21.

54.

EXPEDIENTE No.

NDENCIA DE INDUSTRIAY COMERCIO

& \\\ M\\\H\M\“\\ M\\\\i\l\\\\\\ \\\\H\\\W\\»\\H\\\N\u\\ i

3
1 PATENTEIYH Eve:
> I\rcai 111 PRESENTACION Folios: 103

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

DELEGATURA DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

Division de Nuevas Creaciones

SOLICITUD

PATENTE DE INVENCION

TiTU LO NUEVAS FORMJIACIONES DE VACUNA QUE COMPRENDEN ADYUVANTES

QUE CONTIENEN SAPONINA

51.

71.

74.

22,

(FORMA P-10)

CLASIFICACION INTERNACIONAL

BOGOTA,D.C.,

SOLICITANTE _ERIAL LIMITED

DOMICILIO DULUTL, GEORGLs, GSTADOS URIDOS D AnBRICA

1UZ CLEMENCIA DE PAEZ

APODERADO __C-C- 35.456.344 de Usaguén

115198-Imprenta Nacional de Colombia-2011
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SUPERINTENDENCIA Fecha:zlg?z'_gf}gi?ﬁf' -00000.604 1
Tra. 11 PATENTEy) >4 Dep. 2020 py
Act I ; RNUEVASC
1 o PR.E_\.S?NTAC'ON V?aﬁgﬁ f(%sENACIONALIR
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
@ SOLICITUD DE:
[X] Patente de Invencion. [ Patente de Modelo de Utilidad.
Capitulo I. O Capitulo 1.
V= Nombre: MERIAL LIMITED
Sociedad constituida y existente bajo las
leyes del Estado de Delaware, Estados
SOLICITANTE . =
(71) Unidos de America. IDENTIFICACION
Direccion: 3239 Satellite Blvd., C.C. ] NIT ]
Duluth,
Georgia 30096, CE. L Otro [
Estados Unidos de América Cual
Domicilio: Duluth, Nimero
Georgia,
Estados Unidos de América
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccién: Carrera 42. No. 72-35 CC. NIT D
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE| .~ 51186 50 CE. O oo [
O APODERADO | Cual
E-mail: clientes@cavelier.com ua
Domicilio: Bogota, Colombia. Nimero 35.456.344 T.P 23.555
@ 1. Noel Joseph Francois DETRAZ 2. Guillaume RIGAUT
43, Rue Julien, 148, Boulevard Yves Farge,
INVENTOR (ES) F-69093 Lyon, F-69097 Lyon,
(72) Francia Francia

PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/US2010/048256
Publicacion Internacional No. WO 2011/031850 A1

Fecha: 09 de septiembre de 2010
Fecha: 17 de marzo de 2011

Titulo (54)

NUEVAS FORMULACIONES DE VACUNA QUE COMPRENDEN ADYUVANTES QUE
CONTIENEN SAPONINA

Clasificacion Internacional (51) A61 K 039/135

OO O O

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
sixl nold us 10 de septiembre de 2009 61/241,171

Comprobante de pago No.: 12-0029293 Fecha: 23 de marzo de 2012

O,

Fecha: 23 de marzo de 2012

Comprobante de pago No.: 12-0029260
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 590.000.00.

Comprobante de pago por 10 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion
por $300.00000.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poder de MERIAL LIMITED

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia de la caratula de la Publicacién Internacional WO 2011/031850 A1.

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
FIRMA : My @lanesnanbiez
QY C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555
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'DOCUMENTOS ANEXOS

: Publicacién Internacional WO 2011/031850 A1

Descripcién:
Paginas 65 en espaiiol
Reivindicaciones: Numero (s) 20

Figuras: Numero (s) 9

2. Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.

3. E Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL
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GEORGIA SUPERIOR COURT
CLERK’S’ COOPERATIVE AUTHORITY
Notary Division

" 1875 Century Boulevard, Suite 100

Atlanta, Georgia 30345

Eas

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
1. Country: UNITED STATES OF AMERICA
2. This public document
has been signed by TIKI CANTRELL
3. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC, STATE OF GEORGIA
4.bears the seal/stamp of TIKI CANTRELL
: NOTARY PUBLIC
FULTON COUNTY, GEORGIA
CERTIFIED oGNSk SEns SECCRaLa0eEonsy, |
BN LT Vi Teoo n ca veTA
. ’G‘QT&«EEQ;RFN“" I “,,.OHM‘

5.at ATLANTA, GEORGIA

6.the STH DAY OF JULY, 2004

Ly3ok
+4. 485

7.by GEORGIA SUPERIOR COURT CLERKS' COOPERATIVE AUTHOMEEE SHEIN

8.No. 1-103889 ' \

9. Seal/Stamp 10. Signature: \

DAVID R. WILLIAMS -
EXECUTIVE DIRECTOR

NOTARY PUBLIC
(404) 327-6023
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CAVELIER 181
ABOGADOS
EDIFICIO SISKI

CARRERA 4a N°72-35
BOGOTA, 8 ~ COLOMBIA

Representacion y Poder con autenticacién notarial y
Apostille para patentes, modelos de utilidad, disefios
industriales, marcas de fabrica, nombres comerciales,
ensefias, nombres de dominio, lemas comerciales,
licencias.

Representation and Power-of-Attorney with notarial
authentication and Apostille for patents, utility models,
industrial designs, trademarks, commercial names, trade
emblems, domain names, slogans, licenses.

REPRESENTATION AND POWER-OF-

REPRESFNTACION Y PODER ATTORNEY
\
\’* s Yo (nosotros), abajo firmado (s)/1 (we), the undersigned
L
* . MERIAL LIMITED

domiciliado (s) en/of

3239 Satellite Blvd.,

Duluth, Georgia 30096, Estados Unidos de América, hereby ratify the batent

application No. 04.051.017 filed by EMILIO FERRERO on June 12° 2004 and

por el presente nombramos a EMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
tpa. 23555 y GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciliados en la
Carrera 4a N° 72-35, Bogota, Colombia, en obedecimiento a lo
dispuesto en el pardgrafo lo del Articulo 543 del Codigo de
Comiercio, el primero como principal y los demas como suplentes, en
su orden, como mis (nuestros) representantes en todos los asuntos de
propiedad industrial con facultad para recibir notificaciones y
nombrar apoderados judiciales o extrajudiciales. El primer
representante suplente reemplazard al principal en caso de ausencia o
impedimento temporal o definitivo de aquél. La misma regla se
aplicara cuando el segundo representante suplente haya de reemplazar
al primero, o el tercero al segundo. En tales casos, el representante
principal. o el primero, o segundo suplente, en su caso, o ambos,
declarardn su intencién de no ejercer la representacién mediante
declaracién autenticada por Notario Publico en Colombia, o por
Notario u otro Funcionario Pablico, o Consul de Colombia, en el
extranjero; y si se tratare de impedimento. con el certificado
respectivo. Si alguno de los nombrados faltare definitivamente, el
siguiente tomara su lugar. Cuando cesare la ausencia o impedimento
del representante principal, o de su primero o segundo suplentes, en
su caso, podran ejercer la representacion, en su orden, uno u otros
seglin el caso, asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en
ese momento el ejercicio de la representacion por el primero, segundo
"o tercer suplente en su caso.

Ademas, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOI-181 (MINUTA N°12.1.1.2.6 USA)

in due compliance with the terms of paragraph Ist. of article 543 of
the Commercial Code, do hereby appoint EMILIO FERRERO, tpa.
31929; GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, tpa. 23555 and GERMAN CAVELIER, tpa. 832, domiciled at
Carrera 4a N° 72. 35, Bogota, Colombia, the first as principal and
the others as alternates, in the order of their appointment, as our
representatives for all industrial property matters with faculty to
receive notifications and to appoint attorneys in and out of Court.
The first alternate shall replace the principal in case of his absence or
of temporal or definitive impediment. The same rule will apply when
the second alternate representative is to replace the first one, or when
the third is to replace the first or second alternates in their turn, or
both of them, second. In such cases, the principal representative, or
the first or second alternates in their turn, or both of them, shall state
their intention not to act as representatives through a declaration
given before a Notary Public in Colombia, or before a Notary or
another Public Official or a Colombian Consul abroad; and in case of
impediment, the appropriate certificate shall suffice. If any of the
appointees were Lo be definitely absent, the following alternate shall
take his place. When the absence or impediment of the principal
representative, or of the first or second alternate in their turn ceases,
the representation can be taken again in their sequence, by the
principal, the first or second alternate depending on case, and the
mere fact or its exercise will suffice. The exercise of the

representation by the first, second or third alternates in their turn

shall end at such_time. In gddition, we grant a Power of Attomey in
}CWO'NOTAREA?%E?N CIRCULO"DE ROG0TA )

0 HOTA TA-DEL
HAGO LONSTAR.GUE LA FOTOCORIA inciD:
RIGIMAL: QUE KESTENIDG A < Vi




v l '
t . . . [
\
' .
s

nombrﬁdps, péra olgténer la pr‘oteccién de mi (nuestra) propiedad
industrial y* contra la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo
(amos) a los dichos apoderados para que me (nos) representen ante
cualesquiera entidades o personas, ejerzan o no jurisdiccion,
especialmente ante las del orden administrativo,” contencioso-
administrativo y judicial, asi como los tribunales de arbitramento, en
todo lo concerniente a los siguientes asuntos: a) Obtencién de
patentes de invencion, modelos de utilidad y disefios industriales; el
registro de marcas de fabrica, colectivas, defensivas, de servicio,
lemas comerciales, nombres comerciales, enseiias, nombres de
dominio, variedades vegetales y denominaciones de origen; su
renovacion, traspaso, cambio de nombre o domicilio, cancelacion
voluntaria; y el registro d% licencias de uso de esos derechos; b) Las
acciones de competencidy desleal, proteccion del consumidor,
oposiciones u observaciones, s cancelacién administrativa y judicial,
nulidad, medidas cautelares, “concesi(')n de licencias, la tutela, la
proteccion de secretos industriales, y en general los juicios civiles,
penales, administrativos o contencioso administrativos relacionados
con estos derechos; acciones y procesos que promovamos O Se nos
promuevan. Y para que en todos los asuntos arriba determinados,
puedan sustituir este mandato, transigir, conciliar, admitir los hechos
del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar, y ratificar los actos

de agentes oficiosos.

Dado y firmado hoy/Given and signed this 3\:‘ N Hp} a 6]) L}

favor of the above . named attorneys. at .law so that they may obtain
the protection of my (our) industrial property and against the unfair
competition, for which purpose I (we) authorize the said attorneys to
represent me (us) before any authorities or persons, with or without
jurisdiction,  specially those administrative, administrative
contentious and judicial, as well as before Arbitration Court, in ail
matters concerning the following: a) Obtainment of pétents, utility
models and industrial designs; the registration of trademarks,
collective, defensive and service marks, slogans, commercial
names, trade emblems, domain names, vegetal varieties and
denominations of origin; its renewal, assignment, change of name or
domicile, voluntary cancellation; and the registration of licenses of
use of the above rights; b) Actions of unfair competition, protection
to the consumer, oppositions or observations, administrative or Court
cancellation, nullity, infringement, granting of licenses, the action for
writ mandamus, the protection of trade secrets, and in general the
civil, penal, and administrative suits relating to those rights; actions
and suits instituted by me (us) or against me (us). And that in all the
above matteérs they may substitute this Power of Attorney,
compromise, conciliate, admit the facts of the case, desist, cancel,
receive, resign, and ratify acts done by representatives without a
power of attorney.

en/in D(A\\A&\/ht (.Qeo YN (.L(_

Dol

N Mol

fhmnmml
S S S |

Secve’x‘ﬁ PL(

Firma/Signature X WM CL(:/‘

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEO1-181 (MINUTA N°12.1.1.2.6 USA)
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CERTIFICACION NOTARIAL (INDIVIDUO)

Alos dias del mes de
ante mi, Notario Pablico o Funcionario Autorizado

de200__ de

NOTARIAL CERTIFICATION (INDIVIDUAL)

On this day of
before me, a Notary Public or Attesting Official

200  of

comparecio(eron)
personalmente

personally
appeared

a quien(es) doy fe de conocer y me consta que es(son) la(s):
persona(s) firmante(s) del Ydocumento que precede, Yy
quien(es) tiene(n) capacidad le ‘l para otorgarlo

to me known, and known to me to be the person(s) who executed
that foregoing document, and who has(have) legal capacity to
execute it.

L
--- NOTARIO PUBLICO O FUNCIONARIO AUTORIZADO --- NOTARY PUBLIC OR ATTESTING OFICIAL ---

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

Alos Zé dias del mes de 71.’[/\‘.13

de 200 4 comparecio(eron) ante mi,

Howce D Mlle

NOTARIAL CERTIFICATION (CORPORATION)

onthis  JLH¥O day of __ A€

200 'i appeared before me

Hovace D 3 AMalle

Quien(es) conozco personalmente y que firma(n) este documento en
‘scntacién de la Sociedad/compaiiia denominada

m?ﬁ al Lemited

who(m) I know personally and who(m) signed this document as
representative(s) of the Corporation/Company named

Wevig | Limidted

Certifico:

1. Que he visto los siguientes documentos:*

Artcules de constitvcion | 31 TU/"D‘F]‘H—

2.Que dichos documentos prueban lo siguiente:

210 Meainl, Limit ed

I certify:

1.That 1 have seen the following documents:*

ARTICLES OF ASSOCIATION dated
July 31, 1997 '

2. That the above documents

ﬂy prove the following:
21.That  Mevial

rraded

es una Sociedad/Compaiiia legalmente constituida y existente de

Delaware

acuerdo con las leyes de

is a Corporation/Company legally constituted and in existence

in accordance with the laws 0¢€ B@!&wa Ve

Que el domicilio de dicha Sociedad/Compaiifa es

229 Sote ([ite Plvd

2.2.That the domicile of said Corporation/Company is

3234 Sade/lte Bld.

DDquL1I /—vl"(.)rq;'()\ 200%6

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOT-181 (MINUTA N°12.1.1.2.6 USA)
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HOTAFIA SEXTA-DEL CIRGUA. OF BOGOTL
‘HAGO CONSTAR QUE LA FOTOCUMA COMCIDE,
s ELYORIGINAL: QUE - HEETENIDO A" A VISTR S

TR RS ICADE ToL0R

02 ABR 2012
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2.3:Queel o
pader estan comprendidos dentro del objeto social de la
mencionada Sociedad/Compaiiia.

) Y B
,

2.4.Que el(los) Sr.(Sres.)

bjete u objetos para los cuales se otorga el presente

Haofcee Malle.

2.3. That the purpose or purposes for which the present Power of
Attorney is granted are comprised within the corporation purposes set
forth in the charter of the mentioned Corporation/Company.

2.4, That Mr.(Messrs.) HNMZ b UA,”Q.

esta(n) autorizado(s) para oto-rgar el presente Poder.

is(are)‘authorized to grant the present Power of Attorney

Ciudad D olod b City llblA ‘Wh
Estado @»()(f(?( 2% State (98 OV Lo
Hoy 6\ Tond de2004£ | This

Y ,
* Los documentos deben identificarse con fecha y origen

day of " SUYNE.

--- NOTAR\O PUBLICO O FUNCIONARIO AUTORIZADO --- NOTARY PUBLIC OR ATTESTING OFICIAL ---
¥

* Documentg,must be ident?é)with date and origin

m,y Pybho, Fulton County, ng‘

My Commiasion Expiras May

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. COUNETY: oottt
This public document

2, has been signed by .........oooiiiiiiiiii

3. acting in the capacity of ............oooiiiiiiiinin e,

4. bearsthe seal/stamp of ...........ooooviiiii e,

Certified

5. at 6.the ....ooviiiii

7. DY

B N

9. Seal/stamp 10. Signaturevcwo o
:COB0-KOTARIA SEXTA BEL
‘DLYNAGO CONSTAR GUE ¢

LORGIAL Gur |

2 e

[ e T ‘(\{'b'us

LIRCUTO™DF BogaT: ™)
A FOTOCOPIA LONGILE
EiTENID0 a P’"";‘,’.ﬁ-;

01 |

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEOI-181 (MINUTA N°12.1.1.2.6 USA)
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TRADUCCION OFICIAL No. 26.07/04a realizada por Diego Vargas, Traductor
Oficial, Resolucidén No. 0001 de 1999 del Ministerio de Justicia vy

registrado ante el Ministerio de Relaciones Exteriores de Colombia.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un
documento medianﬁg el cual MERIAL LIMITED domiciliada en el 3239
Satellite Blvd., Duluth, Georgia 30096, Estados Unidos de América,
por el presente ratifica la solicitud de patente No. 04.051.017
presentada por el Doctor Emilio FERRERO el 1 de Junio de 2004, y
otorga derechos de representacidn y poder a loé Doctores Emilio
Ferrero, tpa. 31929; Gonzalo Perdomo, tpa. 831; Luz Clemencia de
Paez, tpa. 23555 y Germdn Cavelier, tpa. 832, domiciliados en la

Carrera 4 No. 72-35, Bogotd, Colombia.

Dado y firmado el 16 de junio de 2004 en Duluth, Georgia por Horace

D. Nalle, Secretario de la Compafiia. 0-NOTARIA“SEXTA DEL CIRCULO DE BOEHY ™
O.CONSFAﬁ-.QUE LA FOTSODPA TOINCIOR

ORIGIMAL: QUE. HEZTEKIDG 4 ¥
TAD:C RESIIR ina NE cor

! —— : T

C2 ABR 2012

c
D
i

Firma Firma Ilegible

Merial Limited vy adicionalmente
leyes del Estado de Delaware, que su domicilio es el 3239 Satellite
Blvd., Duluth, Georgia 30096, y que el Seflor Horace D. Nalle estéa
autorizado para otorgar el presente Poder.

Dado y firmado en la ciudad de Duluth, Estado de Georgia el 16 de

Junio de 2004.

