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DESCRIPCION
Proteinas de fusién de FMDV y E2 y usos de las mismas

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica prioridad a la solicitud provisional de Estados Unidos 62/259,043 presentada el 23 de
noviembre de 2015.

CAMPO DE LA INVENCION

[0002] La presente invencion se refiere a composiciones para la lucha contra la infeccién por el virus de la enfermedad
de fibre aftosa (FMDV, de sus siglas en inglés) en animales. En el presente documento se describen composiciones
farmacéuticas que comprenden un antigeno del FMDV, procedimientos de vacunacion contra el FMDV,
procedimientos de produccion de antigenos y kits para usar con dichos procedimientos y composiciones.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] La fiebre aftosa (FMD) es una de las enfermedades mas virulentas y contagiosas que afectan a los animales
de granja. Esta enfermedad es endémica en numerosos paises del mundo, especialmente en Africa, Asia y América
del Sur. Ademas, periddicamente pueden producirse brotes epidémicos. La presencia de esta enfermedad en un pais
puede tener consecuencias econdémicas muy graves como resultado de la pérdida de productividad, la pérdida de
peso y la produccién de leche en los rebafios infectados y de los embargos comerciales impuestos a estos paises. Las
medidas que se toman contra esta enfermedad consisten en la estricta aplicacién de restricciones a la importacion,
controles de higiene y cuarentena, sacrificio de animales enfermos y programas de vacunacién con vacunas
inactivadas, ya sea como medida preventiva a nivel nacional o regional, o periédicamente cuando se produce un brote
epidémico.

[0004] La FMD se caracteriza por su corto periodo de incubacion, su caracter altamente contagioso, la formacion de
Ulceras en la boca y en las patas y, en ocasiones, la muerte de animales jovenes. La FMD afecta a varias especies
animales, en particular bovinos, porcinos, ovinos y caprinos. El agente responsable de esta enfermedad es un virus
del acido ribonucleico (ARN) perteneciente al género Aphthovirus de la familia Picornaviridae (Cooper et al., 1978,
Intervirology 10, 165-180). En la actualidad, se conocen al menos siete tipos de virus de la enfermedad de fiebre aftosa
(FAF): los tipos europeos (A, O y C), los tipos africanos (SAT1, SAT2 y SAT3) y un tipo asiatico (Asia 1). También se
han distinguido numerosos subtipos (Kleid et al., 1981, Science 214, 1125-1129).

[0005] EI FMDV es un virus icosaédrico desnudo de aproximadamente 25 nm de diametro, que contiene una molécula
de ARN monocatenario que consiste en aproximadamente 8500 nucledtidos, con una polaridad positiva. Esta molécula
de ARN comprende un tnico marco de lectura abierto (ORF), que codifica una unica poliproteina que contiene, entre
otros, el precursor de la capside también conocido como proteina Pl o P88. La proteina Pl esta miristilada en su
extremo amino terminal. Durante el proceso de maduracion, la proteina Pl es escindida por la proteasa 3C en tres
proteinas conocidas como VPO, VP1y VP3 (o 1AB, 1D y 1C respectivamente; Belsham GJ, Progress in Biphysics and
Molecular Biology, 1993, 60, 241-261). En el viridn, la proteina VPO a continuacion se escinde en dos proteinas, VP4
y VP2 (o 1A y 1B respectivamente). EIl mecanismo de conversion de las proteinas VPO en VP1 y VP3y para la
formacion de viriones maduros es desconocido. Las proteinas VP1, VP2 y VP3 tienen un peso molecular de
aproximadamente 26.000 Da, mientras que la proteina VP4 es mas pequefia con aproximadamente 8.000 Da.

[0006] Se han desarrollado muchas hipétesis, rutas de investigacion y propuestas en un intento de disefiar vacunas
eficaces contra la FMD. Cao et al. (Antiviral Research, 2013, 97: 145-153; Veterinary Microbiology, 2014, 168: 294-
301) informaron sobre el disefio de proteinas epitopos especificas con inmunogenicidad contra la exposicion al
FMDV. Se demostré que un polipéptido sintético correspondiente a la fusién de un epitopo T y dos epitopos B del
serotipo Asia induce una respuesta protectora (Ren et al., Vaccine, 2011, 29: 7960-7965).

[0007] En la actualidad, las unicas vacunas en el mercado comprenden virus inactivado. Existen preocupaciones sobre
la seguridad de la vacuna contra el FMDV, ya que los brotes de FMD en Europa se han asociado con deficiencias en
la fabricacion de la vacuna (King, AMQ et al., 1981, Nature, 293: 479-480). Las vacunas inactivadas no confieren
inmunidad a largo plazo, por lo que requieren inyecciones de refuerzo administradas cada afio, o con mayor frecuencia
en caso de brotes epidémicos. Ademas, existen riesgos relacionados con la inactivacion incompleta y/o el escape de
virus durante la produccion de vacunas inactivadas (King, AMQ, ibid).

[0008] Recientemente, la subunidad E2 de los complejos multienzimaticos de deshidrogenasa se utilizé como armazén
para producir proteinas del VIH-1 (Caivano et al., 2010, Virology, 407: 296-305; Krebs et al., PLOS One, 2014, DOI:
10.1371/journal.pone.0113463; Schiavone et al., 2012, Int. J. Mol. Sci., 13: 5674-5699). Los complejos de piruvato
deshidrogenasa (PDH) son enzimas multifuncionales que contienen tres enzimas esenciales: una piruvato
descarboxilasa (E1) dependiente de tiamina, una dihidrolipoil acetiltransferasa (E2) y una flavoproteina dihidrolipoil
deshidrogenasa (E3) (Lengyel et al., Structure, 16: 93-103, 2008). Se descubrié que sesenta copias del polipéptido E2
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del complejo PDH de Bacillus stearothermophilus se ensamblan para formar un armazén dodecaédrico pentagonal, y
el armazén puede modificarse para presentar péptidos y proteinas extrafios en su superficie (Domingo et al., 2001, J.
Mol. Biol., 305: 259-267). Dalmau et al. (Biotechnology and Bioengineering, 101 (4): 654-664, 2008) describieron
mutantes E2 de PDH que se optimizaron para la expresion en E. coli. D'Apice et al. (Vaccine, 25: 1993-2000, 2007)
discutieron la expresion de un epitopo auxiliar T en tres vehiculos de suministro: el bacteriéfago filamentoso fd, la
proteina E2 del complejo de PDH y la proteina CotC.

[0009] Domingo et al, (2003), Vaccine, 21 (13-14): 1502-1509 se refiere a la induccion de auxiliares T especificas y la
respuesta citolitica a epitopos presentadas en un armazoén de proteinas parecidas a virus derivadas del complejo
multienzimatico de piruvato deshidrogenasa. De Berardinis Piergiuseppe et al., (2004), Expert Review of Vaccines., 3
(6): 673-679 se refiere a vacunas recombinantes basadas en el uso de sistemas de presentacion de antigenos
procariéticos. De Berardinis Piergiuseppe et al., (2003), Current HIV research, 1 (4): 441-446 se relaciona con el uso
de proteinas de fusion y sistemas de presentacion procariotas para el suministro de antigenos del VIH-1 y el desarrollo
de nuevas vacunas para la infeccion por VIH-1.

Hema et al, Vaccine, 25 (2007), 4784-4794 se refiere a particulas quiméricas similares a timovirus que presentan
epitopos proteicos no estructurales del virus de fiebre aftosa y su uso para la detecciéon de anticuerpos proteicos no
estructurales del virus de la fiebre aftosa. EI documento W02014/089036A1 se refiere a proteinas de fusion, que
comprenden antigenos del FMDV, para inducir respuestas mejoradas de células T especificas de antigenos
patégenos. Tami et al., Vaccine, 23 (2004) 840-845 se refiere a la respuesta inmune y la proteccion conferida por
baculovirus recombinantes o células de insectos infectadas que expresan las fusiones de antigenos de FMDV gp64-
P1 y gp64-sitio A.

[0010] Teniendo en cuenta la susceptibilidad de los animales, incluyendo seres humanos, a FMDV, es esencial un
procedimiento de prevencion de la infeccion por FMDV vy la proteccion de los animales. Por consiguiente, existe la
necesidad de una vacuna eficaz, segura y facil de producir contra el FMDV.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION

[0011] En un aspecto, la invencion proporciona una composicion que comprende un antigeno de FMDV, en la que el
antigeno de FMDV es una proteina de fusién FMDV-E2, en la que E2 es dihidrolipoil acetiltransferasa de Geobacillus
stearothermophilus, en la que la proteina de fusion FMDV-E2 tiene la secuencia indicada en SEQ ID NO: 6.

[0012] En otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicién de la presente invencidén para uso en un
procedimiento de vacunacién de un huésped susceptible a infeccién por FMDV ovino, bovino, caprino o porcino, o
proteccion o prevencion el huésped contra la infeccion por FMDV, o la provocacién de una respuesta inmunitaria
protectora en el huésped, que comprende al menos una administracion de la composicién al huésped.

[0013] En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un antigeno de FMDV, en el que el antigeno es una
proteina de fusion FMDV-E2 que tiene la secuencia indicada en la SEQ ID NO: 6, en la que E2 es dihidrolipoil
acetiltransferasa de Geobacillus stearothermophilus.

[0014] En un aspecto adicional, la presente invenciéon proporciona un plasmido que comprende un polinucleétido que
codifica un antigeno de fusiéon de FMDV-E2 tiene la secuencia como se expone en SEQ ID NO: 6, en el que E2 es
dihidrolipoil acetiltransferasa de Bacillus stearothermophilus.

[0015] En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona una célula huésped transformada con el plasmido
de la presente invencion.

[0016] Se proporcionan composiciones que comprenden un polipéptido antigénico del FMDV y fragmentos y variantes
del mismo. Los antigenos del FMDV y sus fragmentos y variantes de los mismos poseen propiedades inmunogénicas
y protectoras. Los antigenos del FMDV se pueden producir como una proteina de fusion con E2 de Geobacillus
stearothermophilus. Las proteinas de fusion del FMDV de la presente invencién se ensamblan en particulas que se
asemejan a los viriones o VLP naturales del FMDV.

[0017] Los polipéptidos antigénicos y fragmentos y variantes de los mismos pueden ser formulados en vacunas y/o
composiciones farmacéuticas. Estas vacunas pueden usarse para vacunar a un animal y proporcionar proteccion
contra al menos una cepa del FMDV.

[0018] Los procedimientos descritos en el presente documento incluyen procedimientos para preparar los polipéptidos
antigénicos. Los procedimientos incluyen procedimientos para fabricar antigenos o polipéptidos antigénicos
fusionados con E2 de Geobacillus stearothermophilus. En el presente documento se describe un procedimiento para
construir inmunégenos conformacionalmente correctos que carecen del genoma infeccioso del FMDV para producir
vacunas eficaces y seguras. Los procedimientos facilitan la expresion simple y facil de antigenos del FMDV in vitro
que replican y simulan la conformacién de los viriones o VLP naturales y auténticos del FMDV que son complejos y
dificiles de producir.
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[0019] Los procedimientos también incluyen procedimientos de uso que incluyen administrar a un animal una cantidad
eficaz de un polipéptido antigénico o fragmento o variante del mismo para producir una respuesta inmunogénica
protectora. Después de la produccion, el polipéptido antigénico se puede purificar parcial o sustancialmente para su
usoO como vacuna.

[0020] También se proporcionan kits que comprenden al menos un polipéptido antigénico o fragmento o variante del
mismo e instrucciones de uso.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0021] La siguiente descripcion detallada, proporcionada a modo de ejemplo, puede entenderse mejor conjuntamente
con los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1 muestra una tabla que resume las secuencias de ADN y proteinas.

Las Figuras 2A-2F representan las secuencias de ADN y proteinas, y alineaciones de secuencia.

La Figura 3 representa la transferencia Western y la transferencia puntual de la proteina de fusion FMDV-E2
expresada.

Las Figuras 4A-4C representan la produccion de particulas de FMDV-E2.

La Figura 5 representa el ELISA indirecto de particulas E2-FMDV.

La Figura 6 representa los resultados de las células plasmaticas en D27 de las vacunas con O1M.

La Figura 7 representa los resultados de las células plasmaticas en D42 de las vacunas con O1M.

La Figura 8 representa el ELISPOT de IFNy en D27 de la vacuna con O1M.

La Figura 9 representa el ELISPOT de IFNy en D42 de la vacuna con O1M.

La Figura 10 representa las células B de memoria en D42 de la vacuna con O1M.

La Figura 11 muestra SN de FMDV O1 Manisa.

DESCRIPCION DETALLADA

[0022] Se proporcionan composiciones que comprenden un polipéptido de FMDV, antigeno y fragmentos y variantes
del mismo que provocan una respuesta inmunogénica en un animal. Los polipéptidos antigénicos o fragmentos o
variantes de los mismos se producen como proteinas de fusidon o proteinas quiméricas con E2 de Geobacillus
stearothermophilus. Los polipéptidos antigénicos o fragmentos o variantes pueden formularse en vacunas o
composiciones farmacéuticas y usarse para provocar o estimular una respuesta protectora en un animal. Tal como se
describe en el presente documento, el antigeno polipeptidico es un antigeno sintético de FMDV VP1 o un fragmento
activo o una variante del mismo.

[0023] Se reconoce que los polipéptidos antigénicos o antigenos de la invencion pueden ser polipéptidos de longitud
completa o fragmentos activos o variantes de los mismos. Por "fragmentos activos" o "variantes activas" se entiende
que los fragmentos o variantes conservan la naturaleza antigénica del polipéptido. Por tanto, se describe en el presente
documento cualquier polipéptido, antigeno, epitopo o inmunégeno de FMDV que provoque una respuesta
inmunogénica en un animal. El polipéptido, antigeno, epitopo o inmunégeno del FMDV puede ser cualquier polipéptido,
antigeno, epitopo o inmunégeno del FMDV, tal como, pero sin limitacion, una proteina, péptido o fragmento o variante
del mismo, que provoca, induce o estimula una respuesta en un animal, tal como un ovino, bovino, caprino o porcino.

[0024] Los polipéptidos antigénicos particulares del FMDV incluyen VP1 del FMDV. El FMDV es un virus icosaédrico
desnudo de aproximadamente 25 nm de diametro, que contiene una molécula de ARN monocatenaria que consiste
en aproximadamente 8500 nucleétidos, con una polaridad positiva. Esta molécula de ARN comprende un Unico marco
de lectura abierto (ORF), que codifica una Unica poliproteina que contiene, entre otros, el precursor de la capside
también conocido como proteina Pl o P88. La proteina Pl esta miristilada en su extremo amino terminal. Durante el
proceso de maduracion, la proteina Pl es escindida por la proteasa 3C en tres proteinas conocidas como VPO, VP1y
VP3 (o 1AB, 1D y 1C respectivamente; Belsham GJ, Progress in Biphysics and Molecular Biology, 1993, 60, 241-
261). En el virion, la proteina VPO a continuacion se escinde en dos proteinas, VP4 y VP2 (o 1A y 1B,
respectivamente). Se desconoce el mecanismo para la conversiéon de las proteinas VPO en VP1 y VP3, y para la
formacion de viriones maduros. Las proteinas VP 1, VP2 y VP3 tienen un peso molecular de aproximadamente 26.000
Da, mientras que la proteina VP4 es mas pequefia con aproximadamente 8.000 Da.

[0025] La simple combinacion de las proteinas de la capside forma el protémero o molécula 5S, que es el constituyente
elemental de la capside de FMDV. Este protémero a continuacién se compila en un pentamero para formar la molécula
12S. El virién resulta de la encapsidacion de una molécula de ARN gendmico mediante el ensamblaje de doce
pentameros 128, constituyendo asi las particulas 146S. La capside viral también puede formarse sin la presencia de
una molécula de ARN en su interior (en adelante, "capside vacia"). La capside vacia también se designa como
particula 70S. La formacién de capsides vacias puede tener lugar de forma natural durante la replicacion viral o puede
producirse artificialmente mediante tratamiento quimico.

[0026] La presente invencion se refiere a vacunas o composiciones bovina, ovina, caprina o porcina que pueden
comprender una cantidad eficaz de un antigeno de FMDV y un portador, excipiente, adyuvante o vehiculo farmacéutica
o veterinariamente aceptable.
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[0027] En algunas realizaciones, las vacunas comprenden ademas adyuvantes, tales como las emulsiones de aceite
en agua (O/W) descritas en la patente US 7.371.395.

[0028] En todavia ofras realizaciones, los adyuvantes incluyen EMULSIGEN, hidréxido de aluminio y saponina, y CpG,
o0 combinaciones de los mismos.

[0029] En algunas realizaciones, la respuesta en el animal es una respuesta inmune protectora.

[0030] Por "animal" se entiende mamiferos, aves, y similares. Animal o huésped incluye mamiferos, artiodactilos y
humanos. El animal puede seleccionarse del grupo que consiste en equinos (por ejemplo, caballos), caninos (por
ejemplo, perros, lobos, zorros, coyotes, chacales), felinos (por ejemplo, leones, tigres, gatos domésticos, gatos
salvajes, otros grandes felinos, etc.) y otros felinos, incluidos guepardos y linces), ovino (por ejemplo, oveja), bovino
(por ejemplo, ganado), porcino (por ejemplo, cerdo), caprino (por ejemplo, cabra), aviar (por ejemplo, pollo, pato,
ganso, pavo, codorniz , faisan, loro, pinzones, halcon, cuervo, avestruz, emu y casuario), primate (por ejemplo,
prosimio, tarsero, mono, gibon, simio) y pez. El término "animal" también incluye un animal individual en todas las
etapas de desarrollo, incluidas las etapas embrionaria y fetal.

[0031] A menos que se explique otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende comunmente por un experto ordinario en la técnica a la que pertenece
esta descripcion. Los términos singulares "un", "una" y "el/la" incluyen referentes en plural a menos que el contexto
indique claramente lo contrario. De manera similar, la palabra "o" pretende incluir "y" a menos que el contexto indique
claramente lo contrario.

