2 se muestran en la Tabla 8. Este isotipo de anticuerpo se asocia con frecuencia con
mejor fagocitosis por neutréfilos en la leche y proteccion para el animal. Las formulaciones QCDO, QCDX y QCDXO
eran especialmente eficaces en la induccion de una buena respuesta inmune en este ganado.

Media geométrica del Titulo de

Grupo de Trat. Tratamiento IgG2 contra J5 a dia

0 21 48
TO1 Solucién salina 199 396 396
TO02 Bacterina de Escherichia coli 280 855 3136
TO3 QCDCR 1114 1402 4966
TO4 QCDO 558 1573 6250
TO5 QCDX 176 3947 9899
TO6 QCDXO 559 8824 87940

Ganado de leche

30

Se formularon vacunas experimentales usando bacterina J5 de E. coli inactivada como el antigeno y se realizaron de
acuerdo con el Ejemplo 13 anterior. Cada grupo de tratamiento contenia inicialmente siete animales (Tabla 9). Un
grupo de tratamiento recibia solucion salina (T01) y otro grupo recibia una vacuna de J5 comercial (TO2 - Bacterina
de Escherichia coli J-5 Enviracor™ Pfizer). Los otros grupos de tratamiento recibieron diversas formulaciones que
contenian los adyuvantes especificados en la Tabla 9. Todas las vacunaciones se administraron por inyeccion
subcutanea los dias de estudio 0 y 21. El volumen de dosificacién era de 5 ml.
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Tabla 9: Grupos de vacunas — Ganado de leche

Grupo de Trat. | N° de animales | Tratamiento Dia Dosis (ml) | Via
TO1 7 Solucién salina 0,21 5,0 SC
T2 7 53_a5cter|na de Escherichia coli, cepa 0,21 5.0 sc
TO3 7 QCDCR 0,21 5,0 SC
TO4 7 QCDO 0,21 5,0 SC
TO5 7 TXO 21 5,0 SC

En la Tabla 9, QC es la abreviatura de QuilA/colesterol, D para DDA, C para carbopol, R para R1005, X para DEAE-
dextrano, T para agonista de TLR (CpG-ODN) y O para aceite. Se prepararon soluciones madre para lo siguiente. Se
administro E. coli como aproximadamente 4-5 X 10° organismos por dosis segun se determind por recuento directo
por microscopia optica. Quil A en agua a 50 mg/ml, colesterol en etanol a 17 mg/ml, DDA en etanol a 17 mg/ml, R1005
en tampon fosfato 20 mM a 5 mg/ml, DEAE-dextrano en agua a 200 mg/ml, agonista de TLR en tampén TE a 20
mg/ml. Los componentes individuales se afiadieron v/v en el orden de los simbolos de una letra de izquierda a derecha.
Por ejemplo, en QCDC, se afiadio el volumen apropiado de Quil A seguido de adicién de colesterol, DDA y por ultimo
carbopol. Cuando las formulaciones contenian aceite, los componentes separados se mezclaron por adicién después
se emulsionaron en una mezcla de aceite mineral Drakeol 5 LT con Span 80 y Tween 80 (TXO, QCDO) o con Span
85y Tween 85.

Recogida de sangre

Se recogieron muestras de sangre los dias de estudio 0, 21 y 49 para ensayo seroldgico. Se determinaron los titulos
de anticuerpo contra J5 de E. coli en muestras de suero por medio de un ensayo de ELISA indirecto, especifico de J5.
Se determinaron los isotipos de anticuerpo de IgG con conjugados de anticuerpo de oveja anti-bovino (Bethyl Labs).
Se determinaron los titulos y se expresaron como sus medias geométricas.

Resultados

Los resultados seroldgicos del estudio se muestran en la Tabla 10. Los titulos de anticuerpos mas elevados se asocian
en general con mejor proteccion de vacunas. El titulo de IgG especifica de J5 total se muestra en la Tabla 10. Varias
de las formulaciones de la invencion producian titulos mucho mayores que el producto comercial, aun cuando estas
formulaciones tenian una cantidad similar de antigeno J5 afiadido. Las formulaciones QCDO, TXO y QCDXO eran
especialmente eficaces en la induccion de una buena respuesta inmune en este ganado.

Tabla 10. Titulos de anticuerpo IgG.

Grupo Tratamiento Media geom'étrica del titulo de IgG
de Trat. contra J5 a dia
0 21 48

TO1 Solucién salina 50 60 110

TO2 Bacterina de Escherichia coli 175,2 275 245

TO3 QCDCR 106,5 202,7 209

TO4 QCDO 55,9 328,3 245

TO5 TXO 90,6 328,3 889

Se determinaron los isotipos de anticuerpo IgG1 especifico de J5. Estos resultados se muestran en la Tabla 10. De
nuevo, las formulaciones QCDO, TXO y QCDXO eran especialmente eficaces en la induccién de una buena respuesta
inmune en este ganado. Estas formulaciones proporcionaban titulos mucho mayores incluso con una sola vacunacion
que la vacuna comercial con dos inyecciones.

Este isotipo de anticuerpo se asocia con frecuencia con mejor fagocitosis por neutrofilos en la leche y mejor proteccion
para el animal. La formulacion QCDXO era especialmente eficaz en la induccién de una buena respuesta inmune en
este ganado.
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Ejemplo 18. Vacuna del virus de la diarrea virica bovina
Objetivo de estudio

Este estudio comparaba la seguridad, eficacia y proteccion cruzada de dos vacunas muertas de virus de la diarrea
virica bovina tipo 1y tipo 2 (BVDV-1 y BVDV-2 o BVD-1/2) y una vacuna de extracto de BVDV-1 y 2 formulada con
adyuvantes de la invencion con un control negativo (solucion salina) y dos positivos (una vacuna viva modificada de
BVDV-2 y una vacuna muerta de BVDV-1/2 actualmente disponible) frente a una exposicion con BVDV-1 en terneros
sin tratamiento anterior. La Tabla 11 presenta el disefio de estudio.

Este estudio también mostraba que los adyuvantes de la invencién pueden usarse para distinguir animales vacunados
con composiciones de vacunas de la presente invencién de animales expuestos de forma natural a BVDV.

Animales

Se us6 ganado vacuno destetado sano de cualquier sexo de entre 7 y 15 meses de edad que eran seronegativos para
BVDV-1y BVDV-2.

Tabla 11. Diseiio de estudio

S - - -
Grupo | Vacuna Adyuvante Dosis Dias 2 de | Dia A de | Via | Dosis
nimales exposicion
Solucién 2ml, SC 0 42 IN 5 ml
TO1 salina Ninguno cuello 21 Y110
izquierdo
2ml, SC |0 10 42 IN 5 ml
T02 I\B/I\Ii\D/-Z Ninguno cuello
izquierdo
2ml, SC |0 vy |10 42 IN 5 mil
TO3 EZCDU%Z PreZent-A cuello 21
izquierdo
2ml, SC |0 vy |10 42 IN 5 ml
T04 BYD-12 | acoe cuello 21
izquierdo
2ml, SC |0 vy |10 42 IN 5 ml
T05 BYD-12 | acoer cuello 21
izquierdo
Extracto oml SC 0 y|10 42 IN 5ml
inactivo ' 21
TO6 de  BVD- QCDC ::Zueul:grdo
1/2 q
QC es la abreviatura para QuilA/colesterol, D para DDA, C para Carbopol®, R para Bay R1005®

Vacunacioén

Los dias de estudio 0 y 21, se vacunaron animales (N = 10/grupo) como se describe en la Tabla 11. El antigeno
(BVDV) se administré como 5.500 Unidades de Potencia Relativa (RU) por dosis segun se determind por un ensayo
de ELISA. Los terneros del grupo TO1 servian como el grupo de control. Se les administré una solucion estéril de
cloruro sodico al 0,9 %. Los de los grupos T02 a TO6 recibieron vacunas de BVDV 1/2 experimentales con el adyuvante
que se muestra en la Tabla 11. El grupo T02 recibié solo una vacunacion (Dia de Estudio 0). Recibieron una vacuna
de virus vivo modificado (MLV) BVDV-2 que no contenia adyuvante. El grupo T03 recibié una vacuna de virus muerto
BVDV-1/2 que contenia una emulsién de aceite en agua al 2,5 % (Amphigen) y adyuvantes Quil A/colesterol (PreZent
A®). El grupo T04 recibié una vacuna de virus muerto BVDV-1/2 que contenia Quil A/colesterol, DDA y Carbopol. El
grupo TO05 recibié una vacuna de virus muerto BVDV-1/2 que contenia Quil A/colesterol, DDA, Carbopol y R1005. El
grupo T06 recibié una vacuna de extracto de alto titulo de virus muerto BVDV-1/2 que contenia Quil A/colesterol, DDA
y Carbopol el dia 0 y una vacuna de extracto de bajo titulo similar el dia 21. Todos los tratamientos se administraron
por via subcutanea en una sola dosis de 2 ml los dias 0 y 21 con la excepcion del Grupo 2.

El QCDC +/- R contenia 100 ug de Quil A, 100 ug de Colesterol, 50 ug de DDA y Carbopol al 0,075 % e incluia 1.000
pg de R1005 por dosis de 2 ml como se ha descrito anteriormente.
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Exposicion

El dia 42 todos los animales se expusieron por via intranasal a aproximadamente 4 ml (aproximadamente 2 ml por
orificio nasal) de una cepa de BVDV-1 no citopatica (Cepa NY-1; CVB, USDA, Ames, IA) con una concentraciéon de
5,4 10og'® DICTso por dosis de 5 ml.

Observaciones

Se registraron las observaciones del sitio de inyeccion los dias de estudio 0 (prevacunacion), 1, 2, 3, 7y 21 para el
primer sitio de inyeccion (cuello izquierdo). Se registraron las observaciones para el segundo sitio de inyeccion
(también cuello izquierdo) los dias de estudio 21 (prevacunacion), 22, 23, 24, 28 y 35. Se midieron todas las reacciones
de sitio de inyeccion palpables (L x A x A, cm). Se registraron las temperaturas rectales los dias de estudio -1, 0
(prevacunacion), 1, 2 y 3 para la vacunacion primaria. Se registraron las temperaturas para la vacunacion de refuerzo
los dias de estudio 20, 21 (prevacunacion), 22, 23 y 24.

Recogida de Muestras de Sangre

Se recogieron muestras de sangre de cada animal disponible usando tubos de separacién de suero (SST) los dias de
estudio -1, 20, 34 y 49. Se recogieron muestras de sangre usando tubos con EDTA los dias de estudio 33 a 35
(preexposicion) y 36 a 49. Se recogieron muestras de sangre usando tubos de preparacion celular (CPT) los dias de
estudio 34 (preexposicion) y 36 a 49.

