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DESCRIPCION
Vacuna contra la gripe felina y método de uso
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a vacunas, kits que comprenden dichas vacunas, y a métodos de uso de dichas
vacunas para proteger felinos de infecciones por el virus de la gripe.

Antecedentes de la invencion

Las infecciones respiratorias en animales, caracterizadas por tos u otros sintomas, han sido reconocidas durante un
largo tiempo. Dichas infecciones pueden ser particularmente comunes cuando animales no vacunados se alojan en
circunstancias de alta densidad. Se sabe que son provocadas por, por ejemplo, virus del herpes, calicivirus o virus
de la gripe, con y sin otros organismos que puedan afectar o complicar dichas infecciones respiratorias. Dichas
afecciones no han sido generalmente directamente mortales, aunque pueden conducir a infecciones mas graves y a
muerte.

Los virus de la gripe conocidos por infectar una familia de animales no son normalmente capaces de infectar otras
familias de animales. Sin embargo, se ha observado recientemente una enfermedad respiratoria que infecta galgos
de carreras, que produjo la muerte de varios perros. En enero de 2004, la Dra. Cynda Crawford empezdé
supuestamente a investigar las muertes de galgos en un circuito en Jacksonville, Florida, donde 24 galgos
contrajeron la enfermedad y 8 murieron. La Dra. Crawford informé que los perros, que no tenian inmunidad natural al
virus, se infectaron todos si se expusieron al virus, y 80 % de los perros infectados desarrollaron sintomas. También
informo que virus era una gripe H3N8, que esta estrechamente relacionada con una cepa de la gripe equina. Véase
New York Times.com, septiembre de 22, 2005. Véase también Crawford, P.C., et al., "Transmission of Equine
Influenza Virus to Dogs", Science, 310, pp. 482-85 (21 de octubre de 2005).

La solicitud de patente de EE.UU. N° 60/673.443, presentada el 21 de abril de 2005, y 11/409.416, presentada el 21
de abril de 2006, y la solicitud de patente internacional N° PCT/US2006/015090, presentada el 21 de abril de 2006
(publicada como WO06/116082), también describen el trabajo de la Dra. Crawford con el virus de la gripe equina
que infecta a caninos. La solicitud de patente de EE.UU. N° 60/779.080, presentada el 3 de marzo de 2006, describe
el uso del virus de la gripe equina como vacunas contra la gripe en caninos.

Gore et al. (Veterinary Therapeutics, Verterinary Learning System, vol. 7, no. 3, p213-222 (2006)) describen que los
gatos que se vacunaron contra el virus de la rinotraqueitis felina, calicivirus felino y virus de la panleucopenia felina
tuvieron una duracion de tres afios de inmunidad.

Enserink (Science vol. 309, no. 5744, p2147 (2005)) informa que un virus de la gripe equina H3N8 estuvo infectando
perros.

La Informacion sobre la Gripe Canina del Programa de Medicina de Albergues de Davis Koret en UC
(www.sheltermedicine.com/portal/is canine influenza update.shtml) describe que se ha informado de gripe canina
desde 2004, pero sigue siendo relativamente poco comun en la mayoria de las areas en los EE.UU.

Songserm et al. (Emerging Infectious Diseases, vol. 12, no. 4, p681-683 (2006)) informan de una infeccién por virus
H5N1 en un gato doméstico.

Kuiken et al. (Science vol. 309, no. 5744, p2147 (2005)) describen que se encontré un virus de la gripe aviar H5SN1
en gatos y se encontré6 que era poco usual, ya que generalmente se considera que los gatos domésticos son
resistentes a enfermedad de infeccion por el virus de la gripe A.

Kuiken et al. (Nature, vol. 440, p741-742, (2006)) describen que existe un numero creciente de informes de Asia y
Europa de gatos domésticos que mueren de gripe aviar H5N1.

En Eurosurveillance (vol. 11, edicion 13 (2006)), el Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades
informa que la gripe de tipo A/H5N1 puede infectar gatos. Recomienda evitar el contacto entre gatos y aves en areas
con infecciones por H5N1.

Beeler (Veterinary Clinics of North America small Animal Practice, vol. 39, no. 2, p251-264, (2009)) describe gripe en
perros y gatos. Se desvela que no existen cepas de la gripe bien adaptadas conocidas en los gatos y que la Unica
cepa en gatos H5N1 solo esta parcialmente adaptada y no es altamente transmisible entre miembros de la misma
especie. Los experimentos mostraron que los gatos pueden infectarse con gripe A humana y los gatos propagan el
virus y pueden infectar otros gatos, pero estos gatos no enfermaron.

Harder et al. (Veterinary Immunology and Immunopathology vol. 134, p54-60 (2010)) proporciona una vision general
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de gripe en perros y gatos. Desvela que los experimentos mostraron que los gatos que se infectaron
experimentalmente con cepas de la gripe, se infectaron, pero estos gatos no desarrollaron signos clinicos. Solo
algunos virus se pudieron transmitir a otros gatos. El unico virus de la gripe aislado de gastos en condiciones
naturales fue H5N1.

Vahlenkamp et al. (Journal of General Virology vol. 89, p968-974 (2008)) mostraron que los gatos se podrian
proteger contra una infeccion por HSN1 por exposicion a alta dosis letal por vacunacion de un virus de la gripe aviar
H5N6 adyuvantado inactivado.

El documento de patente WO2007/042884 desvela vacunas para el tratamiento de gripe canina por vacunas que
comprenden virus H3N8 o H7N7 de equino o perros.

Hanshaw et al. (Experimental Biology 2007 Annual Meeting April 28, 2 de mayo de 2007) informa del desarrollo de
un modelo de ratéon para infeccion por gripe H3N8 canina.

El documento de patente W0O2006/116082 desvela vacunas que comprenden virus de la gripe capaces de infectar
canidos.

El documento de patente W02006/138248 desvela vacunas para la protecciéon de la infeccion por Bartonella en
gatos.

AVMA Bulletin, 2007 (Canine Influenza Backgrounder) proporciona una vision general de la gripe canina, tal como el
agente causante, distribucién, transmision, signos clinicos, diagnéstico, tratamiento, morbimortalidad, prevencioén y
control.

La Universidad de Florida publicé una hoja informativa sobre la gripe canina (www.vetmed.ufl.edu/pr/nw
story/canineinflufactsheet.htm) que proporciona informacion sobre la gripe canina como un patégeno recientemente
emergente en perros.

Daly et al. (Vet. Res. Vol. 35 p411-423 (2004)) desvela una vision general del control del virus H3N8 de la gripe
equina A. Desvela que el virus equino de la gripe H3N8 divergié en dos linajes dependiendo de la geografia.

Newton et al. (Preventive Veterinary Medicine vol. 46 p129-141 (2009)) desvela factores de riesgo para la gripe
equina en caballos pura sangre que se administraron con una vacuna inactivada.

Existe una necesidad de vacunas y métodos de proteccion de cualquier especie dada de animal del virus de la gripe
que pueda infectar otras especies de animales. La siguiente divulgacion describe vacunas y métodos que son
generalmente adecuados para tratar esta necesidad.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion se refiere a vacunas y métodos de proteccion de felinos de la propagacion de la gripe usando
un antigeno de la gripe de tipo H3 N8. La presente invencion también se refiere a métodos de uso de dichas
vacunas. Esta proteccion incluye reducir su extension. Se cree que las vacunas, y métodos de la presente invencion,
son generalmente adecuados para su uso con cualquier miembro de la familia Felidae (o felino).

Brevemente, la presente invencion se refiere a un método de proteccion de un felino de la propagacion de la gripe
H3NS8 (es decir, prevenir la extension de la infeccion de un felino a otro felino u otras especies (por ejemplo, humana,
canina, equina, aves de corral). El método comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una
vacuna que comprende al menos un antigeno de virus de la gripe de tipo H3 N8.