[0032] Cabe indicar que en esta descripcion y particularmente en las reivindicaciones y/o parrafos, términos tales como
"comprende" "comprendido”, "que comprende" y similares pueden tener el significado que se le atribuye en la ley de
Patentes de Estados Unidos; por ejemplo, pueden significar "incluye", "incluido", "que incluye", y similares; y que
términos, tales como "que consiste esencialmente en" y "consiste esencialmente en" tienen el significado que se les
atribuye en la ley de patentes de Estados Unidos, por ejemplo, permiten elementos no citados de manera explicita,
pero excluyen elementos que se encuentran en la técnica anterior o que afectan una caracteristica basica o novedosa

de la invencion.

[0033] Los polipéptidos antigénicos de la invencion son capaces de proteger contra FMDV. Es decir, son capaces de
estimular una respuesta inmune en un animal. Por "antigeno” o "inmunégeno” se entiende una sustancia que induce
una respuesta inmunitaria especifica en un animal huésped. El antigeno puede comprender un organismo completo,
muerto, atenuado o vivo; una subunidad o porcién de un organismo; un vector recombinante que contiene un inserto
con propiedades inmunogénicas; una pieza o fragmento de ADN capaz de inducir una respuesta inmune al
presentarse a un animal huésped; un polipéptido, un epitopo, un hapteno o cualquier combinacién de los
mismos. Alternativamente, el inmundgeno o antigeno puede comprender una toxina o antitoxina.

[0034] El término "proteina, polipéptido o péptido inmunogénico”, tal como se usa en el presente documento, incluye
polipéptidos que son inmunoldgicamente activos en el sentido de que una vez que se administra al huésped, es capaz
de evocar una respuesta inmune de tipo humoral y/o celular dirigida contra la proteina. Preferiblemente, el fragmento
de proteina es tal que tiene sustancialmente la misma actividad inmunolégica que la proteina total. Por lo tanto, un
fragmento de proteina segun la invenciéon comprende o consiste esencialmente en o consiste en al menos un epitopo
o determinante antigénico. Una proteina o polipéptido "inmunogénico”, tal como se usa en el presente documento,
incluye la secuencia de longitud completa de la proteina, analogos de la misma, o fragmentos inmunogénicos de la
misma. Por "fragmento inmunogénico" se entiende un fragmento de una proteina que incluye uno o mas epitopos y
de este modo provoca la respuesta inmunoldgica descrita anteriormente. Tales fragmentos pueden ser identificados
usando cualquier técnica de mapeo de epitopos bien conocida en el sector. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping
Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed., 1996). Por ejemplo, los epitopos lineales
pueden determinarse, por ejemplo, sintetizando simultdneamente gran cantidad de péptidos sobre soportes sdlidos,
los péptidos correspondientes a porciones de la molécula de proteina, y haciendo reaccionar los péptidos con
anticuerpos mientras los péptidos estan todavia unidos a los soportes. Tales técnicas se conocen en el sector y se
describen en, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos. No. 4.708.871; Geysen et al., 1984; Geysen et al., 1986.
De manera similar, los epitopos conformacionales son facilmente identificados mediante la determinacion de la
conformacién espacial de aminoacidos, tales como mediante, por ejemplo, cristalografia de rayos X y resonancia
magnética nuclear de 2 dimensiones. Véase, por ejemplo, Epitope Mapping Protocols, supra.

[0035] Tal como se describe, la invencion abarca fragmentos activos y variantes del polipéptido antigénico. Por tanto,
el término "proteina, polipéptido o péptido inmunogénico" contempla ademas deleciones, adiciones y sustituciones de
la secuencia, siempre que el polipéptido funcione para producir una respuesta inmunolégica, tal como se define en el
presente documento. El término "variacidon conservadora" indica la sustituciéon de un residuo de aminoacido por otro
residuo biolégicamente similar, o la sustitucion de un nucleétido en una secuencia de acido nucleico de manera que
el residuo de aminoacido codificado no cambia o es otro residuo biolégicamente similar. A este respecto, las
sustituciones particularmente preferidas seran generalmente de naturaleza conservadora, es decir, aquellas
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sustituciones que tienen lugar dentro de una familia de aminoacidos. Por ejemplo, los aminoacidos generalmente se
dividen en cuatro familias: (1) acidos: aspartato y glutamato; (2) basicos: lisina, arginina, histidina; (3) no polares:
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano; y (4) polares no cargados: glicina,
asparagina, glutamina, cisteina, serina, treonina, tirosina. La fenilalanina, el triptéfano y la tirosina a veces se clasifican
como aminoacidos aromaticos. Ejemplos de variaciones conservadoras incluyen la sustitucion de un residuo
hidrofébico, tal como isoleucina, valina, leucina o metionina, por otro residuo hidrofébico, o la sustitucion de un residuo
polar por otro residuo polar, tal como la sustitucion de arginina por lisina, acido glutamico por acido aspartico o
glutamina por asparagina y similares; o una sustitucién conservadora similar de un aminoacido por un aminoacido
estructuralmente relacionado que no tendra un efecto importante sobre la actividad bioldgica. Las proteinas que tienen
sustancialmente la misma secuencia de aminoacidos que la molécula de referencia, pero que poseen sustituciones
de aminoacidos menores que no afectan sustancialmente a la inmunogenicidad de la proteina estan, por tanto, dentro
de la definicion del polipéptido de referencia. Todos los polipéptidos producidos por estas modificaciones se incluyen
en el presente documento. El término "variacion conservadora" también incluye el uso de un aminoacido sustituido en
lugar de un aminoacido parental no sustituido, siempre que los anticuerpos producidos contra el polipéptido sustituido
también inmunorreaccionen con el polipéptido no sustituido.

[0036] El término "epitopo" se refiere al sitio en un antigeno o hapteno al que responden células B y/o células T
especificas. El término también se usa indistintamente con "determinante antigénico" o "sitio determinante
antigénico". Los anticuerpos que reconocen el mismo epitopo se pueden identificar en un inmunoensayo simple que
muestra la capacidad de un anticuerpo para bloquear la unién de otro anticuerpo a un antigeno diana.

[0037] Una "respuesta inmunoldgica" a una composicion o vacuna es el desarrollo en el huésped de una respuesta
inmune celular y/o mediada por anticuerpos a una composicion o vacuna de interés. Normalmente, una "respuesta
inmunolégica" incluye, pero no se limita a, uno o mas de los siguientes efectos: la produccion de anticuerpos, células
B, células T auxiliares y/o células T citotdxicas, dirigidas especificamente a un antigeno o antigenos incluidos en el
composicion o vacuna de interés. Preferiblemente, el huésped presentara una respuesta inmunolégica terapéutica o
protectora de modo que se potenciara la resistencia a una nueva infeccion aumentara y/o se reducira la gravedad
clinica de la enfermedad. Dicha proteccion se demostrara mediante la reduccién o la ausencia de los sintomas que
normalmente presenta un huésped infectado, un tiempo de recuperacién mas rapido y/o un titulo viral disminuido en
el huésped infectado.

[0038] Los antigenos sintéticos también se incluyen dentro de la definicion, por ejemplo, poliepitopos, epitopos
flanqueantes, y otros antigenos recombinantes o derivados sintéticamente. Los fragmentos inmunogénicos, para los
propdsitos de la presente invencién, normalmente incluiran al menos aproximadamente 3 aminoacidos, al menos
aproximadamente 5 aminoacidos, al menos aproximadamente 10-15 aminoacidos, o aproximadamente 15-25
aminoacidos o mas aminoacidos, de la molécula. No existe un limite superior critico para la longitud del fragmento,
que podria comprender casi la longitud completa de la secuencia de la proteina, o incluso una proteina de fusion que
comprenda al menos un epitopo de la proteina.

[0039] Por consiguiente, una estructura minima de un polinucleétido que expresa un epitopo es que comprende o
consiste esencialmente en o consiste en nucleétidos que codifican un epitopo o determinante antigénico de un
polipéptido del FMDV. Un polinucleétido que codifica un fragmento de un polipéptido del FMDV puede comprender o
consistir esencialmente en o consistir en un minimo de 15 nucleétidos, aproximadamente 30-45 nucleétidos,
aproximadamente 45-75, o al menos 57, 87 o 150 nucledtidos consecutivos o contiguos de la secuencia que codifica
el polipéptido.

[0040] El término "acido nucleico" y "polinucledtido” se refiere a ARN o ADN que es lineal o ramificado, monocatenario
o bicatenario, o un hibrido de los mismos. El término también abarca hibridos de ARN/ADN. Los siguientes son
ejemplos no limitativos de polinucledtidos: un gen o fragmento de gen, exones, intrones, ARNm, ARNt, ARNTr,
ribozimas, ADNc, polinucleétidos recombinantes, polinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN aislado de
cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas de acidos nucleicos y cebadores. Un polinucleétido
puede comprender nucleétidos modificados, tales como nucleétidos metilados y analogos de nucleétidos, uracilo, otros
azucares y grupos de union, tales como fluororibosa y tiolato, y ramas de nucleétidos. La secuencia de nucleétidos se
puede modificar adicionalmente después de la polimerizacion, tal como mediante conjugacion, con un componente de
marcaje. Otros tipos de modificaciones incluidas en esta definicion son los agentes de bloqueo, sustitucion de uno o
mas de los nucledtidos naturales por un analogo, y la introduccion de medios para unir el polinucleétido a proteinas,
iones metalicos, componentes de marcaje, otros polinucledtidos o soporte sélido. Los polinucleétidos se pueden
obtener por sintesis quimica o derivados de un microorganismo.

[0041] EIl término "gen" se utiliza ampliamente para referirse a cualquier segmento de polinucleétido asociado con una
funcién bioldgica. Por lo tanto, los genes incluyen intrones y exones como en la secuencia genémica, o solo las
secuencias de codificacion como en ADNc y/o las secuencias reguladoras requeridas para su expresion. Por ejemplo,
el gen también se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa ARNm o ARN funcional, o codifica una proteina
especifica, y que incluye secuencias reguladoras.
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[0042] Los términos "proteina”, "péptido”, "polipéptido” y "fragmento de polipéptido" se usan indistintamente en el
presente documento para referirse a polimeros de residuos de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede
ser lineal o ramificado, puede comprender aminoacidos modificados o analogos de aminoacidos y puede estar
interrumpido por restos quimicos distintos de los aminoacidos. Los términos también abarcan un polimero de
aminoacidos que ha sido modificado de forma natural o por intervencion; por ejemplo, formacion de enlaces disulfuro,
glicosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion o cualquier otra manipulacion o modificacion, tal como conjugacion
con un marcaje o componente bioactivo.

[0043] EI término "proteina de fusién" o "proteina quimérica”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere
a cualquier proteina recombinante creada a través de la unién de dos o mas genes heterdlogos. La expresion de los
genes heterdlogos da como resultado un tnico polipéptido con propiedades funcionales derivadas de cada una de las
proteinas originales.

[0044] Un componente biologico “aislado” (tal como un acido nucleico o proteina u organulo) se refiere a un
componente que se ha separado sustancialmente o purificado de otros componentes bioldgicos en la célula del
organismo en el que se produce de forma natural el componente, por ejemplo, otros ADN y ARN cromosoémicos y
extracromosomicos, proteinas y organulos. Los acidos nucleicos y las proteinas que se han "aislado" incluyen acidos
nucleicos y proteinas purificados mediante procedimientos de purificacion estandar. El término también incluye acidos
nucleicos y proteinas preparados mediante tecnologia recombinante, asi como sintesis quimica.

[0045] EI término "purificado”, tal como se usa en el presente documento, no requiere pureza absoluta; mas bien, esta
pensado como un término relativo. Asi, por ejemplo, una preparacion de polipéptido purificada es aquella en la que el
polipéptido estda mas enriquecido que el polipéptido en su entorno natural. Es decir, el polipéptido se separa de los
componentes celulares. Por "sustancialmente purificado" se pretende que el polipéptido represente varias
realizaciones al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 95%, o al menos el
98% o mas de los componentes o materiales celulares se han eliminado. Asimismo, el polipéptido se puede purificar
parcialmente. Por "parcialmente purificado" se entiende que se elimina menos del 60% de los componentes o
materiales celulares. Lo mismo se aplica a los polinucleotidos. Los polipéptidos descritos en el presente documento
se pueden purificar mediante cualquiera de los medios conocidos en la técnica.

[0046] Tal como se sefial6é anteriormente, los polipéptidos antigénicos o fragmentos o variantes de los mismos son
polipéptidos antigénicos de FMDV que se producen como proteinas de fusion. Los fragmentos y variantes de los
polinucleétidos y polipéptidos descritos codificados por los mismos también estan incluidos en la presente
invencion. Por "fragmento" se entiende una parte del polinucledtido o una parte de la secuencia de aminoacidos
antigénica codificada por el mismo. Los fragmentos de un polinucleétido pueden codificar fragmentos de proteina que
retienen la actividad biolégica de la proteina nativa y, por tanto, tienen actividad inmunogénica como se indica en otra
parte del presente documento. Los fragmentos de la secuencia polipeptidica conservan la capacidad de inducir una
respuesta inmunitaria protectora en un animal.

[0047] "Variantes" pretende significar secuencias sustancialmente similares. Para polinucleétidos, una variante
comprende una delecion y/o adicidon de uno o mas nucleétidos en uno o mas sitios dentro del polinucleétido nativo y/o
una sustituciéon de uno o mas nucledtidos en uno o mas sitios en el polinucleétido nativo. Tal como se usa en el
presente documento, un polinucleétido o polipéptido "nativo" comprende una secuencia de nucleétidos o una
secuencia de aminoacidos de origen natural, respectivamente. Las variantes de un polinucleétido particular de la
invencion (es decir, el polinucledtido de referencia) también pueden evaluarse mediante la comparacion del porcentaje
de identidad de secuencia entre el polipéptido codificado por un polinucleétido variante y el polipéptido codificado por
el polinucleétido de referencia. Proteina "variante" significa una proteina derivada de la proteina nativa por delecién o
adiciéon de uno o mas aminoacidos en uno o mas sitios en la proteina nativa y/o sustitucion de uno o mas aminoacidos
en uno o mas sitios en la proteina nativa. Las proteinas variantes abarcadas por la presente invenciéon son
bioldgicamente activas, es decir, tienen la capacidad de provocar una respuesta inmune.

[0048] En un aspecto, la presente invencién proporciona polipéptidos del FMDV de ovino, bovino, caprino o porcino. En
otro aspecto, se describe en el presente documento un polipéptido que tiene una secuencia como se indica en las
SEQID NO: 2,4, 6, 8,10, 12y 14, y una variante o fragmento de las mismas.

[0049] Ademas, en el presente documento se describen homadlogos de polipéptidos del FMDV de ovinos, bovinos,
caprinos o porcinos. Tal como se usa en el presente documento, el término "homdlogos" incluye ortélogos, analogos
y paralogos. El término "analogos" se refiere a dos polinucleétidos o polipéptidos que tienen la misma funciéon o similar,
pero que han evolucionado por separado en organismos no relacionados. El término "ortélogos" se refiere a dos
polinucledtidos o polipéptidos de diferentes especies, pero que han evolucionado a partir de un gen ancestral comuin
por especiacion. Normalmente, los ortélogos codifican polipéptidos que tienen funciones iguales o similares. El término
"paralogos" se refiere a dos polinucleétidos o polipéptidos que estan relacionados por duplicacion dentro de un
genoma. Los paralogos suelen tener diferentes funciones, pero estas funciones pueden estar relacionadas. Analogos,
ortélogos y paralogos de un polipéptido de FMDV de tipo salvaje pueden diferir del polipéptido de FMDV de tipo salvaje
por modificaciones postraduccionales, por diferencias en la secuencia de aminoacidos o por ambos. En particular, los
homologos descritos en el presente documento generalmente exhibiran al menos 80-85%, 85-90%, 90-95% o 95%,
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96%, 97%, 98%, 99% de identidad de secuencia, con toda o parte de las secuencias de polinucleétidos o FMDV de
tipo salvaje, y exhibiran una funcion similar. Las variantes incluyen variantes alélicas. El término "variante alélica" se
refiere a un polinucleétido o polipéptido que contiene polimorfismos que conducen a cambios en las secuencias de
aminoacidos de una proteina y que existen dentro de una poblacion natural (por ejemplo, una especie o variedad de
virus). Tales variaciones alélicas naturales pueden dar como resultado tipicamente una variacion del 1 al 5% en un
polinucleétido o polipéptido. Las variantes alélicas se pueden identificar secuenciando la secuencia de acido nucleico
de interés en varias especies diferentes, lo que se puede realizar facilmente usando sondas de hibridacién para
identificar el mismo locus genético en esas especies. En el presente documento se describen todas y cada una de
dichas variaciones de acido nucleico y polimorfismos o variaciones de aminoacidos resultantes que son el resultado
de una variacion alélica natural y que no alteran la actividad funcional del gen de interés.

[0050] En el presente documento se describe que el antigeno de FMDV se fusiona a un E2 de Geobacillus
stearothermophilus.

[0051] Tal como se usa en el presente documento, el término "derivado” o "variante" se refiere a un polipéptido, o un
acido nucleico que codifica un polipéptido, que tiene una o mas variaciones conservadoras de aminoacidos u otras
modificaciones menores de manera que (1) el polipéptido correspondiente tiene sustancialmente una funcion
equivalente cuando se compara con el polipéptido de tipo salvaje o (2) un anticuerpo generado contra el polipéptido
es inmunorreactivo con el polipéptido de tipo salvaje. Estas variantes o derivados incluyen polipéptidos que tienen
modificaciones menores de las secuencias de aminoacidos primarias del polipéptido de FMDV que pueden dar como
resultado péptidos que tienen una actividad sustancialmente equivalente en comparacion con el polipéptido homélogo
no modificado. Tales modificaciones pueden ser deliberadas, como por mutagénesis dirigida al sitio, o pueden ser
espontaneas. El término "variante" contempla ademas deleciones, adiciones y sustituciones en la secuencia, siempre
que el polipéptido funcione para producir una respuesta inmunoldgica, tal como se define en el presente documento.

[0052] EI término "variacidn conservativa" indica el reemplazo de un residuo de aminoacido por otro residuo
biolégicamente similar, o la sustitucion de un nucleétido en una secuencia de acido nucleico de tal manera que el
residuo de aminoacido codificado no cambia o es otro residuo biolégicamente similar. A este respecto, las sustituciones
particularmente preferidas seran generalmente de naturaleza conservadora, tal como se describié anteriormente.