Notario PUblico o Funcionario Autorizado Firma Ilegible

10



Sello: Notario Piblico Condado de Fulton, Georgia
Mi Comisidn vence Mayo 3 de 2008

AUTORIDAD COOPERATIVA DEL SECRETARIO
DEL TRIBUNAL SUPERIOR DE GEORGIA
Divisién Notarial

1875 Century Boulevard, Suite 100.

Atlanta, Georgia 30345

APOSTILLA

(Convention de La Haye du 5 Octubre 1961)

1. Pais: ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

Este documento publico

2. ha sido firmado por TIKI CANTRELL
3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO, ESTADO DE GEORGIA
4. lleva el sello/estampilla de TIKI CANTRELL

NOTARIO PUBLICO

CONDADO DE FULTON, GEORGIA

"COLO"NOTARIA SEXTA BELCIRCULG BE BOBOT ™
0.C:°HAGO.CONSTAR QUE LA FOTOCOPIA COINCIDE,

RIGINAL: QUE HEETENIDO, !
.PGOTA DiC:: REP!! ‘ZLIC»Q nEcoLgy

02 ABR 2012 }

CERTIFICADO

5. En ATLANTA, GEORGIA

6. El 8 DE JULIO DE 2004

8. No. I-103889—

9. Sello/estampilla: 10. Firma
o° EeG &,
TQ 'p Firma Ilegible
~ Q) DAVID R. WILLIAMS
<& Y DIRECTOR EJECUTIVO

NOTARIO PUBLICO
1776 (404) 327-6023

Es traduccidén fiel y completa de la cual se deja copia en esta

oficina para su confrontacién.

DVZ//ID-005829/WPCL002G/COLO 14036-841-001-6 %@f VAFQ//E/\M g

Chs C-2004-00009516 _TRA~DUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
ESPANOL - INGLES ~ INGLES - ESPANOI
RES. 0001 DE ENERO 4 DE 1992
MINISTERIO DE JUSTICIA
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CAVELIER

ABOGADOS
EDIFICIO SISKI
WEB SITE: www.cavelier.com CARRERA 4 No. 72 - 35 ) TELEFONO: (57) (1) 347-3611
E-MAIL:  cavelier@cavelier.com BOGOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (57} (1)217-9211 (57)(1) 310-4995

Sefiores
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. S. D.

Poderdante : MERIAL LIMITED

Poder conferido el : 16./06/2004

Yo, EMILIO FERRERO, obrando como apoderado principal del
poderdante arriba menéionado, mediante el presente escrito
sustituyo el poder a mi otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, identificada con cédula de ciudadania No. 35.456.344 vy
Tarjeta Profesional N°23.555, con todas las facultades gque me

fueron conferidas.

couo Nowzu. “SEXTA-DECCIRCULG
‘BE BOGOT
) A O CONSTAR.GUE LA r?gccom romgme
; E A

Hago la anterior sustitucidn conforme

' Cédigo de Procedimiento Civil.

Sefiora Jefe,

EMILIO FERRERO
T.P.A. N° 31.929

Acepto:

kéﬁ;Q CT%QQWﬁéivﬂClxéﬁxiéﬁ§>é3%32
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
T.P.A. N° §3‘555

C.C. NO\M§5 456.344 de Usaquén

N1T 860.041.367-3
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12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(09) World Tatlectua Propety Organisaion. A8 AN TGN B
M
M

International Bureau
(10) International Publication Number

ol WO 2011/031850 A1

(43) International Publication Date
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NUEVAS FORMULACIONES DE VACUNA QUE COMPRENDEN ADYUVANTES QUE
CONTIENEN SAPONINA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén se relaciona a emulsiones de
aceite en agua, su uso como adyuvantes vy composiciones
farmacéuticas, inmunocldgicas o de vacuna que comprenden las
mismas.

INCORPORACION POR REFERENCIA

Esta solicitud reclama la prioridad de la solicitud
de patente provisional norteamericana  No. 61/241,171,
presentada el 10 de Septiembre del 2009, y ademds hace
referencia a las siguientes solicitudes de patente: solicitud
de patente norteamericana No. 12/027,776, presentada el 7 de
Febrero del 2008, solicitud de patente norteamericana No.
10/899,181, ©presentada el 26 de Julio del 2004, ahora
otorgada como patente norteamericana 7,371,395, y la
solicitud de patente provisional norteamericana No.
60/490, 345, présentada el 24 de Julio del 2003. Las
solicitudes anteriores, y todos los documentos citados en las
mismas o durante su proseguimiento (“documentos citados del
sclicitante”) y todos los documentos citades o referenciados
en los documentos citados del solicitante, y todos los
documentos citados o) referenciados en la presente
(“documentos citados en la presente”) y todos los documentos
citados o referenciados en 1los documentos citados en la
presente, junto con cualquiera de las instrucciones,
descripciones, especificaciones de producto y hojas de
producto del fabricante para cualquiera de los productos
mencionados en la presente o en cualquier documento
incorporado por referencia en la presente, se incorporan en

la presente por referencia, y se pueden emplear en la

1
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practica de la invencién.

ANTECEDENTES

El uso de adyuvantes en vacunas es bien conocido.
Un adyuvante es un compuesto que, cuando se combina con un
antigeno de vacuna, 1incrementa la respuesta inmune al
antigeno de vacuna como se compara con la respuesta inducida
por el antigeno de vacuna solo. Entre las estrategias que
promuevenbla inmunogenicidad de antigeno estdn aquellas que
vuelven los antigenos de vacuna particulados, aquellas que
polimerizan o emulsifican antigenos de vacuna, métodos para
encapsular antigenos de vacuna, maneras para incrementar las
respuestas de citoquina innatas del hospedero, y métodos que
dirigen los antigenos de vacuna a las células que presentan
antigeno (Nossal, 1999, En: Fundamental Immunology. Paul
(Ed.), Lippincott-Raven Publishers, Philadelphia, Pa.; Vogel
y Powell, 1985, En: Vaccine Design. The Subunit and Adjuvant

Approach. Powell y Newman (Eds.), Plenum Press, NY, N.Y. p.

141). Debido a 1la funcién esencial que los adyuvantes
desempefian en mejorar la inmunogenicidad de antigenos de
vacuna, el uso de adyuvantes en la formulacidén de vacunas ha
sido virtualmente ubicuo (Nossal, 1999, supra; Vogel vy
Powell, 1995, supra; ver también la publicacidén de PCT WO
97/18837, las enseflanzas de las cuales se incorporan en la
presente por referencia). Los adyuvantes convencionales, bien
conocidos en la técnica, son diversos en naturaleza. Ellos
pueden consistir, por ejemplo, de sales inorgénicas
insolubles en agua, liposomas, micelas o emulsiones, es
decir, adyuvante de Freund. Otros adyuvantes se pueden

encontrar en Vogel y Powell, 1995, mencionada supra. Aunque

no hay un solo mecanismo de accién del adyuvante, una

caracteristica esencial es su habilidad para incrementar

%
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significantemente la respuesta inmune a un antigeno de vacuna
como se compara con la respuesta inducida por el antigeno de

vacuna solo (Nossal, 1999, supra; Vogel vy Powell, 1995,

supra). A este respecto, algunos adyuvantes son mas efectivos
en aumentar las respuestas inmunes humorales; otros

adyuvantes son mas efectivos en incrementar las respuestas

inmunes mediadas por células (Vogel y Powell, 1995, supra); y

todavia otro grupo de adyuvantes incrementan las respuestas

inmunes tanto humorales como mediadas por células contra

antigenos de vacuna (Vogel y Powell, 1995, supra).

Generalmente, las emulsionés utilizadas en la
formulacién de vacuna comprenden una mezcla de aceite,
solucidén acuosa y surfactantes. Algunas emulsiones incorporan
un surfactante lipofilico tal como SPAN 80° y un surfactante
hidrofilico tal como TWEEN 80°.

Sin embargo, los problemas de estabilidad se pueden
observar con emulsiones utilizadas como adyuvantes de vacuna,
en particular durante el almacenamiento o transporte. Esto es
particularmente real cuando estas composiciones contienen
inmundgenos concentrados, especialmente inmunégenos
concentrados no purificados. Tipicamente, este es el caso con
adyuvantes utilizados en vacunas i1nactivadas (exterminadas).
Este problema es aun més significante con composiciones de
vacuna multivalentes debido a que los inmundégenos son mas
concentrados en el mismo volumen del diluyente.'

Otro problema con el uso del adyuvante estéd ligado
a un riego de eventos adversos tal como toxicidad o
inflamacién local en el sitio de inyeccidén. Por ejemplo, una
respuesta inflamatoria local y/o granulomas puede resultar
después de la inyeccién. Con el fin de limitar tal reaccidn

adversa, se pueden reducir los surfactantes y otros

\b
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componentes en la emulsidén; sin embargo, la reduccidén luego
puede dar por resultado una disminucidén en la estabilidad de
la composicidén de vacuna. Hay, por lo tanto, una necesidad
por adyuvantes novedosos y composiciones de vacuna que
contienen tales adyuvantes con seguridad vy estabilidad
incrementadas.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

En wuna primera modalidad la presente invencién
proporciona una emulsién de aceite en agua (O/W) novedosa,
con estabilidad incrementada en la presencia de suspensiones
bacterianas o virales, especialmente aquellas concentradas vy
no purificadas o débilmente purificadas.

Otra modalidad de la presente invencién proporciona
una emulsién O/W estable, segura y facilmente administrable,
en particular inyectable, que actta como un vehiculo para el
suministro de una composicidén farmacéutica que comprende por
lo menos un 1ingrediente activo que puede ser, més
particularmente, un inmundgeno.

Todavia otra modalidad de 1la presente invencién
proporciona una emulsién O/W estable, seqgura e inyectable que
actua como un adyuvante para incrementar la respuesta inmune
inducida por wun inmunégeno. En particular, la presente
invencidén proporciona un adyuvante novedoso que, cuando se
utiliza en wuna composicién de vacuna que contiene un
inmunégeno, incrementa la respuesta inmune celular del
vacunado, respuesta inmune humoral, o de preferencia ambos al
inmundgeno.

Todavia otra modalidad de la presente invencién
proporciona una composicién o vacuna estable, segura e
inmunogénica que comprende una emulsién O/W.

Una modalidad adicional de la presente invencién

(Y
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proporciona un método para hacer una composicién de vacuna
usando el adyuvante de la presente invencidn; la composicidn
de vacuna asi obtenida; y métodos de uso de la misma.

Todavia otra modalidad de la presente invencidn
proporciona un equipo que comprende uno o mas frasquitos. En
una modalidad, el equipo comprende un frasquito que contiene
el adyuvante de la presente invencidén y un inmundégeno u otro
producto farmacéutico. En todavia otra modalidad, el equipo
comprende un inmundgeno u otro producto farmacéutico en un
primer frasquito, y un adyuvante hecho de acuerdo con la
presente invencidén en un segundo frasquito, con el adyuvante
disefiado para ser mezclado con el inmundgeno u otro producto
de vacuna antes del uso.

En una modalidad, la presente invencién proporciona

una emulsién de aceite en agua (O/W) inyectable que
comprende:
(1) una solucidn acuosa que comprende un
inmundégeno;
(2) una solucidn acuosa que comprende un

surfactante idénico hidrofilico tal Como
saponina;

(3) una solucidén acuosa opcional que comprende
hidréxido de aluminio;

(4) un aceite mineral;

(5) un surfactante lipofilico no idnico;

(6) un surfactante hidrofiliéo no idénico que tiene
un bajo valor HLB que comprende diésteres de
dcido graso etoxilados de sorbitdn (que tiene
generalmente el valor HLB entre 11 y 13).

En otra modalidad, la presente invencién

proporciona una emulsidén de aceite en agua (O/W) inyectable

(%
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gue comprende:

(1)

En

6
una solucién acuosa que comprende un
inmundégeno;
una solucién acuosa que comprende un

surfactante idénico hidrofilico tal COomo
saponina;

un aceite mineral;

un surfactante lipofilico no idnico;

un surfactante hidrofilico no idnico que tiene
un bajo valor HLB que comprende diésteres de
acido grado etoxilados de sorbitdn (que tiene
generalmente un valor HLB entre 11 y 13).

otra modalidad, la presente invencién

proporciona una emulsidén de aceite en agua (O/W) inyectable

gque comprende:

(1)

una solucidn acuosa que comprende un
inmundgeno;
una solucién acuosa que comprende un

surfactante idénico hidrofilico tal como
saponina;

una solucidén acuosa opcional que comprende
hidréxido de aluminio;

un surfactante hidrofilico no idénico gue tiene
un alto valor de balance hidrofilico-
lipofilico (HLB) mayor que 13 y menor que 40,
en particular HLB213.5, vy de preferencia
HLB214;

un aceite mineral;

un surfactante lipofilico no idénico;

un surfactante hidrofilico no idnico que tiene

un bajo valor HLB (valor HLB de



aproximadamente 9 a aproximadamente 13).
En otra modalidad, la presente invencién
proporciona una emulsién de aceite en agua (O/W) inyectable

que comprende:

5 (1) una solucidn acuosa que comprende un
inmunégeno;
(2) una solucién acuosa gue comprende un

surfactante iénico hidrofilico tal como
saponina;

10 (3) un surfactante hidrofilico no idénico que tiene

un alto valor de balance hidrofilico-
lipofilico (HLB) mayor que 13 y menor que 40,
en particular HLB213.5, y de preferencia
HLB214;
15 (4) un aceite mineral;

(5) un surfactante lipofilico no idbnico;

(6) un surfactante hidrofilico no idénico que tiene
un bajo valor HLB (valor HLB de
aproximadamente 9 a aproximadamente 13).

20 En todavia otra modalidad, la presente invencién
proporciona una composicién de vacuna que comprende una
emulsidén novedosa que contiene por lo menos un inmunégeno
adecuado para inducir wuna respuesta inmunoldégica en un
vacunado. La invencidén ademés proporciona tales composiciones

25 en donde la emulsidén actua como un adyuvante para incrementar
la respuesta inmune inducida por el inmundgeno, en
particular, para 1incrementar la respuesta celular, la
respuesta humoral o de preferencia ambas.

En otra modalidad la presente invencién proporciona

300 un método para hacer una composicidén de vacuna en donde un

inmundégeno, especialmente un inmundégeno en forma seca, que se

10
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puede obtener, por ejemplo, mediante liofilizacidén o mediante
vitrificacidén, o en una solucidén acuosa, especialmente en
donde 1la forma seca o la solucidén acuosa adicionalmente
comprende un surfactante idénico, por ejemplo saponina, y de
manera opcional adicionalmente comprénde hidréxido de
aluminio, se mezcla con el adyuvante de acuerdo con la
presente invencién. El inmundgeno se puede seleccionar del
grupo que consiste de: patdgenos inactivados, patdgenos
atenuados, antigenos sub-unitarios, antigenos purificados,
antigenos no purificados o) antigenos producidos
recombinantemente utilizando células bacterianas, de
levadura, de plantas,vde insectos o de animales, vectores de
expresién que incluyen plésmidos, y los similares. Los
antigenos se pueden purificar por medios bien conocidos en la
técnica incluyendo, pero no limitado a, wultrafiltracién,
ultracentrifugacién, exclusién de tamafio, filtracidén en gel,
cromatografia de intercambio idénico y purificacién PEG. El1
patégeno puede ser de origen bacteriano, viral, protozoario o
fungal o el inmunégeno puede constituir una antitoxina.

En otra modalidad, la presente invencién
proporciona un método para inducir una respuesta inmune en un
vacunado contra un patdégeno que comprende administrar la
composicidén de vacuna de la presente invencién al vacunado.

En otra modalidad, la presente invencién
proporciona equipos que comprenden un solo frasquito que
contiene inmundgenos purificados y la emulsién de acuerdo con
la presente invencién. En tal modalidad, los inmunégenos
contenidos dentro del unico frasquito comprenden antigenos de
virus FMD purificadds.

En otra modalidad, la presente invencién

proporciona equipos que comprenden por lo menos dos

2\
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frasquitos, en un primar frasquito un inmundégeno,
especialmente un inmundégeno en forma seca o en soluciédn
humedo acuoso, especialmente en donde la forma seca o la
solucién acuosa adicionalmente comprende un surfactante
idénico, ventajosamente saponina, y de manera opcional
adicionalmente comprende hidréxido de aluminio, y en un
segundo frasquito un adyuvante o emulsidén de acuerdo con la
presente invencidén. E1 uso de equipos que comprenden menos
dos frasquitos es particularmente efectivo en casos donde la
cémbinacién de los componentes discretos (es decir, la mezcla
en un solo frasquito de los contenidos de los por lo menos
dos frasquitos) daria por resultado una formulacién de vacuna
de estabilidad reducida.

Se observa que en esta descripcidn y
particularmente en las reivindicaciones, los términos tales
como ‘“comprende”, T“comprendido”, “que comprende” y 1los
similares pueden tener el significado atribuido a tales
términos en la Ley de Patentes Norteamericana, por ejemplo,
ellos pueden significar “incluye”, “incluido”, “que incluye”
y los similares, y aquellos términos tales como “que consiste
esencialmente de” y “consiste esencialmente de” tiene el
significado adscrito a estos por la Ley de Patentes
Norteamericana, por ejemplo, ellos permiten elementos no
explicitamente citados, pero excluyen elementos que se
encuentran en la técnica previa o que afectan una
caracteristica bdsica o novedosa de la invencién.

Estas y otrasAmodalidades se divulgan o son obvias
de y abarcadas por, la siguiente Descripcién Detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Una descripcién completa vy habilitante de 1la

presente invencién, que incluye el mejor modo de la misma,
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para uno de habilidad ordinaria en la técnica, se expone méas
particularmente en el resto de la especificacidén, incluyendo
la referencia a las figuras acompafiantes en donde:

La FIG. 1 proporciona graficas de la determinacién
de Temperatura de Inversidén de Fase (PiT) (medida mediante
conductividad) para las formulaciones de vacuna de 1los
experimentos 1 y 2 en los dias 7, 22, 121, y 330 (estudio de
estabilidad de un afio). La determinacién de PIT es una medida
de la estabilidad de la formulacién de vacuna.