La presente invencién también se refiere, en parte, a un método de proteccion de un felino de tener el virus de la
gripe en secrecion nasal u oral (es decir, prevenir, reducir el riesgo de, retrasar la aparicion de, suprimir, mejorar, o
erradicar el virus de la gripe felina en secrecién nasal u oral) provocado por infeccién del virus de la gripe
administrando al felino una composicion que comprende un antigeno de la gripe de tipo H3 N8. El método
comprende administrar al felino una cantidad terapéuticamente eficaz de una vacuna que comprende al menos un
antigeno de virus de la gripe de tipo H3 N8.

El antigeno de la gripe se puede administrar al felino en cualquier modo bien conocido para el experto. Las vias de
administracion no limitantes incluyen administracion parenteral (que incluye administracion subcutanea o
intramuscular), u otras vias tales como administraciéon intradérmica o transdérmica. El experto conoce bien
dispositivos para administracion parenteral, intradérmica o transdérmica y se pueden usar con la invencion.

La invencion se refiere a un método de proteccion de un felino de la propagacion de la gripe H3N8, en donde el
método comprende administrar al felino una cantidad terapéuticamente eficaz de una vacuna que comprende: i) al
menos un antigeno del virus de la gripe tipo H3 N8 y ii) al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable. El
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(Los) antigeno(s) del virus de la gripe tipo H3 N8 pueden comprender uno o mas virus inactivados. El (Los)
antigeno(s) del virus de la gripe tipo H3 N8 pueden comprender uno o mas del grupo que consiste en i) uno o mas
virus atenuados vivos; ii) una o mas particulas de tipo virus; iii) una o mas particulas de virus defectuosas. La vacuna
puede comprender antigenos del virus de la gripe tipo H3 N8 de mas de una cepa aislada de virus. La vacuna
comprende al menos un antigeno de un virus de la gripe de tipo H3 N8. La vacuna se puede administrar por via
subcutanea, por via intramuscular, por via intradérmica, por via transdérmica, por via ocular, por via mucosa o por
via oral. La vacuna se puede administrar por via intranasal. La vacuna se puede administrar al felino una o mas
veces. La vacuna se puede administrar en combinacién con al menos una vacuna seleccionada del grupo que
consiste en una vacuna contra la rinotraqueitis, vacuna contra calicivirus, vacuna contra la panleucopenia, vacuna
contra la clamidia, vacuna contra bordetella, vacuna contra el virus de la inmunodeficiencia felina, vacuna contra la
leucemia felina o vacuna contra el virus de la rabia.

En el presente documento se describe un método de proteccién de un felino de lesiones respiratorias provocadas
por el virus de la gripe, en donde el método comprende administrar al felino una cantidad terapéuticamente eficaz de
una vacuna que comprende: i) al menos un antigeno del virus de la gripe de tipo H3 N8, y ii) al menos un excipiente
farmacéuticamente aceptable. La vacuna se puede administrar al felino antes de que el felino se infecte con el virus
de la gripe. Este método puede comprender proteger el felino de las lesiones pulmonares provocadas por el virus de
la gripe.

Otra realizacién de la invencion se refiere a un método de proteccion de un felino de tener el virus de la gripe en
secrecion nasal u oral provocado por infeccion por el virus de la gripe, en donde el método comprende administrar al
felino una cantidad terapéuticamente eficaz de una vacuna que comprende: i) al menos un antigeno del virus de la
gripe tipo H3 N8, y ii) al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable. La vacuna se puede administrar al felino
antes de que el felino se infecte con el virus de la gripe.

Otra realizacion de la invencion se refiere a una vacuna contra la gripe felina, en donde la vacuna comprende: i) una
cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un antigeno del virus de la gripe tipo H3 N8, y ii) al menos un
excipiente farmacéuticamente aceptable. El (Los) antigeno(s) de virus puede(n) comprender uno o mas virus
inactivados. El (Los) antigeno(s) de virus puede(n) comprender uno o mas del grupo que consiste en i) uno o mas
virus atenuados vivos; ii) uno o mas virus recombinantes; iii) una o mas particulas de tipo virus; iv) una o mas
particulas de virus defectuosas; y v) uno o mas acido nucleicos que codifican el antigeno.

En el presente documento se describe un kit para proteger un felino de la infeccion por el virus de la gripe, en donde
el kit comprende: una cantidad terapéuticamente eficaz de una vacuna que comprende al menos un antigeno del
virus de la gripe tipo H3 N8, y al menos un componente seleccionado del grupo que consiste en:

un aparato para administrar la vacuna al felino,

un excipiente farmacéuticamente aceptable que ayuda en la administracion de la vacuna al felino,

un excipiente farmacéuticamente aceptable que potencia la respuesta inmunitaria del felino a la vacuna,
un alimento para ser consumido por el felino simultaneamente con la vacuna, y

un premio para ser consumido por el felino simultaneamente con la vacuna.

El kit puede comprender un aparato para administrar la vacuna al felino por via subcutanea, por via intramuscular,
por via intradérmica, por via transdérmica, por via ocular, por via mucosa, o por via oral. El kit puede comprender un
aparato para administrar por via intranasal la vacuna al felino.

La invencion se refiere a un método de prevencion de la extension del virus de la gripe de un felino a uno o varios de
otros animales, que comprende administrar al felino una vacuna contra la gripe que comprende un antigeno del virus
de la gripe tipo H3 N8. El uno o varios de otros animales pueden incluir (sin limitaciéon) caninos, equinos, humanos,
otros felinos, o aves.

En el presente documento se describe un método de diagndstico de un felino para gripe que comprende determinar
el titulo de anticuerpos usando un ensayo de inhibicion de la hemaglutinacion (HI) o usando un
enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA).

Los beneficios adicionales de la invencion del solicitante seran evidentes para un experto en la técnica a partir de la
lectura de esta memoria descriptiva.

Descripcion detallada de realizaciones preferidas

Esta descripcion detallada de realizaciones preferidas esta prevista solo para presentar a otros expertos en la
técnica la invencion del solicitante, sus principios y su aplicaciéon practica, de manera que otros expertos en la
técnica puedan adaptar y aplicar la invencién en sus numerosas formas, ya que pueden ser mas adecuadas para los
requisitos de un uso particular. Esta descripcion detallada y sus ejemplos especificos, aunque indican realizaciones
preferidas de la presente invencién, estan previstos para los fines de ilustracién solo. La presente invencion, por
tanto, no se limita a las realizaciones preferidas descritas en esta memoria descriptiva, y puede ser modificada de
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diversas formas.

Como se usa en el presente documento, el término "felino" se refiere a cualquier miembro de la familia Felidae. Los
miembros de esta familia incluyen miembros salvajes, de zooldgico y domésticos, tales como cualquier miembro de
las subfamilias Felinae, Panterinae o Acinonychinae. Los ejemplos no limitantes de especies incluidas dentro de la
familia Felidae son gatos, leones, tigres, pumas, jaguares, leopardos, leopardos de las nieves, panteras, leones de
las montafias de Norteamérica, guepardos, lince, gatos monteses, linces africanos, o cualquier cruce de los mismos.
Los gatos también incluyen gatos domésticos, gatos de compafiia de raza pura y/o cruzados, gatos de exposicion,
gatos de laboratorio, gatos clonados y gatos salvajes o asilvestrados.

Como se usa en el presente documento, "canino" se refiere a cualquier miembro de la familia canidae. Los ejemplos
no limitantes de dichos miembros incluyen todas las razas de perros domésticos, perros salvajes, lobos, zorros,
coyotes, chacales, dingos, hienas, doles, culpeos y fénecs.

Como se usa en el presente documento, "equino” se refiere a cualquier miembro de la familia equidae. Los ejemplos
no limitantes de dichos miembros incluyen caballos salvajes, todas las razas de caballos domésticos, burros, asnos
salvajes, asnos domésticos, onagros, khurs, kiangs, cebras y cuagas.