[0053] Los polinucleodtidos de la divulgacion incluyen secuencias que estan degeneradas como resultado del cédigo
genético, por ejemplo, el uso de codones optimizados para un huésped especifico. Tal como se usa en el presente
documento, "optimizado" se refiere a un polinucledtido que se modifica genéticamente para aumentar su expresion en
una especie determinada. Para proporcionar polinucleétidos optimizados que codifican polipéptidos del FMDV, la
secuencia de ADN del gen de la proteina de FMDV se puede modificar para 1) comprender codones preferidos por
genes altamente expresados en una especie particular; 2) comprender un contenido de A + T o G + C en la
composicion de bases de nucleétidos al que se encuentra sustancialmente en dicha especie; 3) formar una secuencia
de iniciacién de dicha especie; o 4) eliminar secuencias que provocan desestabilizacion, poliadenilacién inapropiada,
degradacion y terminacion del ARN, o que forman horquillas de estructura secundaria o sitios de empalme de ARN. Se
puede lograr una mayor expresion de la proteina del FMDV en dicha especie utilizando la frecuencia de distribucion
del uso de codones en eucariotas y procariotas, o en una especie particular. El término "frecuencia de uso de codones
preferidos” se refiere a la preferencia exhibida por una célula huésped especifica en el uso de codones de nucleétidos
para especificar un aminoacido dado. Hay 20 aminoacidos naturales, la mayoria de los cuales estan especificados por
mas de un codon. Por lo tanto, todas las secuencias de nucleétidos degeneradas se incluyen en la divulgacion siempre
que la secuencia de aminoacidos del polipéptido del FMDV codificada por la secuencia de nucleétidos permanezca
funcionalmente inalterada.

[0054] La identidad de secuencia entre dos secuencias de aminoacidos puede establecrse por “blast” por parejas y la
matriz blosum62 del NCBI (National Center for Biotechnology Information), utilizando los parametros estandar (véase,
por ejemplo, el algoritmo BLAST o BLASTX disponible en el servidor de "National Center for Biotechnology Information"
(NCBI, Bethesda, Md., EE. UU.), asi como en Altschul et al.; y por lo tanto, el presente documento habla del uso del
algoritmo o BLAST o BLASTX y la matriz BLOSUMG62 con el término "blasts").

[0055] La "identidad" con respecto a las secuencias puede referirse al nimero de posiciones con nucleétidos o
aminoacidos idénticos dividido por el nimero de nucleétidos o aminoacidos en la mas corta de las dos secuencias, en
la que el alineamiento de las dos secuencias se puede determinar de acuerdo con el algoritmo de Wilbur y Lipman
(Wilbur y Lipman), por ejemplo, utilizando un tamafio de ventana de 20 nucleétidos, una longitud de palabra de 4
nucledtidos y una penalizacion por espacio de 4, y el analisis e interpretacion asistidos por ordenador de los datos de
la secuencia, incluida la alineacion, pueden realizarse convenientemente utilizando programas disponibles
comercialmente (por ejemplo, Intelligenetics ™ Suite, Intelligenetics Inc. CA). Cuando se dice que las secuencias de
ARN son similares, o tienen un grado de identidad de secuencia u homologia con secuencias de ADN, la timidina (T)
en la secuencia de ADN se considera igual al uracilo (U) en la secuencia de ARN. Por tanto, las secuencias de ARN
estan dentro del alcance de la invencion y pueden derivarse de secuencias de ADN, considerandose la timidina (T) en
la secuencia de ADN igual al uracilo (U) en las secuencias de ARN.
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[0056] La identidad de secuencia o similitud de secuencia de dos secuencias de aminoacidos, o la identidad de
secuencia entre dos secuencias de nucleétidos se puede determinar usando el paquete de software Vector NTI
(Invitrogen, 1600 Faraday Ave., Carlsbad, CA).

[0057] Las reacciones de hibridacion se pueden realizar en condiciones de diferente "rigurosidad"”. Las condiciones
que aumentan la rigurosidad de una reaccion de hibridacion son bien conocidas. Véase, por ejemplo, "Molecular
Cloning: A Laboratory Manual", segunda edicion (Sambrook et al., 2014).

[0058] La presente invencién abarca ademas los polinucleétidos del FMDV contenidos en una molécula de vector o
un vector de expresion y unidos operativamente a un elemento promotor y opcionalmente a un potenciador.

[0059] Un "vector" se refiere a un plasmido o virus de ADN o ARN recombinante que comprende un polinucleétido
heterdélogo para ser suministrado a una célula diana, ya sea in vitro o in vivo. El polinucleétido heterélogo puede
comprender una secuencia de interés con fines de prevencion o terapia y, opcionalmente, puede estar en forma de un
casete de expresion. Tal como se usa en el presente documento, un vector no necesita ser capaz de replicarse en la
célula o sujeto diana final. El término incluye vectores de clonacion y vectores virales.

[0060] EI término "recombinante” significa un polinucledtido semisintético, o de origen sintético, que o bien no se
produce en la naturaleza o esta unido a otro polinucleétido en una disposiciéon no encontrada en la naturaleza.

[0061] "Heterdlogo" significa derivado de una entidad genéticamente distinta del resto de la entidad a la que se esta
comparando. Por ejemplo, un polinucleétido puede colocarse mediante técnicas de ingenieria genética en un plasmido
o vector derivado de una fuente diferente, y es un polinucleétido heterélogo. Un promotor eliminado de su secuencia
codificante nativa y unido operativamente a una secuencia codificante distinta de la secuencia nativa es un promotor
heterdélogo.

[0062] En el presente documento se describen vacunas o composiciones farmacéuticas o inmunolégicas de ovinos,
bovinos, caprinos y porcinos que pueden comprender una cantidad eficaz de antigenos del FMDV y un portador,
excipiente, adyuvante o vehiculo farmacéutica o veterinariamente aceptable.

[0063] La materia descrita en el presente documento esta dirigida, en parte, a composiciones y procedimientos
relacionados con el antigeno del FMDV preparado como una proteina de fusién o proteina quimeérica que era altamente
inmunogénica y protegia animales contra la exposicion a cepas del FMDV homologas y heterdlogas.

Composiciones

[0064] En el presente documento se describe una vacuna o composiciéon contra el FMDV que puede comprender una
cantidad eficaz de un antigeno del FMDV y un portador, excipiente, adyuvante o vehiculo farmacéutica o
veterinariamente aceptable. En una realizacion, el antigeno del FMDV se expresa como una proteina de fusion o
proteina quimérica con E2 de Geobacillus stearothermophilus.

[0065] En el presente documento se describe una proteina quimérica o de fusién que comprende un antigeno del
FMDV.

[0066] En una realizacion, la materia que se describe en el presente documento se refiere a una vacuna o composicion
de la invencion que comprende un antigeno del FMDV fusionado a E2 de Geobacillus stearothermophilus.

[0067] En una realizacion, la materia que se describe en el presente documento se refiere a una vacuna o composicion
de la invencién que comprende una proteina de fusion o quimérica de FMDV y E2 producida en procariotas o
eucariotas. En el presente documento se describe cualquier polipéptido, antigeno, epitopo o inmunégeno del FMDV
que provoca una respuesta inmunogénica en un animal, tal como un ovino, bovino, caprino o porcino. El polipéptido,
antigeno, epitopo o inmunogeno del FMDV puede ser cualquier polipéptido, antigeno, epitopo o inmunégeno del
FMDV, tal como, sin limitacién, una proteina, péptido o fragmento del mismo, que provoca, induce o estimula una
respuesta en un animal, tal como ovino, bovino, caprino o porcino.

[0068] En una realizacion, el antigeno del FMDV de la presente invencion puede ser un antigeno sintético disefiado a
partir de la alineacion de secuencias. Se describieron multiples epitopos B y T en la proteina de la capside VP1 de la
FMD. Se ha demostrado que un polipéptido sintético correspondiente a la fusidon de un epitopo T y dos epitopos B del
serotipo Asia induce una respuesta protectora (Ren et al., Vaccine 2011). Después de la alineacién de secuencias, se
podria definir un polipéptido equivalente para todos los demas serotipos. En el presente documento se describe el
antigeno del FMDV puede ser un polipéptido VP1. En el presente documento se describe que el antigeno del FMDV
puede ser un polipéptido P1-3C. En el presente documento se describe que el antigeno del FMDV puede ser Pl solo
o P1-2A/2B1. En el presente documento se describe que el antigeno del FMDV puede ser VP0-VP3. En el presente
documento se describe que el antigeno del FMDV puede ser VP4-VP2. En el presente documento se describe que el
antigeno del FMDV puede ser 3C.
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[0069] En el presente documento se describe que el antigeno o polipéptido o proteina de FMDV es una proteina de
fusion o quimérica. En el presente documento se describe que el antigeno o polipéptido o proteina del FMDV se fusiona
con el dominio catalitico C-terminal del nicleo de E2 de Geobacillus stearothermophilus.

[0070] En ofra realizacion, el antigeno del FMDV de la invencién puede ser derivada de las cepas de FMDV O1 Manisa,
O1 BFS o Campos, A24 Cruzeiro, Asia 1 Shamir, A Iran'96, A22 Iraq, SAT2 Arabia Saudita.

[0071] La presente invenciodn se refiere a una vacuna contra FMDV que puede comprender una cantidad eficaz de un
antigeno o proteina de FMDV recombinante o de fusién o quimérica o proteina y un portador, adyuvante, excipiente,
o vehiculo farmacéutica o veterinariamente aceptable.

[0072] En el presente documento se describe que el antigeno de FMDV es una proteina de fusién o quimérica de
FMDV y E2. La proteina de fusién o quimérica de FMDV-E2 puede producirse en procariotas o eucariotas. En ofra
realizacion, el portador, adyuvante, excipiente o vehiculo farmacéutica o veterinariamente aceptable puede ser una
emulsion de agua en aceite. En ofra realizacion, el portador, adyuvante, excipiente o vehiculo farmacéutica o
veterinariamente aceptable puede ser una emulsion de aceite en agua. En oftra realizacion, la emulsion de agua en
aceite puede ser una emulsion triple de agua/aceite/agua (W/O/W).

[0073] En el presente documento se describen los polinucleédtidos del FMDV contenidos en una molécula de vector o
un vector de expresion y unidos operativamente a un elemento promotor y opcionalmente a un potenciador.

[0074] En el presente documento se describen polipéptidos del FMDV, particularmente polipéptidos de ovinos, bovinos,
caprinos o porcinos, que tienen una secuencia indicada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 o 14, y una variante o
fragmento de las mismas.

[0075] En el presente documento se describe un polipéptido que tiene al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%,
al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia con un polipéptido
antigénico de la invencion, particularmente con el polipéptido que tiene una secuencia indicada en SEQ ID NO: 2, 4,
6, 8, 10, 12 0 14.

[0076] En el presente documento se describen fragmentos y variantes de los polipéptidos de FMDV identificados
anteriormente (SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14) que pueden ser preparados facilmente por un experto en la técnica
utilizando técnicas de biologia molecular bien conocidas.

[0077] En el presente documento se describe una proteina quimérica o de fusion que comprende el antigeno del FMDV
y el dominio E2 de Geobacillus stearothermophilus. La proteina de fusion o quimérica de FMDV-E2 puede comprender
un polipéptido que tiene al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%,
96%, 97%, 98 % 0 99% de identidad de secuencia con un polipéptido que tiene la secuencia indicada en SEQ ID NO:
6, 10 0 14.

[0078] Las variantes son polipéptidos homologos que tienen una secuencia de aminoacidos con una identidad de al
menos 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, o0 99% con la secuencia de aminoacidos indicada en SEQ ID NO:
2,4,6,8,10,12y 14,

[0079] Un fragmento inmunogénico de un polipéptido de FMDV incluye al menos 8, 10, 15, o 20 aminoacidos
consecutivos, al menos 21 aminoacidos, al menos 23 aminoacidos, al menos 25 aminoacidos, o al menos 30
aminoacidos de un polipéptido de FMDV que tiene una secuencia indicada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12y 14, o
variantes de las mismas. En el presente documento se describe un fragmento de un polipéptido de FMDV que incluye
un epitopo antigénico especifico que se encuentra en un polipéptido de FMDV.

[0080] En el presente documento se describe un polinucleétido que codifica un polipéptido de FMDV, tal como un
polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene una secuencia indicada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12y 14. En
el presente documento se describe un polinucleétido que codifica un polipéptido que tiene al menos 70%, al menos
75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia
con un polipéptido que tiene una secuencia indicada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 14, o una variante conservadora,
una variante alélica, un homdlogo o un fragmento inmunogénico que comprende al menos ocho o al menos diez
aminoacidos consecutivos de uno de estos polipéptidos, o una combinacién de estos polipéptidos.

[0081] En el presente documento se describe un polinucleétido que codifica una proteina de fusién o quimérica FMDV-
E2 que tiene al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, 96% , 97%,
98% 0 99% de identidad de secuencia con un polipéptido que tiene una secuencia indicada en SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8,
10,12y 14.

[0082] En el presente documento se describe un polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétidos indicada en

SEQIDNO:1,3,5,7,9, 11y 13, o una variante de las mismas. En el presente documento se describe un polinucleétido
que tiene al menos 70%, al menos 75%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 95%,
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96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia con un polinucleétido que tiene una secuencia indicada en SEQ ID
NO: 1, 3,5,7,9, 11y 13, o una variante de las mismas.

[0083] En el presente documento se describen las secuencias de la proteina E2 (SEQ ID NO: 4) y de ADN (SEQ ID
NO: 3), y la secuencia del enlazador E2 (SEQ ID NO: 15).

[0084] Los polinucleétidos como se describen en el presente documento pueden comprender secuencias adicionales,
tales como secuencias de codificacidon adicionales dentro de la misma unidad de transcripcion, elementos de control,
tales como promotores, sitios de unién a ribosoma, 5'UTR, 3'UTR, terminadores de transcripcién, sitios de
poliadenilacion, unidades de transcripcion adicionales bajo el control del mismo promotor o de un promotor diferente,
secuencias que permiten la clonacion, expresion, recombinacion homéloga y transformacion de una célula huésped,
y cualquier construccion que pueda ser deseable como se describe en el presente documento.

[0085] Los elementos para la expresion de un polipéptido, antigeno, epitopo o inmundgeno del FMDV estan presentes
de manera ventajosa en un vector de la invencion. De manera minima, comprende, consiste esencialmente en, o
consiste en un coddn de iniciacion (ATG), un codon de terminacion y un promotor, y opcionalmente también una
secuencia de poliadenilacion para ciertos vectores, tales como plasmidos y ciertos vectores virales, por ejemplo,
vectores virales distintos los virus de la viruela (“poxvirus”). Cuando el polinucleétido codifica un fragmento de
poliproteina, por ejemplo, un péptido de FMDV, ventajosamente en el vector, se coloca un ATG en 5' del marco de
lectura y un codon de terminacion en 3'. Pueden estar presentes otros elementos para controlar la expresion, tales
como secuencias potenciadoras, secuencias estabilizadoras, tales como secuencias de intrones y sefales que
permiten la secrecion de la proteina.

[0086] La presente invencion también se refiere a composiciones que comprenden vectores, tales como vectores de
expresion, por ejemplo, composiciones terapéuticas. Las composiciones de la presente invencion pueden comprender
uno o mas vectores, por ejemplo, vectores de expresion, tales como vectores de expresion in vivo, que comprenden y
expresan uno o mas polipéptidos, antigenos, epitopos o inmunégenos del FMDV. En una realizacion, el vector
contiene y expresa un polinucleétido que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en un polinucledtido que
codifica (y que expresa ventajosamente) un antigeno, epitopo o inmunégeno del FMDV, en un portador, excipiente,
adyuvante o vehiculo farmacéutica o veterinariamente aceptable, o vehiculo. Asi, segin una realizaciéon de la
invencidn, el otro vector o vectores en las composiciones comprenden, consisten esencialmente en o consisten en un
polinucleétido que codifica, y en circunstancias apropiadas, el vector expresa una o mas de otras proteinas de un
polipéptido, antigeno, epitopo o inmundégeno del FMDV, o un fragmento del mismo.

[0087] En el presente documento se describe el vector o vectores que comprenden, o consisten esencialmente en, o
consisten en el polinucleétido o polinucleétidos que codifican E2 de Geobacillus stearothermophilus.

[0088] Segun otra realizacion de la invencion, el vector de expresion es un vector plasmido o un vector plasmido de
ADN, en particular un vector de expresion in vivo en procariotas o eucariotas. En un ejemplo especifico, no limitante,
pET30a, pET30b y pET30c (Novagen) se pueden utilizar como vector para la insercion de una secuencia
polinucleotidica. Los vectores pET-30a-c llevan un promotor T7 y una configuracion His < Tag/trombina/S e
Tag/enteroquinasa N-terminal mas una secuencia His ¢« Tag C-terminal opcional. En otro ejemplo no limitante, el
plasmido pVR1020 o0 1012 (VICAL Inc .; Luke et al., 1997; Hartikka et al., 1996, véanse, por ejemplo, las Patentes de
EE.UU. Nos. 5.846.946 y 6.451.769) se puede utilizar como vector para la inserciéon de una secuencia de
polinucledtidos. El plasmido pVR1020 se deriva de pVR1012 y contiene la secuencia sefial de tPA humana. En una
realizacion, la sefial de tPA humana comprende desde el aminoacido M(1) hasta el aminoacido S(23) en Genbank con
el numero de acceso HUMTPA14. En otro ejemplo especifico, no limitante, el plasmido utilizado como vector para la
insercion de una secuencia de polinucleétidos puede contener la secuencia del péptido sefal de IGF1 equino desde
el aminoacido M(24) al aminoacido A(48) en Genbank bajo en nimero de acceso U28070. Se encuentra informacion
adicional sobre plasmidos de ADN que pueden consultarse o emplearse en la practica, por ejemplo, en las Patentes
de Estados Unidos N° 6.852.705; 6,818,628; 6,586,412; 6,576,243; 6,558,674 6,464,984; 6,451,770; 6.376.473 y
6.221.362.

[0089] El término plasmido cubre cualquier unidad de transcripcion de ADN que comprende un polinucleétido de
acuerdo con la invencion y los elementos necesarios para su expresion in vivo en una célula o células del huésped o
diana deseada;y, a este respecto, cabe indicar que se pretende que un plasmido circular superenrollado o no
superenrollado, asi como una forma lineal, estén dentro del alcance de la invencion.