La FIG. 2 proporciona graficas de la determinacidn
de PIT para las formulaciones de vacuna de los experimentos 3
y 4 en multiples dias después de la produccidédn (estudio de
estabilidad de un afio).

La FIG. 3 proporciona graficas de la determinaciédn
de PIT para las formulaciones de vacuna de los experimentos 5
y 6 en multiples dias después de la produccidén (estudio de
estabilidad de un arfio).

La FIG. 4 proporciona gréaficas de la determinacién
de PIT para las formulaciones de vacuna de los experimentos 7
y 8 en multiples dias después de la produccidédn (estudio de
estabilidad de un afio).

La FIG. 5 proporciona gréaficas de la determinacién
de PIT para las formulaciones de vacuna del experimento 9 en
miltiples dias después de la produccién (estudio de
estabilidad de un arfio).

La FIG. 6 proporciona gréaficas de la determinacién
de PIT para las formulaciones de vacuna (de los experimentos
1-9) producidos de acuerdo con la presente invencidén, vy
almacenadas durante 36 meses;

La FIG. 7 proporciona una gradfica que indica 1los

cambios dependientes del tiempo en la temperatura rectal de

10
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cerdos tratados de acuerdo con los materiales y métodos
divulgados en el Ejemplo 6;

La FIG. 8 proporciona una gradfica que indica el
cambio de temperatura maximo observado para cerdos tratados
con los materiales y métodos divulgados en el Ejemplo 6;

La FIG. 9 proporciona una grafica que indica 1la
potencia de wvacuna (PD50) contra la' carga util (upg) para
cerdos tratados de acuerdo con los materiales y métodos
divulgados en el Ejemplo 7.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Otros objetivos, caracteristicas y aspectos de la
presénte invencién se divulgan en, o© son obvios de, la
siguiente Descripcién Detallada. Se va a entender por uno de
habilidad en la técnica que la presente discusién es una
descripcidén de modalidades ejemplares solamente y no se
propone como limitante de los aspectos mas amplios de 1la
presente invencidén, los aspectos mds amplios que son
incorporados en la construccién ejemplar. De hecho, seré
evidente para aquellos expertos en la técnica que varias
modificaciones y variaciones se pueden hacer en la presente
invencién sin apartarse del alcance o espiritu de la
invencién. Por ejemplo, las caracteristicas ilustradas o
descritas como parte de una modalidad se pueden utilizar en
otra modalidad para producir una modalidad todavia adicional.
Se propone que la presente invencién cubra tales
modificaciones y variaciones como vienen dentro del alcance
de las reivindicaciones adjuntas o equivalentes. Los
contenidos de todas las referencias, patentes publicadas vy
patentes citadas por toda la solicitud se incorporan en la
presente por referencia en su totalidad.

Por conveniencia, ciertos términos empleados en la
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Especificacién, Ejemplos y Reivindicaciones adjuntas se
recolectan aqui.

Como se utiliza en la presente, el término “animal”
incluye todos los animales vertebrados incluyendo humanos.
Este también incluye un animal individual en todas las etapas
de desarrollo, incluyendo etapas embridénicas y fetales. En
particular, el término “animal vertebrado” incluye, pero no
estd limitado a, humanos, caninos (por ejemplo, perros),
felinos (por ejemplo, gatos); equinos (por ejemplo,
caballos), bovinos (por ejemplo, vacas, ganado vacuno),
porcino (por ejemplo, cerdos), asi como en aves. Como se
utiliza en la presente, el término “vaca” o “ganado vacuno”
se utiliza generalmente para referirse a un animal de origen
bovino de <cualquier edad. Los términos intercambiables
incluyen “bobino”, “becerro”, “novillo”, “toro”, “véquilla”,
“vaca”, 'y los similares. Los términos intercambiables
incluyen “cerditos”, “marranas”, y los similares. El término
“ave” como se utiliza en la presente se refiere a cualquier
especie o subespecie de la clase taxondémica ava, tal como,
pero no limitado a, pollos (reproductores, pollos tiernos vy
gallinas ponedoras), pavos, patos, un ganso, una codorniz,
faisanes, loros, pinzones, halcones, cuervos y réatidas
incluyendo avestruz, emd y casuario. El término “cerdo” o
“cerdito” significa un animal de origen porcino, mientras que
“marrana” se refiere a una hembra de edad y capacidad
reproductiva.

Como se utiliza en la presente, el término
“virulento” significa un aislado que retiene su habilidad
para ser infeccioso en un animal hospedero.

Como se utiliza en la presente, el término “vacuna

inactivada” significa una composicién de vacuna que contiene
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un organismo infeccioso o patdgeno que no es por mas tiempo
capaz de replicacién o crecimiento. El patdgeno puede ser de
origen bacteriano, viral, protozoario o fungal. La
inactivacién se puede realizar mediante una variedad de
métodos incluyendo la congelacidén-descongelacidén, tratamiento
quimico (por ejemplo, tratamiento con formalina), sonicacién,
radiacién, calor o <cualquier otro medio de convencién
suficiente para prevenir la replicacién o crecimiento del
organismo mientras que mantiene su inmunogenicidad.

Como se utiliza en la presente, el término
“inmunogenicidad” significa capaz de producir una respuesta
inmune en un animal hospedero contra un antigeno o antigenos.
La respuesta inmune forma la base de la inmunidad protectora
inducida por wuna vacuna contra un organismo infeccioso
especifico.

Como se utiliza en la presente, el término
“respuesta inmune” se refiere a una respuesta inducida en un
animal. Una respuesta inmune puede referirsé a la inmunidad
celular (CMI); inmunidad humoral o puede involucrar ambas. La
presente invencidén también contempla una respuesta limitada a
una parte del sistema inmune. Por ejemplo, una composicidén de
vacuna de la presente invencidén puede especificamente inducir
una respuesta de gama interferona incrementada.

Como se utiliza en la presente, el término
“antigeno” o “inmundégeno” significa una sustancia que induce
una respuesta inmune especifica en un animal hospedero. El
antigeno puede comprender un organismo completo, exterminado,
atenuado o vivo; una subunidad o porcién de un organismo; un
vector recombinante que contiene inserto con propiedades
inmunogénicas; una pieza o fragmento de DNA capaz de inducir

una respuesta 1nmune en la presentacién a un animal
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hospedero; una proteina, un polipéptido, un péptido, un
epitope, un hapteno, o cualquier combinacién de los mismos.
Alternativamente, el inmundgeno o antigeno puede comprender
una toxina o antitoxina.

Como se utiliza en la presente, el término
“multivalente” significa una vacuna que contiene méas de un
antigeno ya sea de la misma especie (es decir, diferentes
aislados de los serotipos de virus FMD), o de una diferente
especie (es decir, aislados de tanto Pasteurella hemolytica
como Pasteurella multocida), © una vacuna que contiene una
combinacién de antigenos de diferentes géneros (por ejemplo,
una vacuna que comprende antigenos de Pasteurella multocida,
Salmonella, Escherichia coli, Haemophilus somnus y
Clostridium) .

Como se utiliza en la presente, el término
“adyuvante” significa una sustancia adicional a wuna vacuna
para incrementar la inmunogenicidad de wuna vacuna. El1
mecanismo de cdémo un adyuvante opera no es completamente
conocido. Algunos adyuvantes se «cree gque aumentan la
respuesta inmune al liberar lentamente el antigeno, mientras
que otros adyuvantes son fuertemente inmunogénicos en su
propia manera y se cree que funcional sinergisticamente. Los
adyuvantes de vacuna conocidos incluyen, pero no estéan
limitados, emulsiones de aceite y agua (por ejemplo,
adyuvante de Freund completo y adyuvante de Freund
incompleto), Corynebacterium  parvunm, Bacillus Calmette
Guerin, hidréxido de aluminio, glucano, sulfato de dextrano,
6xido de hierro, alginato de sodio, Bacto-Adyuvante, ciertos
polimeros sintéticos tales como poli aminodcidos y
copolimerés de aminoacidos, séponina “REGRESSIN” (Vetrepharm,

Athens, Ga.), “AVRIDINA” (N,N-dioctadecil-N’,N’'-bis(2-
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hidroxietil)-propandiamina), aceite de parafina, muramil
dipéptido y los similares.

Como se utiliza en la presente, el término
“emulsidén” se refiere a una combinacién de por lo menos dos
sustancias, en donde una primera sustancia se dispersa en una
segunda sustancia en la «cual la primera sustancia es
insoluble. Un ejemplo de una emulsidén de la presente
invencidén es una fase de aceite dispersada en una fase
acuosa.

Como se utiliza en la presente, el término
“emulsidén incompleta” se refiere a una composicién a la cual
por lo menos un componente adicional se ‘debe adicionar para
hacer la “emulsidén completa”. Como se utiliza en la presente,
el término “emulsidn completa” se puede considerar
equivalente a la composicién inmunoldgica “lista para uso” de
la presente invencién. Un ejemplo de una emulsidén completa es
una composicién inmunoldégica de acuerdo con la presente
invencidén que estd lista para ser administrada a un animal de
acuerdo con los métodos de la presente invenciédn.

Como se utiliza en 1la presente, los términos
“portador farmacéuticamente aceptable” y “vehiculo
farmacéuticamente aceptable” son intercambiables y se
refieren a un vehiculo fluido para contener antigenos de
vacuna que pueden ser inyectados en un hospedero sin efectos
adversos. Los portadores farmacéuticamente aceptables
adecuados conocidos en la técnica incluyen, pero no estén
limitados a, agua estéril, solucién salina, glucosa, dextrosa
0 soluciones reguladas. Los portadores pueden incluir agentes
auxiliares que incluyen, pero no limitados a, diluyentes,
estabilizadores (es decir, azlcares Yy aminoécidos),

conservadores, agentes humectantes, agentes emulsificantes,

B
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agentes reguladores del ©pH, aditivos aumentadores de
viscosidad, colores y los similares.

Como se utiliza en la ©presente, el término
“composicién de vacuna” incluye por lo menos un antigeno o
inmunégeno en un vehiculo farmacéuticamente aceptable util
para 1inducir una respuesta inmune en un hospedero. Las
composiciones de vacuna se pueden administrar en
dosificaciones y mediante técnicas bien conocidas para
aquellos expertos en las técnicas médicas o veterinarias,
tomando en consideracidén tales factores como la edad, sexo,
peso, especie y condicidén del animal recipiente, y la ruta de
administracidn. La ruta de administracién puede ser
percutanea, por la via de la administracién mucosal (por
ejemplo, oral, nasal, anal, vaginal) o por la via de una ruta
parenteral (intradérmica, intramuscular, Subcuténea,
intravenosa o intraperitoneal). Las composiciones de vacuna
se pueden administrar solas, o se pueden co-administrar o
administrar secuencialmente con otros tratamientos o)
terapias. Las formas de administracién pueden incluir
suspensiones, Jjarabes o elixires, y preparaciones para
administracién parenteral, subcutéanea, intradérmica,
intramuscular o intravenosa (por ejemplo, administracién
inyectable) tales como suspensiones estériles o emulsiones
estériles. Las composiciones de vacuna se pueden administrar
como un rocio o mezclar en el alimento y/o agua o suministrar
la mezcla con un portador, diluyente o excipiente adecuado
tal como agua estéril, solucidén salina fisiolédégica, glucosa o
los similares. Las composiciones pueden contener sustancias
auxiliares tales agentes humectantes o emulsificantes,
agentes reguladores del pH, adyuvantes, gelificantes o

aditivos aumentadores de viscosidad, conservadores, agentes
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saborilzantes, colores y los similares, dependiendo de la ruta
de administracién y la preparacidn deseada. Textos
farmacéuticos estandares, tal como “Remington’s
Pharmaceutical Sciences,” 1990 se pueden consultar para
preparar preparaciones adecuadas sin experimentacién
indebida.

El término “purificado” como se utiliza en la
presente no requiere pureza absoluta; mds bien, se propone
como un término relativo. Asi, por ejemplo, una preparaciédn
de inmundégeno purificada, tal como proteina o virus
inactivadq, es una en la cual el inmunégeno es el méas
enriquecido que el inmundégeno en su medio ambiente natural.
Una preparacién de inmundégeno se refiere ampliamente en la
presente como “purificada” tal que el inmundgeno representa
por lo menos 60%, por lo menos 70%, por lo menos 80%, por lo
menos 90%, por lo menos 95%, o por lo menos 98%, del
contenido de inmunégeno total de la preparacién. Una
“preparacidén cruda”, que representa el grado mds bajo de
purificacién, puede contener tan poco como 60%, menor gque
20%, menor gque 10%, menor gque 5%, o menor gque 1% de
componentes inmuncgénicos.

El término “altamente purificado” como se utiliza
en la presente se propone para sugerir un “grado mas alto de
pureza” como es comparado con el término “moderadamente
purificado”. Este “grado mas alto de pureza” puede incluir,
pero no se limita de ninguna manera a, porcentajes reducidos
de contaminantes, en una preparacién inmunoldégica que ha sido
“altamente purificada” contra una preparacién inmunolégica
que ha sido “moderadamente purificada”. Como se utiliza en la
presente, “altamente purificado” de las preparaciones

inmunoldégicas tendrd los porcentajes méds bajos a no
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detectables de contaminantes que pueden causar: respuesta
inmune deseada reducida, respuesta inmune indeseada
incrementada (por ejemplo, reaccidédn de hipersensibilidad) o
estabilidad de formulacidén reducida. De manera similar, una
preparacién inmunolégica que ha sido “moderadamente
purificada” contiene-porcentajes relativamente reducidos de
contaminantes contra una preparacién inmunoldgica que ha sido
“minimamente purificada”, que del mismo modo, tiene
porcentajes reducidos de contaminantes contra una preparacidn
designada una “preparacidén cruda”.

Los contaminantes en una preparacidédn inmunoldgica
pueden incluir, pero de ninguna manera estdn limitados a,
sustancias que contribuyen negativamente a una composicién
inmunolégica de acuerdo con la presente invencién. Uno de
varios ejemplos de un contaminante que contribuyen
negativamente seria un contaminante que reduce la habilidad
de una composicidén inmunoldgica de la presente invencidn para
inducir una respuesta inmune en animales.

Niveles variantes de pureza (por ejemplo,
“altamente purificado, “moderadamente purificado” y los
similares) se puede lograr utilizando varios métodos. Por
ejemplo, una combinacién de cromatografia y filtracidén de gel
de exclusidén de tamafio puede dar por resultado preparaciones

inmunolédégicas “altamente purificadas” o) “moderadamente

purificadas”. Las diferencias en la fuente/tipo de
inmundgenos, asi como variaciones ligeras en los
procedimientos de purificacién pueden afectar

significantemente el grado final de pureza del inmunégeno. En
general, como se utiliza en la presente, las preparaciones
inmunolégicas que tiene el porcentaje mas bajo a mads alto de

contaminantes serdn descritas como 1) “altamente purificada”,
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2) “moderadamente purificado”, 3) “minimamente purificadas”,
4) “preparacidén cruda”, respectivamente. Una preparacién

“altamente purificada” tendrd el nivel mas bajo a través de
todos los tipos de contaminantes. Un preparacién
“moderadamente purificada” tendrd niveles relativamente bajos
de la mayoria de tipos de contaminantes, pero puede tener un
tipo de contaminante en abundancia méds alta que seria
observado para una preparacién “altamente purificada”
comparable. Del mismo modo, wuna “preparacién minimamente
purificada” tendrd niveles relativamente bajos de algunos
tipos de contaminantes, pero puede tener mds de un tipo de
contaminante en abundancia mds alta gque una preparacidn
"moderadamente purificada” comparable. Como es esperado, una
“preparacién cruda” tiene el nivel mds alto de contaminantes,
a través de todos los tipos de contaminantes, como es
comparado con los otros tipos de preparaciones discutidas en
la presente.
La presente invencidn proporciona una emulsidén de
aceite en agua (0O/W) novedosa que comprende:
(1) wuna solucidén acuosa que comprende un antigeno
o inmundégeno de vacuna capaz de inducir una
respuesta inmune a un hospedero;
(2) una solucién acuosa que comprende un
surfactante idnico;
(3) un surfactante hidrofilico no idénico;
(4) un aceite mineral;
En una modalidad, la emulsién de aceite en agua
(O/W) novedosa comprende:
(1) una solucidén acuosa que comprende un antigeno
o inmundégeno de vacuna capaz de inducir una

respuesta inmune en un hospedero;
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una solucién acuosa que comprende un
surfactante idénico tal como saponina;

un surfactante hidrofilico no idénico que tiene

un valor de Dbalance hidrofilico-lipofilico
(HLB) de mayor que 13 y menor que 40 (HLB>13,
en particular HLB213.5, y de preferencia

HLB214);

un aceite mineral;
un surfactante lipofilico no idnico; vy

un surfactante hidrofilico no idénico gque tiene
un bajo valor HLB (valor HLB entre 9 y 13).
otra modalidad, la

presente invencién

proporciona una emulsién de aceite en agua (0O/W) novedosa que

(2)
(3)
5
(4)
(3)
10 (6)
En
comprende:
15 (1)
(2)
20 (3)
(4)
25
(3)
(6)
(7)
30

Algunas

una solucidén acuosa que comprende un antigeno
0 1inmunégeno de vacuna capaz de inducir una
respuesta inmune en un hospedero;

una solucidén acuosa que comprende surfactante
iénico tal como saponina;

una solucidén acuosa opcional que comprende
hidréxido de aluminio;

un surfactante hidrofilico no idénico que tiene

un valor de Dbalance hidrofilico-lipofilico
(HLB) de mayor que 23 y menor que 40 (HLB>13,
en particular HLB213.5,y de preferencia

HILB214) ;

un aceite mineral;
un surfactante lipofilico no idnico; vy

un surfactante hidrofilico no idénico que tiene
un bajo valor HLB (valor HLB entre 9 y 13).
hechas de

emulsiocnes acuerdo con la
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presente invencidén estan basadas en una combinacidén de por lo
menos cuatro (4) surfactantes elegidos entre los miembros de
cuatfo grupos diferentes de surfactantes, y es posible usar
uno o mas surfactantes que pertenecen a cada grupo. Tres (3)
de estos grupos comprenden surfactantes no idénicos y uno (1)
de estos grupos comprenden surfactantes i1dénicos, por ejemplo
saponinas.