Como se usa en el presente documento, "proteger” un felino de la propagacion de un virus de la gripe H3N8 incluye,
sin limitacién, prevenir la extension de la infeccién de un felino a uno o varios de otros felinos u otras especies
reduciendo el riesgo de la extensién de la infeccién del virus de la gripe de un felino a uno o varios de otros felinos u
otras especies, retrasar la aparicion de la extension de la infeccion del virus de la gripe de un felino a uno o varios de
otros felinos u otras especies, suprimir la extension de la infeccion del virus de la gripe de un felino a uno o varios de
otros felinos u otras especies, mejorar la extension de la infeccion del virus de la gripe de un felino a uno o varios de
otros felinos u otras especies, atenuar la extension de la infeccion del virus de la gripe de un felino a uno o varios de
otros felinos u otras especies, o erradicar la extension de la infeccion del virus de la gripe de un felino a uno o varios
de otros felinos u otras especies. Los ejemplos no limitantes de otras especies incluyen humanos, equinos, caninos
y aves de corral.

Como se usa en el presente documento, gripe felina se refiere a gripe causada por influenza en felinos. La gripe
felina como se usa en el presente documento no se refiere a la gripe provocada por el virus del herpes felino o
calicivirus felino.

Como se usa en el presente documento, un antigeno del virus de la gripe incluye una o mas proteinas o péptidos o
uno o mas acidos nucleicos de un virus de la gripe H3, N8 (por ejemplo, H3N8). Un antigeno del virus de la gripe
también puede incluir viriones completos o parciales del virus de la gripe, o particulas de tipo virus de la gripe de un
virus de la gripe H3, N8.

Como se usa en el presente documento, un "virus de la gripe H3" o "virus de la gripe de tipo H3" incluye cualquier
cepa de la gripe en la que su proteina hemaglutinina se clasifica como que pertenece a H3 (por ejemplo, H3N8).
Como se usa en el presente documento, un "virus de la gripe N8" o "virus de la gripe de tipo N8" incluye cualquier
cepa de la gripe en la que su proteina neuraminidasa se clasifica como que pertenece a N8 (por ejemplo, H3N8). Un
antigeno de un virus de la gripe H3, N8 puede ser cualquier antigeno del virus de la gripe de tipo H3 N8 asociado.
Dicho antigeno puede ser las proteinas hemaglutinina o neuraminidasa (o regiones epitopicas de las mismas) u
otras proteinas contenidas dentro de la gripe. Los antigenos del virus de la gripe de tipo H3, N8 incluyen todo o parte
del virus de la gripe, asi como hemaglutinina, neuraminidasa u otras proteinas del virus de la gripe o estructuras
biolégicas.

Los antigenos particulares de la cepa del virus de la gripe A/canino/Florida/43/2004 muestran homologia significativa
con las secuencias de otros virus de la gripe canina conocidos, virus de la gripe equina, virus de la gripe de tipo H3 y
virus de la gripe de tipo N8. La Tabla 1 ilustra las similitudes entre las secuencias de aminoacidos codificadas por los
genes de hemaglutinina (o "HA"), neuraminidasa (o "NA") y nucleoproteina (NP) del virus de la gripe canina
identificado como A/canino/Florida/43/2004 con otras cepas aisladas equinas de H3N8 (incluyendo la cepa aislada
Al/canina/Florida/242/2003). Cualquiera de las cepas descritas en la Tabla 1 son utiles como vacunas felinas segun
la presente invencion.

Tabla 1

Similitudes de secuencias de aminoacidos del gen de hemaglutinina, neuraminidasa y
nucleoproteina entre virus de la gripe
Gen Similitud de | Gen del virus de la gripe usado para
(A/canino/Florida/43/2004) | secuencias de | comparacion

aminoacidos
Hemaglutinina (HA) 88 equino/Algiers/72
HA 90 equino/Sao Paulo/6/69
HA 91 equino/Miami/1/63
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(continuacion)

Similitudes de secuencias de aminoacidos del gen de hemaglutinina, neuraminidasa y

nucleoproteina entre virus de la gripe

Gen Similitud de | Gen del virus de la gripe usado para

(A/canino/Florida/43/2004) | secuencias de | comparacion
aminoacidos

HA 93 equino/Newmarket/79

HA 94 equino/Kentucky/1/81

HA 95 Equi-2/Ludhiana/87

HA 96 Equino/Alaska/1/91

HA 97 equino/Tennessee/5/86

HA 98 equino/Kentucky/5/02

HA 99 equino/Ohio/1/2003

HA 99 A/canino/Florida/242/2003

Neuraminidasa (NA) 88 Eq/Algiers/72

NA 90 equino/Sao Paulo/6/69

NA 91 equino/Miami/1/63

NA 93 equino/Newmarket/79

NA 94 equino/Kentucky/1/81

NA 95 Equi-2/Ludhiana/87

NA 96 equino/Santiago/85

NA 97 equino/Tennessee/5/86

NA 98 equino/Kentucky/5/2002

NA 99 equino/Ohio/1/2003

NA 99 Al/canino/Florida/242/2003

Nucleoproteina (NP) 94 equi/Miami/1/63

NP 97 equino/Kentucky/1/81

NP 99 equino/Kentucky/5/02

NP 99 equino/Ohio/1/2003

NP 99 Al/canino/Florida/242/2003

Otros ejemplos de virus de la gripe H3 (o partes del mismo) que se pueden usar segun la invencion incluyen, sin
limitacion, equino-2/Kentucky/93, equino-1/Pennsilvania/63, equino/Wisconsin/03, equino/Kentucky/02,
equino/Kentucky/93 y equino/New Market 2/93. Los ejemplos de otros virus de la gripe H3 que se pueden usar
segun la invencion incluyen, sin limitacion, los descritos en las patentes de EE.UU. N° 6.177.082. 6.398.774 o
6.436.408. La solicitud de patente de EE.UU. N° 11/409.416, presentadas el 21 de abril de 2006, y la solicitud de
patente internacional N° PCT/US2006/015090, presentada el 21 de abril de 2006 (publicada como el documento de
patente WOO06/116082), también describen virus de la gripe de tipo H3 N8 que son utiles segun la presente
invencion.

Se cree, sin embargo, que otros virus de la gripe de tipo H3, N8 se pueden usar segun la presente invencion.
Se cree que HA induce una respuesta de anticuerpos, y NA induce una respuesta celular.

Segun la presente invencion, se puede inmunizar un felino con una o mas vacunas del virus de la gripe inactivadas
(es decir, muertas) y/o atenuadas vivas o vacunas que comprenden una multiplicidad de antigenos del virus de la
gripe de una o mas cepas aislada de virus.

Un ejemplo de una vacuna inactivada util segun la presente invencion es la vacuna EQUICINE II™, que se ha
comercializado por Intervet Inc. (Millsboro, DE, EE.UU.) como una vacuna liquida. La vacuna EQUICINE II™
contiene virus de la gripe inactivado A/Pennsilvania/63 ("A/Pa/63") y virus de la gripe A/equino/Kentucky/93
("A/KY/93") con carbopol (es decir, adyuvante HAVLOGEN® (Intervet Inc.)).

Otro ejemplo de una vacuna inactivada util segun la presente invencion es el virus de la gripe equina
A/equino/Ohio/03 ("Ohio 03"). En algunas realizaciones, dicha vacuna contiene el adyuvante CARBIGEN™, que es
un adyuvante basado en polimero emulsionado comercialmente disponible de MVP Laboratories, Inc. (Ralston, NE).
En dichas vacunas, una unidad de dosificaciéon normalmente comprende al menos aproximadamente 250 unidades
de HA del virus, desde aproximadamente 250 hasta aproximadamente 12.500 unidades de HA del virus, o desde
aproximadamente 1000 hasta aproximadamente 6200 unidades de HA del virus. La concentracion recomendada del
adyuvante CARBIGEN™ es desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 30 % (en masa).

Se pueden preparar vacunas atenuadas vivas mediante medios convencionales. Dichos medios incluyen
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generalmente, por ejemplo, modificacién de cepas patéogenas sometiendo a pases in vitro, adaptacion al frio,
modificacion de la patogenicidad del organismo por manipulacion genética, preparacion de quimeras, insercion de
antigenos en vectores virales, seleccion de cepas naturales no virulentas, y otros métodos bien conocidos por el
experto.