Resultados

La Tabla 12 muestra la media de minimos cuadrados geométrica (MMCG) del titulo de anticuerpos neutralizantes en
suero contra virus BVD por un ensayo de hemaglutinacion el dia de estudio. Los resultados muestran que los
adyuvantes de la invencion proporcionaban un aumento en los titulos contra tanto BVDV-1 como BVDV-2 a medida
que avanza el estudio. Un titulo aceptable para la UDSA esta por encima de un titulo de 8. Estos datos demuestran
titulos por encima de 5.000 que indican fuerte produccién de anticuerpos que es capaz de detener al virus vivo cuando
entra en el animal con el potencial para infeccion y enfermedad.

Tabla 12. Titulo neutralizante de anticuerpos en suero

Grupo BVDV-1 BVDV-2

(vacuna, adyuvante)

Dia -1 Dia 21 MMCG Dia 41 Dia 56 Dia -1 Dia21 Dia41 Dia 56

Media MMCG MMCG Media MMCG* MMCG* MMCG*
Grupo T01 1,00 1,00 1,00 21,38 1,00 1,01 1,01 371,98
(solucidn salina, ninguno) 1-1) (1-1) (1-1)  (11-54) 1-1 (11  (1-1) (128-861)
Grupo T02 1,00 1,00 2,75 13,27 1,00 2,14 4521 454,09
(BVYDV-2 MLV, ninguno) (1-1) (1-1) (1-27) (1-45) (1-1) (1-10) (1-1024) (91-1218)
Grupo T03 1,00 1,60 35,59 486,49 1,00 6,40 877,75 8950,83
(BVDV-1/2, PreZent-A) (1-1) (1-6) (1-181) (91-2048)  (1-1) (1-38) (38-3444) (1024-77936)
Grupo T04 1,00 1,20 12,66 1772,17 1,00 8,71 329,56 11611,44
(BVDV-1/2, QCDC) 1-1) (1-3) (5-91) (512-16384) (1-1) (5-16) (54-861) (4096-16384)
Grupo T05 1,00 1,12 18,92 2477,87 1,00 530 692,34 10517,89
(BVDV-1/2, QCDCR) 1-1) (1-3) (5-91) (861-6889) (1-1) (2-13) (152-2048) (3444-46341)
Grupo T06 1,00 1,07 (1-23) (256-4096) 1,00 2,43 239,87 9956,50
(extracto de BVDV-1/2, QCDC) (1-1) (1-2) (1-1) (1-7)  (64-1448) (4096-55109)

La Tabla 13 presenta los datos de leucopenia para los dias de estudio 43-56. Los resultados de leucopenia el dia de
estudio demuestran que la vacuna de MLV (T02) prevenia la infeccion por ese virus especifico de la exposicion. Una
medida de leucopenia es un criterio para autorizar la comercializacién de un producto de MLV por la USDA. Sin
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embargo, para un virus inactivado la leucopenia no es un criterio para la USDA pero como sugieren los datos los
adyuvantes de la invencién producian una leucopenia de hasta solo el 20 % de los animales mientras que la mayoria
de las vacunas de virus inactivados presentan una leucopenia del 100 %. Esto indica que los adyuvantes de la
invencion eran capaces de dirigir una respuesta Th1 fuerte con un antigeno inactivado. Esto es dificil de realizar y rara
vez se observa en productos inactivados.

Tabla 13. Leucopenia por Dia de Estudio.

’ | T01 T02 T03 To4 08 :’f t

QCcDC
Dia 43 0 0 0 0 0 0
Dia 44 0 0 0 0 0 0
Dia 45 0 0 0 0 0
Dia 46 2 0 0 0 0 0
Dia 47 5 0 7 7 7 3
Dia 48 5 0 7 2 2 3
Dia 49 8 0 7 2 2 6
Dia 50 8 0 7 0 7 3
Dia 51 6 0 0 0 0 0
Dia 52 2 0 0 0 0 0
Dia 53 2 0 0 0 0 0
Dia 54 2 0 0 0 0 0
Dia 55 2 0 0 0 0 0
Dia 56 2 0 0 0 0 0

La Tabla 14 presenta los titulos de neutralizacion séricos el Dia 41 (20 Dias después de la segunda vacunacion,
preexposicion). El virus vivo modificado es capaz de desarrollar respuestas de anticuerpo solamente contra el virus
exacto en la vacuna. Esto se observa porque el Grupo T02 muestra proteccion solo contra BVDV-2. Sin embargo, las
vacunas inactivadas con adyuvante de T03 (PreZent-A), T04 (QCDC) y T05 (QCDCR) generaban una fuerte respuesta
de anticuerpos pronto al comienzo de la inmunidad y por toda la fase de vida del estudio animal contra un panel
seroldgicamente diverso de BVDV. Esto muestra que estos adyuvantes tenian la capacidad de proporcionar seguridad
y eficacia en un modelo de exposicion para proteger al ganado no solo en una exposicion homologa sino en una
heterdloga.

Tabla 14. Titulos de Neutralizaciéon en Suero el Dia 41.

Proteccion Cruzada por Titulo

Serolégico de Grupo de

Tratamiento, Log 2 de Titulo de

Anticuerpo
TO1 T02 TO3 To4 TO5 TO6
Solucion Vivo PreZent Extracto
Salina Modificado A QCDC QCDCR de QCDC

BVDV1a Promedio <1 0,8 4,0 2,5 29 1,9

(continuacion)
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Proteccion Cruzada por Titulo
Serolégico de Grupo de
Tratamiento, Log 2 de Titulo de

Anticuerpo
BVDV1b Promedio <1 0,7 3,9 2,4 29 1,5
BVDV2 Promedio <1 4,5 8,8 8,1 8,0 6,5

Actividad Marcadora. En este documento se presentan datos que muestran que los adyuvantes de la invencion
pueden usarse para distinguir animales vacunados con composiciones de vacunas de la presente invencion de
animales expuestos de forma natural a BVDV. Esto puede observarse por determinacion de las diferencias de perfil
de anticuerpos entre productos génicos estructurales y no estructurales del virus. La actividad marcadora se demuestra
por el procesamiento en gel mediante ensayo de radioinmunoprecipitacion (Figura 1). Una respuesta de anticuerpos
contra las proteinas NS2/3 y E2 del BVDV es muy pronunciada en un animal vacunado con una vacuna de MLV o en
un animal expuesto de forma natural a BVDV o vacuna inactivada con adyuvante PreZent-A. Sin embargo, los
adyuvantes de la invencion demostraban una respuesta de anticuerpos solo contra la proteina E2 y no contra las
proteinas NS2/3. Por lo tanto un animal vacunado con una vacuna de BVDV inactivado que comprende adyuvantes
de la invencién puede diferenciarse de un animal infectado de forma natural o un animal vacunado con MLV o animal
vacunado con PreZent-A. Esta se consideraria una vacuna marcadora que es valiosa para la erradicacion de estos
tipos de enfermedades en poblaciones animales.

Ejemplo 19. Micoplasma hyopneumonia en cerdos
Antecedentes

El Mycoplasmal pneumonia de cerdos (MPS) o la neumonia enzodtica es una enfermedad crénica muy extendida
caracterizada por tos, retraso del crecimiento y eficacia de la alimentacion reducida. El agente etiolégico es M.
hyopneumoniae; sin embargo, la enfermedad de origen natural es el resultado con frecuencia de una combinacién de
infecciones bacterianas y micoplasmicas.

El MPS causa pérdidas econémicas considerables en todas las areas en las que se crian cerdos. Encuestas realizadas
en diversas localizaciones por todo el mundo indican que las lesiones tipicas de las que se observan con MPS
aparecen en el 30 %-80 % de los cerdos en peso en canal. Debido a que las lesiones micoplasmicas pueden resolverse
antes de que los cerdos alcancen el peso de sacrificio, la incidencia real puede ser mayor. Se ha descrito que la
prevalencia de la infeccion por M. hyopneumoniae en la neumonia porcina crénica oscila del 25 %-93 %. Cerdos de
todas las edades son susceptibles a MPS, pero la enfermedad es mas comun en puercos en crecimiento y en
terminacion. Pruebas actuales indican que M. hyopneumoniae se transmite por aerosol o contacto directo con
secreciones del tracto respiratorio de cerdos infectados. Es posible la transmisién de cerdas a lechones durante la
lactacion. Una vez establecido, el MPS aparece afio tras afo en piaras infectadas, variando en gravedad con factores
ambientales como la estacion, ventilacion y concentracion de cerdos.

Objetivo de Estudio

Comparar la eficacia de vacunas de Mycoplasma hyopneumoniae formuladas con nuevos adyuvantes de la invencion
frente a la eficacia de una serie experimental de una bacterina de Mycoplasma hyopneumoniae disponible en el
mercado después de la exposicion intratraqueal a un homogeneizado pulmonar de M. hyopneumoniae virulento.

Animales

Se usaron en el estudio sesenta y seis (66) cerdos hibridos clinicamente sanos a aproximadamente 17 dias de edad
sin un historial de enfermedad causada por M. hyopneumoniae y PRRSV, o con vacunacion contra los mismos
organismos. Antes del transporte al sitio de estudio y durante 2 dias después de su llegada, se trat6 a los cerdos con
Naxcel® por via intramuscular en la pata trasera, siguiendo las instrucciones de la etiqueta, para evitar enfermedades
relacionadas con el estrés tales como Strepfococcus suis. Los animales se asignaron a tratamientos y establos de
acuerdo con un plan de aleatorizacién. El disefio de estudio se muestra en la Tabla 15.
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Tabla 15. Disefio Experimental

o
Grupo . de Tratamiento N. . de Vacunacion Via Exposicion
Tratamiento Animales
Control Negativo Dia 0 Intra- Homogeneizado
T01 12 pulmonar de M.
63464-70 Dia 14 muscular hyo
DDA/Carbopol/R1005 Dia 0 Intra- Homogeneizado
T02 (DCR) 12 Dia 14 muscular Ip;ulmonar de M.
yo
QAC/ DDA/Carbopol Dia 0 Intra- Homogeneizado
TO3 12 pulmonar de M.
(QCDC) Dia 14 muscular hyo
QAC/DDA/Carbopol/R1005 Dia 0 Intra- Homogeneizado
TO4 (QCDCR) 12 Dia 14 muscular Ip;ulmonar de M.
yo
Dia 0 Intra- Homogeneizado
T05 Bacterina de M. hyo 12 | pulmonar de M.
Dia 14 muscular hyo
NTX Ninguno 6 N/A N/A N/A
QAC es la abreviatura para QuilA/colesterol.

