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DESCRIPCION
Aumento de la fertilidad en especies bovinas
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a composiciones y métodos para inmunomodulacién en
vacas. En particular, la presente invencion incluye composiciones y métodos que son
eficaces para aumentar el porcentaje de concepcion al primer servicio en vacas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La mayor morbilidad y mortalidad en el ganado lechero se produce en el periodo periparto.
Se demostré que la funcion inmunolégica estd comprometida entorno al parto, con una
disminucion del recuento de glébulos blancos y una reduccién de la funcion de los glébulos
blancos como se demuestra a través de los ensayos de mieloperoxidasa y fagocitosis. Si la
funcién inmunolégica pudiera potenciarse entorno al parto, los resultados reproductivos, que
pueden ser sensibles a la funcion inmune, podrian mejorarse.

La fertilidad del ganado lechero esta disminuyendo a escala internacional debido a multiples
factores, entre los que se incluyen el aumento del tamafio del rebafio, la reduccion de la
sensibilidad y especificidad de la deteccion del celo, el descenso de la puntuacion del estado
fisico durante el parto y el aumento de la pérdida del estado fisico después del parto.
McDougall, J. Reproduction and Development 52, 185-194 (2006). Se necesitan altos
niveles de rendimiento reproductivo para mantener una 6ptima salud y productividad del
rebafio. La técnica requiere de composiciones y métodos capaces de aumentar la capacidad
reproductiva de vacas y vaquillonas.

COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a composiciones inmunomoduladoras para aumentar los
porcentajes de concepcidon en vacas y vaquillonas. En algunas formas de realizacion, la
composicion inmunomoduladora puede comprender un vehiculo de administracion de
liposomas catidnicos y una molécula de acido nucleico derivada de bacterias aisladas que
no codifican para un inmundégeno para aumentar el porcentaje de concepcion en vacas y
vaquillonas...

En algunas formas de realizacion, la molécula de acido nucleico comprende al menos un
motivo CpG inmunoestimulador y al menos un motivo CpG no inmunoestimulador. En otras
formas de realizacién, la molécula de acido nucleico tiene al menos un 80 % de homologia
secuencial con la secuencia de ID SEC N°: 1, ID SEC N°: 2, ID SEC N°: 3, o ID SEC N°: 4.
En otras formas de realizacién, la molécula de acido nucleico comprende la ID SEC N°: 1.
En otras formas de realizacién, la molécula de acido nucleico comprende la ID SEC N°: 2.
En otras formas de realizacién, la molécula de acido nucleico comprende la ID SEC N°: 3.
En otras formas de realizacién, la molécula de acido nucleico comprende la ID SEC N°: 4.

En algunas formas de realizacion, el vehiculo para la administracion de liposomas
comprende lipidos seleccionados a partir del grupo que consiste en lipidos de vesiculas
multilamelares y lipidos extruidos. En otras formas de realizacién, el vehiculo de
administracion de liposomas comprende pares de lipidos seleccionados a partir del grupo
que consiste en cloruro de N- [1- (2,3-dioleiloxi) propil] -N, N, N-trimetil-amonio (DOTMA) y
colesterol; cloruro de N- [1- (2,3 - dioleoiloxi) propil] N, N, N - trimetilamonio (DOTAP) y
colesterol; cloruro de I- [2- (oleoyloxi) etil] - 2 - oleil - 3- (2 - hidroxietil) imidazolinio (DOTIM) y
colesterol; y bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB) y colesterol.

En algunas formas de realizacién, la composicion inmunomoduladora comprende ademas
un agente biolégico. En otras formas de realizacién, el agente biolégico se selecciona a
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partir del grupo que consiste en proteinas inmunopotenciadoras, inmundgenos, vacunas,
antimicrobianos o cualquier combinacion de éstos. En algunas formas de realizacion, la
composicion inmunomoduladora comprende ademas un transportador farmacéuticamente
aceptable.

En algunas formas de realizacion, la composicién inmunomodulara es para la administraciéon
y se selecciona a partir del grupo que consiste en la administracion intravenosa,
intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea, por pulverizacién/aerosol, oral,
intraocular, intraquial, intrauterina, intravaginal e intranasal.

En algunas formas de realizacion, el porcentaje de concepcién en vacas aumenta en
relacion con el porcentaje de concepcidn de una poblacién de control.

En algunas formas de realizacién, el porcentaje de concepcion en vacas no ciclicas aumenta
en relacion con el porcentaje de concepcidn de una poblacion de control.

En algunas formas de realizacién, el porcentaje de concepcion al primer servicio en vacas
aumenta en relacion con el porcentaje de concepcion del primer servicio de una poblacién
de control.