En algunas realizaciones, la cepa de virus atenuada viva se obtiene por pases seriados del virus no mutante a través
de cultivo celular, animales de laboratorio, animales no hospedadores, o huevos. La acumulacién de mutacion
genética durante dicho(s) pase(s) conduce normalmente a pérdida progresiva de la virulencia del organismo al
hospedador original.

En algunas realizaciones, la cepa de virus atenuada viva se prepara por co-infeccion de células permisibles con un
virus mutante atenuado y virus patégeno. El virus recombinante resultante deseado tiene la seguridad del virus
atenuado con genes que codifican antigenos protectores del virus patdgeno.

En algunas realizaciones, la cepa de virus atenuada viva se prepara por adaptacion al frio. Un virus adaptado al frio
tiene una ventaja de replicacion solo a la temperatura encontrada en las vias respiratorias superiores. Un método de
generacion de un virus de la gripe equina adaptado al frio se ha descrito en la patente de EE.UU. N° 6.177.082
(incorporada por este documento como referencia en su totalidad). Un virus adaptado al frio resultante deseado
confiere uno o mas de los siguientes fenotipos: adaptacion al frio, sensibilidad a la temperatura, interferencia
dominante, y o atenuacion.

En algunas realizaciones, la cepa de virus atenuado vivo se prepara por medios moleculares, tales como mutacion
puntual, delecién, o insercién para convertir un virus patégeno en un virus no patégeno o menos patéogeno en
comparacion con el virus original, mientras que se preservan las propiedades protectoras del virus original.

En algunas realizaciones, el virus atenuado vivo se prepara clonando el candidato de genes de antigenos
protectores en un genoma de una gripe no patégena o menos patégena, u otro virus u otro organismo.

Se pueden preparar vacunas de virus inactivado (es decir, "muerto") inactivando el virus usando métodos
convencionales. Normalmente, dichas vacunas incluyen excipientes que pueden potenciar una respuesta
inmunitaria, asi como otros excipientes que se usan convencionalmente en vacunas. Por ejemplo, en los ejemplos
que siguen, la vacuna EQUICINE [I™ comprende el adyuvante HAVLOGEN®. La inactivacion del virus se puede
llevar a cabo tratando el virus con productos quimicos de inactivacion (por ejemplo, formalina, beta-propiolactona
("BPL"), bromoetilamina ("BEA") y etilenimina binaria ("BEI")), o por métodos no quimicos (por ejemplo, calor,
congelacién/descongelacion, o sonicacion) para inutilizar o disminuir la capacidad de replicacion del virus.

En general, la vacuna se administra en una cantidad terapéuticamente eficaz. Una "cantidad terapéuticamente
eficaz" es una cantidad suficiente para inducir una respuesta protectora en el paciente felino contra el virus diana.
Normalmente, una dosificacion es "terapéuticamente eficaz" si previene, reduce el riesgo de, retrasa la aparicion de,
reduce la extension de, mejora, suprime o erradica la gripe o uno o mas (normalmente dos o mas) de sus sintomas.
Los sintomas tipicos de la gripe incluyen, por ejemplo, fiebre (para gatos, normalmente =2103,0°F; 239,4°C), tos,
estornudos, lesiones histopatolégicas, descarga ocular, descarga nasal, vomitos, diarrea, depresion, pérdida de
peso, atragantamiento, hemoptisis y/o estertores audibles. Otros sintomas frecuentemente mas graves pueden
incluir, por ejemplo, hemorragia en los pulmones, mediastino o cavidad pleural; traqueitis; bronquitis; bronquiolitis;
bronconeumonia de apoyo; y/o infiltracion del revestimiento epitelial y luces de las vias respiratorias de los pulmones
con neutrdfilos y/o macrofagos.

La vacuna se puede administrar como parte de una terapia de combinacién, es decir, una terapia que incluye,
ademas de la propia vacuna, administrar uno o mas agentes activos, adyuvantes, terapias adicionales, etc. En ese
caso, se debe reconocer que la cantidad de vacuna que constituye una cantidad "terapéuticamente eficaz" puede
ser mas o menos esa cantidad de vacuna que constituiria una cantidad "terapéuticamente eficaz" si la vacuna se
fuera a administrar sola. Otras terapias pueden incluir las conocidas en la técnica, tales como, por ejemplo,
medicaciones antivirales, analgésicos, medicaciones reductoras de la fiebre, expectorantes, medicaciones
antiinflamatorias, antihistaminicos, antibiéticos para tratar infecciéon bacteriana que resulta de la infeccién por el virus
de la gripe, descanso, y/o administracion de fluidos. En algunas realizaciones, la vacuna de la presente invencion se
administra en combinaciéon con una vacuna contra la rinotraqueitis, vacuna contra calicivirus, vacuna contra la
panleucopenia, vacuna de clamidia, vacuna de bordetella, vacuna contra el virus de la inmunodeficiencia, vacuna
contra la leucemia felina o vacuna de la rabia.

En algunas realizaciones, por ejemplo, una dosis tipica para una vacuna atenuada viva es o esta por encima de
aproximadamente 10° ufp/felino, y mas normalmente desde aproximadamente 10° hasta aproximadamente
10° ufp/felino. En esta patente, "ufp" significa "unidades formadoras de placa". En algunas realizaciones, una dosis
tipica para una vacuna atenuada viva es o esta por encima de aproximadamente 10% TCIDso/ felino, y mas
normalmente desde aproximadamente 103 hasta aproximadamente 10° TCIDso/ felino. En algunas realizaciones, una
dosis tipica para una vacuna atenuada viva es o por encima de aproximadamente 10° ElDso/felino, y mas
normalmente desde aproximadamente 103 hasta aproximadamente 10° ElDsc/felino. En algunas realizaciones, una
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dosis tipica para una vacuna muerta es o esta por encima de aproximadamente 40 unidades de HA, normalmente
desde aproximadamente 40 hasta aproximadamente 10.000 unidades de HA, y mas normalmente desde
aproximadamente 500 hasta aproximadamente 6200 unidades de HA. En algunas realizaciones, la dosis es desde
aproximadamente 6100 hasta aproximadamente 6200 unidades de HA.

En algunas realizaciones preferidas, la vacuna comprende una vacuna atenuada viva a una concentracion que es al
menos aproximadamente 10%5 ufp/felino superior al nivel de inmunogenicidad. En algunas realizaciones preferidas,
la vacuna comprende una vacuna atenuada viva a una concentracion que es al menos aproximadamente
10%% TCIDso/felino superior al nivel de inmunogenicidad. En algunas realizaciones preferidas, la vacuna comprende
una vacuna atenuada viva a una concentracion que es al menos aproximadamente 10°%° ElDso/felino superior al nivel
de inmunogenicidad.

El nivel de inmunogenicidad se puede determinar experimentalmente por técnicas de estudio de valoracion de dosis
de exposicion generalmente conocidas en la técnica. Dichas técnicas normalmente incluyen vacunar varios felinos
con la vacuna a diferentes dosis, y luego exponer los felinos al virus virulento para determinar la dosis protectora
minima.

Los factores que afectan la pauta posoldgica preferida pueden incluir, por ejemplo, €l tipo (por ejemplo, especie y
raza), edad, peso, sexo, dieta, actividad, tamafio del pulmon y afecciones del sujeto; la via de administracion; la
eficacia, seguridad y duracion de los perfiles de inmunidad de la vacuna particular usada; si se usa un sistema de
administracion; y si la vacuna se administra como parte de una combinacidon de farmaco y/o vacuna. Asi, la
dosificacion en realidad empleada puede variar para animales especificos y, por tanto, se puede desviar de las
dosificaciones tipicas expuestas anteriormente. La determinacion de dichos ajustes de dosificacion esta
generalmente dentro de la experiencia de los expertos en la materia usando medios convencionales. Se debe
observar ademas que los virus atenuados vivos generalmente son auto-propagadores; asi, la cantidad especifica de
dicho virus administrado no es necesariamente critica.