En una de varias modalidades, la concentracién del
surfactante idénico (2) en emulsidén (en la presente
especificacidn esto significa la emulsidén final que comprende
todos los ingredientes a menos que se indique de otra manera)
es de aproximadamente 0.01% a aproximadamente 10%.

En una de varias modalidades, la concentracidén del
surfactante hidrofilico no idnico (7) en la emulsidén (en la
presente especificacidén esto significa que la emulsién final
que comprende todos los ingredientes a menos que se indique
de otra manera) es de 1% a 8%, en particular de 1.5% a 6%,
de preferencia de 2% a 5%, mds de preferencia 2.5% a 4%,
expresado como un porcentaje en peso por volumen de emulsiédn
(p/v).

Este grupo de surfactantes comprende surfactantes
hidrofilicos no idnicos que tienen un bajo valor HLB (valor
HLB entre 9 y 13). Este grupo incluye pero no estd limitado a
monoéster de acido grado etoxilado de sorbitdn (en particular
5 grupos etoxilo) (por ejemplo, monooleato de sorbitéan
etoxilado, tal como TWEEN 81® diésteres de 4&cido grado
etoxilados de sorbitéan, triésteres de &cido grado etoxilado
de sorbitan (en particular 20 grupos etoxilo) (por ejemplo,
trioleato de sorbitadn etoxilado tal como TWEEN 85%),
triesterato de sorbitdn etoxilado tal como TWEEN 65°,

alcohols grasos etoxilados (en particular 5-10 grupos

3¢
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etoxilo) (por ejemplo, BRIJ 76%°, BRIJ 56° BRIJ 96°), A&acidos
grasos etoxilados (en particular 5-10 grupos etoxilo) (por
ejemplo, Simulsol 2599®, MYRJ 45%®), aceite de ricino etoxilado
(en particular 25-35 grupos etoxilo) (por ejemplo, ARLATONE
650°, ARLATONE G®), y combinaciones de los mismos.

Los diésteres de é&cido grado etoxilados de sorbitéan
y triésteres de 4&cido graso etoxilados de sorbitdn son
preferidos, asi como combinaciones de ambas especies. El
acido graso de preferencia se selecciona del grupo que
consiste de oleato, palmitato, estearato, isostearato,
laurato y combinaciones de los mismos. El1 triéster de &cido
graso etoxilado preferido de sorbitdn comprende trioleato de
sorbitdn etoxilado tal como TWEEN 85%®), o triestearato de
sorbitédn etoxilado tal como TWEEN 65°.

En una de varias modalidades, la concentracién del
surfactante no iénico hidrofilico no idénico (4) es
generalmente de 0.1% a 1.5%, en particular de 0.2% a 1.4%, de
preferencia de 0.3% a 1.3%, mads de preferencia de 0.4%> a
1.2%, expresado como porcentaje en peso por volumen de
emulsidén (p/v).

Este segundo grupo de surfactantes comprenden
surfactantes hidrofilicos no idénicos que tienen un alto valor
de balance hidrofilico-lipofilico (HLB) (HLB>13, en
particulér HLB213.5, y de preferencia HLB214). Este grupo
comprende monoésteres de 4cido graso etoxilados de sorbitéan
(en particular 20 grupos etoxilo) (por ejemplo, monolaurato
de sorbitdn etoxilado tal como TWEEN 20° monopalmitato de
sorbitdn etoxilado tal como TWEEN 406, monoestearato de
sorbitdn etoxilado (tal como TWEEN 60® monooleato de
sorbitéan eﬁoxilado tal como TWEEN 80% alcohols grasos

etoxilados (en particular 15-30 grupos etoxilo) (por ejemplo,
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BRIJ 78% BRIJ 98%° BRIJ 721%), &cidos grasos etoxilados (en
particular 15-30 grupos etoxilo) (por ejemplo, MYRJ 49%,
MYRJ51®, MYRJ 52° MYRJ 53°), copolimeros de bloque no iénicos
(por ejemplo, copolimero de polioxietileno/polioxipropileno
(POE-POP), tal como LUTROL F127®, LUTROL F68%, vy
combinaciones de los mismos.

Para los copolimeros de bloque no idnicos, los
porcentajes pueden ser menores y ser en particular de 0.1% a
0.5%, més particularmente de 0.2% a 0.4% (en peso por volumen
de emulsidén (p/v)).

Los surfactantes preferidos (4) comprenden
monoésteres de &cido graso etoxilado de sorbitdn, tales como
aquellos descritos en lo anterior.

En una de varias modalidades, la concentracidédn del
surfactante lipofilico no idénico (6) es de 0.1% a 2.5%, en
particular de 0.2% a 2%, de preferencia de 0.2% a 1.5%, mas
de preferencia de 0.2%> a 1.2%, expresado como un porcentaje
en peso por volumen de emulsidn (p/v).

Este grupo de surfactantes comprende ésteres de
dcido graso de sorbitdn (por ejemplo, monolaurato de
sorbitdn, similar a SPAN 208, monopalmitato de sorbitédn, tal
como SPAN 40% monoestearato de sorbitan tal como SPAN 60®,
triestearato de sorbitédn, tal como SPAN 65% monoleato de
sorbitén, similar a SPAN 80% trioleato de sorbitéan, similar
a SPAN 85°, monoisostearato de sorbitédn, tal como ARLACEL
987°, isostearato de sorbitan, tal como CRILL 6%), ésteres de
dcido graso de manuro (por ejemplo, MONTANIDE 80% monooleato
de manuro (tal como ARLACEL A®), dioletato de manuro,
trioleato de manuro, tetraoleato de manuro), ésteres de acido
graso etoxilado de manuro (2, 3 o 4 grupos etoxilo) (por

ejemplo, MONTANIDE 888°, MONTANIDE 103° monoleato de manuro
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etoxilado, dioleato de manuro etoxilado, trioleato de manuro
etoxilado, tetraoleato de manuro etoxilado) y combinaciones
de los mismos.

El &cido graso de preferencia se selecciona del
grupo que consiste de oleato, palmitato, estearato,
isostearato, laurato y combinaciones de los mismos.

Los surfactantes preferidos (6) comprenden 1los
ésteres de &acido graso de sorbitén, en particular aquellos
descritos en lo anterior y combinaciones de los mismos.

Los surfactantes de la invencién pueden tener
dcidos grasos de origen animal o vegetal. E1l cambio de un
origen para el otro (por ejemplo animal TWEEN 80° a vegetal
TWEEN 80°) se podria hacer simplemente con unicamente el
ajuste menor en la formulacién de la emulsidn.

Una emulsidén de acuerdo con la invencidén puede
tener una concentracién total de surfactantes, en peso por
volumen de emulsidén, de 1.2% a 10%, en particular de 2% a 8%,
de preferencia de 3% a 7%, mds de preferencia de 4% a 6%.

Generalmente, la emulsién de acuerdo con la
invencidén puede tener una temperatura de inversién de fase
(PIT) que es 233°C, en particular varia de 33°C a 65°C, més
particularmente de 36°C a 60°C, de preferencia de 37°C a
55°C, y mas de preferencia de 38°C a 50°C.

La PIT es la temperatura en la cual la emulsidén de
agua en aceite cambia a una emulsién de aceite en agua o se
desfasa (se rompe de la emulsién y separacién de las 2
fases). El1 valor de PIT se puede medir por varios medios,
similar por ejemplo mediante 1la apariencia visual (por
ejemplo, ver el Ejemplo 2) o mediante conductividad. La
emulsién se coloca en una temperatura abajo de la PIT de la

emulsién, por ejemplo, de aproximadamente 25°C en un bafio de
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agua. La temperatura se incrementa progresivamente. El1 cambio
del aspecto visual de la emulsidén se observa en comparacidn
con una emulsién de control, notablemente la fluidez, la
viscosidad, la separacién en dos fases, el cambio del aspecto
superficial debido a la migracién de la fase aceitosa a la
superficie. La temperatura, para la cual este cambio de
aspecto visual se observd, es el valor de PIT de la emulsidn.
Alternativamente, la PIT se determina mediante el pasaje
rapido de un valor de conductividad de aproximadamente 5-8
milliSiemens/centimetro (mS/cm) (emulsidén de aceite en agua)
a un valor de aproximadamente 0 mS/cm (emulsidén de agua en
aceite) medida mediante una sonda colocada en la emulsidn,
cerca de la superficie. La temperatura, para la cual se
observd la transicidn, es el valor de PIT de 1la emulsidn. Uno
de habilidad ordinaria en la técnica serd capaz de determinar
las combinaciones de surfactantes y aceite, incluyendo sus
concentraciones respectivas, con el fin de producir
emulsiones de acuerdo con la invencién, y en particular
emulsiones que tienen un valor de PIT dentro de los
intervalos definidos en 1lo anterior sin experimentacién
indebida.

Generalmente, las emulsiones de acuerdo con la
presente invencidén pueden contener, en volumen por volumeﬁ de
la emulsidn, de 3% a 55% de aceite, en particular de 5% a 50%
de aceite, de preferencia de 10% a 40% de aceite y, mas de
preferencia, de 20% a 40% de aceite. Por definicién, 1los
intervalos Qe valores en la presente especificacién incluye
siempre el limite del intervalo, a menos que se indique de
otra manera.

El aceite utilizado puede ser un aceite mineral que

incluye, pero no limitado a, aceite de parafina tal como
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aceite isoparafinico y/o aceite nafténico, escualano,
pristano, aceite de poliisobuteno, aceite de poliisobuteno
hidrogenado, aceite de polideceno, aceite de poliisopreno,
aceite de poliisopropeno y los similares. Un aceite mineral
ventajoso util en la presente invencidén puede incluir un
aceite que comprende una cadena de carbdén lineal o ramificada
gque tiene un numero de &tomos de cabono mayor que 15, de
preferencia de 15 a 32, y libre de compuestos aromaticos.
Tales aceites pueden ser, por ejemplo, aquellos
comercializados bajo el nombre “MARCOL 52%” o “MARCOL 82%~
(producido por Esso, Francia) o “DRAKEOL 6VR®” o “DRAKEOL 5%~
“DRAKEOL 7% (producido por Penreco, EUA), “CLEAROL®”
(producido por Sonnebofn, EUA), “Paraffin 0il Codex AAB2%”
(producido por Aiglon, Francia), BLANDOL (producido por
Sonneborn, EUA), ONDINA 915 (producido por Shell, UK).

El aceite también puede ser una mezcla de aceites
que comprende por lo menos 2 aceites seleccionados dentro de
los aceites descritos en 1la presente, vy en cualquier
proporcidén. La mezcla de aceites también puede comprender por
lo menos un aceite seleccionado entre los aceites descritos
en lo anterior y por lo menos un aceite vegetal, y este
aceite vegetal representa de aproximadamente 0.1% a
aproximadamente 33% de la fase aceitosa, de preférencia de
aproximadamente 10% a aproximadamente 25% v/v. Estos aceites
vegetales son aceites insaturados ricos en &cido oleico que
son biodegradables y de preferencia liquidos a la temperatura
de almacenamiento (aproximadamente +4°C.) o por lo menos
hacer posible dar emulsiones que son 1liguidos a esta
temperatura. Por ejemplo, el aceite vegetal puede ser aceite
de nuez molida, aceite de nuez, aceite de girasol, aceite de

cartamo, aceite de soja, aceite de onagro y los similares.
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En una de varias modalidades, 1los surfactantes
hidrofilicos (4) y (7) de preferencia incluyen surfactantes
que tienen la misma parte hidrofilica de las moléculas. Por
ejemplo, el uso se hace de ésteres de acido graso etoxilados
de sorbitdn para cada uno de los surfactantes hidrofilicos
(4) y (7). Por ejemplo si TWEEN 85° se selecciona como
surfactantes hidrofilicos no idénicos que tienen bajo valor
HLB, el surfactante hidrofilico no'iénico que tiene un alto
valor HLB ventajosamente tendrd wuna parte hidrofilica
constituida con un sorbitdn etoxilado, tal como TWEEN 80°.

Generalmente, la presente invencidén contempla la
utilizacidén de una solucidn acuosa que comprende un vehiculo,
excipiente o diluyente veterinariamente o farmacéuticamente
aceptable adecuado que incluye, pero no limitado a, agua
estéril, solucidén salina fisioldgica, glucosa, solucidén
reguladora y 1los similares. El1 vehiculo, -excipiente o
diluyente también puede incluir polioles, glucidos o agentes
reguladores del pH. El vehiculo, excipiente o diluyente, por
ejemplo, también puede comprender aminodcidos, péptidos,
antioxidantes, bactericidas y compuestos bacteriostaticos. La
solucién acuosa se adiciona al aceite y los surfactantes en
cantidad para obtener 100% del volumen de la emulsién de
acuerdo con la invencién.

El Dbalance hidrofilico-lipofilico (HLB) de una
emulsién permite la estimacién de la fuerza hidrofilica o
libofilica de un surfactante. El HLB de wuna molécula

anfifilica se calcula generalmente como sigue:

HLB = (20 x peso de la parte hidrofilica)

(peso de la molécula anfifilica)

El HLB puede tener un valor que varia de 0 (para la
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molécula més lipofilica) a 20 (para la molécula méas
hidrofilica). De acuerdo con 1la composicidén quimica del
surfactante (notablemente por ejemplo la adicidén de grupos
etoxilo o de O6xidos de algqueno), esta estimacidén puede
cambiar y el dominio del valor HLB puede incrementarse (por
ejemplo, el LUTROL F68° tiene un HLB de 29). Con una mezcla
de surfactantes, el HLB de la mezcla es la adicién del HLB de
cada surfactante, balanceada por su relacidén en peso:

HLB = (HLB de surfactante X x peso del surfactante X) + (HLB del surfactante Y x peso del

surfactante Y)
(peso del surfactante X + peso del surfactante Y)

En una modalidad de una emulsiédn hecha de acuerdo
con la presente invencidén, el HLB final de la emulsidn es de
aproximadamente 9 a aproximadamente 12, de preferencia de
aproximadamente 9.5 a aproximadamente 11.5 y mas de
preferencia de aproximadamente 10 a aproximadamente 11.5.

La presente invencidén contempla una emulsién que
comprende un aceite de parafina (en particular en una
concentracidén de aprokimadamente 10% a aproximadamente 40% vy
de preferencia de aproximadamente 20% a aproximadamente 40%),
expresado como un volumen por volumen de emulsidén (v/v)); un
monoéster de A4cido graso de sorbitdn (como surfactante
lipofilico no idénico), un triéster de &cido graso etoxilado
de sorbitan (como surfactante hidrofilico no idénico que tiene
un bajo valor HLB); y un monoéster de &cido graso etoxilado
de sorbitéan (como surfactante hidrofilico no idnico que tiene
un alto valor HLB). En particular el monoéster de acido graso
de sorbitdn es monooleato de sorbitan (en particular en 1la
concentracién de 0.2% a 1.5%, de preferencia de 0.2% a 1.2%
expresado como un peso por‘volumen de emulsidén (p/v)), el

triéster de Acido graso etoxilado de sorbitdn es un trioleato
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etoxilado de sorbitdn (en particular en la concentracidén de

2

o

a 5%, de preferencia de 2.5% a 4% p/v)) y el monoéster de
dcido graso etoxilado de sorbitdn es un monooleato de
sorbitdn etoxilado (en particular en la concentracién de 0.3%
a 1.3%, de preferencia de 0.4% a 1.2% p/v). Por ejemplo, la
emulsidén comprende el aceite de parafina en aproximadamente
29.3% en volumen por volumen de emulsidn, el monooleato de
sorbitan es 0.6% en peso por volumen de emulsién, el
trioleato etoxilado de sorbitdn en 3.4% en peso por volumen
de emulsidén, y el monoleato de sorbitén etoxilado en 0.75% en
peso‘por volumen de emulsidn.