[0090] Cada plasmido comprende o contiene o consiste esencialmente en, ademas del polinucleétido que codifica un
antigeno, epitopo o inmunoégeno del FMDV, opcionalmente fusionado con una secuencia de péptido heterélogo,
variante, analogo o fragmento, unido operativamente a un promotor o bajo el control de un promotor o dependiente de
un promotor. En general, es ventajoso emplear un promotor fuerte funcional en células eucariotas. El promotor fuerte
puede ser, pero no limitado a, el promotor temprano inmediato de citomegalovirus (CMV-IE) de origen humano o
murino, u opcionalmente que tenga otro origen, tal como la rata o la cobaya, el Super promotor (Ni, M. et al., Plant J.
7, 661-676, 1995.). El promotor CMV-IE puede comprender la parte promotora real, que puede estar asociada o no
con la parte potenciadora. Se puede hacer referencia a EP-A-260148, EP-A-323 597, Patentes de Estados Unidos

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 899 230 T3

Nos. 5.168.062, 5.385.839 y 4.968.615, asi como a la Solicitud PCT No WO87/03905. El promotor CMV-IE es
ventajosamente un CMV-IE humano (Boshart et al., 1985, Cell 41 (2): 521-30) o CMV-IE murino.

[0091] En términos mas generales, el promotor tiene un origen viral, una planta o un origen celular. Un promotor viral
fuerte distinto del CMV-IE que puede emplearse de manera Util en la practica de la invenciéon es el promotor
temprano/tardio del virus SV40 o el promotor LTR del virus del sarcoma de Rous. Un promotor celular fuerte que puede
emplearse de manera Util en la practica de la invencion es el promotor de un gen del citoesqueleto, tal como por
ejemplo el promotor de desmina (Kwissa et al., 2000, Vaccine 18 (22): 2337-44), o el promotor de actina (Miyazaki et
al., 1989, Gene 79 (2): 269-77).

[0092] En cuanto a la sefial de poliadenilacion (A poli) para los plasmidos y vectores virales distintos de los poxvirus,
se puede hacer uso de la sefial de poli (A) del gen de la hormona de crecimiento bovina (bGH) (véase el documento
US 5.122.458), o la sefial poli (A) del gen de la B-globina de conejo o la sefial poli (A) del virus SV40.

[0093] Una "célula huésped" indica una célula procariota o eucariota que ha sido alterada genéticamente, o es capaz
de ser alterada genéticamente mediante la administracion de un polinucleotido exdgeno, tal como un plasmido o vector
recombinante. Cuando se hace referencia a células genéticamente alteradas, el término se refiere tanto a la célula
originalmente alterada como a la progenie de la misma.

[0094] Las procariotas contempladas en la presente invencion pueden incluir Avibacterium, Brucella, Escherichia coli,
Haemophilus (por ejemplo, Haemophilus suis), Salmonella (por ejemplo, Salmonella Enteridis, Salmonella
typhimurium, Salmonella infantis), Lactococcus lactis, Lactobacillus, Shigella, Pasteurella, y Rimeirella.

[0095] En los sistemas procariotas, se puede seleccionar un conjunto de vectores de expresion. Dichos vectores
incluyen, pero no se limitan a, los vectores de expresion y clonacion de E. coli multifuncionales, tales como los vectores
PBLUESCRIPT (Stratagene) y pET (Novagen); vectores piN (Van Heeke y Schuster, J. Biol. Chern. 264: 5503-5509
(1989)); y similares; Vectores PGEX (Promega, Madison, Wis.). En sistemas eucariotas, las lineas celulares pueden
ser levaduras (tales como Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris), células de baculovirus, células de mamiferos,
células vegetales. Los vectores de expresion de sistemas eucariotas incluyen, pero no se limitan a, vectores pVR1020
o pVT1012 (Vical Inc., San Diego, CA), PichiaPink Vector (Invitrogen, CA, EE.UU.), vector pFasBac TOPO (Invitrogen).

Procedimientos de uso y procedimientos de fabricacion.

[0096] En el presente documento se describe un procedimiento para producir o preparar un polipéptido antigénico o
antigeno. El procedimiento comprende las etapas de: i) unir un polinucleétido que codifica el antigeno a un
polinucleétido que codifica una proteina EZ2; ii) expresar la proteina de fusion en un huésped,; y iii) aislar la proteina de
fusién del huésped. En una realizacion, el antigeno esta unido al extremo N-terminal de E2. En el presente documento
se describe que la proteina E2 es de Geobacillus stearothermophilus.

[0097] En el presente documento se describe un procedimiento para vacunar a un ovino, bovino, caprino o porcino
que comprende administrar al ovino, bovino, caprino o porcino una cantidad eficaz de una vacuna que puede
comprender una cantidad eficaz de un antigeno o proteina del FMDV recombinante o de fusién o quimérico. y un
portador, excipiente, adyuvante o vehiculo farmacéutica o veterinariamente aceptable.

[0098] En el presente documento el procedimiento comprende una Unica administracion de una composicién de
vacuna formulada con una emulsién segun la invencion. Por ejemplo, tal como se describe en el presente documento,
la composicion inmunoldgica o de vacuna comprende antigenos del FMDV, incluidos polipéptidos y VLP (particulas
similares a virus), mientras que una realizacion alternativa proporciona una vacuna que comprende las proteinas de
fusion o quiméricas FMDV-E2. La microscopia electrénica indica que las proteinas de fusiéon o quiméricas FMDV-E2
producen particulas de FMDV-E2 que se asemejan a viriones o VLP de FMDV auténticos y, por tanto, las
composiciones inmunoldgicas o de vacuna segun la presente invencién abarcan las que comprenden particulas de
FMDV-E2.

[0099] En el presente documento se describe un procedimiento para vacunar a un ovino, bovino, caprino o porcino
que comprende administrar al ovino, bovino, caprino o porcino un antigeno del FMDV de ovino, bovino, caprino o
porcino. En el presente documento se describe un procedimiento para provocar una respuesta inmune que comprende
administrar al ovino, bovino, caprino o porcino una vacuna que comprende un antigeno del FMDV de ovino, bovino,
caprino o porcino. En el presente documento se describe un procedimiento para proteger y/o prevenir enfermedades
en un ovino, bovino, caprino o porcino que comprende administrar al ovino, bovino, caprino o porcino una vacuna que
comprende un antigeno del FMDV de ovino, bovino, caprino o porcino.

[0100] La administracion puede ser por via subcutanea o intramuscular. La administracion puede realizarse sin aguja
(por ejemplo, Pigjet o Bioject).

[0101] En una realizacién de la invencion, se puede utilizar un régimen de sensibilizacion-refuerzo, que se compone
de al menos una administracion primaria y al menos una administracion de refuerzo usando al menos un polipéptido,
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antigeno, epitopo o inmundgeno comun. Normalmente, la composicion inmunoldgica o vacuna utilizada en la
administracion primaria es de naturaleza diferente a las utilizadas como refuerzo. Sin embargo, cabe indicar que se
puede usar la misma composicién como administracion primaria y refuerzo. Este protocolo de administracion se llama
"sensibilizacién-refuerzo”.

[0102] Una sensibilizacion-refuerzo de acuerdo con la presente invencién puede incluir un vector viral recombinante
que se usa para expresar una secuencia codificante del FMDV o fragmentos de la misma que codifican un polipéptido
antigénico o fragmento o variante del mismo. Especificamente, el vector viral puede expresar un gen de FMDV o un
fragmento del mismo que codifica un polipéptido antigénico. Los vectores virales contemplados en este documento
incluyen, pero no se limitan a, virus de la viruela [por ejemplo, virus vaccinia o virus vaccinia atenuado, virus de la
viruela aviar o virus de la viruela aviar atenuado (por ejemplo, viruela del canario, viruela aviar, viruela de tértola, viruela
de la paloma, viruela de codorniz, ALVAC, TROVAC; véase, por ejemplo, US 5.505.941, US 5,494,8070), virus de la
viruela del mapache, virus de la viruela porcina, etc.], adenovirus (por ejemplo, adenovirus humano, adenovirus
canino), virus del herpes (por ejemplo, virus del herpes canino, virus del herpes de pavo, virus de la enfermedad de
Marek, virus de laringotraqueitis infecciosa, herpesvirus felino, virus de la laringotraqueitis (ILTV), virus del herpes
bovino, virus del herpes porcino), baculovirus, retrovirus, etc. En otra realizacion, el vector de expresion de la viruela
aviar puede ser un vector de viruela del canario, tal como, ALVAC. En otra realizacion, el vector de expresion de la
viruela aviar (avipox) puede ser un vector de la viruela aviar (fowlpox), tal como, TROVAC. El antigeno del FMDV de
la invencion que se va a expresar se inserta bajo el control de un promotor de virus de la viruela especifico, por ejemplo,
el promotor 42K del entomopoxvirus Amsacta moorei (Barcena, et al. 2000, J Gen Virol 81 (Pt 4): 1073-85), el promotor
de vaccinia 7,5 kDa (Cochran et al., 1985, J Virol 54 (1): 30-7), el promotor de vaccinia I3L (Riviere et al., 1992, J Virol
66 (6): 3424-34), el promotor de vaccinia HA (Shida, 1986, Virology 150 (2): 451-62), el promotor de la viruela de vaca
ATI (Funahashi et al., 1988, J Gen Virol 69 (Pt 1): 35-47), el promotor de vaccinia H6 (Taylor et al., 1988, Vaccine 6
(6): 504-8; Guo et al., 1989, J Virol 63 (10): 4189-98; Perkus et al., 1989, J Virol 63 (9): 3829-36), entre otros.

[0103] En otra realizacién, el vector de expresion de la viruela aviar puede ser un vector de viruela del canario, tal
como, ALVAC. El antigeno, epitopo o inmunégeno del FMDV puede ser P1-3C del FMDV. El vector viral para expresar
el antigeno del FMDV puede ser un virus de la viruela del canario, tal como vCP2186, vCP2181 o vCP2176, o un virus
de la viruela aviar, tal como vFP2215 (véase el documento US 7.527.960), o un adenovirus (US2016/0220659).

[0104] Una sensibilizacion-refuerzo de acuerdo con la presente invencion pueden incluir un antigeno o proteina de
FMDV recombinante producida en las plantas o algas (véase el documento US 2011/0236416), o células de insecto
(US2016/0220659).

[0105] En otro aspecto del protocolo de sensibilizacién-refuerzo de la invencién, se administra una composicién que
comprende el antigeno del FMDV de la invencion seguida de la administracion de una vacuna o composicion que
comprende un vector viral recombinante que contiene y expresa el antigeno del FMDV in vivo, o una vacuna viral
inactivada o composicion que comprende el antigeno del FMDV, o una vacuna o composicion de plasmido de ADN
que contiene o expresa el antigeno del FMDV, o un antigeno recombinante del FMDV producido en células de plantas,
algas o insectos. Asimismo, un protocolo de sensibilizacién-refuerzo puede comprender la administracion de una
vacuna o composicion que comprenda un vector viral recombinante que contiene y expresa un antigeno del FMDV in
vivo, 0 una vacuna viral inactivada o composicién que comprenda un antigeno del FMDV, o una vacuna o composicion
de plasmido de ADN que contiene o expresa un antigeno del FMDV, o un antigeno del FMDV recombinante producido
en células de plantas, algas o insectos, seguido de la administracion de una composicion que comprende el antigeno
del FMDV de la invencién. Cabe sefialar ademas que tanto la administracion primaria como la secundaria pueden
comprender la composicion que comprende el antigeno del FMDV de la invencion.

[0106] Un protocolo de sensibilizacion-refuerzo comprende al menos una administracion de sensibilizacion y al menos
una administracion de refuerzo usando al menos un polipéptido comun y/o variantes o fragmentos del mismo. La
vacuna utilizada en la administracion de sensibilizacion puede ser de naturaleza diferente a las utilizadas como vacuna
de refuerzo posterior. La administracion de sensibilizacion puede comprender una o mas administraciones. De manera
similar, la administracion de refuerzo puede comprender una o mas administraciones.

[0107] El volumen de dosis de composiciones de especies diana que son mamiferos, por ejemplo, el volumen de dosis
de composiciones para ovinos, bovinos, caprinos o porcinos, basados en vectores virales, por ejemplo, composiciones
basados en vectores virales no virus de la viruela (“poxvirus”), es generalmente de entre aproximadamente 0,1 y
aproximadamente 5,0 ml, entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 3,0 ml y entre aproximadamente 0,5 ml y
aproximadamente 2,5 ml.

[0108] La eficacia de las vacunas puede ser probada alrededor de 2 a 4 semanas después de la Ultima inmunizacién
mediante la exposicion de los animales, tales como ovinos, bovinos, caprinos o porcinos, a una cepa virulenta de
FMDV, ventajosamente las cepas de FMDV O1 Manisa, O1 BFS o Campos, A24 Cruzeiro, Asia 1 Shamir, A Iran *96,
A22 Iraq, SAT2 Saudi Arabia.

[0109] Otras cepas adicionales pueden incluir las cepas del FMDV A10-61, A5, A12, A24/Cruzeiro, C3/Indaial, O1, C1-
Santa Pau, C1-C5, A22/550/Azerbaijan/65, SAT1-SAT3, A, A/TNC/71/94, A/IND/2/68, A/IND/3/77, A/IND/5/68,
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AJIND/7/82, A/IND/16/82, A/IND/17/77, AJIND/17/82, A/IND/19/76, A/IND/20/82, A/IND/22/82, A/IND/25/81,
AJIND/26/82, A/IND/54/79, A/IND/57/79, AJ/IND/73/79, A/IND/85/79, A/IND/86/79, A/APA/25/84, A/APN/41/84,
AJAPS/44/05, A/APS/50/05, A/APS/55/05, A/APS/66/05, A/APS/68/05, A/BIM/46/95, A/IGUM/33/84, A/ORS/66/84,
AJORS/75/88, A/ITNAN/60/947/Asia/1, A/IRN/O5, Asia/IRN/05, O/HK/2001, O/UKG/3952/2001, O/UKG/4141/2001,
O/UKG/7039/2001, O/UKG/9161/2001, O/UKG/7299/2001, O/UKG/4014/2001, O/UKG/4998/2001,
O/UKG/9443/2001, O/UKG/5470/2001, O/UKG/5681/2001, O/ES/2001, HKN/2002, O5India, O/BKF/2/92, K/37/84/A,
KEN/1/76/A, GAM/51/98/A, A10/Holanda, O/KEN/1/91, O/IND49/97, O/IND65/98, O/IND64/98, O/IND48/98,
O/IND47/98, O/IND82/97, O/IND81/99, O/IND81/98, O/IND79/97, O/IND78/97, O/IND75/97, O/IND74/97, O/IND70/97,
O/IND66/98, O/IND63/97, O/IND61/97, O/IND57/98, O/IND56/98, O/IND55/98, O/IND54/98, O/IND469/98,
O/IND465/97, O/IND464/97, O/IND424/97, O/IND423/97, O/IND420/97, O/IND414/97, O/IND411/97, O/IND410/97,
O/IND409/97, O/IND407/97, O/IND399/97, O/IND39/97, O/IND391/97, O/IND38/97, O/IND384/97, O/IND380/97,
O/IND37/97, O/IND352/97, O/IND33/97, O/IND31/97, O/IND296/97, O/IND23/99, O/IND463/97, O/IND461/97,
O/IND427/98, O/IND28/97, O/IND287/99, O/IND285/99, O/IND282/99, O/IND281/97, O/IND27/97, O/IND278/97,
O/IND256/99, O/IND249/99, O/IND210/99, O/IND208/99, O/IND207/99, O/IND205/99, O/IND185/99, O/IND175/99,
O/IND170/97, O/IND164/99, O/IND160/99, O/IND 153/99, O/IND148/99, O/IND146/99, O/SKR/2000, A22/India/17/77.

[0110] Mas detalles de estas cepas del FMDV se pueden encontrar en las paginas web de Eurpean Bioinformatics
Information (EMBL-EBI).

[0111] Ambas cepas homodlogas y heterdlogas se utilizan para la exposicion para probar la eficacia de la vacuna. El
animal puede exponerse por via intradérmica, subcutanea, pulverizada, intranasal, intraocular, intratraqueal y/u oral.

[0112] Las administraciones de sensibilizacion-refuerzo pueden llevarse a cabo ventajosamente de 1 a 6 semanas de
diferencia. Segun una realizacion, también se prevé un refuerzo semestral o un refuerzo anual, utilizando
ventajosamente la vacuna basada en vectores virales.

[0113] Las composiciones que comprenden los polipéptidos antigénicos recombinantes de la invencién usadas en los
protocolos de sensibilizacion-refuerzo estan contenidas en un vehiculo, diluyente, adyuvante o excipiente farmacéutica
o veterinariamente aceptable. Los protocolos de la invencion protegen al animal del FMDV ovino, bovino, caprino o
porcino y/o previenen la progresion de la enfermedad en un animal infectado.

[0114] A partir de la descripcion en el presente documento y el conocimiento en la técnica, el experto en la materia
puede determinar el numero de administraciones, la via de administracion, y las dosis a utilizar para cada protocolo
de inyeccion, sin ninguna experimentacion indebida.

[0115] La presente invencidon contempla al menos una administracién a un animal de una cantidad eficiente de la
composicion terapéutica producida segun la invencion. El animal puede ser macho, hembra, hembra prefiada y recién
nacido. Esta administracion puede ser a través de diversas rutas incluyendo, pero no limitado a, inyeccion
intramuscular (IM), intradérmica (ID) o subcutanea (SC) o mediante administracion intranasal o por via oral. La
composicion terapéutica segun la invencion también se puede administrar mediante un aparato sin aguja (como, por
ejemplo, con un Pigjet, Dermojet, Biojector, Avijet (Merial, GA, EE.UU.), aparato Vetjet o Vitajet (Bioject, Oregon,
EE.UU.)). Otro enfoque para la administracion de composiciones de plasmidos es usar electroporacion (véase, por
ejemplo Tollefsen et al, 2002; Tollefsen et al, 2003; Babiuk et al, 2002; solicitud PCT No. WO99/01158).