Se contempla que la vacuna se puede administrar al paciente felino una sola vez; o, alternativamente, dos o mas
veces durante dias, semanas, meses o afios. En algunas realizaciones, la vacuna se administra al menos dos
veces. En algunas de dichas realizaciones, por ejemplo, la vacuna se administra dos veces, administrandose la
segunda dosis (por ejemplo, el refuerzo) al menos aproximadamente 2 semanas después de la primera. En algunas
realizaciones, la vacuna se administra dos veces, administrandose la segunda dosis no mas de 8 semanas después
de la primera. En algunas realizaciones, la segunda dosis se administra desde aproximadamente 2 semanas hasta
aproximadamente 4 afios después de la primera dosis, desde aproximadamente 2 hasta aproximadamente 8
semanas después de la primera dosis, o desde aproximadamente 3 hasta aproximadamente 4 semanas después de
la primera dosis. En algunas realizaciones, la segunda dosis se administra aproximadamente 4 semanas después de
la primera dosis. En las realizaciones anteriores, la primera y posteriores dosificaciones pueden variar, tal como, por
ejemplo, en cantidad y/o forma. Frecuentemente, sin embargo, las dosificaciones son las mismas que la cantidad y
forma. Cuando solo se administra una dosis Unica, la cantidad de vacuna en esa dosis sola comprende
generalmente una cantidad terapéuticamente eficaz de la vacuna. Cuando, sin embargo, se administra mas de una
dosis, las cantidades de vacuna en las dosis juntas pueden constituir una cantidad terapéuticamente eficaz.

En algunas realizaciones, la vacuna se administra antes de que el receptor felino se infecte con la gripe. En dichas
realizaciones, la vacuna se puede administrar, por ejemplo, para prevenir, reducir el riesgo de, o retardar la aparicion
de la gripe o uno o mas (normalmente dos o mas) sintomas de la gripe.

En algunas realizaciones, la vacuna se administra después de que el receptor felino se infecte con la gripe. En
dichas realizaciones, la vacuna puede, por ejemplo, mejorar, suprimir o erradicar la gripe o uno o mas (normalmente
dos o mas) sintomas de la gripe.

La composicion preferida de la vacuna depende de, por ejemplo, si la vacuna es una vacuna inactivada, vacuna
atenuada viva, o ambas. También depende del método de administracién de la vacuna. Se contempla que la vacuna
comprendera uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables convencionales, adyuvantes, otros potenciadores
de la respuesta inmunitaria, y/o vehiculos (conjuntamente denominados "excipientes"). Dichos excipientes
generalmente se seleccionan para ser compatibles con el (los) principio(s) activo(s) en la vacuna. El uso de
excipientes generalmente es conocido por los expertos en la técnica.

El término "farmacéuticamente aceptable" se usa adjetivamente para significar que el nombre modificado es
apropiado para su uso en un producto farmacéutico. Cuando se usa, por ejemplo, para describir un excipiente en
una vacuna farmacéutica, caracteriza el excipiente como que es compatible con los otros componentes de la
composicion y no desventajosamente perjudicial para el canino receptor previsto.

Las vacunas se pueden administrar mediante medios convencionales, que incluyen, por ejemplo, administracion a la
mucosa (tal como intranasal, oral, intratraqueal y ocular) y administracion parenteral (tal como, sin limitacion,
administracion subcutanea o intramuscular). Las vacunas también se pueden administrar por via intradérmica o por
via transdérmica (incluyendo, sin limitacién, mediante un parche dérmico o administracion topica). La administracion
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a la mucosa es frecuentemente particularmente ventajosa para vacunas atenuadas vivas. La administracion
parenteral es frecuentemente particularmente ventajosa para vacunas inactivadas.

Las vacunas mucosas pueden ser, por ejemplo, formas farmacéuticas liquidas, tales como emulsiones, soluciones,
suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Los excipientes adecuados para dichas vacunas
incluyen, por ejemplo, diluyentes inertes comunmente usados en la técnica, tales como agua, solucion salina,
dextrosa, glicerol, lactosa, sacarosa, polvo de almidon, ésteres de celulosa de acidos alcanoicos, ésteres alquilicos
de celulosa, talco, acido estearico, estearato de magnesio, 6xido de magnesio, sales de sodio y calcio de acidos
fosféricos y sulfuricos, gelatina, goma arabiga, alginato de sodio, polivinilpirrolidona y/o poli(alcohol vinilico). Los
excipientes también pueden comprender diversos humectantes, emulsionantes, agentes de suspension,
aromatizantes (por ejemplo, edulcorantes) y/o perfumantes.

Las vacunas mucosas orales también pueden ser, por ejemplo, formadas en comprimidos o encapsuladas para la
conveniente administracion. Dichas capsulas o comprimidos pueden contener una formulacién de liberaciéon
controlada. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, las formas farmacéuticas también pueden comprender
agentes de tamponamiento, tales como citrato de sodio, o carbonato o bicarbonato de magnesio o calcico. Los
comprimidos y pildoras se pueden preparar ademas con recubrimientos entéricos.

Se contempla que la vacuna se puede administrar mediante el agua de beber y/o comida del paciente felino. Se
contempla ademas que la vacuna se puede administrar en forma de un premio o juguete.

La "administracion parenteral” incluye inyecciones subcutaneas, inyecciones submucosas, inyecciones intravenosas,
inyecciones intramusculares, inyecciones intraesternales, e infusion. Las preparaciones inyectables (por ejemplo,
suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles) se pueden formular segun la técnica conocida usando
excipientes adecuados, tales como vehiculos, disolventes, dispersantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes y/o agentes de suspension. Estos normalmente incluyen, por ejemplo, agua, solucién salina,
dextrosa, glicerol, etanol, aceite de maiz, aceite de semilla de algoddn, aceite de cacahuete, aceite de sésamo,
alcohol bencilico, alcohol bencilico, 1,3-butanodiol, solucidon de Ringer, solucidn isoténica de cloruro sdédico, aceites
no volatiles suaves (por ejemplo, mono- o diglicéridos sintéticos), acidos grasos (por ejemplo, acido oleico),
dimetilacetamida, tensioactivos (por ejemplo, idnicos y no ionicos), propilenglicol y/o polietilenglicoles. Los
excipientes también pueden incluir pequefias cantidades de otras sustancias auxiliares, tales como agentes de
tamponamiento del pH.

La vacuna puede incluir uno o mas excipientes que potencian una respuesta inmunitaria del paciente felino (que
puede incluir una respuesta de anticuerpos, respuesta celular, o ambas), aumentando asi la eficacia de la vacuna. El
uso de dichos excipientes (o "adyuvantes") puede ser particularmente beneficioso cuando se usa una vacuna
inactivada. El (Los) adyuvante(s) puede(n) ser una sustancia que tiene un efecto directo (por ejemplo, citocina o
Bacillé Calmette-Guerin ("BCG")) o indirecto (liposomas) sobre células del sistema inmunitario del paciente felino.
Los ejemplos de adyuvantes frecuentemente adecuados incluyen aceites (por ejemplo, aceites minerales), sales
metdlicas (por ejemplo, hidroxido de aluminio o fosfato de aluminio), componentes bacterianos (por ejemplo,
liposacaridos bacterianos, adyuvantes de Freund y/o MDP), componentes de planta (por ejemplo, Quil A), y/o una o
mas sustancias que tienen un efecto de vehiculo (por ejemplo, bentonita, particulas de latex, liposomas y/o Quil A,
ISCOM). Como se observa anteriormente, los adyuvantes también incluyen, por ejemplo, adyuvante CARBIGEN™ y
carbopol. Se debe reconocer que la presente invencion engloba tanto vacunas que comprenden un adyuvante(s),
como vacunas que no comprenden ningun adyuvante.

Se contempla que la vacuna se puede liofilizar (o reducir de otro modo en volumen de liquido) para el
almacenamiento, y luego se reconstituye en un liquido antes o en el momento de la administracion. Dicha
reconstitucion se puede lograr usando, por ejemplo, agua de calidad para vacuna.