En algunas formas de realizacién, el porcentaje de concepcion al primer servicio en vacas
no ciclicas aumenta en relacién con el porcentaje de concepcion al primer servicio de una
poblacion de control.

En algunas formas de realizacion, el porcentaje de concepcién en vacas aumenta en
relacion con el porcentaje de concepcion al primer servicio de una poblacion de control tal
como se midio a través de un valor p de < 0,05.

En algunas formas de realizacién, el porcentaje de concepcion en vacas no ciclicas aumenta
en relacion con el porcentaje de concepcion en una poblacién de control tal como se midi6 a
través de un valor p de < 0,05.

En algunas formas de realizacion, el porcentaje de concepcién al primer servicio en vacas
aumenta en relacién con el porcentaje de concepcion al primer servicio de una poblacion de
control tal como se midio a través de un valor p de < 0,05.

En algunas formas de realizacion, el porcentaje de concepcién al primer servicio en vacas
no ciclicas aumenta en relacién con el porcentaje de concepcién al primer servicio de una
poblacion de control tal como se midié a través de un valor p de < 0,05.

La presente invenciéon también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de
concepcion en vacas, que comprende administrar a vacas una cantidad eficaz de una
composicion inmunomoduladora. En algunas formas de realizacion, la composicion
inmunomoduladora puede comprender un vehiculo de administracion de liposomas
cationicos y una molécula de acido nucleico que no codifica para un inmunégeno.

La presente invencién también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de
concepcion en vacas, que comprende administrar a vacas una cantidad eficaz de una
composicion inmunomoduladora. En algunas formas de realizacion, la composicion
inmunomoduladora puede comprender un vehiculo de administracion de liposomas
catidénicos y una molécula de acido nucleico derivada de bacterias aisladas que no codifica
para un inmunogeno.

La presente invencién también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de
concepcion en vacas no ciclicas, que comprende administrar a vacas una cantidad eficaz de
una composicion inmunomoduladora. En algunas formas de realizacién, la composicion
inmunomoduladora puede comprender un vehiculo de administracion de liposomas
catiénicos y una molécula de acido nucleico que no codifica para un inmunégeno.
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La presente invencién también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de
concepcion en vacas no ciclicas, que comprende administrar a vacas una cantidad eficaz de
una composicion inmunomoduladora. En algunas formas de realizacién, la composicién
inmunomoduladora puede comprender un vehiculo de administracion de liposomas
catiénicos y una molécula de acido nucleico derivada de bacterias aisladas que no codifica
para un inmundgeno.

La presente invencidon también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de
concepcion al primer servicio en vacas, que comprende administrar a vacas una cantidad
eficaz de una composicién inmunomoduladora. En algunas formas de realizacion, la
composicion inmunomoduladora puede comprender un vehiculo de administracion de
liposomas catiénicos y una molécula de acido nucleico que no codifica para un inmundgeno.

La presente invencién también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de
concepcion al primer servicio en vacas, que comprende la administracién de una cantidad
eficaz de una composicion inmunomoduladora. En algunas formas de realizacién, la
composicion inmunomoduladora puede comprender un vehiculo para la administracién de
liposomas catiénicos y una molécula de acido nucleico derivada de bacterias aisladas que
no codifica para un inmundgeno.

La presente invencién también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de
concepcion dal primer servicio en vacas no ciclicas que comprende administrar a vacas una
cantidad eficaz de una composicion inmunomoduladora. En algunas formas de realizacion,
la composicion inmunomoduladora puede comprender un vehiculo de administracién de
liposomas catidnicos y una molécula de acido nucleico que no codifica para un inmundgeno.

La presente invencién también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de
concepcion dal primer servicio en vacas no ciclicas que comprende administrar a vacas una
cantidad eficaz de una composicion inmunomoduladora. En algunas formas de realizacion,
la composicion inmunomoduladora puede comprender un vehiculo de administracion de
liposomas catiénicos y una molécula de acido nucleico derivada de bacterias aisladas que
no codifica para un inmundégeno.

En algunas formas de realizacion, la molécula de acido nucleico comprende al menos un
motivo CpG inmunoestimulador y al menos un motivo CpG no inmunoestimulador. En otras
formas de realizacién, la molécula de acido nucleico tiene al menos un 80 % de homologia
secuencial con la secuencia de ID SEC N°: 1, ID SEC N°: 2, ID SEC N°: 3, o ID SEC N°: 4.
En algunas formas de realizacién, la molécula de acido nucleico comprende la ID SEC N°: 1.
En otras formas de realizacién, la molécula de acido nucleico comprende la ID SEC N°: 2.
En otras formas de realizacién, la molécula de acido nucleico comprende la ID SEC N°: 3.
En otras formas de realizacién, la molécula de acido nucleico comprende la ID SEC N°: 4.