[0116] En el presente documento se describe que la invencidon proporciona la administracion de una cantidad
terapéuticamente eficaz de una formulacién para el suministro y expresion de un antigeno o epitopo del FMDV en una
célula diana. La determinacion de la cantidad terapéuticamente eficaz es una experimentacion de rutina para un
experto en la técnica. En el presente documento se describe la formulacién que comprende un vector de expresion
que comprende un polinucleétido que expresa un antigeno o epitopo del FMDV y un portador, vehiculo, adyuvante o
excipiente farmacéutica o veterinariamente aceptable. En otra realizacion, el portador, vehiculo, adyuvante o
excipiente farmacéutica o veterinariamente aceptable facilita la transfeccién u otros medios de transferencia de
polinucleétidos a un animal huésped y/o mejora la conservacion del vector o proteina en un huésped.

[0117] En el presente documento se describe un procedimiento de deteccion para diferenciar entre animales infectados
y vacunados (DIVA).

[0118] Tal como se describe en el presente documento, el uso de la vacuna o composicién de la presente invencion
permite la deteccion de la infeccion por el FMDV en un animal. Tal como se describe en el presente documento, el uso
de la vacuna o composicion de la presente invencion permite la deteccion de la infeccidn en animales diferenciando
entre animales infectados y vacunados (DIVA). En el presente documento se describe un procedimiento para
diagnosticar la infeccion del FMDV en un animal usando un procedimiento de deteccién inmunogénico del FMDV, tal
como ELISA.
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Articulo de fabricacion

[0119] En el presente documento se describe un kit para realizar un procedimiento para provocar o inducir una
respuesta inmunitaria que puede comprender cualquiera de las composiciones inmunoldgicas o vacunas del FMDV
recombinante, o composiciones inmunoldégicas o vacunas del FMDV inactivado, composiciones o vacunas del FMDV
recombinante e instrucciones para realizar el procedimiento.

[0120] Tal como se describe en el presente documento, la presente invencién es un kit para realizar un procedimiento
de inducir una respuesta inmunolégica o protectora contra el FMDV en un animal que comprende una composicion o
vacuna que comprende un antigeno del FMDV de la invencién y una composicion inmunoldgica o vacuna viral del
FMDV recombinante, e instrucciones para realizar el procedimiento de administracién en una cantidad eficaz para
provocar una respuesta inmunitaria en el animal.

[0121] En el presente documento se describe un kit para realizar un procedimiento para inducir una respuesta
inmunoldgica o protectora contra el FMDV en un animal que comprende una composicion o vacuna que comprende
un antigeno del FMDV de la invencién y una composicion inmunoldgica o vacuna del FMDV inactivado, e instrucciones
para realizar la procedimiento de administracién en una cantidad eficaz para provocar una respuesta inmunitaria en el
animal.

[0122] En el presente documento se describe un kit para la vacunacion de sensibilizacion-refuerzo de acuerdo con la
presente invencion, tal como se describié anteriormente. El kit puede comprender al menos dos viales: un primer vial
que contiene una vacuna o composicion para la vacunacion de sensibilizacion segun la presente invencion, y un
segundo vial que contiene una vacuna o composicion para la vacunacion de refuerzo segun la presente invencion. El
kit puede contener ventajosamente un primer o segundo viales adicionales para vacunaciones de sensibilizacién
adicionales o vacunaciones de refuerzo adicionales.

[0123] Los portadores o adyuvantes o vehiculos o excipientes farmacéutica o veterinariamente aceptables son bien
conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo, un portador o vehiculo o adyuvante o excipiente farmacéutica
o veterinariamente aceptable puede ser una solucién de NaCl al 0,9% (por ejemplo, soluciéon salina) o un tampon
fosfato. Otros portadores o vehiculos o excipientes farmacéutica o veterinariamentes que se pueden utilizar para los
procedimientos de esta invencion incluyen, pero no se limitan a, poli-(L-glutamato) o polivinilpirrolidona. Los portadores
o vehiculos o adyuvantes o excipientes farmacéutica o veterinariamente aceptables pueden ser cualquier compuesto
o combinacion de compuestos que faciliten la administracion del vector (o proteina expresada a partir de un vector de
la invencion in vitro); ventajosamente, el portador, adyuvante, vehiculo o excipiente puede facilitar la transfeccion y/o
mejorar la conservacion del vector (o proteina). Las dosis y voliumenes de dosis se describen en el presente documento
en la descripcion general y también se pueden determinar por el experto en la materia a partir de esta descripcion en
relacién con el conocimiento en la técnica, sin gran experimentacion.

[0124] Los lipidos catidnicos que contienen una sal de amonio cuaternario que son ventajosamente, pero no
exclusivamente, adecuados para plasmidos, son ventajosamente aquellos que tienen la siguiente formula:

3
| +
R,— O — CH,— CH—CH, —N —R,—
| |
OR, CH,

>

en la que R1 es un radical alifatico de cadena lineal saturado o insaturado que tiene de 12 a 18 atomos de carbono,
R2 es otro radical alifatico que contiene 2 o 3 atomos de carbono y X es una amina o un grupo hidroxilo, por ejemplo,
el DMRIE. En otra realizacion, el lipido catidnico se puede asociar con un lipido neutro, por ejemplo, el DOPE.

[0125] Entre estos lipidos catidnicos, se da preferencia a DMRIE (N-(2-hidroxietil)-N,N-dimetil-2,3-bis(tetradeciloxi)-1-
propano amonio; W096/34109), ventajosamente asociado con un lipido neutro, ventajosamente DOPE (dioleoil-
fosfatidil-etanol amina; Behr, 1994), para formar DMRIE-DOPE.

[0126] Cuando DOPE esta presente, la relacion molar DMRIE:DOPE es de aproximadamente 95:aproximadamente 5
a aproximadamente 5:aproximadamente 95, o de aproximadamente 1:aproximadamente 1, por ejemplo, 1:1.

[0127] La relacion en peso de adyuvante DMRIE o DMRIE-DOPE:plasmido puede ser de entre aproximadamente 50:
aproximadamente 1 y aproximadamente 1: aproximadamente 10, tal como aproximadamente 10: aproximadamente 1
y aproximadamente 1: aproximadamente 5, y aproximadamente 1: aproximadamente 1 y aproximadamente 1:
aproximadamente 2, por ejemplo, 1:1y 1:2.

[0128] En otra realizacion, el portador, adyuvante, excipiente o vehiculo farmacéutica o veterinariamente aceptable
puede ser una emulsion de agua en aceite. Ejemplos de emulsiones de agua en aceite adecuadas incluyen emulsiones
de agua en aceite vacunales de base oleosa que son estables y fluidas a 4° C que contienen: de 6 a 50% v/v de una
fase acuosa que contiene el antigeno, preferiblemente de 12 a 25% v/v, de 50 a 94% v/v de una fase oleosa que
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contiene en total o en parte un aceite no metabolizable (por ejemplo, aceite mineral, tal como aceite de parafina) y/o
aceite metabolizable (por ejemplo, aceite vegetal, o acido graso, un poliol o ésteres de alcohol), de 0,2 a 20% p/v de
tensioactivos, preferiblemente de 3 a 8% p/v, estando el ultimo en total o en parte, o0 en una mezcla, ya sea de ésteres
de poliglicerol, siendo dichos ésteres de poliglicerol preferiblemente (poli)ricinoleatos de poliglicerol, o aceites de ricino
polioxietilenados u otros aceites de ricino polioxietilenados hidrogenados. Ejemplos de tensioactivos que pueden
usarse en una emulsién de agua en aceite incluyen ésteres de sorbitan etoxilados (por ejemplo, monooleato de
sorbitan polioxietilenado (20) (TWEEN 80®), disponible de AppliChem, Inc., Cheshire, CT) y ésteres de sorbitan (por
ejemplo, monooleato de sorbitan (SPAN 80®, disponible de Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Ademas, con respecto a
una emulsion de agua en aceite, véase también el documento US 6.919.084. En algunas realizaciones, la fase acuosa
que contiene antigeno comprende una solucién salina que comprende uno o mas agentes tamponantes. Un ejemplo
de una solucion tampdn adecuada es solucion salina tamponada con fosfato. En una realizacion ventajosa, la emulsion
de agua en aceite puede ser una emulsion triple agua/aceite/agua (W/O/W) (US 6.358.500). Ejemplos de otras
emulsiones adecuadas se describen en el documento US 7.371.395.

[0129] Las composiciones y vacunas inmunolégicas segun la presente invencion pueden comprender o consistir
esencialmente en uno o mas adyuvantes. Los adyuvantes adecuados para uso en la practica de la presente invencion
son (1) polimeros de acido acrilico o metacrilico, anhidrido maleico y polimeros derivados con alquenilo, (2) secuencias
inmunoestimulantes (ISS), tales como secuencias de oligodesoxirribonucledtidos que tienen una o mas unidades CpG
no metiladas (Klinman et al, 1996; documento WO98/16247), (3) una emulsion de aceite en agua, tal como la emulsion
SPT descrita en la pagina 147 de "Vaccine Design, the Subunit and Adjuvant Approach”, publicado por M. Powell, M.
Newman, Plenum Press 1995, y la emulsion MF59 descrita en la pagina 183 de la misma obra, (4) lipidos cationicos
que contienen una sal de amonio cuaternario, por ejemplo, DDA (5) citoquinas, (6) hidroxido de aluminio o fosfato de
aluminio, (7) saponina u (8) otros adyuvantes tratados en cualquier documento citado o (9) cualquier combinacién o
mezclas de los mismos.

[0130] La emulsion de aceite en agua (3) puede basarse en: aceite de parafina liquido ligero (tipo farmacopea
europea), aceite de isoprenoide, tal como escualano, escualeno, aceite resultante de la oligomerizaciéon de alquenos,
por ejemplo, isobuteno o deceno, ésteres de acidos o alcoholes que tienen un grupo alquilo de cadena lineal, tales
como aceites vegetales, oleato de etilo, propilenglicol, di(caprilato/caprato), tri(caprilato/caprato) de glicerol y dioleato
de propilenglicol, o ésteres de alcoholes o acidos grasos ramificados, especialmente ésteres de acido isoestearico.

[0131] El aceite se utiliza en combinaciéon con emulsionantes para formar una emulsion. Los emulsionantes pueden
ser tensioactivos no ionicos, tales como: ésteres de, por una parte, sorbitan, manida (por ejemplo, oleato de
anhidromanitol), glicerol, poliglicerol o propilenglicol y, por ofra parte, acidos oleico, isoestearico, ricinoleico o
hidroxiestearico, estando dichos ésteres opcionalmente etoxilados, o bloques de copolimeros de polioxipropileno-
polioxietileno, tal como Pluronic, por ejemplo, L121. Algunas de las emulsiones, tales como las emulsiones TS6, TS7,
TS8 y TS9, se describen en los documentos US 7.608.279 y US 7.371.395.

[0132] Los polimeros de acido acrilico o metacrilico (1) estan preferiblemente reticulados, en particular con polialquenil
éteres de azucares o polialcoholes. Estos compuestos son conocidos bajo el nombre de carbémero (Pharmeuropa,
vol. 8, no. 2, junio de 1996). Un experto en la técnica también puede hacer referencia a la patente de Estados Unidos
No. 2,909,462, que proporciona tales polimeros acrilicos reticulados por un compuesto polihidroxilico que tiene al
menos tres grupos hidroxilo, preferiblemente no mas de ocho de tales grupos, estando los atomos de hidrégeno de al
menos tres grupos hidroxilo sustituidos por radicales alifaticos insaturados que tienen al menos dos atomos de
carbono. Los radicales preferidos son aquellos que contienen de 2 a 4 atomos de carbono, por ejemplo vinilos, alilos
y otros grupos etilénicamente insaturados. Los radicales insaturados también pueden contener otros sustituyentes,
tales como metilo. Los productos vendidos bajo el nombre Carbopol (BF Goodrich, Ohio, EE.UU.) son especialmente
adecuados. Se reticulan por alil sacarosa o por alilpentaeritritol. Entre ellos, se hace referencia a Carbopol 974P, 934P
y 971P.

[0133] Entre los copolimeros de anhidrido maleico y de derivado con alquenilo, se prefieren los copolimeros EMA™
(Monsanto) que son copolimeros de anhidrido maleico y de etileno, que son lineales o reticulado, por ejemplo
reticulado con divinil éter.

[0134] Las proporciones de adyuvante que son utiles son bien conocidas y facilimente disponibles para el experto en
la técnica. A modo de ejemplo, la concentracion de polimeros de acido acrilico o metacrilico o de copolimeros de
anhidrido maleico y alquenilo en la composicion final de la vacuna sera del 0,01% al 1,5% p/v, mas particularmente
del 0,05 al 1% pl/v, preferiblemente de 0,1 a 0,4% p/v.

[0135] En una realizacion, el adyuvante puede incluir TS6 (US 7,371,395), LR2, LR3 y LR4 (US 7,691,368), TSAP
(US20110129494), TRIGEN™ (Newport Labs), dsARNs sintéticos (por ejemplo, adyuvantes poli-IC, poli-ICLC
[HILTONOL®]) y MONTANIDE™ (W/O, W/O/W, O/W, IMS y Gel; todos producidos por SEPPIC).

[0136] La citoquina o citoquinas (5) pueden estar en forma de proteina en la composicion inmunolégica o de vacuna,
o pueden coexpresarse en el huésped con el inmundgeno o inmundgenos o epitopo o epitopos de las mismas. Se da
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preferencia a la coexpresion de la citoquina o citoquinas, ya sea por el mismo vector que el que expresa el inmunogeno
0 inmundgenos o epitopo o epitopos de las mismas, o por un vector separado de las mismas.

[0137] En el presente documento se describe la preparacion de dichas composiciones de combinacion; por ejemplo,
mezclando los componentes activos, ventajosamente juntos y con un adyuvante, portador, citoquina y/o diluyente.

[0138] Las citoquinas que pueden usarse en la presente invencion incluyen, pero sin limitacién, factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos/macréfagos (GM-CSF), interferén a
(IFNa), interferon B (IFNB), interferdn vy, (IFNy), interleucina-1a (IL-1a), interleucina-1B (IL-1pB), interleucina-2 (IL-2),
interleucina-3 (IL-3), interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-6 (IL-6), interleucina-7 (IL-7), interleucina-8
(IL-8), interleucina-9 (IL-9), interleucina-10 (IL-10), interleucina-11 (IL-11), interleucina-12 (IL-12), factor de necrosis
tumoral a (TNFa), factor de necrosis tumoral B (TNFB) y factor de crecimiento transformante B (TGFB). Se entiende
que las citoquinas pueden coadministrarse y/o administrarse secuencialmente con la composicién inmunoldgica o de
vacuna de la presente invencion. Asi, por ejemplo, la vacuna de la presente invencion también puede contener una
molécula de acido nucleico exdgena que expresa in vivo una citoquina adecuada, por ejemplo, una citoquina
emparejada con este huésped a vacunar o en el que se debe provocar una respuesta inmunolégica (por ejemplo, una
citoquina de cerdo para preparaciones a administrar en cerdos).

[0139] La composicién inmunolégica y/o vacuna, tal como se describe en el presente documento, comprende o
consiste esencialmente en o consiste en una cantidad eficaz para provocar una respuesta terapéutica de uno o mas
polipéptidos expresados in vitro como se describe en el presente documento; y se puede determinar una cantidad
eficaz a partir de esta descripcion sin gran experimentacion.

[0140] La composicion o vacuna puede contener una dosis de aproximadamente 102 a aproximadamente 102, de
aproximadamente 10%a aproximadamente 10", de aproximadamente 10*a aproximadmente 10'®, de
aproximadamente 10° a aproximadamente 102 VLP (particulas similares a virus) producidas in vitro o in vivo a partir
de un vector viral, un plasmido o baculovirus. El vector viral puede titularse en base a cualquier procedimiento de
titulacion del virus, incluidos, pero sin limitacion, FFA (ensayo de formacion de focos) o FFU (unidad de formacién de
focos), TCIDso (50% de dosis infecciosa de cultivo tisular), PFU (unidades formadoras de placas) y FAIDso (50% de
dosis infecciosa de anticuerpo fluorescente) y las VLP producidas in vitro (tales como plasmidos o baculovirus) pueden
titularse mediante ensayo de hemaglutinacion, ELISA y microscopia electrénica. También pueden aplicarse otros
procedimientos dependiendo del tipo de VLP.

[0141] Los volimenes de dosis pueden estar entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 10 ml, de entre
aproximadamente 0,2 y aproximadamente 5 ml.

[0142] La invencidn se describira ahora adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos.
EJEMPLOS

[0143] La construccion de insertos de ADN, plasmidos y vectores virales recombinantes se llevé a cabo utilizando las
técnicas de biologia molecular estandar descritas por J. Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 42
Edicion, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York, 2014).

Ejemplo 1 Clonacion y expresion de la proteina de fusion FMDV-E2

[0144] El gen VP1 de FMDV del seroptipo O1 Manisa (SEQ ID NO: 1 que codifica SEQ ID NO: 2) se amplificé por PCR
y se clono en el vector pET30b (Novagen). El plasmido resultante pPX216 contiene la fusion FMDV-E2 que tiene el
gen VP1 del FMDV en el extremo 5'y el dominio central del gen E2 (SEQ ID NO: 3 que codifica la SEQ ID NO: 4) en
el extremo 3'.

[0145] El gen VP1 de FMDV de serotipo A24 (SEQ ID NO: 7 que codifica SEQ ID NO: 8) se amplificé por PCR y se
clono en el vector pET30b (Novagen). El plasmido resultante pPX236 contiene la fusion FMDV-E2 que tiene el gen
VP1 del FMDV en el extremo 5' y el dominio central del gen E2 (SEQ ID NO: 3 que codifica SEQ ID NO: 4) en el
extremo 3'.

[0146] El gen VP1 de FMDV de serotipo Asia Shamir (SEQ ID NO: 13 que codifica SEQ ID NO: 14) se amplificé por
PCR y se clono6 en el vector pET30b (Novagen). El plasmido resultante pPX237 contiene la fusion FMDV-E2 que tiene
el gen VP1 del FMDV en el extremo 5' y el dominio central del gen E2 (SEQ ID NO: 3 que codifica SEQ ID NO: 4) en
el extremo 3'.