Productos Veterinarios de Investigacion (IVP)

Los antigenos y Productos Veterinarios de Investigacion (IVP) se muestran en la Tabla 16. Las vacunas para los
grupos de tratamiento T02, TO3 y TO4 (todos salvo TO5) se prepararon de acuerdo con el Ejemplo 13 usando las
concentraciones de componentes que se muestran en la Tabla 16 a continuacion. Los componentes se afiadieron en
el orden enumerado en la tabla.

Se afiadié un expansor de solucién salina a un recipiente y se inicié la homogeneizacién y se continué durante todo el
procedimiento de preparacion. Se preparé M. hyopneumoniae inactivado a partir de un volumen mezclado de 75 litros
de fermentado por 800 litros de producto final formulado y se afiadié a una concentracion de 0,09375 ml por dosis. Se
afadié Quil A a la concentracion enumerada en la Tabla 16. Después se afiadié solucién de colesterol/etanol. Se
afnadié solucion de DDA/etanol, seguida de adicion de la solucion de glucolipido Bay R1005. Después se afiadid
carbopol y la solucién se llevé al volumen final con el expansor de solucion salina.

La vacuna para el Grupo de Tratamiento T05 (formulacién de vacuna basada en Amphigen) era el producto disponible
en el mercado Respisure® (Pfizer, Inc).

Tabla 16. Productos Veterinarios de Investigacion (IVP)

Grupo de|Dosis de . N.° de .
IVP Tratamiento |Antigeno Adyuvante por Dosis Dosis Volumen/Dosis
Control - Negativol ), N/A N/A 24 [2ml
Solucion Salina
DDA/Carbopol/ T02 Mo Mhyo +DDA/R1005/Carbopol|,,, |,
R1005 -0 1(50/1000ug/dosis/0,075 % piv)
QAC/ DDA/ Mhyo+ QuilA/colesterol/DDA/Carbopol
TO3 M. hyo 24 2ml
Carbopol (100/100/50 microgramos/dosis/0,075 % v/v)
Mhyo+ QuilA/colesterol/DDA/Carbopol
QAC/DDA/ To4 v /R1005 diluyente adyuvante (100/100/50(,,, |,
Carbopol/R1005 - nyo microgramos/dosis/0,075 % m
v/v/1000pug/dosis)
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(continuacion)

H o
IVP Grupo ' de Doslls de Adypvante por|N. ) de Volumen/Dosis
Tratamiento Antigeno Dosis Dosis
Efgte”“a de Miros5 M. hyo Amphigenal 5% |24 2ml
Vacunacion

Los animales en el grupo de tratamiento NTX no se vacunaron ni se expusieron. A aproximadamente 3 semanas de
edad (Dia 0 — cuello derecho) y 5 semanas de edad (Dia 14 — cuello izquierdo) los animales de T01, T02, T03, T0O4 y
TO5 se vacunaron por via intramuscular, 2 ml por dosis, por un individuo cualificado a ciegas con respecto al grupo de
tratamiento.

Material de Exposicion

Los animales en TO1 a TO5 se expusieron por via intratraqueal 3 semanas después de la segunda vacunacion (a
aproximadamente 8 semanas de edad — Dia de Estudio 35). Los animales se expusieron a una dosis de 5 ml de una
dilucion 1:50 en medio de Friis de un homogeneizado pulmonar congelado al 10 % de la cepa 11 de M. hyo (LI36).

Recogida de Muestras de Sangre

El Dia—1 o 0 (antes de la 12 vacunacion), Dia 13 o 14 (antes de la 22 vacunacion), Dia 34 o 35 (antes de la exposicion)
y Dia 63 (en la necropsia), se recogieron muestras de sangre (aproximadamente 5 a 10 ml en tubos separadores de
suero) de todos los cerdos y se ensayaron para serologia de M. hyopneumoniae (ELISA-IDEXX).

Peso

Se pesaron todos los animales a la llegada con fines de distribucion en lotes, el Dia 34 o 35 (antes de la exposicion)
y el Dia 62 o 63 (antes de la necropsia).

Necropsia

El Dia 63, todos los animales supervivientes se sometieron a eutanasia de acuerdo con procedimientos especificos
de sitio. Se evaluaron macroscopicamente los pulmones para lesiones caracteristicas atribuibles a una infeccién por
M. hyopneumoniae y se les asignd una puntuacion para las lesiones atribuidas a la exposicion con M. hyopneumoniae.
Se registraron las puntuaciones de lesiones pulmonares como el porcentaje de lesiones pulmonares por cada Iébulo
pulmonar. El porcentaje de consolidacion para cada lobulo (craneal izquierdo, medio izquierdo, caudal izquierdo,
craneal derecho, medio derecho, caudal derecho y accesorio) se puntué como un valor real entre 0-100 %. El
porcentaje para cada Iébulo pulmonar se usé en una férmula ponderada para el calculo del porcentaje total de pulmoén
con lesiones. Se realizé una necropsia de seis (6) animales NTX el Dia 34 o 35 antes de la exposicién y se puntuaron
sus pulmones para lesiones.

Puntuaciones de Lesiéon Pulmonar

El porcentaje de pulmodn total con lesiones se calculd usando la siguiente férmula: Porcentaje de pulmon total con
lesiones = 100 x {(0,10 x craneal izquierdo) + (0,10 x medio izquierdo) + (0,25 x caudal izquierdo) + (0,10 x craneal
derecho) + (0,10 x medio derecho) + (0,25 x caudal derecho) + (0,10 x accesorio)}. Se aplico la transformacion de raiz
cuadrada del arco-seno al porcentaje de pulmoén total con lesiones antes del anadlisis. Las lesiones pulmonares
transformadas se analizaron con un modelo mixto lineal general. Se usaron combinaciones lineales de las
estimaciones de parametros en comparaciones a priori después del ensayo para determinar el efecto del tratamiento.
Se calcularon también las medias de minimos cuadrados retrotransformadas de un porcentaje significativo (P < 0,10)
de pulmon total con lesiones, sus errores tipicos y sus intervalos de confianza del 90 %, asi como los minimos y
maximos.

Resultados

Como se indica por los resultados de la Tabla 17 a continuacion, los adyuvantes de la invencién se comportaban igual
de bien que el grupo de tratamiento con adyuvante de aceite TO5 que contenia el adyuvante Amphigen®. Tipicamente
una puntuacion de lesién pulmonar por debajo de 3 se considera que ha conferido eficacia por el tratamiento de
vacuna. Las combinaciones de los adyuvantes de la invencion cumplen estos criterios y QCDCR tenia el mejor
comportamiento en puntuacioén e intervalo entre animales individuales.
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Tabla 17. Porcentaje de Pulmén con Lesiones

Proporcion Sednal: | MMC Intervalo

Seroldgica Positiva (S/P)

Dia 34
TO1 - Placebo 0,00 8,4 0-25,55
T02 - DRC 0,28 24 0-20,13
T03 - QCDC 0,15 21 0-23,18
T04 QCDCR 0,23 0,5 0-2,7
TO5 - RespiSure 0,46 0,6 0-2,33

N = 12 por grupo con la excepcion de TO5 donde N = 11

Ejemplo 20. Virus de la gripe Aviar Felina (FAIV)

Este estudio evaluaba la eficacia en gatos de una vacuna de gripe usando un adyuvante de la invencién por exposicion
a una cepa de virus de gripe aviar virulenta.

Procedimientos y Resultados

Antes de la vacunacion, se determind que los animales eran negativos tanto para virus de la gripe como para
anticuerpos contra virus de gripe, basandose respectivamente en hisopos orofaringeos y analisis de muestras de suero
sanguineo tomadas antes de la vacunacion.

Se formularon vacunas experimentales usando gripe aviar patdgena inactivada y hemaglutinina purificada (HA). Cada
grupo de tratamiento contenia inicialmente seis animales (Tabla 18). Dos grupos de tratamiento recibieron las vacunas
de FAIV experimentales (el antigeno de la vacuna TO1 era proteina HA H5 purificada; y el antigeno de la vacuna T02
era cepa H5N2 inactivada), un grupo de tratamiento recibié una vacuna de cepa virica H5N1 modificada inactivada
(TO3), un grupo de control con placebo recibié una vacuna solo con adyuvante (T04) y un grupo de control negativo
recibié solo solucién salina (T05). Todas las vacunaciones se administraron por inyeccion subcutanea los dias de
estudio 0 y 21. El volumen de dosificacion era de 1 ml. Después de la vacunacién se observd constantemente a los
animales hasta que se recuperaron y eran capaces de sentarse derechos para asegurarse de que no habia reacciones
adversas. Se registraron las observaciones a aproximadamente una hora post-vacunacion y se habria registrado
cualquier otra complicacién observada después de la vacunacion.

La composicion de adyuvante se ha descrito previamente anteriormente mediante el ejemplo QCDC que usa Quil A
(20 pg), Colesterol (20 ug), DDA (10 ug) y Carbopol (0,05 %) por dosis. El antigeno es virus completo inactivado o
proteina HA H5 purificada.

Se evaluaron los animales para reacciones en el sitio de inyeccion y respuesta seroldgica a la vacuna. Se sometieron
a eutanasia tres animales (dos en T02-H5N2 inactivado y uno en T05-solucién salina) debido a hiperoxaluria congénita
antes de la exposicion. El dia de estudio 49, todos los gatos supervivientes se expusieron por la via intratraqueal a la
cepa H5N1 A/Vietnam/1194/04 para evaluar la eficacia de los candidatos a vacunas. Los animales se expusieron a
5,0 ml de material que contenia 10° DICTso, que se liberaba justo encima de la bifurcacion usando un pequefio catéter
que se introdujo en la traquea usando un traqueoscopio. Los animales se observaron y se tomaron muestras durante
cinco dias después de la exposicion. Al final de la fase animal (dia de estudio 54) todos los animales supervivientes
se sometieron a eutanasia y se realizé una necropsia en cada uno.