En algunas formas de realizacion, el vehiculo de administracién de liposomas comprende
lipidos seleccionados a partir del grupo que consiste en lipidos de vesiculas multilamelares y
lipidos extruidos. En otras formas de realizacion, el vehiculo de administracion de liposomas
comprende pares de lipidos seleccionados a partir del grupo que consiste en cloruro de N-
[1- (2,3-dioleiloxi) propil] -N, N, N-trimetil-amonio (DOTMA) y colesterol; cloruro de N- [1- (2,3
- dioleoiloxi) propil] N, N, N - trimetilamonio (DOTAP) y colesterol; cloruro de I- [2- (oleoyloxi)
etil] - 2 - oleil - 3- (2 - hidroxietil) imidazolinio (DOTIM) y colesterol; y bromuro de
dimetildioctadecilamonio (DDAB) y colesterol.

En algunas formas de realizacién, la composicion inmunomoduladora comprende ademas
un agente biolégico. En otras formas de realizacién, el agente biolégico se selecciona a
partir del grupo que consiste en proteinas inmunopotenciadoras, inmunégenos, vacunas,
antimicrobianos o cualquier combinacion de éstos. En algunas formas de realizacion, la



10

15

20

25

30

35

40

45

composicion inmunomoduladora comprende ademas un transportador farmacéuticamente
aceptable.

En algunas formas de realizacion, la composicion inmunomodulara es para administracion y
se selecciona a partir del grupo que consiste en la administracion intravenosa,
intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea, por pulverizacién/aerosol, oral,
intraocular, intraquial, intrauterina, intravaginal e intranasal.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1 muestra un mapa del plasmido pMB75.6 (ID SEC N°: 1)

FIG. 2 muestra un mapa del pladsmido pGCMB75.6 (ID SEC N°: 2)
FIG. 3. muestra un mapa del plasmido pLacZMB75.6 (ID SEC N°: 3)

FIG. 4A muestra un grafico de la probabilidad (medias marginales estimadas y error
estandar de la media (SEM)) de la concepcion a la primera inseminacién y FIG. 4B muestra
la probabilidad (medias marginales estimadase y SEM) de prefiez en el transcurso de 3
semanas después del comienzo planeado del programa de reproduccion para vacas ciclicas
y no ciclicas por grupos de tratamiento. El asterisco indica una diferencia entre los
tratamientos dentro del grupo no ciclico.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

De conformidad con la presente invencién las composiciones inmunomoduladoras y los
métodos de uso de éstos para aumentar el porcentaje de concepcion en vacas. La
composicion inmunomoduladora puede incluir un vehiculo de administracion de liposomas
cationicos y una molécula de acido nucleico derivada de bacterias aisladas que no codifica
para un inmundgeno. A continuacién se abordan en forma mas detallada las composiciones
y los métodos de uso de las composiciones inmunomoduladoras.

I. Composicion

Las composiciones utiles en esta invencion, tales como las que se describen en la presente
memoria descriptiva, suelen ser utilizadas como tratamiento profilactico, tratamiento
metafilico o tratamiento para enfermedades infecciosas. Dichas composiciones se
denominan en el presente documento como composiciones inmunomoduladoras. Las
composiciones inmunomoduladoras incluyen al menos un plasmido inmunoestimulador o
una secuencia de ADN inmunoestimuladora, capaz de aumentar el porcentaje de
concepcion en vacas. En algunos aspectos, las composiciones inmunomoduladoras también
pueden incluir un vehiculo de administracion de liposomas.

A. Acidos Nucleicos

En algunos aspectos, la presente invencion se refiere a moléculas de acido nucleico que se
usan para aumentar el porcentaje de concepcién en vacas. Las moléculas de acido nucleico
descritas en el presente documento pueden incluirse en un plasmido inmunoestimulador,
como ADN lineal bicatenario o monocatenario, secuencia de aminoacidos, acido
ribonucleico (ARN) o combinaciones de éstos. En algunos aspectos, la presente invencion
se refiere a moléculas de acido nucleico, vectores y células huésped (in vitro, in vivo 0 ex
vivo) que contienen el plasmido inmunoestimulador o la secuencia de ADN
inmunoestimuladora.