En una segunda modalidad de acuerdo con la presente
invencién, la emulsién comprende un aceite de parafina (en
particular en una concentracién de 10% a 40%, de preferencia
de 20% a 40% v/v), un monoéster de &cido graso de sorbitéan
(como surfactante lipofilico no idénico, un triéster de &cido
graso etoxilado de sorbitdn (como surfactante hidrofilico no
idénico que tiene un bajo valor HLB), y un copolimero de
bloque no idénico (como surfactante hidrofilico no iénico que
tiene un alto valor HLB). En particular el monoéster de &cido
graso de sorbitdn es un monooleato de sorbitén (en particular
en la concentracién de 0.2% a 1.5%, de preferencia de 0.2% a
1.2% p/v), el triéster de dcido graso de etoxilado de
sorbitan es un trioleato etoxilado de sorbitadn (en particular
en la concentracién de 2% a 5%, de preferencia de 2.5% a 4%
p/v) y el copolimero de bloque no iénico es un polimero de
polioxietileno/polioxipropileno (POE-POP) (en particular en
la concentracién de 0.1% a 0.5%, de preferencia de 0.2% a
0.4% p/v). Por ejemplo la emulsidén comprende el aceite de
parafina en aproximadamente 29.3% v/v, el monooleato de

sorbitén en 0.6% p/v, y el trioleato de sorbitadn etoxilado de
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3.4% p/v, y monocleato de sorbitdn etoxilado de 0.25% p/v.

| En una modalidad particular, la invencidn contempla
una emulsién de aceite en agua (0O/W) inyectable que
comprende:

5 (1) una solucién acuosa que comprende un
ingrediente activo tal como un fédrmaco o un
inmundgeno, de preferencia un inmundgeno;

(2) una solucidén acuosa que comprende saponina;
(3) un aceite mineral;
10 (4) un surfactante lipofilico no idnico; vy
(5) un surfactante hidrofilico no idénico que tiene
un bajo valor HLB que comprende un diéster de
acido graso etoxilado de sorbitdn (que puede
tener un valor HLB entre 11 y 13).
15 En otra modalidad particular, la invencién

contempla una emulsidén de aceite en agua (O/W) inyectable que

comprende:
(1) wuna solucién acuosa que comprende un
ingrediente activo tal como un farmaco un
20 inmundégeno, de preferencia un inmundgeno;
(2) una solucidén acuosa que comprende saponina;
(3) una solucidén acuosa que comprende hidréxido de
aluminio;
(4) un aceite mineral;
25 (5) un surfactante lipofilico no idnico; vy
(6) un surfactante hidrofilico no iéﬁico que tiene
un bajo valor HLB que comprende un diéster de
acido graso etoxilado de sorbitédn (que puede
tener un valor HLB entre 11 y 13).
30 Una emulsién de acuerdo <con esta modalidad

comprende diésteres de &cido graso etoxilados de sorbitan que

u?
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pueden ccontener hasta 20 grupos etoxi. Los &cidos grasos
pueden ser de origen animal o vegetal y se pueden seleccionar
del grupo que éonsiste de oleato, palmitato, estearato,
isostearato, laurato y combinaciones de los mismos. En una
modalidad el acido graso etoxilado es de preferencia oleato.
Los otros ingredientes, asi como las propiedades generales de
la emulsidén tal como la PIT, pueden tener las mismas
caracteristicas que aquellas descritas en lo anterior.

De preferencia, el surfactante (6) comprende
diésteres de &cido graso etoxilados de sorbitén, tal como
dioleato de sorbitdn etoxilado, distearato de sorbitéan
etoxilado o diisostearato de sorbitdn etoxilado, dipalmitato
de sorbitadn etoxilado, dilaurato de sorbitdn etoxilado vy
combinaciones de los mismos.

Opcionalmente otros compuestos se pueden adicionar
como co-adyuvantes a la emulsidén, incluyendo, pero no
limitados a, alumbre; oligonucledétidos CpG (ODN), en

particular ODN 2006, 2007, 2059, o 2135 (Pontarollo R.A. vy

colaboradores, Vet. Immunol. Immunopath, 2002, 84:43-59;

Wernette CM. y colaboradores, Vet. Immunol. Immunopath, 2002,

84:223-236; Mutwiri G. y colaboradores, Vet. Immunol.

Immunopath, 2003, 91: 89-103); poliA-poliU (“Vaccine Design
The Subunit y Adjuvant Approach”, editado por Michael F.
Powell y Mark J. Newman, Pharmaceutical Biotechnology, 6:03);
bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDA) (“Vaccine Design:
The Subunit y Adjuvant Approach”, editado por Michael F.
Powell y Mark J. Newman, Pharmaceutical Biotechnology, volume
6:157), N,N-dioctadecil-N’,N’-bis{2-hidroxietil)
propanodiamina (tal como AVRIDINE®) (Ibid, p. 148),
carbémero, quitosan (ver la patente norteamericana No. de

serie 5,980.912 por ejemplo).
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La presente invencidén también proporciona un método
para hacer una composicién de vacuna o composicidn
inmunoldégica que comprende por 1lo menos un antigeno o
composiciédn de inmundégeno y un adyuvante o emulsidén hecho de
acuerdo con la presente invencién. El1 antigeno o composicién
de inmundégeno se puede incorporar durante la formacidén de la
emulsién o, en una modalidad alterna, el antigeno o
composicién de inmundgeno, de preferencia adicionalmente que
comprende saponina y de manera opcional adicionalmente que
comprende hidréxido de aluminio, se puede adicionar a la
emulsidén después, por ejemplo, justo antes del uso.

La cantidad completa de la solucidén acuosa
utilizada se puede ©presentar en la emulsién primero
producida. O puede ser aquella solamente parte de la solucién
acuosa que se utiliza para formar la emulsidén, y la cantidad
restante de la solucidén acuosa se adiciona después de la
incorporacién del inmundgeno. El inmundégeno o antigeno puede
estar en una forma seca o presentarse en alguna otra forma
sélida apropiada y luego mezclarse con la emulsién o,
alternativamente, el antigeno puede estar en solucidén, en
particular en una solucidén acuosa, y esta solucidédn mezclada
con la emulsién.

Los surfactantes de preferencia se adicionan a 'ya
sea el aceite o solucidén acuosa de acuerdo con su
solubilidad. Por ejemplo, los surfactantes lipofilicos no
iénicos se adicionan al aceite de acuerdo con la invencién
mientras que los surfactantes hidrofilicos no idnicos que
tienen un alto valor HLB se adicional a la solucién acuosa.

La emulsificacidén se puede preparar de acuerdo con
métodos convencionales conocidos para uno de habilidad

ordinaria en la técnica. Por ejemplo, en una modalidad de la

14
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presente invencidén, la emulsidén se puede preparar a una
temperatura debajo de la PIT de la emulsién, en particular a
temperatura ambiente, por ejemplo, a aproximadamente 25°C. La
fase acuosa y la fase aceitosa se mezclan conjuntamente
mediante agitacidén mecanica, por ejemplo con una turbina
equipada con un rotor-estator capaz de crear una alta fuerza
cortante. De preferencia, la agitacién inicia una baja
velocidad de rotacidén y lentamente se incrementa en relacién
a la adicidén progresiva generalmente en la solucidn acuosa en
el aceite. De preferencia la solucidén acuosa se adiciona
progresivamente al aceite. La relacién de aceite/soluciédn
acuosa se puede adaptar para obtener una emulsidén de agua en
aceite (W/0), por ejemplo, a una concentracidén de
aproximadamente 40% a aproximadamente 55% de aceite (v/v).
Cuando se detiene la agitacidn, la emulsidén cambia
progresivamente a wuna emulsién O/W (inversidén de fase).
Después de la inversidén y si es necesario, la emulsidén se
diluye mediante 1la adicidén de una solucidén acuosa para
obtener la concentracidén deseada de aceite en la emulsidn
final. La emulsidén se puede almacenar a aproximadamente 5°C.
En otra modalidad, la emulsién se puede preparar a
una temperatura mas alta que la PIT de la emulsidén. En una
primera etapa, la fase acuosa y la fase aceitosa se mezclan
conjuntamente a una temperatura méas alta que la PIT de la
emulsién. De preferencia la solucidén acuosa se adiciona
progresivamente al aceite. La relacién de aceite/solucién
acuosa se puede adaptar para obtener una emulsidén de agua en
aceite (Ww/0), por ejemplo en una . concentracién de
aproximadamente 40% a aproximadamente 55% de aceite (v/v). la
emulsién se puede hacer mediante una agitacién con baja o

nada de fuerza cortante, por ejemplo, <con un mezclador
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estidtico o una hélice marina o con una turbina en muy baja
velocidad de rotacién. La emulsidén obtenida es una emulsidn
de agua en aceite (W/0). En una segunda etapa, la emulsién se
enfria progresivamente por abajo de 1la PIT. Durante esta
etapa, la emulsién cambia a una emulsién O/W (inversidn de
fase). Después la inversidén y si es necesario, la emulsidn se
diluye mediante 1la adicién de una solucidén acuosa para
obtener la concentracidén deseada de aceite en la emulsidn
final. La emulsidén se puede almacenar a aproximadamente 5°C.

El tamafio de las gotitas en la emulsidén puede ser
de aproximadamente 100 nm a aproximadamente 500 nm. La
emulsién se puede utilizar, por ejemplo, como un adyuvante
para formular una composicién de vacuna o una composicidn
farmacéutica. La emulsidén también se puede utilizar como un
solvente para disclver un producto seco, especialmente un
producto seco gque contiene, por ejemplo, microorganismos
atenuados o vectores recombinantes vivos.

En una modalidad particular, una pre-emulsidén se
produce con solamente una parte de la solucidén acuosa. Esta
pre-emulsién se puede diluir mediante la adicién de una
suspensién de un ingrediente activo tal como un fa&rmaco o un
inmunégeno, de preferencia un inmundégeno, para obtener la
composicién final. Alternativamente, la pre-emulsidén se puede
diluir con una solucidén acuosa y utilizar para disolver un
producto seco tal como un producto seco.

El inmundégeno o antigeno adecuado para el uso en la
presente invencidén se puede seleccionar del grupo que
consiste de patdgenos inactivados, patégenos atenuados,
subunidades inmunogénicas (por ejemplo, proteinas,
polipéptidos, péptidos, epitopes, haptenos), o vectores de

expresién recombinantes, incluyendo plésmidos que tienen
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insertos inmunogénicos. En una modalidad de la presente
invencién, ei inmundégeno es un microorganismo inactivado o
exterminado. En otra modalidad de la invencién, la
composicidén de vacuna comprende un inmundgeno seleccionédo
del grupo de patdgenos aviares incluyendo, pero no limitados
a, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, virus de
Bronquitis Infecciosa (IBV), virus de Enfermedad de Newcastle
(NDV), virus de sindrome de caida de huevo (EDS), o virus de
Enfermedad Bursal Infecciosa (IBDV), virus de influenza aviar
y los similares, y combinaciones de los mismos.

Alternativamente, la composicidn de vacuna
comprende un inmundégeno seleccionado de un patdgeno felino
fal como, pero no limitado a, herpervirus felino (FHV),
calicivirus felino (FCV), wvirus de leucemia felino (FelV),
virus de inmunodeficiencia felino (FIV), virus de rabia y los
similares, y combinaciones de los mismos. |

En todavia otra modalidad, wuna composicién de
vacuna de la presente invencién comprende un inmundgeno
seleccionado de wun patdgeno canino que incluye, pero no
limitado a, wvirus de rabia, herpesvirus canino /CHV),
parvovirus canino (CPV), coronavirus canino, Leptospira
icterohaemorragiae, Leptospira grippotyphosa, Borrelia
burgdorferi, Bordetella bronchiseptica y los similares, y
combinaciones de los mismos.

En todavia otra modalidad de 1la invencién la
composicidén comprende un inmundégeno seleccionado de un
patégeno equino, tal como herpesvirus equipo (tipo 1 o tipo
4), virus de influenza equino, tétano, virus del nilo del
ceste, y los similares o combinaciones de los mismos.

En todavia otra modalidad de la invencién, la

composicidén comprende un inmundégeno seleccionado de un

(3
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patdgeno bovino, tal como el virus de enfermedad de pata y
boca (FMDV), virus de rabia, rotavirus bovino, virus de
parainfluenza bovino tipo 3 (bPIV-3), coronavirus bovino,
virus de diarrea viral Dbovina (BVDV), virgs sincitial
respiratorio bovino (BRSV), virus de Rinotraqueitis Bovino
Infeccioso (IBR), Escherichia c¢oli, Pasteurella multocida,
Pasteurella haemolytica y los similares y combinaciones de
los mismos.

En todavia otra modalidad de la presente invencidn,
la composicidén comprende un inmundégeno seleccionado de un
patdégeno porcino tal como, pero no limitado a, virus de
influenza de cerdo (SIV), circovirus porcino tipo 2 (PCV-2),
virus de sindrome respiratorio reproductor porcino (PRRS),
virus de pseudorabia (PRV), parvovirus porcino (PPV), FMDV,
Mycoplasma hyopneumoniae, Erysipelothrix rhusiopathiae,
Pasteurella multocida, Bordetella bronchiseptica, Escherichia
coli y los similares, y combinaciones de los mismos.

Otra modalidad de la invencién proporciona
composiciones de vacuna dgue comprenden por lo menos un
inmundégeno y una emulsidén en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Los inmundgenos gque comprenden virus, bacterias,
hongos y los similares se pueden producir mediante métodos de
cultivo in vitro utilizando el medio de cultivo apropiado o
lineas de células hospederas y métodos convencionales bien
conocidos para aquellos de habilidad ordinaria en la técnica.
Por ejemplo, PRRS se puede cultivar en una linea de células
apropiada, tal como la linea de célula MA-104 (ver las
patentes norteamericanas Nos. de serie 5,587,164; 5,866,401;
5,840,563; 6,251,404 entre otras). De una manera similar,
PCV-2 se puede cultivar utilizando la linea de células PK-15

(ver la patente norteamericana No. de serie 6,391,314); SIV
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se puede cultivar en huevos (patente norteamericana No. de
serie 6.048.537); 'y Mycoplasma hyopneumoniae se puede

cultivar en un medio de cultivo apropiado (series

norteamericanas Nos. 5,968,525;US 5.338.543; Ross R. F. vy

colaboradecres, Am. J. Vet. Res., 1984, 45:1899-1905).

Con el fin de obtener una composicidén inmunoldgica
inactivada o de vacuna, el patdgeno de preferencia se
inactiva después de 1la recoleccidén vy, opcionalmente, se
somete a clarificacidén por medio de un tratamiento gquimico
utilizando, por ejemplo, formalina o formaldehido, beta-
propiolactona, etilenimina, etilenimina binaria (BEI), y/o un
tratamiento fisico (por ejemplo, un tratamiento término o
sonicacién). Los métodos para la inactivacién son Dbien
conocidos para aquellos de habilidad en la técnica. Por
ejemplo, el virus FMD se puede inactivar mediante etilenimina
(Cunliffe, HR, Applied Microbiology, 1973, p. 747-750) o
mediante alta presidén (Ishimaru y colaboradores, Vaccine 22
(2004) 2334-2339), el virus PRRS se puede inactivar mediante

el tratamiento con beta-propiolactona (Plana-Duran \%

colaboradores, Vet. Microbiol, 1997, 55: 361-370) o mediante

el tratamiento con BEI (patente norteamericana No. de serie
5,587,164); la inactivacién del virus PCV-2 se puede realizar
utilizando el tratamiento con etilenimina o mediante el
tratamiento con beta-propiolactona (patente norteamericana
No. de serie 6,391,314); el virus de influencia de cerdo se
puede inactivar utilizando un detergente similar a Triton, o
con el tratamiento con formaldehido (patente norteamericana
No. de serie 6,048,537); la bacteria Mycoplasma hyopneumoniae
se puede inactivar mediante el tratamiento con formaldehido

(Ross R. F. supra), mediante etilenimina o el tratamiento con

VEI (ver WO 91/18627).
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El patdégeno inactivado se puede concentrar mediante
técnicas de concentracidédn convencionales, en particular
mediante ultrafiltracidén, y/o purificar por medios de
purificacién convencionales, en particular utilizando
técnicas de cromatografia incluyendo, pero no limitadas a,
filtracién en gel, ultracentrifugacién o un gradiente de
sacarosa, O precipitaciones selectivas, en particular en la
presencia de polietilenglicol (PEG).

Los inmunégenos Utiles en composiciones de vacuna
de acuerdo con la presente invencién también puede incluir el
vector de expresidén. Tales vectores incluyen, pero no estén
limitados a, vectores de expresidén recombinantes in vivo tal
como un vector de polinucledétido o un plésmido (EP-A2-

1001025; Chaudhuri P, Res. Vet. Sci. 2001, 70:255-6),

vectores de virus tales como, pero no limitados a, vectores
de adenovirus, vectores de poxvirus tal como fowlpox
(patentes norteamericanas Nos. de serie 5,174,993; 5,505,941;
y 5,766,599) o vectores de canaripox (patente norteamericana
No. de serie 5,756,103) o vectores bacterianos (Escherichia
coli o Salmonella sp.)/

La presente invencidén también abarca la formulacidn
de composiciones inmunoldgicas multivalentes o composiciones
de vacuna de combinacidén. Por ejemplo, los antigenos utiles
en una bacteria bovina de combinacién hecha de acuerdo con la
presente invencién incluyen, pero no estdn limitados a,
Mycoplasma  bovis, Pasteurella sp., particularmente p.
multocida y P. haemolytica, Haemophilus sp., particularmente
H. somnus, Clostridium sp., Salmonella, Corynebacterium,
Streptococcus, Staphylococcus, Moraxella, E. coli y. los
similares.

La presente invencidén ademds proporciona métodos
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para inducir una respuesta inmune en un hospedero, por
ejemplo, un animal, que comprende administrar al hospedero
una composicidén inmunoldgica o una composicidén de vacuna de
acuerdo con la invencidén. Las respuestas inmunes inducidas de
esta manera son notablemente respuestas inmunes de anticuerpo
y/o celulares, y en particular una respuesta ‘de gamma-
interferona.

En particular, la presente invencién proporciona
métodos para inmunizar contra, o para prevenir o para reducir
los sintomas causados por, la infeccidén de un animal con un
organismo patogénico (por ejemplo, infeccidédn por un virus,
bacteria, hongos o pardsitos protozoarios). El1 método de la
presente invencidén es Util en animales vertebrados que
incluyen, pero no limitados a, humanos, caninos (por ejemplo,
perros), felinos (por ejemplo, gatos); equinos (por ejemplo,
caballos), bovinos (por ejemplo, ganado vacuno) y animales
porcinos (por ejemplo, cerdos), asi como en aves que
incluyen, pero no limitados a, pollos, pavos, patos, gansos,
codorniz, faiséan, loros, pinzones, halcones, cuervos vy
ratidas (avestruz, eml, casuario y los similares).

En un aspecto particular de la invencidén, estos
métodos consisten de la vacunacién de las hembras prefiadas
antes del parto al administrar una composicidén de vacuna
hecha de acuerdo con 1la invencién. Estos métodos ademds
incluyen la induccién de anticuerpos protectores inducidos
por el protocolo de vacunacién y la transferencia de estos
anticuerpos protectores de las hembras prefiadas vacunadas a
su descendencia. La transferencia de tales anticuerpos
maternales subsecuentemente protege la descendencia de 1la
enfermedad.