Tabla 18. Grupos de Vacuna

Grupo de | Vacuna Dosis | Via de Administracion | Dia de Estudio | Animales
Tratamiento

Vacuna de proteina

hemaglutinina (HA)

TO1 recombinante  purificada | 1,0 ml | Subcutanea Oy21 6
(25.600 unidades de
HA/dosis)
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(continuacion)

Grupo de | Vacuna Dosis | Via de Administracion | Dia de Estudio | Animales
Tratamiento
Vacuna de virus H5N2
modificado inactivado i
TO2 (25600 unidades de 1,0 ml | Subcutanea Oy 21 6
HA/dosis)
Vacuna de virus H5N1
modificado inactivado .
TO3 (25.600 unidades de 1,0 ml | Subcutanea Oy21 6
HA/dosis)
TO4 Placebo — Solo adyuvante | 1,0 ml | Subcutanea Oy 21 6
T05 Placebo — Solo solucion | 4 o | gupeutanea 0y 21 6
salina

Se recogieron muestras de sangre los dias de estudio -14 prevacunacion, 0, 21 y 49 para ensayo serolégico. En los
dias de estudio 49 y 54, se recogieron muestras de sangre para ensayo virolégico. En el dia de estudio 42, se tomo
una muestra de sangre no programada de todos los animales supervivientes para someter a ensayo la funcién renal
en sueros antes de la exposicion.

Se recogieron hisopos orofaringeos de todos los animales los dias de estudio -14, 49 antes de la exposicion y 50 a
54. Se recogieron hisopos rectales de todos los animales los dias de estudio 49 antes de la exposicion y los dias 50
a 54. La recogida de los hisopos se realizd justo antes de la exposicion en el dia de estudio 49.

Durante la necropsia, se extirparon asépticamente todos los I6bulos pulmonares, se pesaron y se evaluaron
macroscopicamente para lesiones caracteristicas atribuibles a una infeccion por FAIV. Se usaron porcentajes para
identificar el grado de consolidacion pulmonar. El pulmén izquierdo se fijé con formalina tamponada neutra al 10 %
para histopatologia. El pulmén derecho se recogié y se obtuvieron muestras para ensayo virolégico. Ademas de los
pulmones también se tom6 una muestra de rifidn y de cualesquiera tejidos con patologia macroscoépica y se
almacenaron en formalina tamponada neutra al 10 % para histopatologia.

Se determinaron los titulos viricos en muestras de sangre, hisopos orofaringeos y rectales y en muestras de tejido
pulmonar por medio de una PCR TagMan especifica de H5N1. Brevemente, se aisl6 ARN usando un sistema
MagnaPure LC con el kit de aislamiento de acido nucleico total MagnaPure LC (Roche Diagnostics; Almere, Paises
Bajos) y se detecto el virus de la gripe A mediante el uso de un ensayo de RT-PCR a tiempo real. Los datos se
expresaron como unidades de diluciéon de control (UDC). Se determinaron las UDC a partir de una curva patrén
producida a partir de una reserva de virus, que se diluy6é de forma seriada, sufriendo cada diluciéon a una extraccion
de acido nucleico y amplificacion por PCR TagMan de la misma forma que las muestras de ensayo.

También se analizaron hisopos orofaringeos y muestras de tejido pulmonar positivas por RT-PCR por aislamiento de
virus y titulacién en células de rifion canino Madine Darby (MDCK). Los resultados se expresaron como logi de la
dosis infecciosa al 50 % en cultivo de tejidos por mililitro o gramo de muestra (log1o DICTso/ml o log1o DICTs0/g).

Se analizaron muestras de plasma por neutralizacion de virus y por inhibicion de la hemaglutinacion. Para el ensayo
de inhibicion de la hemaglutinacion (HI), se incub6 una suspension de virus de la cepa de gripe Vietnam 1194/04
(H5N1, clase 1) o Indonesia 05/2005 (H5N1, clase 2) con diluciones seriadas (2 veces) de muestra de suero pretratada
con filtrado de cdlera (obtenido de cultivos de Vibrio cholerae). Posteriormente, se afiadieron eritrocitos a las diluciones
y después de la incubacion, la dilucion maxima de los agentes que mostraba una inhibicion completa de la
hemaglutinacion se definié como el titulo de HI.

El ensayo de neutralizacién de virus (VN) se basaba en una titulacion de punto final de los sueros. Brevemente, se
mezclo una cantidad constante de virus con una dilucién seriada (2 veces) de una muestra de suero. Se leyo la
neutralizacion de virus usando células MDCK como células indicadoras y se visualizé por aglutinacién de eritrocitos.
Se puntuaron los titulos de VN tomando la mayor dilucién de suero ala que el 50 % de los cultivos celulares inoculados
mostraban aglutinacién de eritrocitos.

Se extirpo el pulmoén izquierdo en la necropsia y se fijé con formalina tamponada neutra al 10 % para histopatologia.
Después de la fijacion, los tejidos se embebieron en parafina, se prepararon secciones tisulares y se tifieron con
hematoxilina y eosina para examen histolégico. Se registré la descripcion y el grado de cambios patoldgicos
observados.

Resultados
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Ninguno de los animales en los cinco grupos de tratamiento mostraba algun dolor o alguna hinchazén en el sitio de
inyeccion después de la primera y segunda vacunacion. Ademas, no se registraron anomalias en la piel en los sitios
de inyeccion. Después de las vacunaciones y antes de la exposicion, no habia diferencias significativas al nivel de
significacion de 0,1 en las temperaturas corporales entre tratamientos por analisis de modelo mixto lineal. Un animal
de T01 estaba febril (= 40°C) antes de la primera vacunacion el Dia 0 y durante varios dias después. Se registraron
aumentos esporadicos de la temperatura corporal en animales individuales hasta 40°C o superiores después de las
vacunaciones (Dias 0 y 21). No se observé una salud anormal relacionada con la vacunacion durante el estudio. Tres
animales (dos en T02- H5N2 y uno en T05-solucién salina) se sometieron a eutanasia debido a hiperoxaluria congénita
antes de la exposicién. Varios animales de todos los tratamientos presentaban complicaciones de heridas después de
la implantacion del registrador de temperatura. No se administraron tratamientos simultaneos desde el dia 0 hasta el
final del estudio.

Los animales vacunados de T01, TO2 y TO3 mostraban menos signos clinicos y no mostraron mortalidad después de
la exposicion en comparacion con los animales de control de TO4 y T05. En TO1, un animal mostraba depresion y
esfuerzo respiratorio aumentado dos dias después de la exposicion. Ninguno de los cinco animales de TO1 que quedan
mostré ninguna salud anormal después de la exposicion. En T02 (n = 4) y TO3 (n = 6), todos los animales
permanecieron sanos después de la exposicion. En T04 (n = 6) los primeros signos clinicos anormales (depresion y
esfuerzo respiratorio aumentado) se observaron en dos animales dos dias después de la exposicion. Tres dias
después de la exposicion, los seis animales en T04 estaban deprimidos y mostraban un aumento en el esfuerzo
respiratorio. Por consiguiente se tuvieron que someter a eutanasia dos animales por razones de bienestar. Cuatro dias
después de la exposicion (Dia 53), se encontré un animal muerto y los tres animales que quedan de T04 presentaban
depresion, esfuerzo respiratorio aumentado, protrusion del tercer parpado y descarga nasal y se sometieron a
eutanasia por razones de bienestar. En T05 (n = 5), los primeros signos clinicos anormales de depresion y esfuerzo
respiratorio aumentado se observaron en un animal un dia después de la exposicién. Dos dias después de la
exposicién, dos animales mas empezaron a mostrar esos signos. Tres dias después de la exposicién, se encontré un
animal muerto y los cuatro animales que quedan presentaban depresion, esfuerzo respiratorio aumentado y protrusion
del tercer parpado. Un animal se sometié a eutanasia posteriormente por razones de bienestar. Cuatro dias después
de la exposicion, el esfuerzo respiratorio habia empeorado en uno de los tres animales que quedaban y otro animal
mostraba adicionalmente descarga nasal. Los tres animales que quedaban se sometieron a eutanasia por razones de
bienestar cuatro dias después de la exposicion (Dia 53).

Después de la exposicion, las temperaturas medias corporales permanecieron por debajo de 40,0°C en los animales
vacunados (T01, TO2 y TO3). Las temperaturas medias de los animales de control (T04 y T05) se elevaron hasta =
40,0°C comenzando un dia después de la exposicion. Las diferencias en las temperaturas medias corporales entre
tratamientos fueron significativas (p = 0,0001) por analisis de modelo mixto lineal. Los datos de animales individuales
mostraban que en una minoria de los animales de TO1, T02 y T03, las temperaturas corporales se elevaron hasta
40,0°C y por encima en puntos temporales esporadicos el Dia 53. En TO1, dos animales estaban febriles (intervalo de
40,0 a 40,1°C) en un punto temporal. En T02, dos animales estaban febriles (intervalo de 40,0 a 40,3°C) en uno de
los tres puntos temporales, respectivamente. En T03, unos de los animales estaba febril (intervalo de 40,0 a 40,3°C)
en tres puntos temporales. En T04 y T0O5 todos los animales estaban febriles durante al menos doce horas entre los
Dias 50 y 51.

Los titulos de anticuerpos de HI contra las cepas de gripe Vietnam 1194/04 (H5N1, clase 1) e Indonesia 05/2005
(H5N1, clase 2) se determinaron antes de la primera y segunda vacunacién y antes de la exposicion. El limite de
deteccion inferior era de 5. Antes de la vacunacion, los titulos en los 5 grupos de tratamiento estaban por debajo del
limite inferior de 5. Después de la vacunacion todos los animales vacunados (T01, T02 y T03) desarrollaron titulos de
anticuerpo de HI por encima de 5 y mostraban al menos un aumento de seis veces en los titulos en comparacion con
los valores prevacunacion. En T01 y TO3, los titulos contra Vietnam 1194/04 oscilaban de 20 a 160 después de la
primera vacunacion y de 140 a 960 después de la segunda vacunacion. En T02, los titulos contra Vietham 1194/04
eran inferiores que los observados en T01 y T03, oscilando de 5 a 30 después de la primera vacunaciéon y de 5 a 70
después de la segunda vacunacion. Los titulos de anticuerpos de HI contra Indonesia 05/2005 eran similares a los
observados contra Vietnam 1194/04.

Se ensayaron muestras de plasma tomadas antes y después de la exposicion mediante RT-PCR a tiempo real
especifica de H5N1 para determinar la carga virica. Todos los animales tenian muestras negativas a virus antes de la
exposicion. Después de la exposicion, no se detecto virus en el plasma de animales de TO1 y T03. Por el contrario, el
25 % (1 de 4) de los animales de T02, el 67 % (4 de 6) de los animales de T04 y el 60 % (3 de 5) de los animales T05
eran positivos a virus en plasma después de la exposicion. Eran significativas diferencias entre tratamientos (p =
0,0247) por analisis de modelo mixto lineal.