[0147] Las cepas de expresion quimicamente competentes BLR (DE3) (Novagen) fueron transformadas por las
construcciones generadas y por el vector vacio correspondiente. Las bacterias se cultivaron de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los cultivos se centrifugaron a 3200 g 4 °C durante 15 min. Los sobrenadantes se
separaron de los sedimentos. Los sedimentos se resuspendieron en un volumen de tampén: tampén Tris-HCI 50 mM
pH 8, NaCl 300 mM, MgCl, 2 mM, leupeptina 1 yg/ml, pepstatina 1 ug/ml y 0,1 mg/ml de lisosima para alcanzar 8,0 de
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DOsoo nm final. La lisis celular se realizé mediante 3 ciclos de congelacion/descongelacion. Los lisados se incubaron
durante 15 minutos a 4°C con 1 pl de Benzonase Nuclease (Novagen)/por litro de cultivo. Se analizaron 10 ul de
proteinas de lisados para determinar el nivel de expresion mediante electroforesis Bistris con SDS-PAGE 4-12%
seguida de tincién con azul de Coomassie y analisis de transferencia Western. Para cada condicion, se analizaron 2
clones.

[0148] La proteina de fusion FMDV-E2 se produjo como fraccion insoluble sin etiqueta de His y se purifico
adicionalmente por IEX y SEC, antes de replegase. La transferencia Western y la transferencia de puntos (ver Figura
3) han demostrado que la proteina de fusion FMDV-E2 produjo el tamafio correcto y el FMD-E2 expresado reacciond
con suero de cerdo vacunado con vacunas contra el FMDV.

[0149] La caracterizacion fisica y bioquimica de las nanoparticulas de FMDV-E2 se llevo a cabo tal como se muestra
en las figuras 4 y 5. Los antigenos expresados se comprobaron por microscopia electronica para la presencia de
estructuras de nanoparticulas. La figura 4A muestra las particulas de proteina E2 sola. La figura 4B muestra las
particulas de la proteina de fusion E2-FMDV-E2. La Figura 4C muestra las particulas de la proteina cdE2-FMDV que
contiene la mezcla de proteina E2 independiente y proteina de fusion FMDV-E2 en la proporcion 2:1. Los resultados
demostraron que la fusiéon FMDV-E2 formé particulas de 60 unidades similares al dominio central de E2 de tipo salvaje.

[0150] Las nanoparticulas se evaluaron adicionalmente por su reconocimiento usando una prueba de ELISA indirecta
por tres nanocuerpos anti-VHH de FMDV que tienen diferentes especificidades para particulas de FMDV (capside
completa de 146S, o capsidas desnaturalizadas = capsdmeros 12S) (véase la Tabla 1).

Tabla 1 Nanocuerpos VHH del FMDV

Nanocuerpos serotipo particulas de FMDV reconocidas
VHH M8 especifico de O1M 50 % 146S/50 % 12S
VHH M170 especifico de O1M 100% de particulas 146S
VHH M3 todos los serotipos 100% de particulas 12S

[0151] Los resultados (véase la Figura 5) han demostrado que el nanocuerpo M170 VHH, especifico para las capsides
completas de O1M 146S de FMDV, produjo una fuerte sefial solo cuando el péptido quimérico esta fusionado a la
proteina E2 y ensamblados en una nanoparticula. Esto indica que el péptido quimérico VP1 del FMDV se expresa en
la nanoparticula E2 en la misma confirmacion que en la particula viral del FMDV de tipo salvaje.

Ejemplo 2 Estudio clinico y seroldgico de animales vacunados
Ejemplo 2.1 Estudio clinico y serolégico de las vacunas O1 Manisa

[0152] El objetivo del estudio fue evaluar la inmunogenicidad en cerdos convencionales de la vacuna contra FMD O1
Manisa. La vacuna se probé en TS6 y formulaciones de polimero de acido poliacrilico. Cada formulacion se administré
en dos inyecciones con tres semanas de diferencia (DO - D21) a los cerdos (ver Tabla 2). Los cerdos tenian entre 8 y
9 semanas de edad el dia DO. La inmunogenicidad se evalué mediante un estudio serolégico y ensayos de inmunidad
mediada por células (CMI) (D27, D42), tal como se describe en la Tabla 3. Los parametros monitorizados incluyen:
peso corporal en D1 para la aleatorizacion y D42 antes de la eutanasia, serologia en D1, D20 y D42, ensayo CMI en
D27 y D42, signos clinicos (reacciones generales de D1 a D21 y D21 a D23) y reacciones locales en los lugares de
inyeccion (D0 a D2 y D21 a D23).

Tabla 2 Esquema de vacunacion de la vacuna O1 Manisa con dos inyecciones en DO y D21

Grupo antigeno adyuvante ug Ag/dosis volumen/dosis | inyeccidon en | inyecciéon en
DO D21
G1(n=6) FMD solo TS6* 100 1ml IM- lado | IM- lado
izquierdo del | derecho del
cuello cuello
G2 (n=16) antigeno de TS6 394 1ml
FMDV-E2
(particulas de
fusion FMDV-
E2)
G3 (n=6) E2 + FMDV- TS6 394 Tml
E2
G4 (n=16) antigeno de | Polimero de 394 1ml
FMDV-E2 acido
(particulas de poliacrilico
fusion FMDV-
E2)
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G5 (n=16) Control no / / /
tratado
TS6* = adyuvante/emulsién TS6 tal como se describe en los documentos US 7,608,279 y US 7,371,395
Tabla 2.1 Emulsién TS6 (premulsién descrita en los documentos US 7,608,279 y US 7,371,395)
Fase oleosa (20 ml)
Monooleato de sorbitan (SPAN 80®) 1,8 % plv
Trioleato de sorbitan (20 OE) (TWEEN 85®) 10,2 % piv
Aceite de parafina (MARCOL 82 ®) 88 % plv
Fase acuosa (120 ml)
Solucion al 20% (p/v) de monooleato de sorbitan (20 OE) | 11,25 % p/v
(TWEEN 80®)
Tampon isoténico de fosfato disédico y monopotasico | 85,75 % p/v
0,02 M (pH 7,8)
Mercurotiolato de sodio (Thionersal®) al 1% en agua 1,5 % plv
Tabla 3 Monitorizacion de la respuesta inmune celular
Ensayo Reestimulacién de PBMC D27 D42
ELISPOT de IFNy Ingredientes activos: X X
- Al O1 Manisa inactivado
- Calcivirus felino inactivado (control negativo)
Proteina: X X
- Péptido FMDV solo
- Proteina FMDV-E2
- Proteina E2+FMDV-E2
- Proteina GapC (Calcivirus felino, control negativo)
Citoquinas Proteina: X
LUMINEX - Péptido FMDV solo
- Proteina FMDV-E2
- Proteina E2+FMDV-E2
- Proteina GapC
Células plasmaticas | Placas se recubrieron con: X
- Al O1 Manisa inactivado
- Calcivirus felino inactivado (control negativo)
- Péptido FMDV solo
- Proteina FMDV-E2
- Proteina E2+FMDV-E2
- Proteina GapC
Células B de 7 dias de reestimulacion con Placas se recubrieron X
memoria FMDV-E2 con:
- Péptido FMDV solo
- Proteina FMDV-E2
- Proteina E2+FMDV-E2
- Proteina GapC
5
[0153] Los resultados de la serologia se muestran en la Tabla 4 y la Figura 11.
Tabla 4 Seroneutralizacion (SN) de FMDV O1 Manisa
Numero de animales positivos mediante SN
Fecha G1 G2 G3 G4 G5
D1 0/6 0/6 0/6 0/6 0/3
D20 3*/6 1*/6 1+3*/6 2*/6 0/3
D42 3+3*/6 6/6 5+1*/6 1+3*/6 1*/3
*: titulo no concluyente
10 [0154] Los resultados de la Tabla 3 y la figura 10 han demostrado que existe diferencia significativa entre grupos (p =
0,001) a favor de los grupos G2 y G3.
[0155] Los resultados de las Figuras 6 y 7 han mostrado que se detectaron células plasmaticas especificas en todos
los grupos FMDV-E2 con una respuesta muy débil para G1 (FMDV solo). Se obtuvieron mejores respuestas con G2
15 en comparacion con G3 y G4. El grupo G2 mostré respuestas prominentes usando el recubrimiento FMDV-E2.
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[0156] Las figuras 8 y 9 han demostrado que se detectaron respuestas de IFNy especificas para todos los grupos
vacunados utilizando cualquier reestimulacion con la respuesta mas alta de IFNy detectada utilizando la reestimulacion
de FMDV-E2 para todos los grupos.

[0156] La Figura 10 muestra los resultados después de 7 dias de reestimulacion con la proteina FMDV-E2 (nimero
de células B de memoria que secretan anticuerpos). Los resultados han demostrado que se detectaron células B
especificas para todos los grupos de FMDV-E2 y una respuesta débil para el G1 (solo el FMDV). Se obtuvieron mejores
respuestas con G2 en comparacion con G3 y G4. Se obtuvieron respuestas mas bajas o nulas usando el péptido de
de FMDV de recubrimiento y Al O1M. Los mejores resultados se obtuvieron en los grupos G2 y G3 utilizando el
recubrimiento de FMDV-E2.

[0158] En conclusion, las vacunas con O1M indujeron respuestas humorales y celulares con fuertes respuestas de
anticuerpos neutralizantes, especificas de serotipo, proporcion constante de las respuestas de IFNy especificas, la
presencia de células B de memoria, lo que indica un buen nivel de proteccién contra las infecciones de FMDV
homologos y heterélogos. La eficacia de los productos sometidos a prueba se evalué serolégicamente mediante la
prueba de seroneutralizacion del FMDV e inmunolégicamente mediante ensayos de respuesta inmune celular. Los
mejores resultados se obtuvieron con las particulas FMDV-E2 adyuvadas con TS6.

[0159] Se conoce en los campos de investigacion de FMDV que se necesitan viriones completamente ensamblados o
VLP que presentan epitopos conformacionales de FMD auténticos para la proteccion de FMD en animales. Los
resultados de ELISA muestran que las particulas de FMDV-E2 producidas se asemejan a la conformacion de la
superficie del virion cuando se comparan con E2 + FMDV-E2 o el péptido de FMDV solo. Los resultados demuestran
que entre los tres candidatos, el FMDV-E2 es el mejor para inducir anticuerpos neutralizantes. En conjunto, los
resultados indican que la proteina de fusién FMDV-E2 podria provocar una respuesta inmune suficiente para proteger
contra la exposicion al FMDV.

Ejemplo 2.2 Estudio clinico y serolégico de las vacunas A24 Cruzeiro y Asial Shamir

[0160] El objetivo del estudio fue evaluar la inmunogenicidad en cerdos convencionales, de las vacunas A24 Cruzeiro
y Asia1 Shamir. La eficacia protectora inducida por la composiciéon o vacuna se evalla frente al patdbgeno de FMDV
mediante la exposicion a vacunacion en animales. El efecto protector se evalia mediante observaciones clinicas y/o
carga viral del patdgeno especifico en tejidos y sangre. Las muestras de sangre de los animales vacunados se toman
en varias etapas y se analizan para pruebas de serologia y CMI. Los resultados muestran que la composicion o vacuna
de la presente invencion es inmunogénica y proporciona proteccion a los animales.
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accgttgcaa atgttcgtgg tgatctgcag gttctggcac agaaagcagc acgtgcactg

ccgaccagtc cggatcaggc acgtcataaa cagaaaattg ttgcaccggt taaacagctg

ctgtaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
Manisa

<400> 2

2
81
PRT

anti

Met Glu Asn

1

Asp val ser

Gly Asn Ser
35

Leu GIn val
50

Asp GIn Ala
65
Leu

<210> 3

<211> 768
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

geno

Tyr

Phe

20

Lys

Leu

Arg

de FMDV

Gly Gly
5

Ile Leu
Tyr Gly
Ala Gln

His Lys
70

secuencia artificial

Glu Thr

Asp

Arg

Gly
40

Asp

Ala

Lys

secuencia artificial

val Gln

10

Gln

Phe val

25

Lys

Thr val Ala

Ala Arg Ala

Ala
75

Ile val

Arg Arg Gln

Thr Pro
30

val

Asn val Arg
45

Leu Pro Thr

60

Pro val Lys

His Thr

15

Tyr Asn

Gly Asp

Ser Pro

Gln Leu

80

terminal central de E2 de Geobacillus stearothermophilus

<400> 3
aagcttgcag

ggtgaatttc
atggttcata
aaactggttg
acctttctgc
aataccagca
attgcagcag

ccgatttttg

cagcagaaga
cggaaacccg
gcaaacatac
cccaccgcaa
cgtatgttgt
ttgatgatga
ataccgatcg

cactggccca

aaaagcagca
tgaaaaaatg
cgcaccgcat
aaaattcaaa
taaagcactg
aaccgaagag
tggtctgctg

agaaattaat

ccggcagceag
agcggtattc
gttaccctga
gcaattgcag
gttagcgcac
atcatccaga
gttccggtta
gaactggcag
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caaaaccggc
gtcgtgcaat
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ctgacaccgg gtgaaatgaa aggtgcaagc tgtaccatta caaatattgg tagtgccggt 540
ggtcagtggt ttacaccggt tattaatcat ccggaagttg ccattctggg tattggtcgt 600
attgcagaaa aaccgattgt tcgtgatggt gaaattgttg cagcaccgat gctggcactg 660
agcctgagct ttgatcatcg tatgattgat ggtgcaaccg cacagaaagc actgaatcat 720
attaaacgtc tgctgagcga tccggaactg ctgctgatgg aagcatga 768
<210> 4

<211> 255

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> secuencia de proteina para enlazador y dominio catalitico C-terminal

central de E2 de Geobacillus stearothermophilus

<400>

4
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1
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Thr
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val
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val
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Tyr
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Leu
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Tyr

Asn
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val

Ile

Glu
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Glu

Glu

Ala

Met

Lys

val

Thr

Asn

Ile

Asn

150

Met

Glu

Phe

Lys

Asp

55

Ala
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Ile
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Ile

Gly

His
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Ala
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Met
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Ala

Ala

Ala

Ala
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val
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Leu
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Asp

Ala

Asp

Glu

ser
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Arg
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val
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Ala
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Ser Lys His Thr Ala

Thr Lys Leu val Ala
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Gly Ser Ala

Ile
195

val Ala

Asp Gly Glu
2

His Arg

Lys Arg

<210> 5
<211> 1011
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 5
atggaaaatt

attctggatc
accgttgcaa
ccgaccagtc
ctgaagcttg
gaaggtgaat
gcaatggttc
accaaactgg
ctgacctttc
ctgaatacca
ggcattgcag
aaaccgattt
aaactgacac
ggtggtcagt
cgtattgcag
ctgagcctga
catattaaac
<210> 6

<211> 336

<212> PRT
<213>

Gly Gly

Leu Gly
Ile val
Ile

Met

Leu
245

Leu

atggtggtga
gttttgttaa
atgttcgtgg
cggatcaggc
cagcagcaga
ttccggaaac
atagcaaaca
ttgcccaccg
tgccgtatgt
gcattgatga
cagataccga
ttgcactggc
cgggtgaaat
ggtttacacc
aaaaaccgat
gctttgatca

gtctgctgag

Gln

Ile

Ala

Asp

Ser
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Pro
Ala

Gly

Asp Pro

secuencia artificial

aacccaggtt
agtgaccccg
tgatctgcag
acgtcataaa
agaaaaagca
ccgtgaaaaa
taccgcaccg
caaaaaattc
tgttaaagca
tgaaaccgaa
tcgtggtctg
ccaagaaatt
gaaaggtgca
ggttattaat
tgttcgtgat
tcgtatgatt

cgatccggaa

secuencia artificial

Thr val

185

Pro

Ile Ala Glu

Met Leu Ala

Gln
235

Thr Ala

Glu Leu Leu

250

cagcgtcgtc
tataatggca
gttctggcac
cagaaaattg
gcaccggcag
atgagcggta
catgttaccc
aaagcaattg
ctggttagcg
gagatcatcc
ctggttccgg
aatgaactgg
agctgtacca
catccggaag
ggtgaaattg
gatggtgcaa
ctgctgctga

23

His
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Asn

Pro
205

Lys

Leu Ser

220

Leu

Lys Ala Leu

Leu Met Glu

agcataccga
atagcaaata
agaaagcagc
ttgcaccggt
cagcaaaacc
ttcgtcgtgc
tgatggatga
cagcagagaa
cactgcgtga
agaaacacta
ttattaaaca
cagaaaaagc
ttacaaatat
ttgccattct
ttgcagcacc
ccgcacagaa

tggaagcatg

Pro Glu

val Arg
Phe

ser
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240

Asn

Ala
255

Polinucledtido que codifica Ta proteina de fusién FMDV-E2

tgttagcttt
tggtgatggc
acgtgcactg
taaacagctg
ggcaaccacc
aattgcaaaa
agcagatgtt
aggcattaaa
atatccggtt
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acgtgatggt
tggtagtgcc
gggtattggt
gatgctggca
agcactgaat

a
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<220>
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<400>

Met Glu Asn Tyr

1

Asp

Gly

Leu
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Leu
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Gly

Ala
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145

Leu

Glu

Gly

Ala

Lys

val

Asn

Gln

50

Gln

Lys

Ala

Ile

Pro

130

Thr

Tyr

Gln

Leu

210

Leu

Leu

Ser

sSer

35

val

Ala

Leu

Thr

Arg

Phe

Pro

Ala

Thr

Phe

20

Lys

Leu

Arg

Ala

Thr

100

Arg

val

Lys

Leu

val

180

His

val

Gln

Pro

Secuencia de
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5

Ile
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Ala
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Lys
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Tyr
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la proteina
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Gln

Lys
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Gly

Ile
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TYyr

Asn

TYyr

val

Ile

230

Glu

Asp

Asp

Lys

55

Gln
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Glu
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Met
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Lys
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Thr
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Ile

215
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Met
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40

Ala

Lys

Glu

Phe

Lys

Asp
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val
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Ile

200

Lys

Glu

Lys

de fusidn FMDV-E2

Gln

Phe

25

Thr

Ala

Ile

Lys

Pro

105

Ala

Glu

Ile

Lys

Ile

185

Gly

His

Leu

Gly

val

10

val

val

Arg

val
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90

Glu

Met

Ala

Ala

Ala

170

Asp

Ile

Ala

Ala

Ala
250

24

Gln

Lys

Ala

Ala

Ala

75

Ala

Thr

val

Asp

Ala
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Leu

Asp

Ala

Asp

Glu

235

Ser

Arg

val

Asn

Leu
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Pro

Arg

val
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Glu

val

Glu

Ala

Arg

Lys

Cys
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Thr
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Pro
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ser
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Thr