La dosificacién de la composicidén de vacuna hecha



10

15

20

25

30

40

de acuerdo con la presente invencidén dependerd de la especie,
raza, edad, tamafio, historia de vacunacién, y estado de salud
del animal que es vacunado. Otros factores similares a la
concentracién de antigeno, componentes de vacuna adicionales
y ruta de administracién (es decir, subcuténea, intradérmica,
oral, intramuscular o administracién intravenosa) también
impactara la dosificacidén efectiva. La dosificacidén de vacuna
para administrar es facilmente determinar basado en la
concentracién de antigeno de la vacuna, la ruta de
administracidén, y la edad y la condicidén del animal que es
vacunado. Cada lote de antigeno puede ser individualmente
calibrado. Alternativamente, los experimentos de
inmunogenicidad metdédico de diferentes dosificaciones, asi
como estudios de LDsg y otros procedimientos de clasificacidn
se pueden utilizar para determinar la dosificacidén efectiva
para una composicidén de vacuna de acuerdo con la presente
invencién sin experimentacién indebida. A partir de los
ejemplos presentados enseguida, serd facilmente evidente que
la dosificacidén aproximada de que el volumen aproximado seré
apropiado para utilizar la composicidén de vacuna descrita en
la presente. El1 factor critico es que la dosificacién
proporciona por lo menos un efecto protector parcial contra
la infeccidén natural, como es evidenciado por una reduccién
en la mortalidad y morbidez asociado con 1la infeccién
natural. El volumen apropiado es del mismo modo féacilmente
averiguado por uno de habilidad ordinario en la técnica. Por
ejemplo, en especies de aves, el volumen de una dosis puede
ser de aproximadamente 0.1 ml a aproximadamente 0.5 ml vy,
ventajosamente, de aproximadamente 0.3 ml a aproximadamente
0.5 ml. Para especies felinas, caninas y equinas, el volumen

de wuna dosis puede ser de aproximadamente 0.2 ml a
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aproximadamente 3.0 ml, ventajosamente de aproximadamente 0.3
ml a aproximadamente 2.0 ml, vy mds ventajosamente de
aproximadamente 0.5 ml a aproximadamente 1.0 ml. Las especies
bovinas y porcinas, el volumen de dosis puede ser de
aproximadamente 0.2 ml a aproximadamente 5.0 ml,
ventajosamente de aproximadamente 0.3 ml a aproximadamente
3.0 ml, y mas ventajosamente de 0.5 ml a aproximadamente 2.0
ml.

Las vacunaciones repetidas pueden ser preferibles
en intervalos de tiempo periddicos para aumentar la respuesta
inmune inicialmente o cuando un periodo largo de tiempo ha
transcurrido desde la uUltima dosis. En una modalidad de la
presente invencidén, la composicidén de vacuna se administra
como una inyeccidén parenteral (es decir, subcutédneamente,
intradérmicamente o intramuscularmente). La composicidn se
puede administrar como una dosis o, en modalidades alternas,
administrada en dosis repetidas de aproximadamente dos a
aproximadamente . cinco dosis dadas en intexrvalos de
aproximadamente dos a aproximadamente seis semanas, de
preferencia de aproximadamente dos a aproximadamente cinco
semanas. Sin embargo, un experto en la técnica reconocerd que
el nUimero de dosis y el intervalo de tiempo entre las
vacunaciones depende de un numero de factores incluyendo,
pero no limitados a, la edad del animal vacunado; la
condicién del animal; la ruta de inmunizacién; la cantidad de
antigeno disponible por dosis; y los similares. Para
vacunacién inicial, el periodo generalmente serd mas largo
que una semana y de preferencia serd entre aproximadamente
dos a aproximadamente cinco semanas. Para animales
previamente vacunados, una vacunacidén de refuerzo, antes o

durante la prefiez, en aproximadamente un intervalo anual se
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puede realizar.

La presente invencién también contempla la
administracién de una composicidédn de vacuna utilizando un
inyector sin aguja tal como PIGJET®, AVIJET®, DERMOJET® o
BIOJECTOR® (Bioject, Oregon, USA). Una persona de habilidad
ordinaria en la técnica es capaz de ajustar las
especificaciones del inyector como sea requerido con respecto
a los factores tal como las especies del animal que es
vacunado; la edad y peso del animal, y los similares sin
experimentacién indebida.

En una modalidad de 1la presente invencién, el
método comprende una sola administracién de una composiciédn
de vacuna formulada con wuna emulsién de acuerdo con la
invencién. Por ejemplo, en una modalidad, la composicidén de
vacuna es una composicién de virus FMD inactivado, mientras
que una modalidad alterna proporciona una vacuna que
comprende una composicidén de virus PCV2 inactivado. Otras
composiciones inmunolégicas o vacunas son adecuadas para el
uso en un régimen de una sola dosis que incluyen, pero no
limitados a, Mycoplasma hyopneumoniae inactivado, PRRS y SIV.

La invencidén ademas se relaciona a métodos para
tratar un hospedero, por ejemplo, un animal, que comprende
administrar al hospedero una composicidén farmacéutica hecha
de acuerdo con la invencidén y que comprende por lo menos un
inmundgeno seleccionado del grupo que consiste de proteinas o
péptidos, virus inactivados o) atenuados, anticuerpos,
aleregenos, CpG ODN, factores de crecimiento, citoquinas o
antibiéticos y en particular CpG ODN o citoquinas. Estas
composiciones farmacéuticas se pueden utilizar para mejorar
los desempefios de crecimiento en un animal tal como un pollo,

un cerdo, una vaca o0 ganado vacuno.
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La presente invencidén ademds se relaciona a un
equipo que comprende un solo frasquito que contiene un
ingrediente tal como un inmundégeno purificado combinado con
una emulsidén hecha de acuerdo con la presente invencién. EL
equipo alternativamente puede comprender un primer frasquito
que contiene un ingrediente tal como un inmundégeno ©
composicién farmacéutica, combinado con saponina e hidréxido
de aluminio, y un segundo frasquito que contiene una emulsién
hecha de acuerdo con la presente invencién. EL inmundégeno
puede estar en una forma seca, una forma deshidratada o en
solucidén acuosa como es descrito en la presente.

La invencién ahora serd descrita adicionalmente por
medio de los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1
Método de Manufactura de la Emulsién

La emulsién se preparé mediante el método de
Inversién. En una primera etapa, la fase acuosa y la fase
aceitosa se mezclaron conjuntamente a +40°C. En una segunda
etapa, la emulsidn se enfrid progresivamente abajo de la PIT
a +5°C con el fin de obtener una emulsién O/W. Después de la
inversidén, la emulsidén final (es decir, formulacién de
vacuna) se mezcld y subsecuentemente se almacendé a +5°C

(resumido en la Tabla 1).

Tabla 1
Por ciento para Por ciento Total (v/v)
Cada Fase
Emulsién Incompleta-Fase aceitosa (120 mlL): ’ 33
* Monooleato de sorbitdn (SPAN 80®) 1.8% p/v
. TrioleatQ de sorbitdn (20 OE) 10.2% p/v
(TWEEN 85®)

¢ Aceite de parafina (MARCOL 82®) 88% v/v
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Emulsién Incompleta-Fase acuosa #1 (120 33
mL) :
* 20% (p/v) de solucidén de monooleato 11.25% p/v

de sorbitén (20 OE) (TWEEN 80®)

* Solucidn reguladora isotdnica de 85.75% v/v

fosfato disédico y monopotasico 0.02

M (pH 7.8)
Emulsién Incompleta= Aceitosa+Acuosa #1 66
Relacién de Emulsién Incompleta / 2/3

Emulsién Final (es decir, Formulacién

de Vacuna)

Adicionar la fase Acuosa #2 (120 mL) 33

* [Solucién reguladora isotdnica de

fosfato disédico y monopotédsico

0.02 M pH 7.8, saponina, hidréxido

de aluminio, antigenos, M102]*

Emulsién Incompleta (Aceitosa+Acuosal) 100

+ Acuosa2 = Emulsidén Final (es decir,

Formulacién de Vacuna)

* Intervalos de Concentracién/Cantidad

o) Hidrdéxido de aluminio - de aproximadamente 0.0% a
aproximadamente 1.0% (p/v), con respecto al volumen de
formulacién de wvacuna

o) Saponina - de aproximadamente 0.1 mg a aproximadamente 2
mg por mL de formulacidn de vacuna

o) Antigenos - de aproximadamente 0.1 ug a aproximadamente
200 pg por mL de formulacidén de vacuna

o) M102 y Fosfato al volumen

Monooleato de sorbitédn (SPAN 80®) y trioleato de
sorbitadn (20 OE) (TWEEN 85®) se introdujeron en la fase

aceitosa. El'monooleato de sorbitdn (20 OE) (TWEEN 80®) no
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fue miscible en el aceite de parafina. Una solucidén de 20%
(p/v) de TWEEN 80® se prepard en la misma solucidn reguladora
como la vacuna, por ejemplo, en la solucién reguladora

isotdénica de fosfato disébdico y monopotédsico 0.02 M (pH 7.8).

Cuando se detuvo la agitacién, la emulsién cambio a una

emulsidén de aceite en agua. La emulsidén se colocd en una
cdmara fria a 5°C durante por lo menos 4 horas. En esta
etapa, la emulsidén fue una pre-emulsidén que contiene 50% de
fase aceitosa.

Segunda Etapa:La fase acuocsa #2 se prepardé con 120 ml de

soluciédn reguladora isotdénica de fosfato disédico vy
monopotasico 0.02 M pH 7.8 con inmundgenos (FMDV inactivado,
inmunégeno de Mycoplasma hyopneumoniae, o inmundégeno PCV-2,
como es descrito infra), saponina e hidréxido de aluminio. La
pre-emulsidén se prepardé en la primera etapa se enfridé a
aproximadamente 5°C, se diluydé al adicionar la mitad del
volumen de la fase acuosa #2 a la misma temperatura, y se
mezcld mediante la rotacidén de una barra magnética durante 1
minuto. La concentracién de surfactante final en la emulsién
TSAP fue 4.75% (p/v).

En general, los componentes de las formulaciones de
vacuna divulgados en la presente se adicionaron en el
siguiente orden: 1) Medio 102 a 5°C, 2) Saponina, 3)
Hidréxido de aluminio, 4) Antigenos, y 5) Emulsién incompleta
(es decir, la combinacién de la Fase Aceitosa mas la Fase
Acuosa #1). Como se prepard en la presente, las vacunas TSAP
son estables por hasta 36 meses a 5°C.

Utilizando el mismo método de preparacién, otras

emulsiones se pueden obtener como es descrito en los ejemplos

proféticos enseguida:

Emulsidén TSAP-2
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La emulsién TSAP-2 en una emulsidén O/W que contiene
33% de una fase aceitosa. La fase aceitosa (120 ml) contiene
MARCOL 82® 88% wv/v, SPAN 80® 1.8% p/v y TWEEN 85® 10.2%) p/v.
La fase acuosa #1 (120 ml) contiene solucidén reguladora
isoténica de fosfato disddico y monopotésico 0.02 M (pH 7.8)
97.75% v/v, y LUTROL F127® 0.75% p/v. La fase acuosa #2 (120
ml) se constituye con la solucidén reguladora isotdbnica de
fosfato disédico y monopotasico 0.02 M (pH 7.8), saponina,
hidréxido de  aluminio, y que contiene opcionalmente
inmundgenos. La concentracidén de surfactante final es la
emulsidén TSAP-2 es aproximadamente 4.25% p/v.

Emulsién TSAP-3

La emulsidén TSAP-3 es una emulsidén O/W que contiene
50% de una fase aceitosa. La fase aceitosa (160 ml) contiene
MARCOL 82® 92% v/v, SPAN 85® 1.8% p/v y BRIJ 96® 6.2% p/v. La
fase acuosa #1 (160 ml) contiene la solucidén reguladora
isoténica de fosfato disédico y monopotasico 0.02 M (pH 7.8)
98.5% v/v, y LUTROL F127® 0.5% p/v, saponina, hidréxido de
aluminio, 'y que contiene opcionalmente inmundgenocs. La
concentracién de surfactante final en la emulsidén TSAP-3 es
aproximadamente 4.25% p/v.

Emulsidén TSAP-4

La emulsién TSAP-4 es una emulsién O/W que contiene
10% de una fase aceitosa. La fase aceitosa (120 ml) contiene
MARCOL 82® 60% v/v, SPAN 40® 17.2% p/v y ARLATONE 650® 22.8%)
p/v. La fase acuosa #1 (120 ml) contiene solucién reguladoré
isoténica de fosfato disddico y monopotdsico 0.02M (pH 7.8)
97.5% v/v y TWEEN 20® 2.5% p/v. La fase acuosa #2 se prepard
con 400 ml de solucidén reguladora isotdnica de fosfato
disdédico y monopotdsico 0.02M pH 7.8, saponina, hidréxido de

aluminio, y que contiene opcionalmente inmunégenos. 100 ml de
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la pre-emulsién se diluyd con los 400 ml de la fase acuosa #2
para obtener la emulsién TSAP-3. La concentracidén de
surfactante final de la emulsién TSAP-4 es 4.25% p/v.
Ejemplo 2
Determinacién de la Temperatura de Inversién de Fase (PIT) de
una emulsidén
10 ml de la emulsidén TSAP se colocd en un tubo de

vidrio en un bafio de agua a una temperatura de

aproximadamente 25°C. La emulsidén TSAP fue una emulsién

homogénea blanca. La temperatura en el bafio de agua se
incrementd progresivamente. Los cambios en la emulsién se
observaron visualmente (la emulsidén llegd a ser dos fases
separadas debido a la migracién de la fase aceitosa amarilla-
café a la superficie). Este cambio es caracteristico de la
descomposicidén de la emulsién. La temperatura en la cual este
cambio se observa es el valor de PIT de la emulsidén. Para la
emulsién TSAP, la PIT varia de aproximadamente 36°C-46°C. Las
Figuras 1-5 proporcionan graficas de determinacién de PIT
para formulaciones de vacuna hechas de acuerdo con la
presente invencién (estudio de estabilidad de 1 afio). La
Figura 6 proporciona una grafica de terminacién de PIT para
formulaciones de vacuna hechas de acuerdo con la presente
invencién y almacenadas durante 36 meses (estudio de
estabilidad de 3 arios).
Ejemplo 3
Estudio #1: Estabilidad de las formulaciones de Vacuna
preparadas de acuerdo con el Ejemplo 1

Esta tabla indica 1la estabilidad (es decir, el
tiempo en meses que las formulaciones permanecen como
emulsiones de aceite en agua) de foimulaciones de wvacuna

preparadas de acuerdo con el método descrito en el Ejemplo 1.

60
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Las formulaciones estdn comprendidas de los ingredientes
constituyentes indicados (ver las formulaciones 1-13), y 1los
antigenos utilizados para cada una de estas formulaciones
comprendieron aislados de virus FMD inactivado que se
consideraron de moderadamente a altamente purificados.

Como la Tabla 2 indica, la presencia de hidrdéxido
de Aluminio proporciona estabilidad de vacuna incrementada
especialmente cuando se utiliza la concentracidén mas alta de
antigenos (comparar la estabilidad aumentada de las
formulaciones 9, 11, y 13 a la estabilidad relativamente
reducida en 12 meses de las formulaciones 3, 5, y 7). En
promedio, la presencia de hidrdéxido de Aluminic en las
formulaciones que contienen antigeno mas alto (es decir,
formulaciones 9, 11, y 13) incrementa el tiempo de
estabilidad de aceite/agua de aproximadamente 3-6 meses (es
decir, la estabilidad de aceite/agua observada para las
formulaciones 3, 5, y 7) a aproximadamente doce (12) meses
(es decir, la estabilidad de aceite/agua observada para las
formulaciones 9, 11), o atn a aproximadamente veinticuatro
(24) meses (es decir, la estabilidad del aceite/agua

observada para la formulacidén 13).

Tabla 2

Experimento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Antigeno 0 15 60 15 60 15 60 15 60 15 60 15 60
(ng/dosis)

Saponina 0 0 0 0.5 0.5 1 1 0 0 0.5 0.5 1 1
(pg/dosis)

Al (OH)s (% 0 0 0 0 0 0 0 0 .3 .3 .3 .3 .3
final)

Namero de 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75 75
dosis

b1
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TO Mos o/m { o/w |o/m | om | o/m | om | om| om|om | om | o/m | o/m | o/
T3 Mos o/wW o/w O)W o/w o/w o/w O/wW o/w o/w o/w o/w O/W o/w
T6 Mos O/W o/w W/0 o/w Ww/0 o/wW O/wW o/w o/w o/w o/w o/w o/W
T9 Mos o/W o/wW w/0 o/w w/0 o/w W/0 o/w o/wW /W o/w O/W o/wW
T1l2 Mos o/w o/wW W/0 o/w W/0 O/wW W/0 o/w o/w o/wW o/w o/w O/W
T1l4 Mos o/wW o/w W/0 o/w w/0 o/w W/0 o/W W/0 o/w W/0 O/W o/w
Ejemplo 4

Estudio #2: Estabilidad de las formulaciones de Vacuna
preparadas de acuerdo con el Ejemplo 1

Las formulaciones de vacuna se prepararon como es
descrito en el Ejemplo 1 y de acuerdo con las cantidades del
componente indicadas en la Tabla 3. Como es descrito
previamente, el orden de adicién de los componentes fue 1)
medio 102, 2) saponina, 3) hidréxido de aluminio, 4)
antigenos purificados, y 5) emulsién incompleta (referencia
al Ejemplo 1 en donde la emulsién incompleta se define como
la fase aceitosa més la fase acuosa #1). Los antigenos
purificados fueron antigenos FMDV 01 Campos, A24 Cruzeiro, vy
C3 Indaial. El1 volumen total se ajustd utilizando el Medio

102 (M102, receta indicada enseguida).