Se evaluo la eliminacion de virus después de la exposicion en muestras de hisopos de garganta mediante RT-PCR a
tiempo real y titulacién de virus y en muestras de hisopos rectales mediante RT-PCR a tiempo real. No se detectd
eliminacion de virus a partir de la garganta en animales de TO1 después de la exposicién. En T02, los cuatro animales
(100 %) eliminaron virus en un punto temporal después de la exposicion. En T03, en total dos de seis animales (33 %)
eliminaron virus después de la exposicion. En T04, tres de seis animales (50 %) eliminaron virus después de la
exposicién. En T05, cuatro de cinco animales (80 %) eliminaron virus después de la exposicion. No se tomaron
muestras de animales de T04 y T05 cinco dias después de la exposicion, puesto que todos los animales habian muerto
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para entonces. Con el fin de un analisis estadistico, sin embargo, los animales que murieron o se sometieron a
eutanasia antes del ultimo dia del estudio tuvieron sus ultimos resultados de ensayo llevados adelante al ultimo dia
del estudio.

También se usaron muestras de garganta con un resultado positivo por RT-PCR (>1,8 UDC) en ensayos de titulacion
de virus. La titulacion de virus confirmé que todas las muestras positivas por RT-PCR contenian virus de la gripe
infeccioso (no se muestran los datos). Los titulos de virus infeccioso eran inferiores en animales vacunados (T02 y
T03) que en animales de control (T04 y T05). Estas diferencias eran significativas tres dias después de la exposicion
cuando se comparaban con T02 o TO3 con T04 vy tres, cuatro y cinco dias después de la exposicion cuando se
comparaban T02 o TO3 con TO05. Los titulos en animales de T02 y T03 eran de 0,5 log1o DICTso. Los titulos observados
en T04 oscilaban de 2,3 a 4,3 log1o DICTso. Los titulos observados en T05 oscilaban de 1,5 a 3,8 log1o DICTso.

Se detecto la eliminacidon en heces segun se evalud por hisopos rectales en todos los grupos de tratamiento salvo T02
tres o cuatro después de la exposicion. Las cantidades de virus detectadas por RT-PCR estaban entre 2,2 a 2,3 log1o
UDC en T01, 3,2 logio UDC en T03, 2,0 a 2,7 logio UDC en T04 y 2,2 logso UDC en T05. No habia diferencias
significativas en el nivel de significacion de 0,1 entre tratamientos en ninguno de los dias después de la exposicion.

La patologia pulmonar era menos grave en animales vacunados (T01, TO2 y T03) que en animales de control (T04 y
TO05). Todos los animales vacunados se presentaron con una neumonia broncointersticial subaguda, multifocal, leve.
Los animales de control mostraban una neumonia broncointersticial subaguda bien moderada (dos animales de T04
y un animal de T05) o bien grave (cuatro animales de T04 y cuatro de T05) con una distribuciéon multifocal en todos
salvo dos animales de control que mostraban (un animal de T04 y uno de T05) una distribucion difusa. Se evalud el
pulmoén completo para determinar el grado de consolidacion, que se expreso en porcentaje de consolidacion de tejido
pulmonar total. De acuerdo con los hallazgos patolégicos pulmonares, el porcentaje de consolidacion era
significativamente inferior en animales vacunados (T01, T02 y TO3) que en animales de control (T04 y T05).

Se evalud la carga virica en tejido pulmonar recogido en el momento de la muerte o eutanasia por titulacion de virus
y RT-PCR de H5N1. El tejido pulmonar de animales vacunados (T01, TO2 y TO3) tenia titulos de virus medios
significativamente inferiores que los de controles (TO4 y T05). No habia diferencias significativas entre los titulos
medios en tejido pulmonar de animales vacunados (TO1, TO2 y T03). El analisis por RT-PCR daba los mismos
resultados.

Después de la exposicion con una cepa de gripe aviar H5N1 altamente patégena, se observaron signos clinicos
incluyendo fiebre, mortalidades, viremia, eliminacion virica de garganta y en heces, infeccion virica del pulmon y
patologia pulmonar, incluyendo consolidacién, en animales de control que habian recibido adyuvante (T04) o solucion
salina (T05).

La vacunacion con proteina HA H5 purificada (T01) evitaba la viremia, la eliminacion virica a partir de la garganta y la
mortalidad en seis gatos jovenes después de la exposicion con una cepa de gripe aviar H5N1 altamente patégena.
Ademas, la vacunacion con proteina HA H5 purificada (T01) reducia los signos clinicos incluyendo fiebre, carga virica
en pulmon y patologia pulmonar, incluyendo consolidacion.

La vacunacion con una cepa H5N2 inactivada (T02) evitaba los signos clinicos, eliminacion virica en heces y mortalidad
en cuatro gatos jovenes después de una exposicion a una cepa de gripe aviar H5N1 altamente patdgena. Ademas, la
vacunacion con la cepa H5N2 inactivada (T02) reducia la viremia, la fiebre, la eliminacién virica a partir de la garganta,
la carga virica en pulmon y la patologia pulmonar, incluyendo consolidacion.

La vacunacion con una cepa H5N1 inactivada (T03) evitaba los signos clinicos, la viremia y la mortalidad en seis gatos
jovenes después de una exposicion a una cepa de gripe aviar HSN1 altamente patdogena. Ademas, la vacunacioén con
la cepa H5N1 inactivada (T03) reducia la fiebre, la eliminacién virica de la garganta, la carga virica en pulmon y la
patologia pulmonar, incluyendo consolidacion.

Sumario

No se observaron reacciones en el sitio de inyeccion con las vacunas formuladas con antigeno HA inactivado o
purificado con adyuvante QC/DC. Las vacunas proporcionaron una proteccion completa de enfermedad clinica y
mortalidad en gatos vacunados, una carga virica significativamente reducida en sangre y tejidos y una eliminacion de
virus significativamente reducida.

Ejemplo 21. Cancer
Antecedentes

Este estudio se realizé en ratas inmunodeficientes e inmunocompetentes usando células de carcinoma hepatocelular
humano y de rata para generar modelos heterotdpicos y ortotdpicos.

Animales

Se adquirieron ratas macho atimicas (Crl: NIH-rnu) de 6-8 semanas de edad de Charles River (Wilmington MA). Las
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ratas se alojaron en parejas en jaulas microaislantes de policarbonato y se les proporciond agua ad libitum por ésmosis
inversa y pienso de rata convencional irradiado; todo el agua y el material de cama estaban autoclavados. Se
registraron los pesos corporales dos veces por semana; los animales se mantuvieron durante aproximadamente 7
semanas y se sometieron a eutanasia por inhalacién de CO: al final del experimento.

El disefio experimental incorporaba dos fases. En la fase |, se distribuyeron al azar las ratas en dos grupos basandose
en su peso corporal. Las ratas en el grupo 1 no recibieron inyeccion de células tumorales mientras que las ratas en el
grupo 2 recibieron una inyeccion subcutanea de células tumorales. A las tres semanas después de la inyeccion
tumoral, las ratas en el grupo 2 se distribuyeron al azar (basandose en el tamario tumoral y el indice de ingesta - véase
la Tabla 19) en dos grupos para la Fase Il, incluyendo uno de los mismos dos subgrupos: 1) controles que no llevaban
tumores que recibieron solucion salina (el Grupo de Control); 2) controles que llevaban tumores tratados con adyuvante
solamente (el Grupo Tumoral); y 3) sujetos que llevaban tumores (Tumores Tratados) dosificados con vacuna (dos
inyecciones subcutaneas separadas por dos semanas). Se realizé la necropsia de todos los animales a los 14 dias
después de la segunda administracion de vacuna.

Vacuna
Se administré una vacuna por inyeccion subcutanea a 0,2 ml por dosis.

Tabla 19. Grupos de vacuna

Numero Tipos de o
: N. de
Grupo de s de Células L s Ny
. Descripcion . Formulacién Vacuna- Dosis/Via
Tratamiento Anima- Tumorales .
. ciones
les (Antigeno)
Control Sin | Control Negativo Placebo de
Tumor (solucion salina) 5 NA PBS al 0,63 % 2 0,2 ml/SC
Tumor Vehiculo sin Placebo de
(vehiculo) antigeno 5 Qcoe PBS al 0,63 % 2 0,2 ml/SC
Dosis liquida QCDCR vy
Tumor homogeneizada- 100 pg de | Placebo de
(Tratado) vehiculo  mas 5 antigeno PBS al 0,63 % 2 0,2 miSC
HepG2 inactivado
QC es la abreviatura para QuilA/colesterol, D para DDA, C para Carbopol®, R para Bay R1005®, PBS para
solucién salina tamponada con fosfato.

Preparacion de Vacuna

Se prepararon vacunas usando Quil-A (20 pg/dosis), colesterol (20 pg/dosis), DDA (10 ug/dosis), Carbopol (0,05 %)
con o sin glucolipido Bay R1005® (1.000 ug/dosis) y antigeno. La composicion se mezclé usando un homogeneizador
y se afiadio en el orden de adicion que se ha indicado anteriormente.

Preparacion de Antigeno

Se obtuvieron células HepG2 (clon HB-8065) de la Coleccion de Cultivos Tipo de los EE.UU. (ATCC, Manassas, VA).
HepG2 es una linea celular perpetua que se deriva del tejido hepatico de un sujeto masculino caucasiano de 15 afios
de edad con un carcinoma hepatocelular bien diferenciado. Las células se expandieron en condiciones de cultivo
celular convencionales y se prepararon para inyeccion a una concentracion de 1 x 107 células/ml en Matrigel. A cada
rata se le inyectaron 0,5 ml de suspension celular, por via subcutanea en el sitio del segundo pezon.

Mediciones

Se midié el tamafio tumoral dos veces por semana durante todo el estudio mediante el procedimiento de calibrador,
donde el volumen en cm? = {[(A (mm) x A (mm)]/2 x L (mm)}/1000. Se recogid sangre por sangrado retroorbitario para
mediciones de quimica sérica y biomarcadores. Los animales se anestesiaron ligeramente durante el procedimiento
de sangrado con CO2/O,. Se analizaron los criterios de valoracién quimicos usando un auto-analizador Hitachi 917
(Roche, Indianapolis, IN). Se obtuvo sangre terminal en anestesia con CO- por puncion cardiaca. Se evaluaron los
criterios de valoracion séricos usando ensayos de ELISA comerciales: Alfa-fetoproteina (R & D Systems, Mineapolis
MN) y Albumina Humana (Bethyl Laboratories, Montgomery TX). Los animales se sometieron a eutanasia mediante
inhalacion de CO». Los tumores se extirparon, se pesaron y se colocaron en formalina para histologia.