Las moléculas de acido nucleico descritas aqui estan enriquecidas en motivos CpG. Estos
motivos CpG pueden inducir inmunoestimulacién a través de receptores Toll especificos,
tales como TLR9 y TLR21. Ademas, las moléculas de acido nucleico descritas en el
presente documento también contienen motivos CpG no inmunoestimuladores. En algunos
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aspectos, las moléculas de acido nucleico contienen aproximadamente el 2-20 % de motivos
CpG por encima de la frecuencia de los motivos CpG esperados en secuencias de acido
nucleico aleatorias. En algunos aspectos, las moléculas de acido nucleico contienen
aproximadamente el 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35,
40 %, o mas de motivos CpG por encima de la frecuencia de los motivos CpG esperados en
secuencias de acidos nucleicos aleatorias. En algunos aspectos, las moléculas de acido
nucleico contienen aproximadamente el 10 % de motivos CpG por encima de la frecuencia
de los motivos CpG esperados en secuencias de acidos nucleicos aleatorias. En algunos
aspectos, en comparacion con el ADN de los vertebrados, se observa un enriquecimiento de
motivos CpG de mas de 10 veces. En algunos aspectos, las moléculas de acido nucleico
contienen aproximadamente 2 a 50 veces, o0 mas motivos CpG en comparacion con el ADN
de los vertebrados. En algunos aspectos, las moléculas de acido nucleico contienen
aproximadamente 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55 veces 0 mas motivos CpG en comparacion con el ADN de los vertebrados.

En algunos aspectos, la presente invencién se refiere a plasmidos inmunoestimuladores, o a
secuencias de ADN, que comprenden un gen de resistencia a antibiéticos. Por ejemplo, el
plasmido pMB75.6 descrito en el presente documento comprende el gen de resistencia al
antibiotico kanamicina. La Tabla 1 presenta la secuencia de pMG75.6 como ID SEC N°: 1.

En algunos aspectos, la presente invencién se refiere a plasmidos inmunoestimuladores, o a
secuencias de ADN, que no comprenden un gen de resistencia a antibiéticos. Los plasmidos
pueden estar desprovistos de cualquier gen marcador seleccionable o detectable. Por
ejemplo, el plasmido pGCMB75.6 descrito en el presente documento no comprende ningln
gen marcador seleccionable o detectable de longitud completa o funcional. La Tabla 1
presenta la secuencia de pGCMB75.6 como ID SEC N°: 2.

En algunos aspectos, los plasmidos inmunoestimuladores descritos en el presente
documento no comprenden preferentemente una secuencia de acido nucleico que codifica
para un marcador seleccionable o detectable de longitud completa o funcional. En algunos
aspectos, los plasmidos inmunoestimuladores no comprenden un gen de resistencia a
antibioticos. Por ejemplo, los plasmidos no comprenden un gen de resistencia a la
kanamicina. En algunos aspectos, los plasmidos aqui descritos de preferencia no codifican
un inmundégeno.

En algunos aspectos, los plasmidos inmunoestimuladores pueden comprenser una
secuencia de acidos nucleicos que codifica para un gen marcador seleccionable o
detectable que no es un gen de resistencia a antibiticos. Por ejemplo, el plasmido
pLacZMB75.6 descrito en el presente documento comprende un gen LacZ como un
marcador seleccionable. La FIG 3 presenta un mapa de pLacZMB75.6 y la Tabla 1 presenta
la secuencia de pLacZMB75.6 como ID SEC N°: 3. Como se muestra en la FIG 3,
pLacZMB75.6 es similar a pGCMB75.6, pero contiene un marcador seleccionable LacZ.

Se apreciara que las secuencias de nucledtidos de plasmidos pMB75.6, pGCMB75.6 o
pLacZMB75.6 pueden variarse hasta cierto punto sin afectar negativamente sus
propiedades inmunoestimuladoras en forma significativa. En algunos aspectos, la presente
invencion se refiere a un plasmido inmunoestimulador que comprende una secuencia de
acidos nucleicos que tiene al menos un 80 % de identidad secuencial con la secuencia de
pMB75.6 (ID SEC N°: 1). El plasmido inmunoestimulador comprende preferentemente una
secuencia de acidos nucleicos que tiene al menos un 80 %, al menos un 81 %, al menos un
82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos
un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al
menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97
%, al menos un 98 %, o al menos un 99 % de identidad secuencial con la secuencia de
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pMB75.6 (ID SEC N°: 1). En algunos aspectos, el plasmido inmunoestimulador comprende
con mayor preferencia la secuencia de pMB75.6 (ID SEC N°: 1).