Tabla 3

Numero de Experimento 1 2 . 3 4 5 6 7 8 9 10
->

Emulsién incompleta 400 400 400 400 400 400 400 400 400 400
(ml)

Fase acuosa (ml) 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200

saponina 0 0 250 | 9570 0 250 9570 0 250 9570

4MIL1R159B (mg)
0l (ml) 0 18.8 | 18.8 | 18.8 | 18.8 18.8 18.8 18.8 | 18.8 18.8

Ll
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[aproximadamente 1500

ng)
A24 (ml) 0 |16.7{16.7| 16.7 |16.7 | 16.7 | 16.7 | 16.7 | 16.7 | 16.7
[aproximadamente 1500
ngl
C3 (ml) 0 15 15 15 15 15 15 15 15 15
[aproximadamente 1500
Byl
Hidréxido de aluminio 0 0 0 0 25 25 25 150 | 150 | 150
1.5% (ml)
Medio 102 QSP 200 ml
Volumen total (ml) 600 | 600 | 600 | 600 600 600 | 600 | 600 | 600 | 600
Volumen total (dosis) | 300 | 300 | 300 | 300 300 300 { 300 | 300 | 300 | 300
Tabla 4
Descripcién del Componente Para 1L de M102 Solucién de
Extracto
MgCl, 95 170 mM
KC1 190 400 mM
CaCl;p 238 260 mM
CHC1s 5 ml puro
Alanina 276 g
Glucosa 1880 4500 mM
Bicarbonato de Sodio 2180 2540 mM
Peptona 3000 g -
Hidrolizado de Lactalbumina 4000 g -

La estabilidad de la vacuna se determiné de acuerdo con la

Tabla 5

Tabla 5

Prueba

Criterio de Aceptabilidad

Analisis del tamafio de gotita**

Modo < 0.18 un;

6
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SPAN < 0.8

Temperatura de inversidén de fase > = 36°C

(PIT)

* Para las vacunas sin gel de alumina
**Controles realizados al final del estudio de estabilidad
Para cada formulacién de vacuna, la temperatura de
inversién de fase (PIT) se determindé como es descrito en el
Ejemplo 2. La cantidad de antigeno adicionada se indica por
“unidades de hemaglutinina” (UH) por dosis de vacuna. La
Tabla 6 resume los datos de PIT e indica que la PIT
permanecid generalmente estable por hasta 36 meses. La Figura
6 proporciona graficas para la determinacién de PIT mediante
la conductividad para las formulaciones de vacuna de los
Experimentos 1-10 (resumidos en la Tabla 6). El incremento de
la PIT se observa con las formulaciones adyuvantadas con
saponina (es decir, experimentos 3, 4, 6, 7, 9, y 10)
constituye por si mismo wuna mejora con respecto a la
estabilidad sobre 1las formulaciones no adyuvantadas con

saponina (es decir, experimentos 2, 5, y 8).

Tabla 6
Experimentos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias 7 7 7 8 7 9 9 9 14 14
22 22 23 23 24 24 29 38 38 41
121 121 121 122 121 121 127 123 133 133
330 330 330 340 340 340 340 340 340 340

1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100 1100

Antigeno - + + + + + + + + +
Saponina (mg/dosis) 0 0 0.8 2.5 0. 0.8 2.5 0 0.8 2.5
Gel de altmina 0 0 0 0 0.065 | 0.065 [ 0.065 0.39 0.39 0.39

39 36 39 39.5 36 - 39 39.5 37.5 40 40

&4
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32.5 | 36.5 39 40 36.5 39 39.5 | 37.5 | 39.5 | 40.5
PIT (*) 36.7 | 39.5 37 39 40 32 40 | 40.5
35 | 36.5 (*) (*)
36.5 | 37 39 39 37 39 39 38 40 | 39.5
38.5 39.0 40.5 40 39 40.5 40 41 41.5 40.5
La distribucidén de tamafio de particula (Tabla 7) de

las emulsiones permanecidé dentro del intervalo expuesto en

los criterios del estudio durante el periodo de tiempo de 36

meses.
Tabla 7
Muestras Fecha de Fecha de Ag Saponina Gel de Modo SPAN
manufactura andlisis (+/-) (mg/dosis) AlUmina (pm)
(% final)
Emulsién 04/07/05 05 - 0 0 0.158 0.644

incompleta

Experimento 27/09/05 04/07/05 - 0 0 0.146 0.650
1

Experimento 27/09/05 04/12/09 + 0 0 0.145 0.661
2

Experimento 27/09/05 04/12/09 + 0.8 0 0.148 0.633
3

Experimento 27/09/05 04/12/09 + 2.5 0 0.154 0.582
4

Experimento 27/09/05 04/12/09 + 0 0.065 0.144 0.670
5

Experimento 27/09/05 04/12/09 + 0.8 0.065 0.144 0.672
6

Experimento 27/09/05 04/12/09 + 2.5 0.065 0.144 0.672
7

Experimento 27/09/05 05/12/09 + 0 0.39 0.146 0.790
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8
Experimento 27/09/05 05/12/09 + 0.? 0.39 0.145 0.789
9
Experimento 27/09/05 05/12/09 + 2.5 0.39 0.145 0.787
10
Ejemplo 5

Resultados de Serologia después de la Administracién de
Maltiples Dosis de una Vacuna de Virus de Enfermedad de Pata
y Boca (FMD) Adyuvantada con la Emulsién TSAP-Estudio en
Bovinos

Materiales y Métodos: 90 Animales bovinos, de 12 a
14 meses de edad, nunca vacunados y sin anticuerpos FMD se
seleccionaron, se aleatorizaron y se distribuyeron entre 10
grupos de 9 animales que son vacunédos. Los animales se
vacunaron con las formulaciones de vacuna indicadas (9807-
9814) en el dia 1. Cada una de las formulaciones listadas en
las Tablas 8, 9, 10, y 11 se prepararon de acuerdo con el
Ejemplo 1 y comprende todos los componentes citados en el
Ejemplo 1 con las cantidades de saponina e hidréxido de
aluminio que varian de acuerdo con lo siguiente: la cantidad
de saponina es ya sea 0, 0.7, 1.3, o 2.7 mg/dosis, y la
cantidad de hidréxido de aluminio al gel es ya sea 0% o
0.37%. Ocho (8) grupos se vacunaron mediante la ruta
intramuscular (el grupo IM) y dos (2) grupos se vacunaron

mediante la ruta subcutdnea (el grupo SC). Cada animal del

grupo IM se revacund con la vacuna respectiva en el dia 56

mediante la ruta intramuscular en el dia 84 mediante la ruta
subcutanea. Cada animal del grupo SC se revacundé con la
vacuna respectiva en los dias 56 y 84 mediante la ruta
subcuténea.

La Tabla 8 resume la estabilidad de las
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Tabla 8
Namero de 6°C Ambiente
Formulacién 1 2 30 1 2 30
Semana | Semanas Dias Semana | Semanas Dias
9807 OK OK OK OK OK OK
9808 OK OK OK OK OK OK
9809 OK OK OK OK OK OK
9810 OK OK OK OK OK OK
9811 OK OK OK OK OK OK
9812 OK OK OK OK OK OK
9813 OK OK OK OK oK OK
9814 OK OK OK OK oK OK
No hubo alguna lesidén después de la primera
vacunacién mediante la ruta intramuscular. Hubo algunas
lesiones después de la segunda vacunacién mediante la ruta
intramuscular pero todas estas lesiones sucedieron 28 dias

después de la segunda vacunaciédn por la ruta intramuscular.

La Tabla 9 resume la seguridad de 1las formulaciones de
vacuna, como es indicado por la medicién del peso corporal
del animal en las fechas especificadas.
Tabla 9
Identificador Fecha de Medicién del Peso Corporal
del Estadistica | 17- 8- 15- 12- 15- 9- 12~ 16- 0-
Experimento Nov- Dic- Dic- Ene- Ene- Feb- Feb- Feb- Mar-
08 08 08 09 09 09 09 09 09
EXP 9807 Peso Medio | 294 303 305 331 330 354 352 355 372
(kg) 33 30 31 35 33 34 34 32 37
Desviacién
Estéandar
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EXP 9808 Peso Medio 293 304 305 331 328 352 355 354 370
(kg) 34 36 35 35 41 39 42 41 42
Desviacién
Estéandar
EXP 9809 Peso Medio 293 304 305 327 325 351 345 348 365
(kg) 33 33 32 29 33 29 37 35 37
Desviacién
Esténdar
EXP 9810 Peso Medio 293 305 307 330 330 350 348 351 374
(kg) 33 32 30 39 39 37 34 34 40
Desviacién
Estéandar
EXP 9811 G1 Peso Medio 295 307 307 328 329 352 346 352 369
(kg) 34 31 31 31 34 36 35 40 39
Desviacién
Estéandar
EXP 9811 G2 Peso Medio 293 304 305 328 329 346 342 345 364
(kg) 31 32 34 34 37 41 39 41 43
Desviacién
Estéandar
EXP 98121 G1 Peso Medio 294 307 307 629 331 352 350 354 371
(kg) 29 33 34 35 35 37 36 35 32
Desviacién
Estandar
EXP 9812 G2 Peso Medio 292 304 304 330 329 352 349 355 369
(kg) 30 32 32 34 37 35 32 37 33
Desviacién
Estandar
EXP 9813 Peso Medio 293 304 304 332 331 357 354 360 378

A
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(kg) 30 27 27 28 30 33 30 30 35
Desviacién
Estéandar
EXP 9814 Peso Medio 293 304 305 327 325 348 343 346 365
(kg) 30 31 29 31 30 32 35 31 29
Desviacién
Esténdar
Resultados: La Tabla 10 resume los datos

seroldgicos recolectados durante los ensayos experimentales.
01 Campos, A24 Cruzeiro, y C3 Indaial son tres serotipos
independientes del virus FMD, vy la presencia de los
anticuerpos 0Ol1, A24, y C3 es un indicador positivo que la
formulacién de vacuna indujo una respuesta inmune en los
vacunados. “Gl1” indica la formulacidén de vacuna que se
administré intramuscularmente y “G2” indica la formulacién de
vacuna que se administrdé subcutdneamente. Para la presente
invencién, particularmente para los antigenos virales de FMD,
hay wuna fuerte correlacidén directa entre el titulo de
anticuerpos (es decir, niveles de suero de 01 Campos, A24
Cruzeiro, y C3 1Indaial) vy el nuUmero de Protecbién de
Poblacidén Equivalente (EPP). Simplemente establecido, cuando
los titulos de anticuerpo son altos, los animales vacunados
son de manera correspondiente altamente protegidos de 1la
infeccidén viral.

De manera sorprendente, la presencia de hidréxido
de aluminio es asociada con una diferencia significante en la
respuesta inmune que depende de la ruta de administracién.
Cuando esta presente hidréxido de aluminio, como en las
formulaciones 9812Gl y 9812G2, hay un incremento significante
en la respuesta inmune en el vacunado, como es medido por los

titulos de anticuerpo, cuando la formulacién de vacuna se
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administra subcutdneamente. No hay diferencia significante

similar a la eficacia debido a la ruta de administracidén para
las formulaciones de vacuna correspondientes que no contienen

hidréxido de aluminio, especificamente 9811Gl y 9811G2.

La razdn para esta respuesta inmune aumentado

debido a la presencia de hidrdéxido de aluminio coincidente
con el uso de las rutas subcutédneas de administracidén no es

conocida en ese momento, pero una modalidad efectiva de 1la

invencién actual podria incluir, pero de ninguna manera

limitada a, variar la ruta de administracién de vacuna

dependiente de los datos de eficacia actuales y futuros (por

ejemplo, titulo de anticuerpo).

Como es comparado con las formulacicnes de vacuna

de control no adyuvantadas con saponina (es decir, 9807 &

9808), las formulaciones de vacuna adyuvantadas con saponina

inducen en los animales de estudio una respuesta inmune mas

rapida a todos los tres antigenos de virus FMD, como es

indicado por los titulos de anticuerpo promedio mas altos
para las formulaciones adyuvantadas con saponina en el Dia

21. Tomados conjuntamente, 1la evidencia indica que 1la

presente invencién proporciona estabilidad mejorada y permite

inmunes més

QO

respuestas rédpidas que las formulaciones no
adyuvantadas con saponina.
Tabla 10
Saponina Al 01 CaMpPOs A24 CRUZEIRO C3 INDAIAL
(mg/dosis) | (OH)s | Form. D21 D56 D21 D56 D21 D56
(%) ID TIT | EPP TIT | EPP | TIT | EPP TIT | EPP | TIT | EPP TIT | EPP
0 0 9807 | 1.47 | 37.7| 2.07 | 80.4 ) 1.56 | 29.4 1 2.01| 71.6|1.97 | 69.5| 2.41| 92.3
0 0.37 | 9808 | 1.64 | 51.3 | 1.59| 45.6| 1.9 | 55.1| 1.66 | 30.5 | 2.08 | 77.3 | 2.14 | 85.8
0.7 0 9809 | 1.66 | 49.4 | 1.91 | 64.9|1.97 | 61.5 | 1.9 | 52.8|2.05 | 77.4 ) 2.37]| 87.7
0.7 0.37 | 9810 | 1.91 | 71.3 | 1.82| 64.5|2.02 | 65.7 | 1.81| 46.9 | 2.27 | 88.7 | 2.28 | 88
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1.3 0 9811 | 1.97 | 74.6 | 2.18 | 82.6 | 2.03 | 67.8 | 2.01 | 70.1 | 2.32 {88.6 | 2.46 | 92.2
Gl

1.3 0 9811 | 1.92 | 73.4 | 2.06 84 2.05 [ 68.2 | 2.11 74 2.33192.2 | 2.55| 95.3
G2

1.3 0.37 9812 [ 1.81 [ 62.5| 1.98( 67.3|2.08 | 73.4|1.88| 49.212.29(88.5| 2.27]| 87.4
Gl

1.3 0.37 9812 | 2.58 | 98.9 | 2.42 97 2.5 | %4.5| 2.29 90 2.59 1 96.7 | 2.76 | 98.8
G2

2.7 0 9813 2 79.5 | 2.31 | 93.512.22 | 87.5 | 2.23| 88.6|2.43[93.4| 2.69| 96.5

2.7 0.37 9814 | 2.14 | 88.2 | 2.03 | 80.2 | 2.34195.1 | 1.96| 57.4| 2.6 | 96.4 | 2.39| 92.5

Gl - formulacidédn de vacuna se administrd intramuscularmente
G2 - formulacidén de vacuna se administré subcutdneamente
Ejemplo 6
Resultados de Serologia después de la Administracién de Dos
Dosis de una Vacuna de Virus de Enfermedad de Pata y Boca
(FMD) Adyuvantada con la Emulsién TSAP-Estudio Porcino
Materiales y Métodos: 57 Cerdos, nunca vacunados, y
sin anticuerpos FMD se seleccionaron, se aleatorizaron y se
distribuyeron entre 9 grupos de 6 animales gue son vacunados
y 1 grupo de 3 animales que no es vacunado (animales no
vacunados). Los animales se vacunaron con ya sea las
formulaciones de vacuna indicadas (A-I) en el dia 1. Cada una
de las formulaciones listadas en la Tabla 11 se prepararon de
acuerdo con el Ejemplo 1 y comprenden todos los componentes
citados en el Ejemplo 1 con la saponina e hidréxido de
aluminio que varia de acuerdo con lo siguiente: la cantidad
de saponina es ya sea 0, 0.7, 1.3, o 2.7 mg/dosis y la
cantidad de hidréxido de aluminio Algel es ya sea 0% o 0.37%.
La seguridad de la formulacién de vacuna se estimé por la via
de la medicidén de varios pardmetros incluyendo la temperatura

rectal y los indicios visuales de la reaccién del animal a la
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vacunacién.

Tabla 11
Formulacién de Vacuna A B C D E F G H I
Ag (pg/dosis) 0 10 10 10 10 10 10 10 10
Saponina (mg/dosis) 0 0 0 0.7 0.7 1.3 1.3 2.7 ' 2.7
Algel (% final) 0 0 0.37 0 0.37 0 0.37 0 0.37
Emulsién Incompleta 333 333 333 333 333 333 333 333 333
Fase Acuosa 2 (166 mL)
FMDV Purificado (mL) 0 11.1 11.1 1.1 11.1 11.1 11.1 | 11.1(11.1
Saponina (mL) 0 0 0 2.48 2.48 4.96 4.96 9.92 ] 9.92
Algel 3% (mL) 0 0 61.7 0 61.7 0 61.7 0 67.7
M102 a 5°C 166 154.9 | 93.2 152.4 | 0.8 149.9 | 88.2 145 83.3
Total
Volumen Total (mL) 500 500 500 500 500 500 500 500 500
Numero total (dosis) 250 250 250 250 250 250 250 250 250

Resultados: Todas las formulaciones de vacuna que
contuvieron el antigeno (formulaciones B-I, descritas en la
Tabla 11) indujeron en los animales de prueba una respuesta
de anticuerpo que fue significantemente méds grande que
aquella inducida por el control sin antigenos (formulacién I,
descrita en la Tabla 11). Las formulaciones que contuvieron
saponina indujeron respuestas de anticuerpo relativamente més

grandes como es comparado con las formulaciones gque no

contuvieron saponina. La Tabla 12 resume los datos de titulo

de anticuerpo, y restablece 1las cantidades de antigeno,
saponina e hidréxido de aluminio para cada formulacién. En
particular, los datos de titulo de anticuerpo indica que la
presencia en las formulaciones de vacuna de entre

aproximadamente 0.7 mg/dosis y aproximadamente 2.7 mg/dosis
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de saponina incrementa la respuesta de anticuerpo, con
relacién a las formulaciones de vacuna gque no contienen

saponina.