La presente invencién comprende ademas kits que son adecuados para su uso en realizar los métodos descritos
anteriormente. El kit comprende una forma farmacéutica que comprende una vacuna descrita anteriormente. El kit
también comprende al menos un componente adicional, y, normalmente, instrucciones para usar la vacuna con el
(los) componente(s) adicional(es). El (Los) componente(s) adicional(es) puede(n) ser, por ejemplo, uno o mas
componentes adicionales (tales como, por ejemplo, uno o mas de los excipientes tratados anteriormente, comida y/o
un premio) que se pueden mezclar con la vacuna antes o durante la administracion. El (Los) componente(s)
adicional(es) puede(n) comprender alternativamente (o adicionalmente) uno o mas aparatos para administrar la
vacuna al paciente felino. Dicho aparato puede ser, por ejemplo, una jeringa, inhalador, nebulizador, pipeta, férceps,
o cualquier vehiculo de administracion médicamente aceptable. En algunas realizaciones, el aparato es adecuado
para administracion subcutanea de la vacuna. En algunas realizaciones, el aparato es adecuado para administracion
intranasal de la vacuna.

También se pueden usar otros excipientes y modos de administracion conocidos en las ciencias farmacéuticas o
bioldgicas.

Ejemplos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2744 126 T3

Los siguientes ejemplos son simplemente ilustrativos, y no limitantes en ningin modo para el resto de la presente
divulgacion.

En los ejemplos que siguen, se us6 A/canino/Florida/242/2003 como virus de exposicion. Se sabe que tiene
aproximadamente 99 % de homologia con cepas aisladas A/canino/Florida/43/2004 (véase la Tabla 1), y se ha
mostrado que induce sintomas de infeccién y seroconversion en gatos. El Ejemplo 2 ilustra la eficacia de una vacuna
contra la gripe canina en gatos, que muestra la inhibicion de los titulos de hemaglutinacion (o "HI" o "HAI") en gatos
vacunados con antigeno A/canino/Florida/43/2004 inactivado en una composicién de vacuna que comprende
adyuvante CARBIGEN™. La Tabla 7 muestra titulos pre-vacunacion, post-vacunacion y post-segunda vacunacion,
asi como post-exposicion. Los resultados indican titulos de HI en cada etapa post-vacunacion para los gatos
vacunados, con poco 0 ningun aumento para los controles. La Tabla 8 ilustra los resultados del aislamiento de virus
del mismo estudio. Aunque los animales expuestos no mostraron signos clinicos, eliminacion de virus o
histopatologia positiva, los titulos positivos de HI (Tabla 7) indican titulos de anticuerpos significativos en animales
inmunizados.

Se debe observar que otras vacunas de antigeno del virus de la gripe canino, vacunas de antigeno del virus de la
gripe equino, vacunas de antigeno del virus de la gripe H3 o N8 también estan englobadas por la presente
invencion. Los ejemplos no limitantes de otros antigenos del virus de la gripe utiles segun la presente invencion se
obtienen de las cepas de virus mostradas en la Tabla 1. Los descritos en esta memoria descriptiva y los siguientes
ejemplos se proporcionan para ilustrar la invencién y sus realizaciones preferidas, y no para limitar el alcance de la
invencion reivindicada.

Ejemplo 1. Desarrollo de modelo de exposicion a gripe felina.

Este ejemplo ilustra que los felinos son susceptibles al virus de la gripe H3N8, y establece un modelo de exposicion
util para medir la eficacia de una vacuna contra la gripe felina.

Procedimiento: Se asignaron aleatoriamente a 4 grupos catorce gatos de 13 semanas de edad comprados de un
proveedor comercial (Tabla 2). Se expusieron gatos de 14 semanas de edad en el Grupo 1y 2 a un virus de la gripe
canina (A/Canina/Florida/242/2003) cultivado en huevo de pollo embrionado. Cada gato recibié un total de
aproximadamente 107-° TCIDso de virus en un volumen de 2 ml. Para la exposicion simulada, los gatos se expusieron
a 2 ml de liquido alantoideo sin virus.

Para la exposicion intratraqueal, se administraron primero 2 ml del virus de exposicion (Grupo 1) o liquido alantoideo
sin virus (Grupo 3) a la traquea, seguido por 2 ml de PBS usando un tubo de administracion, que consistio en un
tubo traqueal con manguito (tamafio 2,5, Rusch, Teleflex Medical, EE.UU.) y tubo de alimentacion (tamafo 5Fr,
1,7 mm, / 16 pulgadas de longitud, Kendall, EE.UU.).

Para la exposicion buconasal, se administraron 2 ml de virus de exposicion (Grupo 2) o 2 ml de liquido alantoideo sin
virus (Grupo 4) como una niebla usando un nebulizador. Se observaron los gatos para signos clinicos relacionados
con la gripe durante 16 dias post-exposicion. Todos los gatos se alimentaron con una dieta de crecimiento estandar
y el agua estuvo disponible a voluntad.

Tabla 2. Disefio experimental

Grupo | Tratamiento Numero de gatos | Exposicion material Via de exposicion
1 Exposicion 5 Virus de exposicion Intratraqueal

2 Exposicion 5 Virus de exposicion Buconasal

3 Exposicion simulada 2 Liquido alantoideo sin virus Intratraqueal

4 Exposicion simulada 2 Liquido alantoideo sin virus Buconasal

Para el aislamiento de virus, se recogieron diariamente hisopos nasales y bucofaringeos en tubos que contenian
2 ml de medio de transporte de virus desde el dia -2 (es decir, dos dias antes de la exposicion) hasta el dia 14 post-
exposicion. Se recogieron muestras de sangre en el dia 0 (antes de la exposicion), y los dias 7 y 14 post-exposicion
para la determinacion del titulo de anticuerpos del virus de la gripe canina usando un ensayo de inhibiciéon de la
hemaglutinacién (HI) como se describe en SAM 124 (USDA, Ames, IA) con madificacion minima (virus de la gripe
canina en lugar de virus de la gripe equina) y por enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA). Se registraron
diariamente los signos clinicos post-exposicion. Se observaron los gatos para signos clinicos desde los dias 1-14. Al
terminar el estudio, se sacrificaron todos los gatos y se recogieron muestras de tejido para la evaluacion
histopatologica.

Resultados: Excepto algunos casos esporadicos de elevadas temperaturas corporales (239,4 °C (103 °F)), no se
observaron signos relacionados con la gripe tras la exposicion al virus por cualquier método de exposicion. Tras la
exposicion, 1 de los 5 gatos expuestos por via intratraqueal y 0 de los 5 gatos expuestos por via buconasal tuvieron
un titulo de HI medible, como se muestra en la Tabla 3. Mientras que por el método de ELISA, 4 de los 5 gatos del
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grupo de exposicion intratraqueal (Grupo 1) y 5 de los 5 gatos del grupo de exposicion buconasal (Grupo 2) tuvieron
un titulo superior al grupo de exposicion simulado (< 400), como se muestra en la Tabla 3.

Se muestran los resultados del aislamiento de virus en las Tablas 4 y 5. Tras una exposicion al virus de la gripe
canina virulenta, se aislo el virus de la gripe canina de 1 de los 5 (20 %) gatos del Grupo 1 (intratraqueal), y 5 de los
5 (100%) gatos del Grupo 2 (buconasal). No se aisl6 virus de los gatos ni en el Grupo 3 ni en el Grupo 4. Hubo una
diferencia significativa (P = 0,048) en el porcentaje de gatos se eliminaron el virus (aislamiento de virus) entre la via
de exposicion intratraqueal y buconasal (20 % frente a 100 %).

Conclusion: Los resultados de este estudio demuestran que: 1) tras la exposicion de los gatos a un virus de la gripe
H3N8, los gatos desarrollaron anticuerpo anti-virus de la gripe H3N8 que era medible por un ensayo de ELISA
altamente sensible, 2) los gatos fueron susceptibles a infeccion por el virus de la gripe H3N8 y eliminaron el virus de
exposicién en secreciones nasales/orales 1 a 4 dias tras la exposicion, y 3) la via de exposicion (buconasal frente a
intratraqueal) tiene una influencia significativa (P= 0,048) en la eliminacion de virus.