En algunos aspectos, la presente invencion se refiere a un plasmido inmunoestimulador que
comprende una secuencia de acidos nucleicos que tiene al menos un 80 % de identidad
secuencial con la secuencia de pGCMB75.6 (ID SEC N°: 2). El plasmido inmunoestimulador
comprende preferentemente una secuencia de acidos nucleicos que tiene al menos un 80
%, al menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un
85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 90 %, al menos
un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al
menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, o al menos un 99 % de identidad
secuencial con la secuencia de pGCMB75.6 (ID SEC N°: 2). En algunos aspectos, el
plasmido inmunoestimulador comprende con mayor preferencia la secuencia de
pGCMB75.6 (ID SEC N°: 2).

En algunos aspectos, la presente invencion se refiere a un plasmido inmunoestimulador que
consiste en una secuencia de acidos nucleicos que tiene al menos un 80 % de identidad
secuencial con la secuencia de pMB75.6 (ID SEC N°: 1). El plasmido inmunoestimulador
consiste preferentemente en una secuencia de acidos nucleicos que tiene al menos un 80
%, al menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un
85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 90 %, al menos
un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al
menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, o al menos un 99 % de identidad
secuencial con la secuencia de pMB75.6 (ID SEC N°: 1). En algunos aspectos, el plasmido
inmunoestimulador consiste con mayor preferencia en la secuencia de pMB75.6 (ID SEC N°:

1),

En algunos aspectos, la presente invencién se refiere a un plasmido inmunoestimulador que
consiste en una secuencia de acidos nucleicos que tiene al menos un 80 % de identidad
secuencial con la secuencia de pGCMB75.6 (ID SEC N°: 2). El plasmido inmunoestimulador
consiste preferentemente en una secuencia de acidos nucleicos que tiene al menos un 80
%, al menos un 81 %, al menos un 82 %, al menos un 83 %, al menos un 84 %, al menos un
85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 90 %, al menos
un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al
menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, o al menos un 99 % de identidad
secuencial con la secuencia de pGCMB75.6 (ID SEC N°: 2). En algunos aspectos, el
plasmido inmunoestimulador consiste con mayor preferencia en la secuencia de
pGCMB75.6 (ID SEC N°: 2).

Otro aspecto importante de esta invencidn proporciona secuencias de ADN
inmunoestimuladoras o plasmidos inmunoestimuladores capaces de estimular una
respuesta inmunitaria que comprende secuencias de acidos nucleicos que hibridan en
condiciones de alta rigurosidad con ID SEC N°: 1, o ID SEC N°: 2. Las secuencias de acidos
nucleicos adecuadas incluyen aquellas que son homologas, sustancialmente similares o
idénticas a los acidos nucleicos de la presente invencién. En algunos aspectos, las
secuencias de acidos nucleicos homologas tendran una similitud de secuencia de al menos
el 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %,
89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o el 100 % con la ID
SEC N°: 1 o con la respectiva secuencia complementaria. En otros aspectos, las secuencias
de acidos nucleicos homdlogas tendran una similitud de secuencia de al menos el 75 %, 76
%, 77 %, 78 %, 79 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o el 100 % con la ID SEC N°: 2 o
con la respectiva secuencia complementaria. La similitud de secuencias se puede calcular
usando una serie de algoritmos conocidos en la técnica, tales como BLAST, descritos en
Altschul, S.F. et al., J. Mol. Biol. 215:403-10, 1990. Los acidos nucleicos pueden diferir en
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secuencia de los acidos nucleicos descritos anteriormente debido a la degeneracion del
cédigo genético. En general, una secuencia de referencia sera de 18 nucleétidos, con mayor
generalidad de 30 o mas nucledtidos, y puede comprender toda la secuencia de acidos
nucleicos de la composicién con fines comparativos.

En el presente documento se contemplan secuencias de nucledétidos que pueden hibridar a
ID SEC N°: 1, o ID SEC N°: 2. Las condiciones de hibridacién rigurosas incluyen condiciones
tales como hibridacion a 50 °C o mas y 0,1X SSC (cloruro de sodio15 mM / citrato de sodio
1,5 mM). Otro ejemplo es la incubacién nocturna a 42° C en una solucion de formamida al
50 %, 5X SSC (NaCl 150 mM, citrato trisédico 15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6),
solucién de 5X solucién de Denhardt, sulfato de dextrano al 10 % y 20 pg/ml de ADN de
esperma de salmén desnaturalizado, cortado, seguido por lavado en 0,1X SSC a
aproximadamente 65 °C. Ejemplos de condiciones de hibridacion rigurosas son condiciones
de hibridacion que son al menos de aproximadamente el 80 %, 85 %, 90 % o 95 % tan
rigurosas como las anteriores condiciones especificas. Otras condiciones de hibridacion
rigurosas son conocidas en la técnica y también pueden emplearse para identificar
homdlogos de los acidos nucleicos de la invencion (Current Protocols in Molecular Biology,
Unidad 6, pub. John Wiley & Sons, N.Y. 1989).