Tabla 12
Grupo de | Formulacién Antigeno Saponina Algel Datos del Titulo del Anticuerpo
Animales de Vacuna (pg/dosis) (mg/dosis) Promedio

Estadistica D21 D44
Gl A 0 0 0 Media 0.75 0.67
Dsv. 0.26 0.26

Estéandar
G2 B 10 0 0 Media 1.45 3.17
Dsv. 0.50 0.48

Estandar
G3 c 10 0 0.37 Media 1.40 2.92
Dsv. 0.18 0.31

Estandar
G4 D 10 0.7 0 Media 1.60 3.12
Dsv. 0.31 0.42

Estéandar
G5 E 10 0.7 0.37 Media 1.87 3.20
Dsv. 0.69 0.45

Esténdar
G6 F 10 1.3 0 Media 1.40 3.41
Dsv. 0.37 0.27

Esténdar
G7 ' G 10 1.3 0.37 Media 1.80 3.37
Dsv. 0.22 0.43

Esténdar
G8 H 10 2.7 0 Media 1.72 3.47
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Dsv. 0.66 0.30

Estéandar
G9 1 ' 10 2.7 0.37 Média 1.47 2.97
Dsv. 0.18 0.57

Esténdar
G10 No Vacunado - - - Media 0.67 0.67
Dsv. 0.17 0.09

Estéandar

Ejemplo 7

Determinacién de la Dosis Protectora 50% (PD50) de tres
vacunas FMD experimentales en cerdos

Vista General. El propésito del estudio fue probar
la eficacia contra la estimulacidén virulenta de FMD en cerdos
de 3 formulaciones de vacuna de FMD‘experimentales de acuerdo
con la presente invencidén. Cuatro vacunas (A, B, C, y D) se
prepararon con respectivamente no Antigeno (A), vy dosis
variables del antigeno Ol Manisa de FMD purificado inactivado
(vacunas B, C, y D) formuladas con adyuvante de acuerdo con
la presente invencién. Las vacunas se presentaron como
frasquitos de 30 mL rellenados con 25 mL y las dosis fueron 2
mL por dosis. La cepa de estimulacién fue 01 ‘Manisa FMD,
449402 4D:911, 20-07-1994 (que se ha aislado originalmente
como 01 Manisa Turkey 1/78), y el titulo en las células de
rifién porcinas secundarias fue 7.67 1logl0 TCID50/mL. E1
diluyente para la cepa estimulante fué MEM de Hanks, suero
bovino fetal al 2% (FBS) con antibidéticos estandares.

Procedimiento. Porcinos libres de FMDV y no
previamente vacunados contra FMD se utilizaron para el
estudio. Cada uno de 47 cerdos con edad de 10 semanas (mads o
menos 1 semana) se aclimatdé durante por lo menos 24 horas

antes de 'los procedimientos experimentales. Los cerdos se
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alojaron 2 a 3 animales por espacio, y se alimentaron con
alimentacidén de pelotillas estandar y agué ad libitum. En el
Dia 1 (Dl), los cerdos (sin considerar el sexo) se asignaron
a 15 grupos de tres animales y un grupo de dos animales. Cada
grupo se alojdé en un cuarto particular y en cada cuarto, los
animales se separaron individualmente pof plaﬁchas de madera
(1.5 M) de la estimulacidn hasta la terminacidén del estudio.

En el dia 0 los animales se vacunaron,
intramuscularmente detrds de la oreja en el lado izquierdo,
con jeringas individuales de acuerdo con las Tablas 13 y 14.
Antes de la vacunacién, los frasquitos de vacuna se
invirtieron levemente aproximadamente 10 veces para asegurar
la suspensidén homogénea.

Tabla 13 — composicidén de vacuna

Vacuna (Emulsién Final) A B (o} D
Ag (pg/dosis) 0 0.4 2 10
Saponina (mg/dosis) 0 0 0 0.7
Algel (% final) 0 0.42 0.42 0.42
Emulsién Incompleta 333 333 333 333
(m1)
Fase Acuosa 2 166 ml
Lote O-Manisa de FMD # OMAd-04-613 (ml) 0 0.66 3.29 16.46
Saponina Pura 0 2.48 2.48 2.48
08-0314-P (ml
Gel de Aluminio al 3% (ml) 0 61.4 61.4 61.4
Medio 102 166 102.5 99.8 86.7
Total
Volumen total (ml) 500 500 500 500
# total (dosis) 250 250 250 250

95
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Tabla 14 - resumen de vacunacién

Grupo Vacuna Dosis Volumen de # Cerdos
Vacuna
Inyectada
(mL)
Bl B Dosis 2.0 3
B2 B 1/2 dosis 1 3
B3 B 1/4 dosis 0.5 3
B4 B 1/8 dosis - 0.25 3
B5 B 1/16 dosis 0.13 3
Cl C Dosis 2.0 3
Cc2 C 1/2 dosis 1 3
C3 C 1/4 dosis 0.5 3
c4 C 1/8 dosis 0.25 3
C5 C . 1/16 dosis 0.13 3
D1 D Dosis 2.0 3
D2 D 1/2 dosis 1 3
D3 D 1/4 dosis 0.5 3
D4 D 1/8 dosis 0.25 3
D5 D 1/16 dosis 0.13 3
A A 1 2 2
(control)

Estimulacion. En el D28, el virus FMD tipo O se
diluyé para obtener 100,000 TCID50 por mL (el extracto de
virus se diluydé 2.67 loglO, o 468 veces). En el mismo dia,
todos los animales se anestesiaron mediante la administracién
de STRESSNIL (1 mL/20 kg) y KETAMINE (2 mL/20 kg) mediante la
ruta IM y se estimularon con 10,000 TCID50 de virus bajo 0.1
mL mediante la ruta intradérmica, en el bulbo del talén de la

ufla exterior de la pata trasera izquierda. El bienestar
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general de los animales se verificd diariamente de DO a D28.
Se anotaron cualquiera de las observaciones cinicas vy
tratamientos. Después de la estimulacidén, los animales se
observaron diariamente durante 7 dias (D29 a D35). las
observaciones se realizaron en el mismo orden, iniciando por
los cuartos con los animales vacunados con la mas alta de la
dosis a eaquelloé con animales vacunados con la dosis mas
baja, y finalizando con los controles (grupo A). El bienestar
general se verificdé diariamente, con atencidén particular
puesta a los signos de FMD en la trompa y las patas. La
sangre se recolectd de cada animal antes de la vacunacién (en
el DI o DO), D14 y D28 antes de la estimulacién y el final
del estudio. Las muestras se inactivaron con calor (56°C
durante 30 minutos) y el titulo de FMDV Ab tipo O se
determiné en todos los sueros mediante la prueba VN (MERIAL
R&D, Lelystad).

En D36 (fin del periodo de observacién), 1los
animales se eutanizaron (4 a 6 mL por 50 kg IV T6l) y se
inspeccionaron estrechamente para signos de FMDV. Cualquiera
de las lesiones observadas en 1los grupos vacunados con una
dosis completa de vacuna (grupos Bl, Cl, o D1l) fueron
muestras y se congelaron a -70°C para la tipificacién de
virus adicional. La presencia de lesiones en la trompa, boca
y/o pata (excepto en la ufila mayor de la pata inoculada) se
consideraron como una evidencia de FMD. La prueba se
considerdé valida ya que cumple los criterios, que establece
gque ambos cerdos de control deben mostrar signos clinicos de
FMD. La PD50 de cada vacuna se calculdé mediante el método de
Spearman Karber.

Resultados. La potencia contra la .carga Util se

presenta en la FIG. 9, y los datos del estudio relevante se
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resumen numéricamente en las Tablas 15 y l6enseguida.

Tabla 15
# de cerdos protegidos por vacuna probada
Volumen B c D
(m1)
2.000 3/3 2/2 3/3
1.000 2/3 3/3 3/3
0.500 1/3 1/3 3/3
0.250 1/3 1/3 2/3
0.125 0/3 0/3 1/3
Tabla 16
Calculo de
la
potencia
de vacuna
usando la
regresién
logistica
Vacuna Carga util PD50 IC95- IC95+
(ng)
B 0.4 3.594 1.6046 2.896
C 2 4.5821 1.7021 2.6979
D 10 11.7 9.533 51.55
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de vacuna, caracterizada porque
comprende una emulsidén de aceite en agua (O/W) inyectable,
que comprende:

(1) una solucidén acuosa que comprende por lo menos

un inmundgeno;

(ii) una solucién acuosa que comprende un
surfactante iénico hidrofilico;

(iii) una solucidén acuosa opcional que comprende
hidréxido de aluminio;

(iv) un aceite mineral;

(v) un surfactante lipofilico no idnico;

(vi) un surfactante hidrofilico no idénico que tiene
un alto valor de balance hidrofilico-
lipofilico (HLB) entre 13 y 40; vy

(vii) un surfactante hidrofilico no iénico que
tiene un bajo valor de balance hidrofilico-
lipofilico (HLB) entre 9 y 13.

2. La composicién de conformidad con la
reivindicacidén 1, caracterizada porque el surfactante idnico
hidrofilico es saponina y en donde la concentracién de la
saponina estéa entre aproximadamente 0.35 mg/dosis y
aproximadamente 3.0 mg/dosis y en donde la concentracién del
hidréxido de aluminio estd entre aproximadamente 0% vy
aproximadamente 1.0% (w/v).

3. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 2, caracterizada porque el surfactante
hidrofilico no idénico de alto HLB est& presente en una
concentracién de 0.1 a 1.5% expresado como un peso por
volumen de emulsién (p/v), y en donde el porcentaje de los

surfactantes es de aproximadamente 4% a aproximadamente 8%
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peso/volumen.

4. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 2, caracterizada porque el surfactante
hidrofilico no idénico de bajo HLB estd presente en una
concentracién de 1% a 8% expresada como un peso por volumen
de emulsidén (w/v).

5. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 2, caracterizada porque el surfactante
lipofilico no iébénico estd presente en una concentracién de
0.1% a 2.5% expresada como un peso por volumen de emulsidn
(w/v) .

6. La composicién de conformidad con la
reivindicacidén 2, caracterizada porque el aceite mineral esté
presente en una concentracién de 20% a 40% (v/v), y en donde
la emulsidén tiene una temperatura de inversién de fase (PIT)
de entre aproximadamente 33°C a aproximadamente 66°C.

7. La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 2, caracterizada porque el surfactante
hidrofilico no iénico de bajo HLB se selecciona del grupo que
consiste de triésteres de acido graso etoxilades de sorbitén,
diésteres de &cido graso etoxilados de sorbitdn, monoésteres
de é&cido graso etoxilados de sorbitédn, alcoholes grasos
etoxilados, aceite de ricino etoxilado de &cidos grasos
etoxilados y combinaciones de los mismos, y en donde el éster
de &cido graso etoxilado se selecciona del grupo que consiste
de oleato, palmitado, estearato, isostearato, laurato vy
combinaciones de los mismos.

8. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 2, caracterizada  porque el surfactante
lipofilico no iénico se selecciona del grupo que consiste de

ésteres de &cido graso de sorbitan, ésteres de acido graso de
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manuro, ésteres de &cido graso dietoxilados de manuro,
ésteres de 4&cido graso trietoxilados de manuro, ésteres de
acido graso tetraetoxilado de manuro y combinaciones de los
mismos, y en donde el éster de los ésteres de acido graso se
selecciona del grupo que consiste de oleato, palmitato,
estearato, 1isostearato, laurato vy combinaciones de 1los
mismos.

9. La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 2, caracterizada porque el surfactante
hidrofilico no idénico de alto HLB se selecciona del grupo que
consiste de monoésteres de acido grado etoxilado de sorbitén,
alcoholes grasos etoxilados, acidos grasos etoxilados,
copolimero de bloque no idénico y combinaciones de los mismos,
y en donde el monoéster etoxilado de sorbitdn se selecciona
del grupo que consiste de monolaurato de sorbitédn etoxilado,
monopalmitato de sorbitédn = etoxilado, monoestearato de
sorbitdn etoxilado, monoleato de sorbitédn etoxilado, 3%
combinaciones de los mismos.

10. La composicidn de conformidad con la
reivindicacién 2, caracterizada porgue el aceite mineral se

selecciona del grupo gque consiste de aceite de parafina,

escualano, pristano, aceite de poliisobuteno, aceite de-

poliisobuteno hidrogenado, aceite de polideceno, aceite de
poliisopreno, aceite de poliisopropeno y combinaciones de los
mismos.

11. La composicidn de conformidad con la
reivindicacidén 2, caracterizada porque comprende un aceite de
parafina, un monoéster de A&cido graso de sorbitan, un
surfactante lipofilico no idénico, un triéster de &cido graso
etoxilado de sorbitdn como un surfactante hidrofilico no

idénico de bajo HLB y un copolimero de bloque no iénico como
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un surfactante hidrofilico no idénico de alto HLB.

12. La composicién de conformidad con la
reivindicacién 9, caracterizada porque el monoéster de acido
graso de sorbitdn es un monooleato de sorbitan, triéster de
acido graso etoxilado de sorbitdn es un trioleato etoxilado
de sorbitdn y el copolimero de bloque no idénico es un
polimero de polioxietileno/polioxipropileno (POE-POP).

13. La composiciédn de conformidad con la
reivindicacién 12, caracterizada porque el aceite de parafina
estd presente en una concentracién de 10% a 40% v/v, el
monoleato de sorbitédn estd presente en una concentracién de
0.2% a 1.5% w/v, el trioleato etoxilado de sorbitdn esta
presente en una concentracién de 2% a 5% w/v y el POE-POP
esta presente en una concentracidén de 0.1% a 0.5% w/v.

14. La composicién de conformidad con la
reivindicacidén 12, caracterizada porque el aceite de parafina
estd presente en una concentracidén de 29.3% v/v, el monoleato
de sorbitan estd presente en una concentracidén de 0.6% w/v,
el trioleato etoxilado de sorbitdn estd presente en una
concentracién de 3.4% w/v y el POE-POP estd presente en una
concentracién de 0.25% w/v.

15. La composicién de conformidad .con la
reivindicacién 2, caracterizada porque el inmundégeno se
selecciona del grupo que consiste de un patdégeno inactivado,
un patdgeno atenuado, una subunidad, un vector de expresién
recombinante, y un plédsmido o combinaciones de los mismos, y
en donde el patdgeno inactivado se selecciona del grupo que
consiste de wun virus, una bacteria, un hongo, parasito
protozoario o combinaciones de los mismos.

lo. La composicidn de conformidad con la

reivindicacién 15, caracterizada porque el inmundégeno es un
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virus de la enfermedad de Pata y Boca (FMD) inactivado, un
virus de circovirus tipo 2 porcino (PCV-2) inactivado, o una
bacteria Mycoplasma hyopneumoniae inactivada.

17. Un método para inducir una respuesta
inmunoldgica en un animal contra un patdgeno, caracterizado
porque comprende administrar al animal una composicidén de
vacuna de.conformidad con la reivindicacién 15.

18. Un método de conformidad con la reivindicacién
17, <caracterizado porque el inmundégenc se selecciona del
grupo que consiste de un patégeno inactivado, un patdgeno
atenuado, una subunidad, un vector de expresidén recombinante
y un plésmido o combinaciones de los mismos.

19. Un método de conformidad con la reivindicacidn
17, caracterizado porgue el inmundégeno se selecciona del
grupo que consiste de una bacteria Mycoplasma hyopneumoniae
inactivada, un virus de circovirus tipo 2 porcino (PCV-2)
inactivado o combinaciones de los mismos.

20. El método de conformidad con la reivindicacién
19, caracterizado porque la administracién es inyeccién
intramuscular (IM), intradérmica (ID) o subcutédnea (SC), o en

donde la administracién se hace con un inyector sin aguja.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona una emulsidén de
aceite en agua (O/W) novedosa, con estabilidad incrementada
en la presencia de éuspensiones bacterianas o virales,
especialmente aquellas concentradas y no purificadas
(extractos crudos) o minimamente purificadas. La emulsidén de
la presente invencidén puede actuar como vehiculo para el
suministro de una composicidén farmacéutica que comprende por
lo menos un inmundégeno vy, en particular, un inmundgeno
seleccionado del grupo que consiste de un patdgeno
inactivado, un patdégeno atenuado, una subunidad, un vector de
expresién recombinante y un plédsmido o combinaciones de los

mismos.
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SON: *TRESCIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Recibo dé\CaJ‘a Apllca o al Expediente No.
B e

Vr.UNDITARIO Ve CONCEPTO
300.000.00 300.000.00

T $300.000.00__

Colo-

1306 - FH”

SUPI:RINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

WU RU R LRURE LY

"No. 12-058153- -ooooo-'o‘ooo

fFecha. 2012-04-10 11:15:14  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR
Tra. 11 PATENTEIYII

Eve: 378 FASENACIONALI
Act. 411 PRESENTACION

Folios: 103

OU- ¥
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ENDENCIA BE \NDUST

i

RIAY COMERCIO
!

A AT F,‘:‘\‘&‘H‘ _ . .
: A“ll\:\i\)\ss\\s\;ﬁ\ﬁ\\‘ss .Loood\\-\g\\g\ﬁ\\d\\lk\\ LEASCR LISTA DE CHEQUEQ

DIRN ADMISIO AMITE -
Fecha: 2)?2-04-10“'-\15‘14 E\l/)ee'%TZE?ZF%\SENAC\ONAL\ WISION A TRAMITE ~ NUEVAS CREACIONES
ecna. TEN! '
Tra. 11 PATEN

—_—

Folios: 103

AC\-. 411 PRESENTACiON i | \
A S MODELO DE UTILIDAD [ | - Art 33 Decision 486/00

1

Indicacion que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcidn de la invencién

L]
L]
D Dibujos de ser estos pertinentes
L]

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa D Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCMODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la soficitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
relvindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)
Completa ‘ Incompleta |:]

ey

DISENO }NDUSTRIAL [:} (Art. 119 Decision 486/00)
D Indicacién que se solicita Disefio industrial
D Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
[—-——l Representacion gréfica y fotogréfica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio

D Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO | | - (Art, 92 Decision 486/00)

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacion grafica de un.esquema de trazado

(100 0 L

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta D

PINY-FOR (200914181 ‘