Se us6 una prueba T de Student con datos desapareados para comparar diversos parametros entre ratas de grupos
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tratados y de control. Todos los valores se expresaron como media = DT y un valor de p <0,05 se consideraba que
era estadisticamente significativo.

Resultados

Se corrigieron mediciones de peso corporal restando el peso tumoral (basado en los datos de volumen y en la
suposicion de que 1 cm® =1 g). Los datos se analizaron de dos formas: por grupo de tratamiento y por animales que
llevan o no llevan tumor. Cuando se comparaban los pesos corporales en animales que llevaban tumor respecto a
animales que no llevaban tumor, habia una diferencia significativa entre los grupos en el punto temporal terminal; no
habia diferencia en el nivel basal. Aun cuando los pesos corporales no eran significativamente diferentes cuando se
comparaban por grupo de tratamiento probablemente debido a la corta duracion del estudio habia una tendencia
apreciable hacia un peso corporal disminuido en ambos grupos que llevaban tumor respecto a los controles y una
tendencia positiva hacia la recuperaciéon en animales que recibian vacuna cuando se comparaban con los animales
que llevaban tumor que recibian vehiculo sin antigeno (Tabla 20). Ademas, también habia una correlacion razonable
entre el porcentaje de cambio en peso corporal a lo largo de la duracién del experimento y el volumen tumoral (r? =
0,72) o el peso tumoral (extirpado) en la finalizacion (r? = 0,73).

Tabla 20. Cambio en el peso corporal con el tiempo entre grupos experimentales. Las areas sombreadas indican las
fechas cuando se administré vacuna.

Peso Corporal (g)
Dia | Control Tumor Tumor Tratado
0 242,7+11,4 | 260,0 + 16,3 | 245,0 + 12,1
6 263,9+13,5 | 278,1 + 17,5 | 258,6 + 14,6
9 270,1 + 14,0 | 280,6 + 19,2 | 260,1 + 15,1
13 | 280,6 + 16,2 | 290,3 + 20,2 | 262,0 + 15,1
16 | 283,8+ 15,0 | 289,0 + 18,5 | 261,1 + 15,3
20 | 292,6 +16,1 | 284,1+17,3 | 259,2 + 14,6
23 | 299,8+15,6 | 283,2+ 17,0 | 252,7 + 14,2
27 | 298,7+14,0 | 276,1+ 15,5 | 259,4 + 14,4
30 | 307,6+159 | 2742+3,4 | 260,9+14,5
34 | 317,8+16,2 | 262,6 + 14,6 | 267,8 + 15,1
37 | 318,1+16,6 | 263,1+ 15,0 | 268,4 + 14,8
41 | 323,4+15,3 | 264,4 + 14,7 | 274,9 + 15,2
44 | 328,5+16,6 | 262,5+ 14,6 | 278,3 + 15,1
48 | 331,2+17,0 | 263,0 + 14,1 | 281,6 + 15,0
49 | 330,5+17,1 | 262,6 + 14,4 | 281,2+ 14,3

Tamaino Tumoral

El tamafo tumoral en ratas de control se comparé con el tamafio tumoral en ratas tratadas con vacuna a lo largo de
un periodo de cuatro semanas. Aunque no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
comparados (debido a una gran variacién en el tamafio tumoral), existia una fuerte tendencia hacia disminuir el
volumen tumoral total (Tabla 21) y también hacia un peso tumoral extirpado medio disminuido (Tabla 22) en ratas que
recibieron la vacuna.

Tabla 21. Cambio en el tamafio tumoral entre el grupo tratado con vehiculo (Tumor) y el grupo tratado con vacuna
(Tumor tratado). Las areas sombreadas indican las fechas cuando se administré vacuna.

Tamaiio Tumoral (cm3)
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Dia | Tumor Tumor Tratado

6 46+21 4,7+2,0

9 49+2,0 48+1,8

13 | 4,6+1,8 5,0+2,2

16 | 12,2+2,7 | 12,3+25

20 [ 226+38 |134+26

23 [333:48 |141:28

27 | 345+46 |13,8+28

30 [356+4,6 |135+34

34 | 37,7+8,0 |141+29

37 | 38,6+10,2 | 13,7+23

Dia | Tumor Tumor Tratado

41 [445+121 | 125+2,1

44 |529+13,9 | 13,0+2,1

48 | 61,7+151 | 16,9+2,9

Tabla 22. Diferencia en peso tumoral en la necropsia.

Grupo Experimental

Tumor Tumor Tratado

Peso Tumoral (g) | 5,14 + 6,08 | 1,24 + 2,21

Ensayos de Suero

Se midio6 la alfa-fetoproteina humana (AFP) por ELISA a diversos puntos temporales durante el estudio. Estos datos
se usaron junto con los datos de peso corporal y tamafo tumoral para distribuir al azar los animales en grupos de
tratamiento. Los datos de este estudio y los datos histéricos indican que la AFP solo es detectable en animales que
llevan tumores. La comparacion de los datos longitudinales de AFP en los grupos de control tumorales y en los grupos
tratados tumorales indica que la AFP estaba disminuida en los animales tratados después de la primera inyeccién de
vacuna y era mucho mas baja en ratas tratadas con respecto a controles que llevan tumores al final del estudio; 4,78
+ 3,2 ng/ml en ratas tratadas con vehiculo con respecto a 0,97 + 2,5 ng/ml en ratas tratadas con vacuna,
respectivamente. Ademas, la AFP demostraba una correlacién tanto con el volumen tumoral como con el peso tumoral
extirpado.

Se midi6 la albumina humana (hALB) por ELISA a diversos puntos temporales durante el estudio. Los datos de este
estudio y los datos historicos indican que la hALB solo es detectable en animales que llevan tumores. La comparacion
de los datos de hALB en los grupos tumorales de control y tumorales tratados indica que la hALB era inferior en ratas
tratadas respecto a controles que llevan tumores al final del estudio (no se muestran los datos). Ademas, la hALB, de
forma similar a la AFP, demostré una correlacion tanto con el volumen tumoral como con el peso de tumor extirpado
(no se muestran los datos).

Se ensayo6 un panel quimico de suero central a diversos puntos temporales durante todo el estudio. El panel incluia:
AST, ALT, colesterol, fosfatasa alcalina, GGT, BUN, glucosa, creatinina, bilirrubina total, proteina total, albdmina,
globulina y minerales Ca, P, Na, K'y Cl. De forma similar al peso corporal, los datos se analizaron de dos formas: por
grupo de tratamiento y por animales que llevan o que no llevan tumores. Los Unicos criterios de valoracion en los que
se observaron diferencias eran: AST, ALT y colesterol. Para ambas comparaciones, no habia diferencias significativas
entre grupos en el punto temporal basal (no se muestran los datos). Cuando se comparaban los indices quimicos en
animales que llevaban tumor con animales que no llevaban tumor, habia una diferencia significativa entre los grupos
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en el punto temporal terminal con elevaciones en AST, ALT y colesterol en los animales que llevaban tumor (no se
muestran los datos).

Conclusion

Tomados conjuntamente los datos de los autores demuestran que la carga tumoral se reducia en animales tratados
con vacuna preparada contra la linea celular tumoral HepG2, respecto a un grupo que llevaba tumores de control que
recibia vehiculo.

Ejemplo 22. CpG
Antecedentes

Los adyuvantes descritos en este documento son una plataforma adyuvante vacunal potente que puede potenciarse
usando un ORN/ODN (CpG) para estimular la respuesta inmune mediante el uso de los adyuvantes como un sistema
de administracion para el CpG.

Materiales y Procedimientos

Se usaron en el estudio ratones C57BI/6 hembra (n = 10 por grupo) con un peso corporal de aproximadamente 18-20
g. Se inmunizaron por inyeccion intramuscular (IM) en el musculo tibial anterior izquierdo con un volumen total de 50
ul los dias de estudio 0, 14 y 21.

Dosis de Reactivo
Una dosis de la composicion comprendia, en diversas combinaciones, uno o mas de los siguientes componentes:

Tampon: NaH2PO4.2H,0 (229,32 mg/l), NaCl (1168,00 mg/l) y

NazHPO, (1144,00 mg/l), disuelto en WFI y esterilizado por filtracion con un filtro de 0,1 pm.
Ovoalbumina (OVA-Antigeno): 10 ug

CpG ODN: 10 ng

Colesterol: 1 ug

Quil A: 1 g

DDA: 0,5 ug

Carbopol: 0,0375 %

R1005: 50 pg

Preparacion de Vacuna

Se coloco tampoén en un matraz de 50 ml con una barra de agitacion y se agité a una velocidad constante durante
todas las etapas siguientes. Los componentes se afiadieron en el siguiente orden: Antigeno (OVA); CPG ODN; Quil
A; colesterol (gota a gota); DDA (gota a gota); Carbopol®; y Bay R1005®. La composicion se agitd a temperatura
ambiente (aproximadamente a 25°C) durante un minimo de 30 minutos mientras se protegia de la luz cubriéndola con
papel de aluminio. La solucién se forzé a través de una aguja de 25G en una jeringa para romper cualquier particula
flotante de gran tamafo para obtener una suspension uniforme (turbia) y se transfirié a viales de vidrio estériles para
su almacenamiento.

Recogida de Muestras

Se recogieron las siguientes muestras:

Plasma: 4 semanas después de la vacunacion de sensibilizaciéon (1 semana después de la segunda vacunacion
de refuerzo)

Linfocitos T Citotdxicos (CTL) (6 semanas después de la vacunacion de sensibilizacién (3 semanas después de la
segunda vacunacion de refuerzo)

Secrecion de citocinas en sobrenadante (4 semanas después de la vacunacion de sensibilizacion)

Sobrenadante de 24 horas (IL-2, IL-4, IL-10, TNF)

Sobrenadante de 72 horas (IFN-g)

Tetramero (4 semanas después de la vacunacion de sensibilizacion)

Células T productoras de citocinas (6 semanas después de la vacunacién de sensibilizacion)

Los resultados se proporcionan como una puntuacion relativa para cada adyuvante que muestra el efecto del
adyuvante. Los criterios de valoracion eran una escala relativa basada en la suma de las respuestas de linfocitos T
citotoxicos individuales.