Se pueden usar nucledtidos mutantes de las moléculas de ADN descritas en el presente
documento, siempre que los mutantes incluyan secuencias de acidos nucleicos que
mantienen la capacidad de aumentar el porcentaje de concepcién en vacas como se
describe en el presente documento. La secuencia de ADN de dicha mutaciéon generalmente
diferira en uno o mas nucledtidos o aminoacidos. Los cambios de secuencia pueden ser
sustituciones, inserciones, eliminaciones o0 una combinacion de éstas. Las técnicas para la
mutagénesis de genes clonados son conocidas en la técnica. Se pueden encontrar los
meétodos para la mutagénesis especifica del sitio en Gustin et al., Biotechniques 14:22,
1993; Barany, Gene 37:111-23, 1985; Colicelli et al., Mol. Gen. Genet. 199:537-9, 1985; y
Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, CSH Press 1989, pp. 15.3-15.108
y se incorporan en el presente documento como referencia. En resumen, la invencion se
refiere a secuencias de acidos nucleicos capaces de activar moléculas de vigilancia de ADN
citosolicas en un sujeto y variantes o mutantes de éste. También, la invencion abarca los
ARN intermedios codificados por las secuencias de acidos nucleicos descritas, asi como
cualquier secuencia de aminoacidos resultante codificada.

En algunos aspectos, donde la secuencia de nucledtidos del plasmido inmunoestimulador
varia de las secuencias proporcionadas en las ID SEC N° 1 y 2, los dinucleétidos CpG en el
plasmido se dejan preferentemente intactos. En forma alternativa, si la secuencia de
nucledtidos del plasmido se altera de tal manera que se elimina un dinucleétido CpG, la
secuencia del plasmido puede alterarse en otra ubicacion tal que el numero total de
dinucleétidos CpG en el plasmido permanezca igual. Asimismo, se pueden introducir en el
plasmido dinucleétidos CpG ademas de los que ya estan presentes en la secuencia de
nucleétidos pGCMB75.6. Por lo tanto, por ejemplo, los plasmidos inmunoestimuladores
descritosen el presente documento comprenden preferentemente al menos
aproximadamente 200, al menos aproximadamente 220, al menos aproximadamente 240, al
menos aproximadamente 260, al menos aproximadamente 270, al menos aproximadamente
275, al menos aproximadamente 280, al menos aproximadamente 283, al menos
aproximadamente 285, o al menos aproximadamente 288 dinucledtidos CpG. Por ejemplo,
el plasmido inmunoestimulador puede comprender 283 dinucledtidos CpG.

En algunos aspectos, cuando la secuencia de nucleotidos del plasmido inmunoestimulador
varia a partir de las secuencias proporcionadas en el presente documento, se modifican los
tipos de motivo CpG del pldsmido para modular la activacion resultante de las moléculas de
vigilancia de ADN citosdlicas. Por ejemplo, la cantidad de motivos CpG
inmunoestimuladores puede aumentarse para aumentar la activacion de moléculas de
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vigilancia de ADN citosodlicas especificas que responden a un umbral especifico de
plasmido/ADN inmunoestimulador. A modo de ejemplo adicional, la cantidad de motivos
CpG no inmunoestimuladores puede aumentarse para disminuir la activacion de moléculas
de vigilancia de ADN citosolicas especificas y/o aumentar la activaciéon de otras moléculas
de vigilancia de ADN.

En particular, la presente invencién se refiere a formulaciones farmacéuticas que
comprenden cualquiera de los plasmidos inmunoestimuladores o secuencias de ADN
descritas en el presente documento y un transportador farmacéuticamente aceptable.

B. Inmunomodulador

Las composiciones inmunomoduladoras adecuadas para ser usadas con los plasmidos
inmunoestimuladores descritos en el presente documento se describen en las Publicaciones
de las Solicitudes de Patentes de Estados Unidos N° 2012/0064151 A1y 2013/0295167 A1,
cuyos contenidos se incorporan aqui como referencia en su totalidad.

La composicién inmunomoduladora comprende un vehiculo de administracion de liposomas
y al menos uno de los plasmidos inmunoestimuladores, o secuencias de ADN, descritos en
el presente documento.