Lys
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Thr
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Thr
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Thr
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Arg
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Tyr
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Ile

Leu
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Ile
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Thr
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Ser

Thr
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Ile
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<400> 7

atggaaaatt atggtggtga aacccagatt cagcgtcgtc atcataccga tattggcttt 60
attatggatc gcttcgtgaa aatccagagc tataatggca ccagcaaata tgcagttggt 120
ggtagcggtc gtcgtggtga tatgggtagc ctggcagcac gtgttgttaa acagctgcect 180
gcaagcgtta gcagccagga tcgtcataaa cagaaaatta tcgcaccggc aaaacaactg 240
ctgtga 246
<210> 8

<211> 81

<212> PRT

<213> secuencia artificial

<220>

<223> antigeno de FMDV sintético correspondiente a

en pET30b (pPX238)
<400> 8

Met Glu Asn Tyr Gly Gly Glu Thr GIn Ile Gln Arg Arg His
1 5 10

Asp ITle Gly Phe Ile Met Asp Arg Phe val Lys Ile GIn Ser
25

20

30

Gly Thr Ser Lys Tyr Ala val Gly Gly Ser Gly Arg Arg Gly
35 40 45

Gly Ser Leu Ala Ala Arg val val Lys GIn Leu Pro Ala Ser
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VP1 de la cepa de FMDV A24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 899 230 T3

Ser GIn Asp Arg His Lys Gln Lys Ile ITe Ala Pro Ala Lys Gln Leu
65 70 7 80

Polinucledétido que codifica la proteina de fusién FMDV (VP1 sintética

de T1a cepa de FMDV A24)-E2 en pET30b (pPX236)

Leu

<210> 9

<211> 1011

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223>

<400> 9

atggaaaatt

attatggatc gcttcgtgaa aatccagagc
ggtagcggtc gtcgtggtga tatgggtagc
gcaagcgtta gcagccagga tcgtcataaa
ctgaagcttg cagcagcaga agaaaaagca
gaaggtgaat ttccggaaac ccgtgaaaaa
gcaatggttc atagcaaaca taccgcaccg
accaaactgg ttgcccaccg caaaaaattc
ctgacctttc tgccgtatgt tgttaaagca
ctgaatacca gcattgatga tgaaaccgaa
ggcattgcag cagataccga tcgtggtctg
aaaccgattt ttgcactggc ccaagaaatt
aaactgacac cgggtgaaat gaaaggtgca
ggtggtcagt ggtttacacc ggttattaat
cgtattgcag aaaaaccgat tgttcgtgat
ctgagcctga gctttgatca tcgtatgatt

catattaaac gtctgctgag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

PET30b

<400>

1

10

336

PRT

secuencia artificial

Proteina de fusidén FMDV (VP1l sintética de Ta cepa de FMDV A24)-E2 en

(pPX236)
10

atggtggtga aacccagatt cagcgtcgtc
tataatggca
ctggcagcac
cagaaaatta
gcaccggcag
atgagcggta
catgttaccc
aaagcaattg
ctggttagcg
gagatcatcc
ctggttccgg
aatgaactgg
agctgtacca
catccggaag
ggtgaaattg
gatggtgcaa

cgatccggaa ctgctgctga

atcataccga
ccagcaaata
gtgttgttaa
tcgcaccggc
cagcaaaacc
ttcgtcgtgc
tgatggatga
cagcagagaa
cactgcgtga
agaaacacta
ttattaaaca
cagaaaaagc
ttacaaatat
ttgccattct
ttgcagcacc
ccgcacagaa

tggaagcatg

tattggcttt
tgcagttggt
acagctgcect
aaaacaactg
ggcaaccacc
aattgcaaaa
agcagatgtt
aggcattaaa
atatccggtt
ttacaatatt
tgcagatcgt
acgtgatggt
tggtagtgcc
gggtattggt
gatgctggca
agcactgaat

a

Met Glu Asn Tyr Gly Gly Glu Thr GIn ITe Gln Arg Arg His His Thr
5

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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Asp

Gly

Gly

ser

65

Leu

Pro

Gly

Ala

Ala

145

Leu

Glu

Gly
Ala

225

Lys

Glu

Ile

Thr

ser

50

Gln

Lys

Ala

Ile

Pro

130

His

Thr

Tyr

Gln

Leu

210

Leu

Leu

Gly

val

Gly

Ser

35

Leu

Asp

Leu

Thr

Arg

Phe

Pro

Ala

Thr

Ser

Ala
275

Phe

20

Lys

Ala

Arg

Ala

Thr

100

Arg

val

Lys

Leu

val

180

His

val

Gln

Pro

Ala

260

Ile

Ile

Tyr

Ala

His

Ala

85

Glu

Ala

Thr

Lys

Pro

165

Leu

Tyr

Pro

Glu

Leu

Met

Ala

Arg

Gly

Ile

Leu

Phe

150

TYyr

Asn

TYyr

val

Ile

230

Glu

Gly

Gly

Asp

val

val

55

Gln

Glu

Glu

Ala

Met

135

Lys

val

Thr

Asn

Ile

215

Asn

Met

Gln

Ile

ES 2 899 230 T3

Arg

Gly

40

val

Lys

Glu

Phe

Lys

Asp

Ala

val

ser

Ile

200

Lys

Glu

Lys

Trp

Gly

Phe

25

Gly

Lys

Ile

Lys

Pro

105

Ala

Glu

Ile

Lys

Ile

185

Gly

His

Leu

Gly

Phe

265

Arg

val

ser

Gln

Ile

Ala

90

Glu

Met

Ala

Ala

Ala

170

Asp

Ile

Ala

Ala

Ala

250

Thr

Ile

27

Lys

Gly

Leu

Ala

75

Ala

Thr

val

Asp

Ala

155

Leu

Asp

Ala

Asp

Glu

235

Ser

Pro

Ala

Ile
Arg
Pro
60
Pro
Pro
Arg
His
val
140
Glu
val
Glu
Ala
Arg
2
Lys
Cys

val

Glu

Gln

Arg

45

Ala

Ala

Ala

Glu

ser

125

Thr

Lys

ser

Thr

Lys

Ala

Thr

Ile

Ser

30

Gly

Ser

Lys

Ala

Lys

110

Lys

Lys

Gly

Ala

Glu

190

Thr

Pro

Arg

Asn
270

Pro

Tyr

Asp

val

Gln

Ala

95

Met

Leu

Ile

Leu

175

Glu

Asp

Ile

Asp

Thr

255

Ile

Asn

Met

Ser

Leu

80

Lys

Ser

Thr

val

Lys

Arg

Ile

Arg

Phe

Pro

val
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Arg Asp Gly Glu Ile val Ala Ala Pro Met Leu Ala Leu Ser Leu Ser
290 295 300

Phe Asp His Arg Met Ile Asp Gly Ala Thr Ala Gln Lys Ala Leu Asn
305 310 315 320

His Ile Lys Arg Leu Leu Ser Asp Pro Glu Leu Leu Leu Met Glu Ala
325 330

335
<210> 11
<211> 240
<212> ADN
<213> secuencia artificial
<220>

<223> Polinucleétido que codifica el antigeno de FMDV sintético correspondiente

a VPl de la cepa de FMDV Asia Shamir en pET30b (pPX239)

<400> 11
atggaaaatt atggtggtga aacccagacc gcacgtcgtc tgcataccga tgttgcattt

attctggatc gttttgttaa actgaccgcc tataatggta aaaccgccta tggtgaaaca
accagccgtc gtggtgatat ggcagcactg gcacagcgtc tgagcgcacg tctgccgacc

agcaccaccc aggatcgtcg taaacaagaa attattgcac cggaaaaaca ggtgctgtga

<210> 12

<211> 79

<212> PRT

<213> secuencia artificial
<220>

<223> Antigeno de FMDV sintético correspondiente a VPl de Ta cepa de FMDV Asia

Shamir en pET30b (pPX239)

<400> 12

Met Glu Asn Tyr Gly Gly Glu Thr GIn Thr Ala Arg Arg Leu His Thr
1 5 10 15

Asp val Ala Phe Ile Leu Asp Arg Phe val Lys Leu Thr Ala Tyr Asn
20 25 30

Gly Lys Thr Ala Tyr Gly Glu Thr Thr Ser Arg Arg Gly Asp Met Ala
35 40 45

Ala Leu Ala Gln Arg Leu ggr Ala Arg Leu Pro ggr Ser Thr Thr Gln

Asp Arg Arg Lys GIn Glu Ile Ile Ala Pro Glu Lys GIn val Leu
65

70 75
<210> 13
<211> 1005
<212> ADN

<213> secuencia artificial

28

60
120
180
240
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<220>
<223>

ES 2 899 230 T3

de la cepa de FMDV Asia Shamir)-E2 en pET30b (pPX237)

<400> 13
atggaaaatt

attctggatc
accagccgtc
agcaccaccc
cttgcagcag
gaatttccgg
gttcatagca
ctggttgccc
tttctgccgt
accagcattg
gcagcagata
atttttgcac
acaccgggtg
cagtggttta
gcagaaaaac
ctgagctttg
aaacgtctgc
<210> 14

<211> 334
<212> PRT
<213>
<220>
<223>
E2 en

<400> 14

1

Asp val Ala Phe Ile Leu Asp Arg Phe
2 25
Gly Lys Thr Ala Tyr Gly Glu Thr Thr
35

Ala Leu Ala Gln Arg Leu Ser Ala Arg
55

atggtggtga
gttttgttaa
gtggtgatat
aggatcgtcg
cagaagaaaa
aaacccgtga
aacataccgc
accgcaaaaa
atgttgttaa
atgatgaaac
ccgatcgtgg
tggcccaaga
aaatgaaagg
caccggttat
cgattgttcg
atcatcgtat

tgagcgatcc

aacccagacc
actgaccgcc
ggcagcactg
taaacaagaa
agcagcaccg
aaaaatgagc
accgcatgtt
attcaaagca
agcactggtt
cgaagagatc
tctgctggtt
aattaatgaa
tgcaagctgt
taatcatccg
tgatggtgaa
gattgatggt

ggaactgctg

secuencia artificial

Proteina de fusion FMDV (VP1
PET30b (pPX237)

Met Glu Asn Tyr Gly Gly Glu Thr GIn
5

40

gcacgtcgtc
tataatggta
gcacagcgtc
attattgcac
gcagcagcaa
ggtattcgtc
accctgatgg
attgcagcag
agcgcactgc
atccagaaac
ccggttatta
ctggcagaaa
accattacaa
gaagttgcca
attgttgcag
gcaaccgcac

ctgatggaag

10

29

tgcataccga
aaaccgccta
tgagcgcacg
cggaaaaaca
aaccggcaac
gtgcaattgc
atgaagcaga
agaaaggcat
gtgaatatcc
actattacaa
aacatgcaga
aagcacgtga
atattggtag
ttctgggtat
caccgatgct
agaaagcact

catga

tgttgcattt
tggtgaaaca
tctgccgacc
ggtgctgaag
caccgaaggt
aaaagcaatg
tgttaccaaa
taaactgacc
ggttctgaat
tattggcatt
tcgtaaaccg
tggtaaactg
tgccggtggt
tggtcgtatt
ggcactgagc

gaatcatatt

Thr Ala Arg Arg Leu His Thr

15

val Lys Leu Thr Ala Tyr Asn
30
Ser Arg Arg Gly Asp Met Ala
45

Leu Pro Thr Ser Thr Thr Gln

Polinucledtido que codifica la proteina de fusion FMDV (VP1 sintética

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1005

sintética de la cepa de FMDV Asia Shamir)-
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Asp
65
Leu

Thr

Arg

Pro

Lys

Leu

Ala

225

Thr

Ser

Ala

Gly

His

305

Lys

Arg

Ala

Thr

Arg

val

130

Lys

Leu

val

His

val

210

Gln

Pro

Ala

Ile

Glu

290

Arg

Arg

Arg

Ala

Glu

Ala

115

Thr

Lys

Pro

Leu

Tyr

195

Pro

Glu

Gly

Gly

Leu

275

Ile

Met

Leu

Lys

Ala

Gly

Ile

Leu

Phe

Tyr

Asn

180

Tyr

val

Ile

Glu

Gly

Gly

val

Ile

Leu

Gln

Glu

85

Glu

Ala

Met

Lys

val

165

Thr

Asn

Ile

Asn

Met

245

Gln

Ile

Ala

Asp

Ser
325

Glu

70

Glu

Phe

Lys

Asp

Ala

150

val

Ser

Ile

Lys

Glu

230

Lys

Trp

Gly

Ala

Gly

310

Asp

Ile

Lys

Pro

Ala

Glu

135

Ile

Lys

Ile

Gly

His

215

Leu

Gly

Phe

Arg

Pro

295

Ala

Pro

ES 2 899 230 T3

Ile

Ala

Glu

Met

120

Ala

Ala

Ala

Asp

Ile

200

Ala

Ala

Ala

Thr

Ile

280

Met

Thr

Glu

Ala

Ala

Thr

105

val

Asp

Ala

Leu

Asp

185

Ala

Asp

Glu

ser

Pro

265

Ala

Leu

Ala

Leu

Pro

Pro

90

Arg

His

val

Glu

val

170

Glu

Ala

Arg

Lys

250

val

Glu

Ala

Gln

Leu
330

30

Glu

75

Ala

Glu

Ser

Thr

Thr

Asp

Lys

Ala

235

Thr

Ile

Lys

Leu

Lys

Ala

Lys

Lys

Lys

Gly

Ala

Glu

Thr

Pro

220

Arg

Ile

Asn

Pro

ser

300

Ala

Met

Gln

Ala

Met

His

125

Leu

Ile

Leu

Glu

Asp

Ile

Asp

Thr

His

Ile

285

Leu

Leu

Glu

val

Lys

Ser

110

Thr

val

Lys

Arg

Ile

190

Arg

Phe

Gly

Asn

Pro

270

val

Ser

Asn

Ala

Leu

Pro

95

Gly

Ala

Ala

Leu

Glu

175

Ile

Gly

Ala

Lys

Ile

Glu

Arg

Phe

Lys

Ala

Ile

Pro

His

Thr

160

TYyr

Gln

Leu

Leu

Leu

240

Gly

val

Asp

Asp

Ile
320



10

15

20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ala Ala Ala Glu Glu Lys Ala Ala Pro Ala Ala Ala Lys Pro Ala Thr
1 5 15

Thr Glu Gly Glu Phe Pro Glu Thr égg Glu Lys Met Ser ggy ITe Arg

15

38

PRT

secuencia artificial
Enlazador de E2

15

20

Arg Ala ITe Ala Lys Ala
35

ES 2 899 230 T3
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REIVINDICACIONES

1. Composiciéon que comprende un antigeno del FMDV, en la que el antigeno del FMDV es una proteina de fusion
FMDV-E2, en la que E2 es dihidrolipoil acetiliransferasa de Geobacillus stearothermophilus, en la que la proteina de
fusion FMDV-E2 tiene la secuencia indicada en SEQ ID NO: 6.

2. Composicion de la reivindicacion 1, en la que el antigeno del FMDV es codificado por un polinucleétido que tiene al
menos un 70% de identidad de secuencia con la secuencia indicada en la SEQ ID NO: 5.

3. Composicién de cualquier reivindicacion anterior, que comprende ademas un portador, excipiente, adyuvante o
vehiculo farmacéutica o veterinariamente aceptable.

4. Composicion de la reivindicacion 3, en la que el adyuvante comprende TS6.

5. Composiciéon de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para su uso en un procedimiento de vacunacion de un
huésped susceptible a la infeccién por el FMDV ovino, bovino, caprino o porcino, o para proteger o prevenir al huésped
contra la infeccion por el FMDV, o para provocar una respuesta inmunitaria protectora en el huésped, que comprende
al menos una administracion de la composicion al huésped.

6. Composicién para su uso de la reivindicacion 5, en la que el procedimiento comprende un régimen de administracion
de sensibilizacion-refuerzo.

7. Composicién para su uso de la reivindicaciéon 6, en la que dicha administraciéon de sensibilizacién-refuerzo
comprende una administracion de sensibilizacién de la composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, y una
administracion de refuerzo de una vacuna o composicion que comprende un vector viral recombinante que contiene y
expresa el antigeno del FMDV in vivo, o una vacuna viral inactivada que comprende el antigeno del FMDV, o una
vacuna o composicion de plasmido de ADN que contiene o expresa el antigeno del FMDV, o un antigeno del FMDV
recombinante producido en plantas o algas.

8. Composicion para su uso de la reivindicacion 6, en la que el procedimiento comprende un régimen de administracion
de sensibilizacion-refuerzo, preferiblemente en el que la administracion de sensibilizacion-refuerzo comprende una
administracion de sensibilizacion de una vacuna o composicién que comprende un vector viral recombinante que
contiene y expresa el antigeno del FMDV in vivo, o una vacuna viral inactivada que comprende el FMDV, o una vacuna
o composicion de plasmido de ADN que contiene o expresa el antigeno del FMDV, o un antigeno del FMDV
recombinante producido en plantas o algas, y una administracion de refuerzo de la composicion de cualquiera de
reivindicaciones 1-4.

9. Composicién para su uso de la reivindicacion 6, en la que el procedimiento comprende un régimen de administracion
de sensibilizacion-refuerzo, preferiblemente en el que la administracion de sensibilizacion-refuerzo comprende una
administracion de sensibilizacion de la composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, y una administracion de
refuerzo de la composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

10. Composicién para su uso de cualquiera de las reivindicaciones 5-9, en la que el huésped es ovino, bovino, caprino
0 porcino.

11. Antigeno del FMDV, en el que el antigeno es una proteina de fusion FMDV-E2 que tiene la secuencia indicada en
SEQ ID NO: 6, en la que E2 es dihidrolipoil acetiltransferasa de Geobacillus stearothermophilus.

12. Plasmido que comprende un polinucleétido que codifica un antigeno de fusion FMDV-E2 que tiene la secuencia
indicada en SEQ ID NO: 6, en el que E2 es dihidrolipoil acetiltransferasa de Geobacillus stearothermophilus.