Resultados y Discusion

Como se presenta en la Tabla 23, QCDCR mas OVA proporcionaba respuestas de CTL mas fuertes que sus
subcomponentes, sin embargo las respuestas de conjunto eran bajas (<20 %). La combinacion de QCDCR o sus
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subcomponentes con CPG mejoraba significativamente las respuestas de CTL especificos de OVA. QCDCR/CPG
mas OVA en conjunto dieron la respuesta de CTL mas elevada, sin embargo, no habia una diferencia significativa en
las respuestas entre este grupo y el colesterol/CPG mas OVA (a una proporcion 25:1). Se ensayaron sobrenadantes
de cultivo de esplenocitos estimulados con OVA (1 mg/ml) para determinar las citocinas por ELISA. QCDCR en solitario
0 sus subcomponentes dieron solamente respuestas muy débiles de citocinas. La combinacion de QCDCR o sus
subcomponentes con CPG aumentaban la secrecion de IL-2 e IFN-g especificos de antigeno (citocinas Th1-
predispuestas). QCDCR y CpG eran iguales en potencia para aumentar las respuestas inmunes celulares. La
combinacién de las dos muestras sinergia. Cuando se analizaron subcomponentes de QCDCR con CpG, las
combinaciones con Quil A dieron las mejores respuestas seguidas de inclusién de colesterol con CpG.

Tabla 23. Respuestas Relativas de CTL

Grupos CTL IFN-g Tetramero IL-2 Total
QCDCR-CpG+OVA 18 16 18 18 70
QCDC-CpG+OVA 15 18 17 16 66
Ch+CpG+CR+0OVA 12 14 15 17 58
Ch+CpG+DC+0OVA 8 17 13 15 53
Ch+CpG+DCR+0OVA 16 9 14 13 52
C+CpG+OVA 9 13 16 11 48
DCR+CpG+0OVA 13 13 12 9 47
CR+CpG+OVA 10 10 11 8 39
DC+CpG+OVA 11 11 8 6 36
CpG+OVA 14 8 9 3 34
QCDCR+0OVA 7 5 7 14 33
CR+OVA 5 4 7 23
QCDC+0OVA 3 6 2 10 21
CR+OVA 4 3 5 4 16
DCR+OVA 6 2 6 2 16
DC+OVA 2 4 3 5 14
OVA 1 1 1 1 4
QC es la abreviatura para QuilA/colesterol, Ch para colesterol, D para DDA, C para
Carbopol®, R para Bay R1005®

Ejemplo 23. Coronavirus Canino (CCV)
Ambito

Se emple6 un modelo murino usando coronavirus canino (CCV) y nuevos adyuvantes de combinacion para evaluar el
rendimiento de adyuvante con el componente antigénico dado.

Animales

A diez ratones CF-1 por grupo de tratamiento se les administré 0,2 ml por via subcutanea por animal de cada grupo
de tratamiento.

Grupos de Tratamiento

Las formulaciones de ensayo que se muestran en la Tabla 24 se prepararon como volumenes de dosis de campo de
1,0 ml con las concentraciones proporcionadas a continuacion. Solo se administraron 0,2 ml de la vacuna a cada ratén.
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Tabla 24. Formulaciones de Ensayo.

Arot!culo Formulaciones de Ensayo Concentracion de Adj.: pg/2 mi CCV/dosis
N.°: (salvo Carbopol)
1 PBS NA na
2 Antigeno PBS 6,040
3 AbISCO-100 100 6,040
4 AbISCO-200 100 6,040
5 AbISCO-300 100 6,040
6 Quil-A/Colesterol 100/100 6,040
7 R1005 1000 6,040
8 R1005/Carbopol 1000/0,075 % 12,079
9 DDA/R1005/Carbopol 50/1000/0,075 % 12,079
10 Quil-A/Colesterol/R1005 100/100/1000 6,040
Quil-A/
11 100/100/50/0,075 % 6,040
Colesterol/DDA/Carbopol
Quil-A/
12 100/100/1000/0,075 % 12,079
Colesterol/R1005/Carbopol
13 bQ:;'(;IA’ Colestero/DDA/R1005/Car- 100/100/50/1000/0,075 % 12,079

Preparacion de Vacuna

La preparacion de vacuna para los adyuvantes de la invencion se describe en los Ejemplos 1-13 anteriores. Las
concentraciones de componentes adyuvantes se proporcionan en la Tabla 24. Se afiadieron adyuvantes en el orden
enumerado en la Tabla.

Se afiadio un expansor de solucion salina a un recipiente y se inicié la homogeneizacion. Se afiadié CCV inactivado
a una concentracion que se muestra en la Tabla 24. Se afiadié Quil A a la concentracion enumerada en la Tabla 24.
El colesterol en solucién de etanol se afiadié después con homogeneizacion continua. La solucién de DDA/etanol se
afnadio después durante la homogeneizacion. La mezcla se microfluidificd a 68950000 pascales (10.000 psi). Después
se afadié Carbopol con mezcla y se ajusto el pH a 6,8 a 7,2. Se afiadié después glucolipido Bay R1005® con mezcla.
Por ultimo, la composicién se llevé a un volumen final con el expansor de solucién salina.

La vacuna para los grupos de tratamiento que recibian los productos de AbISCO disponibles en el mercado (Isconova,
Suecia) se prepard de acuerdo con las instrucciones de la etiqueta. Los productos de AbISCO estan basados en
saponinas de quillay y tecnologia de ISCOM usando saponinas altamente purificadas.

Procedimiento de Ensayo: La neutralizacion sérica de CCV beta

El suero se inactivd por calor a 56°C durante 30 a 40 minutos. En una placa estéril limpia se realizaron diluciones
seriadas de cada suero (sin diluir, 2, 4, 8...) pasando 120 pl a 120 pl de diluyente. Se usaron al menos dos repeticiones
de pocillos/dilucion. Se usé inicialmente una dilucién de 1:16 si era necesario. Se prepard una reserva de exposicion
de trabajo diluyendo CCV vivo a un nivel que contenia aproximadamente 240 particulas viricas en 120 ul. Después,
se combinaron 120 ul de cada dilucion sérica con 120 pl de solucién virica para un total de 240 pl. La solucion se
mezcloé y se mantuvo a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) durante 30 a 60 minutos para permitir la
neutralizacion. Después se transfirieron 120 pl de cada serie sobre monocapas desnudas en espera de células NLFK
sembradas de 7 a 12 dias antes. Se evalud la CPE de 4 a 6 dias después. La retrotitulacion confirmé que de 50 a 316
particulas de virus afectaban a cada monocapa.

Resultados

Tabla 25. Neutralizacion Sérica
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Grupo de
Tratamiento Titulos Neutralizantes en Suero
Solucién salina 2
Antigeno solo 64
AbISCO-100 256
AbISCO-200 23
AbISCO-300 11
Quil-A/Colesterol 315
R 512
RC 11
DRC 630
QCR 1024
QCDC 630
QCRC 724
QCDRC 1448

Sumario

Los efectos combinados de los adyuvantes formulados con CCV teniendo en cuenta las propiedades quimicas de
cada componente han proporcionado excelentes propiedades para un adyuvante de vacuna.

Los resultados serolégicos del estudio se muestran en la Tabla 25. Titulos de anticuerpo neutralizante en suero
mayores generalmente estan asociados con mejor proteccion proporcionada por las vacunas. Varias de las
formulaciones adyuvantes de la invencion producian titulos mucho mayores que los productos con adyuvante
comerciales, aun cuando estas formulaciones tenian una cantidad similar de antigeno de CCV afiadido. Las
formulaciones QCDC, QCR, DRC, QCRC y QCDRC eran especialmente eficaces en la induccién de una buena
respuesta inmune en los ratones.

Ejemplo 24. Antigeno de Rotavirus Bovino
Ambito

Se empled un modelo murino usando Rotavirus Bovino y adyuvantes de combinacién de la invencion para evaluar el
rendimiento de adyuvante con el componente antigénico dado.

Animales

A diez ratones CF-1 por grupo de tratamiento se les administré 0,2 ml por via subcutanea por animal para cada grupo
de tratamiento.

Grupos de Tratamiento
Las formulaciones de ensayo que se muestran en la Tabla 26 se prepararon como volumenes de dosis de campo de

2,0 ml con las concentraciones proporcionadas a continuacion. Solo se administraron 0,2 ml de la vacuna a cada
animal.
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Tabla 26. Formulaciones de Ensayo

ﬁr;tl'culo Formulaciones de Ensayo Concentracion de Ad-: gg;%‘llciir:ssis
: Hg/2ml (salvo Carbopol)
1 Tampon fosfato PBS NA
2 Antigeno PBS 6,09 ug
3 AbISCO-100 100 6,09 ug
4 AbISCO-200 100 6,09 ug
5 AbISCO-300 100 6,09 ug
6 Quil-A/Colesterol 100/100 6,09 ug
7 Quil-A/Colesterol/DDA/Carbopol 100/100/50/0,075 % 6,09 ug
8 R1005 1000 6,09 ug
9 Quil-A/Colesterol/R1005 100/100/1000 6,09 ug
10 Quil-A/Colesterol/DDA/R1005/Carbo-pol | 100/100/50/1000/0,075 % 6,09 ug
11 Quil-A/Colesterol/DDA/Carbopol 100/100/50 /0,075 % 12,18 ug
12 Quil-A/Colesterol/Carbopol/R1005 100/100/0,075 %/1000 12,18 ug
13 Quil-A/Colesterol/DDA/R1005/Carbopol | 100/100/50/1000/0,075 % 12,18 ug
14 DDA/R1005/Carbopol 50/1000/0,075 % 12,18 pg
15 R1005/Carbopol 1000/0,075 % 12,18 ug

Preparacion de Vacuna

La preparacion de vacuna para los adyuvantes de la invencion se describe en los Ejemplos 1-13 anteriores. Las
concentraciones de componentes adyuvantes se proporcionan en la Tabla 26. Se afiadieron adyuvantes en el orden
enumerado en la Tabla.

Se afiadié un expansor de solucidn salina a un recipiente y se inicié la homogeneizacion. Se afiadié Rotavirus Bovino
inactivado a una concentracion que se muestra en la Tabla 26. Se afadié Quil A a la concentracién enumerada en la
Tabla 26. Después se afiadid la solucion de colesterol/etanol con homogeneizacion continua. La solucién de
DDA/etanol se anadié después durante la homogeneizacién. La mezcla se microfluidificd a 68.950.000 pascales
(10.000 psi). Después se anadié Carbopol® con mezcla y el pH se ajustoé a 6,8 a 7,2. Se afadié después glucolipido
Bay R1005® con mezcla. Por ultimo, la composicion se llevd a un volumen final con el expansor plasmatico de solucion
salina.

La vacuna para los grupos de tratamiento que recibian los productos de AbISCO disponibles en el mercado (Isconova,
Suecia) se prepard de acuerdo con las instrucciones de la etiqueta. Los productos de AbISCO estan basados en
saponinas de quillay y tecnologia de ISCOM usando saponinas altamente purificadas.