Un vehiculo adecuado de administracion de liposomas comprende una composicion lipidica
que es capaz de administrar moléculas de acidos nucleicos a los tejidos del sujeto tratado.
Un vehiculo para la administracion de liposomas es preferentemente capaz de permanecer
estable en un sujeto durante una cantidad de tiempo suficiente para administrar una
molécula de acido nucleico y/o un agente biolégico. Por ejemplo, el vehiculo de
administracion de liposomas es estable en el sujeto receptor durante al menos
aproximadamente cinco minutos, durante al menos aproximadamente 1 hora, o durante al
menos aproximadamente 24 horas.

Un vehiculo de administracion de liposomas de la presente invencion comprende una
composicion de lipidos que es capaz de facilitar la administracion de una molécula de acido
nucleico a una célula. Cuando la molécula de acido nucleico codifica una o mas proteinas, el
complejo de acido nucleico-liposoma tiene preferentemente una eficacia de transfeccién de
al menos aproximadamente 1 picograma (pg) de proteina expresada por miligramo (mg) de
proteina tisular total por microgramo (ug) de acido administrado. Por ejemplo, la eficacia de
transfeccion de un complejo de acido nucleico-liposoma puede ser al menos
aproximadamente 10 pg de proteina expresada por mg de proteina tisular total por ug de
acido nucleico administrado; o al menos aproximadamente 50 ug de proteina expresada por
mg de proteina tisular total por pg de acido nucleico administrado. La eficacia de
transfeccion del complejo puede ser tan baja como 1 femtograma (fg) de proteina expresada
por mg de proteina tisular total por pg de acido nucleico administrado, siendo las mas
preferidas las cantidades anteriores.

Un vehiculo preferido de adminitracion de liposomas de la presente invencion se encuentra
entre aproximadamente 100 y 500 nanémetros (nm) de didmetro. Por ejemplo, el vehiculo
de administracion de liposomas puede encontrarse entre aproximadamente 150 y 450 nm o
entre aproximadamente 200 y 400 nm de diametro.

Los liposomas adecuados incluyen cualquier liposoma, tal como los usados comunmente
en, por ejemplo, métodos de administracién génica conocidos por los expertos en la técnica.
Los vehiculos preferidos para la administracion de liposomas comprenden lipidos de
vesiculas multilamelares (MLV) y lipidos extruidos. Los métodos para la preparacion de MLV
son conocidos en la técnica. Los vehiculos preferidos de administracion de liposomas
comprenden liposomas que tienen una composicion lipidica policationica (es decir,
liposomas catiénicos) y/o liposomas que tienen una estructura principal de colesterol
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conjugada con polietilenglicol. Ejemplos de composiciones de liposomas catiénicos incluyen,
pero sin limitacion, cloruro de N- [1- (2,3-dioleiloxi) propil] -N, N, N-trimetilamonio (DOTMA) y
colesterol, N- [1- (2,3 (DOTAP) y colesterol, cloruro de 1- [2- (oleoiloxi) etil] - 2 - oleil - 3- (2 -
hidroxietil) - imidazolinio (DOTIM) y colesterol , Bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB)
y colesterol, y combinaciones de éstos. Una composicién de liposomas preferida para ser
usada como vehiculo de administracion incluye DOTIM y colesterol.

Una molécula de acido nucleico adecuada incluye cualquiera de los plasmidos
inmunoestimuladores descritos en el presente documento. Las secuencias de acidos
nucleicos de codificacion codifican al menos una porcién de una proteina o péptido, mientras
que la secuencia no codificante no codifica ninguna porcién de una proteina o péptido. De
acuerdo con la presente invencion, los acidos nucleicos "no codificantes" pueden incluir
areas reguladoras de una unidad de transcripcién, como ser un area promotora. El término
"vector vacio" puede usarse indistintamente con el término "no codificante", y se refiere
particularmente a una secuencia de acidos nucleicos en ausencia de una porcion de
codificacién de proteina, como ser un vector de plasmido sin un inserto de gen. La expresion
de una proteina codificada por los plasmidos descritos en el presente documento no es
necesaria para la activacion de moléculas de vigilancia de ADN citosdlicas; por lo tanto los
plasmidos no necesitan contener secuencias de codificacion unidas operativamente a una
secuencia de control de transcripcién. Sin embargo, se pueden obtener otras ventajas (es
decir, inmunidad especifica del antigeno y potenciada) incluyendo en la composicion la
secuencia de acidos nucleicos (ADN o ARN) que codifica un inmunoégeno y/o una citoquina.
Dicha secuencia de acido nucleico que codifica un inmundégeno y/o una citoquina puede
incluirse en los plasmidos inmunoestimuladores descritos en el presente documento, o
puede incluirse en un acido nucleico separado (por ejemplo, un plasmido separado) en la
composicion.