Tabla 3. Serologia - Titulo de anticuerpos

Titulo de HI Titulo de ELISA
ID de G Tratamient P 1 2 semanas P 1 2 semanas
gato rupo | Tratamiento re- semana post- re- semana post-
expos. | post- expos. | post-
expos. expos.
expos. expos.
AUF2 | 1 intratraqueal <10 <10 <10 <400 <400 <800
AUF3 | 1 intratraqueal <10 <10 <10 <400 <400 25600
AUG1T | 1 intratraqueal <10 <10 <10 <400 <400 3200
AUG3 | 1 intratraqueal <10 <10 <10 <400 <400 51200
QVvOos3 | 1 intratraqueal <10 <10 40 <400 <400 25600
AUG2 | 2 Buconasal <10 <10 <10 <400 <400 25600
QVN1 | 2 Buconasal <10 <10 <10 <400 <400 12800
QVN2 | 2 Buconasal <10 <10 <10 <400 <400 6400
QVP2 | 2 Buconasal <10 <10 <10 <400 <400 12800
QVP4 | 2 Buconasal <10 <10 <10 <400 <400 6400
AUG4 | 3 Exposicion <10 <10 <10 <400 <400 <400
simulada
QVN3 | 3 Exposicion <10 <10 <10 <400 <400 <400
simulada
QVN4 | 4 Exposicion <10 <10 <10 <400 <400 <400
simulada
QVN5 | 4 Exposicion <10 <10 <10 <400 <400 <400
simulada
Tabla 4. Eliminacion de virus
Grupo | ID de | Tratamiento Dias post-exposicion
N° gato 2|-1/0(1]|]2|3|(4|5|6|7|8[9]10|11 12|13 |14
1 AUF2 | intratraqueal N |[N|N|N|{N[N|N|{N[N|N|N|N|N|N [N |N|N
1 AUF3 | intratraqueal N[ N|IN|N|[N[N|N|N[N|N|N|N|/N [N [N |N|N
1 AUG1 | intratraqueal N |{N|[N|N|N|{N|{N|N|N|N|N|N|N|N|N|NI|N
1 AUG3 | intratraqueal N|{N|[N|N|P|{N|{N|N|N|N|N|N|NJ|N|N|N N
1 QVO3 | intratraqueal N |{N|[N|N|N|{N|{N|N|N|N|N|N|N|N|N|N|N
2 AUG2 | Buconasal N|[N|N|N|P|[P|N|{N[N|N|N|N|N|N [N |N|N
2 QVN1 | Buconasal N[ N[ N|N|P|[N|N|P|[N|N|N|N|N I[N [N |N N
2 QVN2 | Buconasal N[ N[ N|N|PI[N|N|N[P|N|N|N|/N [N [N |N N
2 QVP2 | Buconasal N[ N|IN|N|PI[N|N|N[P|N|N|N|IN [N [N |N N
2 QVP4 | Buconasal N[ N[ N|N|P|P|N|P|[P|IN|N|N|N I[N [N |N N
3 AUG4 | Exposicion N|[N|[N|IN|{N[N|N|{N[N|N|N|N|N|N [N |N|N
simulada
3 QVN3 | Exposicion N|[N|[N|IN|{N[N|N|{N[N|N|N|N|N|N [N |N|N
simulada
4 QVN4 | Exposicion N|[N|[N|IN|{N[N|N|{N[N|N|N|N|N|N [N |N|N
simulada
4 QVNS5 | Exposicion N|[N|[N|IN|{N[N|N|{N[N|N|N|N|N|N [N |N|N
simulada
N — Ningun virus aislado de hisopos bucales o nasales
P — Virus aislado de hisopos nasales o bucales o nasales y bucales
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Tabla 5 — Resumen de eliminacién de virus

Grupo | Via de exposiciéon Material de exposiciéon Porcentaje de | Valorde p
eliminacion de virus

1 Intratraqueal Virus de exposicién 20 % (1/5 gatos) 0,048

2 Buconasal Virus de exposicion 100 % (5/5 gatos) (Grupo 1 frente a 2)

3 Exposicion simulada Liquido alantoideo sin virus | 0 % (0/2) -—-

4 Exposicion simulada Liquido alantoideo sin virus | 0 % (0/2) -

Ejemplo 2. Eficacia de vacuna de virus H3N8 en felinos
En el siguiente estudio, se determiné la eficacia de una vacuna de virus H3N8 en gatos.

Procedimiento: Se asignaron aleatoriamente a 2 grupos veinte gatos de 7 semanas de edad comprados de un
proveedor comercial (Tabla 6). Se vacunaron 10 gatos de 8 y 12 semanas de edad (Grupo 1) con una vacuna de
virus de la gripe canina (A/canina/Florida/43/2004) inactivada adyuvantada con adyuvante CARBIGEN™ mediante
via subcutanea. Para la preparacion de vacunas, se inactivé el virus A/canina/Florida/43/2004 por etilenimina binaria
("BEI") usando un método convencional. Cada dosis de la vacuna contuvo 5 % en masa de adyuvante
CARBIGEN™, aproximadamente 1280 unidades de HA del virus inactivado, PBS suficiente para llevar el volumen
total de la dosis hasta 1 ml y NaOH suficiente para ajustar el pH hasta entre 7,2 y 7,4. Se vacunaron con referencia
diez gatos del Grupo 2 con 1 ml de PBS por via subcutanea. Se recogieron muestras de suero de todos los gatos el
dia de la primera y segunda vacunacion, los dias 7 y 14 después de la primera y segunda vacunaciones para
determinar los titulos de HI usando un protocolo estandar de virus de la gripe equina H3N8 (Supplemental Assay
Method (SAM) 124, CVB, USDA, Ames, IA). Todos los gatos se alimentaron con una dieta de crecimiento estandar y
el agua estuvo disponible a voluntad.

Tabla 6. Disefio experimental

Grupo | Tratamiento | Via de vacunaciéon | Numero de gatos | Edad en la vacunacién (semanas) | Exposicion
1 Vacunar SC 10 8y12 Si
2 Control N/A 10 N/A Si

Todos los gatos de control vacunados y de la misma edad se expusieron por via buconasal a un virus de la gripe
canina virulento (1072 TCIDsy de A/Canina/Florida/242/2003 por gato) 2 semanas después de la segunda
vacunacion. El virus de exposicidon se administr6 como una niebla (2 ml/gato) usando un nebulizador. Los gatos se
observaron para signos clinicos relacionados con la gripe durante 14 dias post-exposicion. Se recogieron
diariamente hisopos nasales y bucofaringeos en tubos que contenian 2 ml de medio de transporte de virus para el
aislamiento de virus desde el dia -2 (es decir, dos dias antes de la exposicion) hasta el dia 14 post-exposicion. Se
recogieron muestras de sangre en los dias 7 y 14 post-exposicion para la determinacion del titulo de HI. Se
observaron los gatos para signos clinicos de gripe desde los dias 1-14. Al fin del estudio, se sacrificaron todos los
gatos y se recogieron muestras de tejido para evaluacion histopatoldgica.

Resultados: Se presentan los resultados del titulo de HI en suero en la Tabla 7. Todos los gatos vacunados (Grupo
1) desarrollaron titulo de anticuerpos HI para la vacuna inactivada del virus de la gripe canina (H3N8) y todos los
controles siguieron siendo negativos para anticuerpo HI (< 10) antes de la exposicion. Tras la exposicion, se
observaron algunos casos esporadicos de elevadas temperaturas corporales (= 39,4 °C (103 °F)) tanto en gatos
vacunados como de control. No se observaron otros signos relacionados con la gripe tras la exposicion al virus.

Durante el periodo de observacion post-exposicion, 0 de los 10 gatos del Grupo 1 (vacunados) y 8 de los 10 gatos
del Grupo 2 (controles) eliminaron el virus en secrecion nasal o secrecion bucal o ambas durante 1 a 3 dias durante
los primeros 7 dias post-exposicion (Tabla 8). La vacunacion de gatos con la vacuna del virus de la gripe canina
previno la eliminacion de virus H3N8 en 100 % de los gatos (Tabla 9).