13. Plasmido de la reivindicacion 12, en el que el polinucledtido tiene al menos un 70% de identidad de secuencia con
la secuencia del polinucledtido indicada en SEQ ID NO: 5.

14. Célula huésped transformada con el plasmido de la reivindicacion 12.
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Figura 1
SEQ ID NO: Tipo Descripcion del gen:

1 ADN Polinucleétido que codifica antigeno de FMDV sintético correspondiente
a VP1 de la cepa de FMDV O1 Manisa

2 Proteina Antigeno de FMDV sintético correspondiente a VP1 de la cepa de FMDV
01 Manisa

3 ADN Polinucleétido que codifica E2 de Geobacillus stearothermophilus

4 Proteina E2 de Geobacillus stearothermophilus

5 ADN Polinucledtido que codifica la proteina de fusion FMDV (VP1 sintética de
01 Manisa de FMDV)-E2

6 Proteina Proteina de fusion FMDV (VP1 sintética de O1 Manisa de FMDV)-E2

7 ADN Polinucledtido que codifica antigeno de FMDV sintético correspondiente
a VP1 de la cepa de FMDV A24

8 Proteina Antigeno de FMDV sintético correspondiente a VP1 de la cepa de FMDV
A24

9 ADN Polinucledtido que codifica la proteina de fusion FMDV (VP1 sintética de
la cepa de FMDV A24)-E2

10 Proteina Proteina de fusién FMDV (VP1 sintética de la cepa de FMDV A24)-E2

11 ADN Polinucledtido que codifica antigeno de FMDV sintético correspondiente
a VP1 de la cepa de FMDV Asia Shamir

12 Proteina Antigeno de FMDV sintético correspondiente a VP1 de la cepa de FMDV
Asia Shamir

13 ADN Polinucledtido que codifica la proteina de fusion FMDV (VP1 sintética de
la cepa de FMDV Asia Shamir)-E2

14 Proteina Proteina de fusion FMDV (VP1 sintética de la cepa de FMDV Asia
Shamir)-E2

15 Proteina Enlazador de E2
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Figura 2A

Polinucleédtido que codifica antigeno de FMDV sintético correspondiente a VP1 de la
cepa de FMDV O1 Manisa (SEQ ID NO: 1)
atggaaaattatggtggtgaaacccaggttcagcgtcgtcagcataccgatgttagett
tattctggatcgttttgttaaagtgaccccgtataatggcaatagcaaatatggtgatyg
gcaccgttgcaaatgttcgtggtgatctgcaggttctggcacagaaagcagcacgtgca
ctgccgaccagtccggatcaggcacgtcataaacagaaaattgttgcaccggttaaaca
gctgctgtaa

Antigeno de FMDV sintético correspondiente a VP1 de la cepa de FMDV O1 Manisa (SEQ
1D NO: 2) (81 aa)

MENYGGETQVQRROHTDVSFILDRFVKVTPYNGNSKYGDGTVANVRGDLOQVLAQKAARA
LPTSPDQARHKQKIVAPVKQLL

Epitopo T; Epitopo B1; Epitopo B2

Secuencia de polinucleotidos para el enlazador y dominio catalitico C-terminal central de
E2 de Geobacillus stearothermophilus (SEQ ID NO: 3)

aagcttgcagcagcagaagaaaaagcagcaccggcagcagcaaaaccggcaaccaccga
aggtgaatttccggaaacccgtgaaaaaatgagcggtattcgtcgtgcaattgcaaaag
caatggttcatagcaaacataccgcaccgcatgttaccctgatggatgaagcagatgtt
accaaactggttgcccaccgcaaaaaattcaaagcaattgcagcagagaaaggcattaa
actgacctttctgccgtatgttgttaaagcactggttagecgcactgegtgaatatecgg
ttctgaataccagcattgatgatgaaaccgaagagatcatccagaaacactattacaat
attggcattgcagcagataccgatcgtggtctgctggttccggttattaaacatgcaga
tcgtaaaccgatttttgcactggcccaagaaattaatgaactggcagaaaaagcacgtg
atggtaaactgacaccgggtgaaatgaaaggtgcaagctgtaccattacaaatattggt
agtgccggtggtcagtggtttacaccggttattaatcatccggaagttgeccattcectggg
tattggtcgtattgcagaaaaaccgattgttcgtgatggtgaaattgttgcagcaccga
tgctggcactgagcctgagectttgatcatcgtatgattgatggtgcaaccgcacagaaa
gcactgaatcatattaaacgtctgctgagcgatccggaactgctgctgatggaagcatg
a

Secuencia de proteinas para el enlazador y dominio catalitico C-terminal central de E2
de Geobacillus stearothermophilus (SEQ ID NO: 4) (255 aa)

KLAAAEEKAAPAAAKPATTEGE FPE TREKMSGIRRATIAKAMVHSKHTAPHVTLMDEADV
TKLVAHRKKFRKAIAAEKGIKLTFLPYVVKALVSALREYPVLNTSIDDETEEIIQKHYYN
IGIAADTDRGLLVPVIKHADRKPIFALAQEINELAEKARDGKLTPGEMKGASCTITNIG
SAGGOWFTPVINHPEVAILGIGRIAEKPIVRDGEIVAAPMLALSLSFDHRMIDGATAQK
ALNHIKRLLSDPELLLMEA

residuos de clonacién
enlazador natural de E2
dominio catalitico C-terminal central de E2
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Figura 2B

Polinucledtido que codifica la proteina de ft]si(;n FMDV-E2 (SEQID NO: 5)
atggaaaattatggtggtgaaacccaggttcagcgtcgtcagcataccgatgttagett
tattctggatcgttttgttaaagtgacccecgtataatggcaatagcaaatatggtgatyg
gcaccgttgcaaatgttcgtggtgatctgcaggttctggcacagaaagcagcacgtgca
ctgccgaccagtccggatcaggcacgtcataaacagaaaattgttgcaccggttaaaca
gctgctgaagcttgcagcagcagaagaaaaagcagcaccggcagcagcaaaaccggcaa
ccaccgaaggtgaatttccggaaacccgtgaaaaaatgagcggtattegtecgtgecaatt
gcaaaagcaatggttcatagcaaacataccgcaccgcatgttaccctgatggatgaagce
agatgttaccaaactggttgcccaccgcaaaaaattcaaagcaattgcagcagagaaag
gcattaaactgacctttctgececgtatgttgttaaagcactggttagecgecactgegtgaa
tatccggttctgaataccagcattgatgatgaaaccgaagagatcatccagaaacacta
ttacaatattggcattgcagcagataccgatcgtggtctgctggtteccggttattaaac
atgcagatcgtaaaccgatttttgcactggcccaagaaattaatgaactggcagaaaaa
gcacgtgatggtaaactgacaccgggtgaaatgaaaggtgcaagctgtaccattacaaa
tattgotagtgccggtggtcagtggtttacaccggttattaatcatccggaagttgceca
ttctgggtattggtcgtattgcagaaaaaccgattgttcgtgatggtgaaattgttgea
gcaccgatgctggcactgagcctgagctttgatcatecgtatgattgatggtgcaaccge
acagaaagcactgaatcatattaaacgtctgctgagcgatccggaactgetgetgatgg
aagcatga

Secuencia de proteina de la proteina de fusion FMDV-E2 (SEQ ID NO: 6) (336 aa)

MENYGGETQVORROHTDVSFILDRFVKVTPYNGNSKYGDGTVANVRGDLOVLAOKAARALPTSPDQ

HVTLMDEADVTKLVAHRKKFKAIAAEKGIKLTFLPYVVKALVSALREYPVILNTSIDDETEEII
OKHYYNIGIAADTDRGLLVPVIKHADRKPIFALAQEINELAEKARDGKLTPGEMKGASCTIT

NIGSAGGOWFTPVINHPEVAILGIGRIAEKPIVRDGEIVAAPMIALSLSFDHRMIDGATAQKA
LNHIKRLLSDPELLLMEA

Ebpitopo T Epitopo B1 Epitopo B1 residuos de clonacién enlazador natural de E2
dominio catalitico C-terminal central de E2

Polinucledtido que codifica el antigeno de FMDV sintético correspondiente a VP1 de la
cepa de FMDV A24 (SEQ ID NO: 8) en pET30b (pPX238)

atggaaaattatggtggtgaaacccagattcagcgtcgtcatcataccgatattggett
tattatggatcgcttcgtgaaaatccagagectataatggcaccagcaaatatgcagttyg
gtggtagcggtcgtcgtggtgatatgggtagectggcagecacgtgttgttaaacagetyg
cctgcaagcgttagcagccaggatcgtcataaacagaaaattatcgcaccggcaaaaca
actgctgtga

Antigeno de FMDV sintético correspondiente a VP1 de la cepa de FMDV A24 (SEQ ID NO:,
8) en pET30b (pPX238) 81 aa)

MENYGGETQIQRRHHTDIGFIMDREVKIQSYNGTSKYAVGGSGRRGDMGSLAARVVKQLPASVSS
QODRHKQKITAPAKQLL
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Figura 2C

Polinucleotido que codifica la proteina de fusion FMDV (VP1 sintética de la
cepa de FMDV A24)-E2 (SEQ ID NO: 9) en pET30b (pPX236)

atggaaaattatggtggtgaaacccagattcagcgtcgtcatcataccgatattggett
tattatggatcgcttcgtgaaaatccagagctataatggcaccagcaaatatgcagttyg
gtggtagcggtcgtcgtggtgatatgggtagecctggcagcacgtgttgttaaacagetyg
cctgcaagcgttagcagccaggatcgtcataaacagaaaattatcgcaccggcaaaaca
actgctgaagcttgcagcagcagaagaaaaagcagcaccggcagcagcaaaaccggcaa
ccaccgaaggtgaatttccggaaacccgtgaaaaaatgagecggtattcecgtegtgcaatt
gcaaaagcaatggttcatagcaaacataccgcaccgcatgttaccctgatggatgaagce
agatgttaccaaactggttgcccaccgcaaaaaattcaaagcaattgcagcagagaaag
gcattaaactgacctttctgeccgtatgttgttaaagcactggttagecgcactgecgtgaa
tatccggttctgaataccagcattgatgatgaaaccgaagagatcatccagaaacacta
ttacaatattggcattgcagcagataccgatcgtggtctgctggttccggttattaaac
atgcagatcgtaaaccgatttttgcactggcccaagaaattaatgaactggcagaaaaa
gcacgtgatggtaaactgacaccgggtgaaatgaaaggtgcaagctgtaccattacaaa
tattggtagtgccggtggtcagtggtttacaccggttattaatcatccggaagttgcca
ttctgggtattggtcgtattgcagaaaaaccgattgttcgtgatggtgaaattgttgceca
gcaccgatgctggcactgagcctgagectttgatcatecgtatgattgatggtgcaaccgce

acagaaagcactgaatcatattaaacgtctgctgagcgatccggaactgectgectgatgg
aagcatga

Polinucledtido de FMDV A24 Residuos de clonacién E2

Proteina de fusion FMDV (VP1 sintética de la cepa de FMDV A24)-E2 (SEQ ID
NO: 10) en pET30b (pPX236) (336 aa)

MENYGGE@QIQRRHHTDIGFIMDRFVKIQSYNGTSKYAVGGSGRRGDMGSLAARVVKQLPASVSS
QDRHKQKITAPAKQLLKLAAAEEKAAPAARKPATTEGEFPETREKMSGIRRATAKAMVHSKHTAP
HVTLMDEADVTKLVAHRKKFKATIAAEKGIKLTFLPYVVKALVSALREYPVLNTSIDDETEETIOQOK
HYYNIGIAADTDRGLLVPVIKHADRKPIFALAQEINELAEKARDGKLT PGEMKGASCTITNIGSA

GGOWETPVINHPEVAILGIGRIAEKPIVRDGEIVAAPMLALSLSFDHRMIDGATAQKALNHIKRL
LSDPELLLMEA

Polinucledtido que codifica antigeno de FMDV sintético correspondiente a
VP1 de la cepa de FMDV Asia Shamir (SEQ ID NO: 11) en pET30b (pPX239)

atggaaaattatggtggtgaaacccagaécgcacgﬁcgtctgcataccgatgttgcatt
tattctggatcgttttgttaaactgaccgcctataatggtaaaaccgectatggtgaaa
caaccagccgtcgtggtgatatggcagcactggcacagcgtctgagecgcacgtcectgecyg
accagcaccacccaggatcgtcgtaaacaagaaattattgcaccggaaaaacaggtgct
gtga
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IFigura 2D

Antigeno de FMDV sintético correspondiente a VP1 de la cepa de FMDV Asia
Shamir (SEQ ID NO: 12) en pET30b (pPX239) (79 aa)

MENYGGETQTARRLHTDVAFILDRFVKLTAYNGKTAYGETTSRRGDMAALAQRLSARLPTSTTQD
RRKQEITAPEKQVL

Polinucleétido que codifica la proteina de fusion FMDV (VP1 sintética de la
cepa de FMDV Asia Shamir)-E2 (SEQ ID NO: 13) en pET30b (pPX237)

atggaaaattatggtggtgaaacccagaccgcacgtcgtctgcataccgatgttgecatt
tattctggatcgttttgttaaactgaccgcctataatggtaaaaccgcecctatggtgaaa
caaccagccgtcgtggtgatatggcagcactggcacagcgtctgagecgcacgtcectgecg
accagcaccacccaggatcgtcgtaaacaagaaattattgcaccggaaaaacaggtgcet
gaagcttgecagcagcagaagaaaaagcagcaccggcagcagcaaaaccggcaaccaccyg
aaggtgaatttccggaaacccgtgaaaaaatgageggtattecgtecgtgcaattgcaaaa
gcaatggttcatagcaaacataccgcaccgcatgttaccctgatggatgaagcagatgt
taccaaactggttgcccaccgcaaaaaattcaaagcaattgcagcagagaaaggcatta
aactgacctttctgccgtatgttgttaaagcactggttagecgcactgcgtgaatatcecg
gttctgaataccagcattgatgatgaaaccgaagagatcatccagaaacactattacaa
tattggcattgcagcagataccgatcgtggtctgectggttccggttattaaacatgcag
atcgtaaaccgatttttgcactggcccaagaaattaatgaactggcagaaaaagcacgt
gatggtaaactgacaccgggtgaaatgaaaggtgcaagctgtaccattacaaatattgg
tagtgccggtggtcagtggtttacaccggttattaatcatccggaagttgeccattctgg
gtattggtcgtattgcagaaaaaccgattgttcgtgatggtgaaattgttgcagcaccg
atgctggcactgagcctgagectttgatcatcgtatgattgatggtgcaaccgcacagaa
agcactgaatcatattaaacgtctgctgagcgatccggaactgectgectgatggaagecat
ga

Polinucléotido de FMDV Asia Shamir Residuos de clonacion E2

Proteina de fusion FMDV (VP1 sintética de la cepa de FMDV Asia Shamir)-E2

(SEQ ID NO: 14) en pET30b (pPX237) (334 aa)
MENYGGETQTARRLHTDVAFILDRFVKLTAYNGKTAYGETTSRRGDMAALAQRLSARLPTSTTQDRRKQEIIA
PEKQVLKLAAAEEKAAPAAAKPATTEGEFPETREKMSGIRRAIAKAMVHSKHTAPHVTLMDEADVTKLVAHR
KKFKAIAAEKGIKLTFLPYVVKALVSALREYPVLNTSIDDETEEIIQKHYYNIGIAADTDRGLLVPVIKHADRKPIFA
LAQEINELAEKARDGKLTPGEMKGASCTITNIGSAGGQWFTPVINHPEVAILGIGRIAEKPIVRDGEIVAAPML
ALSLSFDHRMIDGATAQKALNHIKRLLSDPELLLMEA

Enlazador de E2 (SEQ ID NO: 15)
AAAEEKAAPAAAKPATTEGEFPETREKMSGIRRAIAKA
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Figura 2E
SEQ ID NO:12 (1)
SEQ ID NO:2 (1)
SEQ ID NO:8 (1)
SEQ ID NO:12 (49)
SEQ ID NO:2 (51)
SEQ ID NO:8 (50)

Identidad de secuencia:

SEQ ID NO:12v. SEQID NO:2 63%
SEQ ID NO:12 v. SEQ ID NO:8 61%
SEQ ID NO:2 v. SEQ ID NO:8 62%
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Figura 2F

(50)
(49)
(51)
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(200)
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(250)
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301 337
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(298)
(300)

Identidad de secuencia:

SEQ IDNO:6v. SEQIDNO:10  91%
SEQ IDNO:6v. SEQIDNO:14  91%
SEQ IDNO:10v. SEQ IDNO:14  91%
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Figura 3
Transferencia Western
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Figura 4A-4C
Produccién de particulas de E2 y FMDV-E2

FIG 4A Particulas de proteina E2

D

N N

FIG. 4C: Mezcla de proporcion 2:1 de "proteina E2 sola" + "proteina de fusion E2-FMDV" =
proteina cdE2-FMDV

W N
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Figura 5

ELISA indirecto de particulas de E2-FMDV
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Figura 6

Resultados de células plasmaticas en D27 de vacunas O1M
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Figura 7

Resultados de células plasmaticas en D27 de vacunas con
O1M

150

120
Recubrimiento
90

1 1 | 1 1

|

-

60

|

| "=

Recubrimiento  Recubrimiento Recubrimiento Recubrimiento Recubrimiento
ALOl Manisa  pgptido FMD ~ FMD-E2 cdE2-FMD-E2 cdE2

30

[ T T | T 1 ‘ T [ T T | T T ‘
1 | 11

IS e e

0

G1FMD solo  100ug/TS6

G2 FMD-E2 394ug/TS6

G3 cdE2-FMD-E2 394ug/TS6

G4 FMD-E2 3949/ polimero de acido poliacrilico
[ ] G5 controles

44



ES 2 899 230 T3

Figura 8

ELISPOT IFNgamma en D27 de vacuna con O1M
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Figura 9

ELISPOT de IFNgamma en D42 de vacuna con O1M
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Figura 10

Resultados de células B de memoria en D42
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Titulos de seroneutralizacion de FMD 01 (SNulog10)
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Figura 11

Seroneutralizacion (SN) de FMDV O1 Manisa
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