Resultados

Tabla 27. Titulos de Neutralizaciéon en Suero

Formulaciones de | Titulos Neutralizantes en
Ensayo Suero (SN)

Solucién salina <3

Antigeno solamente 23

AbISCO-100 16
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(continuacion)

Formulaciones de | Titulos Neutralizantes en
Ensayo Suero (SN)

AbISCO-200 16

AbISCO-300 14

Quil-A/Colesterol 14

QCDC 16

R 10

QCR 16

QCDCR 16

QCDC 3

QCCR 5

QCDCR 39

DRC 20

RC 3

QC es la abreviatura para QuilA/colesterol, D para DDA,
C para Carbopol®, R para Bay R1005®

Los efectos combinados de los adyuvantes formulados con Rotavirus Bovino y tener en cuenta las propiedades
quimicas de cada componente han proporcionado propiedades excelentes para un adyuvante de vacuna (véase la
Tabla 27).

Aunque varias de las formulaciones adyuvantes proporcionaban niveles similares de titulos de anticuerpos
neutralizantes séricos, el adyuvante QCDCR proporcionaba el nivel mas alto.

Ejemplo 25. Virus de la gripe Canina
Ambito/Disefio de Estudio

Se empled un modelo canino usando virus de la gripe canina (CIV) y adyuvantes de combinacion novedosos para
evaluar el rendimiento de adyuvante con el componente antigénico dado.

Este estudio tenia un disefio en bloques completamente aleatorizado (véase la Tabla 28). Los animales se clasificaron
por fecha de nacimiento para formar bloques de un tamafio de 5. Dentro de un bloque los animales se asignaron al
azar a tratamientos. Los animales en el mismo bloque se asignaron al azar a establos (jaulas) localizadas proximas
entre si. Los animales tenian buena salud sin historial de hipersensibilidad a vacunas disponibles en el mercado. Los
animales no habian recibido vacunas contra CIV.

Tabla 28. Diseio de Estudio

_?::tpo de N.° de Animales Tratamiento Dia | Dosis | Via
TO1 8-10 Placebo Adyuvante (control neg.) 0 1ml SQ
T02 8-10 Formulacion de estudio de seguridad de campo 0 1 ml sQ
(control pos.)

TO3 8-10 QCDC dosis alta 0 1ml SQ
TO4 8-10 QCDC dosis media 0 1ml SQ
TO5 8-10 QCDC dosis baja 0 1ml SQ
QC es la abreviatura para QuilA/colesterol, D para DDA, C para Carbopol®
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Tabla 29. Composiciéon Vacunal

TO1 Adyuvante placebo, control negativo

Formulaciéon Quil A-colesterol-DDA-carbopol (20/20/10/0,075)

T02

Formulaciéon Cepa lowa-05 de gripe (H3N8) a 760 HA, combinada con Rehydragel LV al 5 %
T03

Nombre Genérico CIV + QCDC de alta dosis

Cepa lowa-05 de gripe (H3N8) a 760 HA, combinada con Quil A-colesterol-DDA-

Formulacion carbopol (20/20/10/0,075)

T04

Nombre Genérico CIV + QCDC dosis media

Cepa lowa-05 de gripe (H3N8) a 760 HA, combinada con Quil A-colesterol-DDA-

Formulacion carbopol (10/10/10/0,075)

T05

Nombre Genérico CIV + QCDC de baja dosis

Cepa lowa-05 de gripe (H3N8) a 760 HA, combinada con Quil A-colesterol-DDA-

Formulacion carbopol (5/5/10/0,075)

Preparacion de Vacuna

La preparacion de vacuna para los adyuvantes de la invencion se describe en los Ejemplos 1-13 anteriores. Las
concentraciones de los componentes adyuvantes se proporcionan en la Tabla 29. Se afiadieron adyuvantes en el
orden enumerado en la Tabla.

Se afiadi6 un expansor plasmatico de solucién salina a un recipiente y se inicio la homogeneizacion. Se afiadié virus
de la gripe canina inactivado a una concentracion que se muestra en la Tabla 29. Se afiadié Quil A a la concentracion
enumerada en la Tabla 29. La solucién de colesterol/etanol se afiadié después con homogeneizacion continua. La
solucion de DDA/etanol se afiadié después durante la homogeneizacion. La mezcla se microfluidific6 a 68950000
pascales (10.000 psi). Después se afiadié Carbopol con mezcla y se ajusté el pH a 6,8 a 7,2. Por ultimo, la composicion
se llevo a un volumen final con el expansor de solucion salina.

Ensayo

Se evalud la serologia usando un ensayo de inhibicion de hemaglutinacion (HAI) por el procedimiento de ensayo
convencional segun la USDA.

Resultados/Sumario

Se presentan en la Tabla 30 los resultados seroldgicos de los dias 42 y 180 de los titulos medios geométricos de la
HIA.

Tabla 30. Titulos de HAI

Media Geo. de HAI Media Geo. de HAI
Tratamiento
Dia 42 Dia 180
TO1 (placebo) 8 8
TO2 (control pos., alum.) | 172 32
TO3 (dosis baja) 65 41
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(continuacion)

Media Geo. de HAI Media Geo. de HAI
Tratamiento

Dia 42 Dia 180
TO4 (dosis media) 65 32
TO5 (dosis alta) 216 69

Los efectos combinados de los adyuvantes formulados con virus de la gripe y teniendo en cuenta las propiedades
quimicas de cada componente han proporcionado excelentes propiedades para un adyuvante vacunal.

Titulos de anticuerpo mayores se asocian generalmente con mejor proteccion de vacunas. Generalmente, tanto el
adyuvante de aluminio (T02) como los adyuvantes de la invencion (T03, TO4 y T05) causaban un aumento en los
titulos de HAI pero la respuesta causada por los adyuvantes de la invencion era superior con titulos mayores a dia
180 en el grupo de dosis alta (T05). Los titulos para las dosis baja y media de los adyuvantes de la invencién eran
equivalentes a los de la vacuna tradicional que contiene aluminio para gripe. Ademas, debido a que los adyuvantes
de la invencion proporcionan una respuesta inmune de T auxiliares 1 mientras que el aluminio no lo hace, se espera
que la duracion de la inmunidad sea mayor con un mecanismo de memoria mas rapido.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Dominowski, Paul J.
Mannan, Ramasamy M.
Krebs, Richard L.
Thompson, James R.
Childers, Tedd A.

Olsen, Mary K.

Yancey, Jr., Robert J.
Weeratna, Risini Zhang, Shucheng Bagi, Cedo M.
<120> COMPOSICIONES ADYUVANTES NOVEDOSAS
<130> PC33245A

<150> US 61/076,232
<151> 27-06-2008

<150> US 61/214,557
<151> 24-04-2009

<160>8

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211> 20

<212> ADN

<213> ninguno

<400> 1

ggtggtgcta agegtgttat 20
<210>2

<211> 20

<212> ADN

<213> NINGUNO

<400> 2

acctctgtca tctctccaca 20
<210>3

<211> 22

<212> ADN

<213> NINGUNO
PC33245A

Page 90

<400> 3

agctgacggt ggacctatta tt 22
<210>4

<211>17

<212> ADN

<213> NINGUNO

<400> 4

ggctttgcge tggattc 17
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<210>5

<211>18

<212> ADN

<213> NINGUNO

<400> 5

tgggcatcaa gggctaca 18

<210>6

<211>18

<212> ADN

<213> NINGUNO

<400>6

tcgggttggt tggtgatg 18
<210>7

<211>24

<212> ADN

<213> NINGUNO

<400>7

tctgttette tgttctgagt gatg 24
<210>8

<211> 24

<212> ADN

<213> NINGUNO

<400>8

agtgatttgc ttctgtcttt ggta 24
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REIVINDICACIONES

1. Una composicidon para su uso como una vacuna que comprende una formulacion adyuvante y una cantidad
terapéuticamente eficaz de un componente antigeno, en la que

a) la formulacion adyuvante comprende Quil A o una fraccion purificada de la misma, un esterol, bromuro de dimetil
dioctadecil amonio (DDA) y un polimero de acido poliacrilico; y

b) el componente antigeno comprende un antigeno del FelLV (Virus de la leucemia felina) que comprende la
proteina gp70 de FeLV o el virus FeLV o un antigeno de la gripe aviar que comprende el virus de la gripe aviar o
una proteina H5 de la gripe aviar.

2. La composicion para su uso de la reivindicacion 1, en la que dicha Quil A o la fraccién purificada de la misma esta
presente en una cantidad de aproximadamente 1 pg a aproximadamente 5.000 ug por dosis, el esterol esta presente
en una cantidad de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 5.000 pg por dosis, DDA esta presente en una cantidad
de aproximadamente 1 ug a aproximadamente 5.000 pg por dosis y el polimero de poli(acido acrilico) esta presente
en una cantidad del 0,0001 % v/v a aproximadamente el 75 % vi/v.

3. La composicion para su uso de la reivindicacion 1 o 2, en la que el antigeno FeLV comprende gp70 producido por
una linea celular FL-74 persistentemente infectada con la cepa del virus de la leucemia felina KT-FeLV-UCD-1 de
Numero de ATCC CRL-8a12.

4. La composicion para su uso de la reivindicacion 1 o 2, en la que el antigeno FelLV comprende el virus FelLV
inactivado.

5. La composicion para su uso de la reivindicacion 1 o 2, en la que el antigeno es el virus de la gripe aviar entero
inactivado.

6. La composicion para su uso de la reivindicacion 5, en la que el virus de la gripe aviar es un virus H5N1 o un virus
H5N2.

7. La composicion para su uso de la reivindicacion 1 o 2, en la que el antigeno es una proteina H5 HA purificada.

8. La composicién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para su uso en el tratamiento o la
prevencién de una infeccion provocada por el virus de la leucemia felina en un felino.

9. La composicién para su uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 5-7 para su uso en el tratamiento o la
prevencion de una infeccion provocada por el virus de la gripe aviar en un felino.

54



ES 2728 949 T3

sz gdiy gz din 3967 ¥ dio 9962 € diy 0g6g 7 ey 2067 | 4 L "Old
lol=jue

ax o din 296 gy 20 p dig 90 ¢ dig medin 50 ) digy |2UBUES &p

ugla9elX]

M,._

ot Lt st b

> ¥'¢ 1'e 70l L' > oL
(ojoRIXD)
EU||ES eules

3400 Haao0 2400 Y-juazaid uganios uoIan|ag BUNDEA

55



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