Conclusion: Los resultados de este estudio demuestran que: 1) todos los gatos vacunados desarrollaron anticuerpo
HI tras la vacunacion con la vacuna del virus de la gripe canina de tipo H3N8, 2) tras la exposicion se observéd un
aumento doble minimo en el titulo de anticuerpos HI en todos los gatos y 3) la vacunacion de gatos con la vacuna
del virus de la gripe canina (H3N8) previno la eliminacion del virus de exposicién de la gripe canina en 100 % de los
gatos.

Tabla 7. Serologia — Titulo de anticuerpos Hli

Grupo | ID de | Tratamiento Via de Titulo de HI
N° gato vacunacion Dias post-vacunacion Dias post-
exposicion
0* 7 14 28** 35 42+ 7 14
1 JCY2 Vacunar SC <10 | <10 10 20 80 160 320 2640
1 JCX1 Vacunar SC <10 | <10 10 20 40 40 80 80
1 JCZ2 Vacunar SC <10 | <10 <10 20 40 80 160 320
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(continuacion)

Grupo | ID de | Tratamiento Via de Titulo de HI
N° gato vacunacion Dias post-vacunacion Dias post-
exposicion
0* 7 14 28** 35 42+ 7 14
1 JCZ3 Vacunar SC <10 10 10 40 80 160 320 | 2640
1 JCZ4 Vacunar SC <10 <10 20 160 320 320 | 2640 | 2640
1 JCZ5 Vacunar SC <10 <10 10 40 80 80 160 320
1 JCZ6 Vacunar SC <10 <10 10 80 160 320 | 2640 | 2640
1 JCz7 Vacunar SC <10 <10 10 40 160 160 320 | 2640
1 JDA2 Vacunar SC <10 <10 10 40 80 80 160 320
1 JDA3 Vacunar SC <10 <10 10 20 80 160 160 320
2 JDA4 Control N/A <10 <10 <10 <10 <10 <10 | <10 40
2 JDA5 Control N/A <10 <10 <10 <10 <10 | <10 | <10 20
2 JCX2 Control N/A <10 <10 <10 <10 <10 | <10 | <10 20
2 JCX3 Control N/A <10 <10 <10 <10 <10 | <10 | <10 40
2 JCY1 Control N/A <10 <10 <10 <10 <10 | <10 | <10 40
2 JCY3 Control N/A <10 <10 <10 <10 <10 | <10 | <10 20
2 JCY4 Control N/A <10 <10 <10 <10 <10 | <10 | <10 40
2 JCY5 Control N/A <10 <10 <10 <10 <10 | <10 | <10 40
2 JCY6 Control N/A <10 <10 <10 <10 <10 <10 | <10 40
2 JCZ1 Control N/A <10 <10 <10 <10 <10 | <10 | <10 40
* Primera vacunacion; ** Segunda vacunacion; *** Dia de exposicion

Tabla 8. Eliminacion de virus

Grupo ID de Tratamiento Dias post-exposicion
N° gato 2| 1|/0|1]|]2]|3|4|5|6|7 |8 |9 |10]|11]|12]|13 |14
1 JCY2 Vacunar N N IN|N|[N|N|N|N|N|N|IN|N|[N|NJNJ|NI|N
1 JCX1 Vacunar N N [N|N|N|N|N|N|N|IN|IN|N|N|NJNJ|NIN
1 JCZ2 Vacunar N N [N|N|N|N|N|N|N|IN|IN|N|N|NJNJ|NIN
1 JCZ3 Vacunar N N [N|N|N|N|N|N|N|IN|IN|N|N|NJNJ|NIN
1 JCZ4 Vacunar N N [N|N|N|N|N|N|N|N|IN|N|N|NJNJ|NIN
1 JCZ5 Vacunar N N IN|N|[N|N|N|N|N|N|IN|N|[N|NJNJ|NI|N
1 JCZ6 Vacunar N N [N|N|N|N|N|N|N|N|IN|N|N|NJNJ|NIN
1 JCZ7 Vacunar N N IN|N|[N|N|N|N|N|N|IN|N|[N|NJNJ|NI|N
1 JDA2 Vacunar N N [N|N|N|N|N|N|N|N|IN|N|N|NJNJ|NIN
1 JDA3 Vacunar N N [N|N|N|N|N|N|N|N|IN|N|N|NJNJ|NIN
2 JDA4 Control N N IN|N|[N|N|N|N|N|N|IN|N|[N|NJNJ|NI|N
2 JDA5S Control N N IN|JPIN|N|N|N|N|N|IN|N|N|NJNJ|NIN
2 JCX2 Control N N IN|N|[N|N|N|N|P|IN|IN|N|[N|NJNJ|N|I|N
2 JCX3 Control N N [N|N|[N|N|N|N|P|IN|IN|N|N|NJNJ|NIN
2 JCY1 Control N N IN|N|P|N|IN|P|P|IN|IN|N|N|NJNJ|NIN
2 JCY3 Control N N [N|N|N|N|N|N|N|N|IN|N|N|NJNJ|NIN
2 JCY4 Control N N IN|N|P|N|P|P|N|N|IN|N|NJ|NJNJ|NI|N
2 JCY5 Control N N IN|N|[P|N|[N|N|P|IN|IN|N|[N|NJNJ|N/I|N
2 JCY6 Control N N IN|NJP|N|IN|IN|N|N|IN|N|N|NJNJ|NIN
2 JCZ1 Control N N [N|NJP|[N|[N|INJ|P|IN|[N|N|[N|NJNJ|N|I|N

N — Ningun virus aislado de hisopos bucales o nasales

P — Virus aislado de hisopos nasales o bucales o nasales y bucales

Tabla 9 — Resumen de eliminacion de virus
Grupo Tratamiento Porcentaje de eliminacion de virus Valor de p
1 Vacunar 0 % (0/10 gatos) 0,0007
2 Control 80 % (8/10 gatos)

Las palabras "comprenden”, "comprende" y "que comprende" en esta patente (incluyendo las reivindicaciones) se
deben interpretar inclusivamente en vez de exclusivamente. Esta interpretacion pretende ser la misma que la
interpretacion que estas palabras dan bajo la ley de patentes de Estados Unidos.

La descripcion detallada anterior de realizaciones preferidas esta previsto Unicamente para presentar a otros
expertos en la técnica la invencion, sus principios y su aplicacion practica de manera que otros expertos en la
técnica puedan adaptar y aplicar la invencion en sus numerosas formas, ya que pueden ser mas adecuadas para los
requisitos de un uso particular. La presente invencion, por tanto, no se limita a las realizaciones anteriores, y puede
ser modificada de diversas formas.
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REIVINDICACIONES

1. Vacuna que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de particulas del virus de la gripe H3N8
completamente inactivadas y/o particulas de tipo virus de la gripe H3N8 y/o particulas del virus de la gripe H3N8
defectuosas, un adyuvante y un excipiente farmacéuticamente aceptable, para su uso para proteger a un felino de la
propagacion del virus de la gripe H3N8 provocada por una infeccion de la gripe H3N8, comprendiendo dicho uso la
etapa de administrar dicha vacuna a un felino

2. Vacuna para su uso segun la reivindicacion 1, caracterizada por que la vacuna comprende particulas del virus
de la gripe H3N8 completamente inactivadas y/o particulas de tipo virus de la gripe H3N8 y/o particulas del virus de
la gripe H3N8 defectuosas de mas de una cepa aislada.

3. Vacuna para su uso segun las reivindicaciones 1 o 2, caracterizada por que dicha vacuna se administra por via
subcutanea, por via intramuscular, por via intradérmica, por via transdérmica, por via ocular, por via mucosa o por
via oral.

4. Vacuna para su uso segun la reivindicaciéon 3, caracterizada por que dicha vacuna se administra por via
intranasal.

5. Vacuna para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, caracterizada por que dicha vacuna se
administra una o mas veces.

6. Vacuna para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, caracterizada por que dicha vacuna
comprende al menos un antigeno de un patégeno felino seleccionado del grupo que consiste en virus de la
rinotraqueitis, calicivirus, virus de la panleucopenia, Chlamidia, Bordetella, virus de la inmunodeficiencia felina, virus
de la leucemia felina y virus de la rabia.
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