La complejacion de un liposoma con los plasmidos inmunoestimuladores descritos en el
presente documento se puede lograr usando métodos estandar en la técnica o como se
describe en la Patente de Estados Unidos N° 6.693.086, cuyo contenido se incorporan en el
presente documento como referencia en su totalidad. Una concentracion adecuada de un
plasmido para agregar a un liposoma incluye una concentracién eficaz para administrar una
cantidad suficiente del plasmido a un sujeto de modo tal que se genere una respuesta
inmune sistémica. Por ejemplo, desde aproximadamente 0,1 pg hasta aproximadamente 10
Mg de plasmido se pueden combinar con aproximadamente 8 nmol de liposomas, desde
aproximadamente 0,5 ug hasta aproximadamente 5 ug de plasmido se pueden combinar con
aproximadamente 8 nmol de liposomas, o se pueden combinar aproximadamente 1,0 ug de
plasmido con aproximadamente 8 nmol de liposomas. La proporcion entre plasmidos y
lipidos (ug de plasmido: nmol de lipido) en una composicion puede ser al menos de
aproximadamente 1:1 plasmido: lipido en peso (por ejemplo, 1 ug de plasmido:1 nmol de
lipido). Por ejemplo, la rproporcién de plasmido y lipidos puede ser al menos de
aproximadamente 1: 5, al menos aproximadamente 1:10, o al menos aproximadamente
1:20. Las proporciones expresadas en este documento se basan en la cantidad de lipido
cationico de la composicién, y no en la cantidad total de lipido de la composicion. La relacion
de plasmidos y lipidos en una composicion de la invencion es adecuada de
aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:80 plasmido: lipido en peso; de
aproximadamente 1:2 a aproximadamente 1:40 plasmido: lipido en peso; de
aproximadamente 1:3 a aproximadamente 1:30 plasmido: lipido en peso; o de
aproximadamente 1:6 a aproximadamente 1:15 plasmido: lipido en peso.

C. Agente biologico

Cualquiera de las composiciones inmunomoduladoras descritas en el presente documento
comprende ademas al menos un agente biolégico, ademas del vehiculo de administracion
de liposomas y al menos uno de los plasmidos descritos en el presente documento.
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Agentes biolégicos adecuados son agentes que son eficaces para prevenir o tratar
enfermedades. Estos agentes bioldgicos incluyen proteinas inmunopotenciadoras,
inmundgenos, vacunas, antimicrobianos o cualquier combinacién de éstos. Las proteinas
inmunopotenciadoras adecuadas son las proteinas que se sabe que aumentan la
inmunidad. A modo de ejemplo no restrictivo, una citoquina, que incluye una familia de
proteinas, es una familia de proteinas inmunopotenciadora conocida. Los inmundgenos
adecuados son proteinas que generan una respuesta inmune humoral y/o celular tal que la
administracion del inmundgeno a un sujeto aumenta una respuesta inmune especifica de
inmundgeno contra las mismas proteinas o proteina similares que se encuentran dentro de
los tejidos del sujeto. Un inmundgeno puede incluir un antigeno patogénico expresado por
una bacteria, un virus, un parasito o un hongo. Los antigenos preferidos incluyen antigenos
derivados de organismos que causan una enfermedad infecciosa en un sujeto. De acuerdo
con la presente invencion, un inmunégeno puede ser cualquier parte de una proteina, que
se produce naturalmente o derivada sintéticamente, lo que genera una respuesta inmune
humoral y/o celular. Como tal, el antigeno o inmundgeno puede tener un tamafo pequeno
que puede ser de aproximadamente 5-12 aminoacidos y un tamafo grande como una
proteina de longitud completa, incluyendo cualquier tamafio entre ellos. El antigeno puede
ser una proteina multimera o una proteina de fusion. El antigeno puede ser un antigeno
purificado. En forma alternativa, la proteina o inmunégeno inmunopotenciador puede
codificarse por el plasmido inmunoestimulador o por otro acido nucleico incluido en la
composiciéon inmunomoduladora. Si la proteina o inmunégeno inmunopotenciador esta
codificada por una molécula de acido nucleico en la composicién inmunomoduladora, la
secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina o inmundégeno inmunoestimulador
esta unida operativamente a una secuencia de control de la transcripcion, de manera tal que
el inmunogeno se expresa en un tejido de un sujeto, generando de este modo una respuesta
inmune especifica de inmundégeno en el sujeto, ademas de la respuesta inmune no
especifica. Las técnicas para detectar la inmunogenicidad, tales como la inmunogenicidad
del antigeno patégeno o la actividad de la citocina son conocidas por los expertos en la
técnica e incluyen varios ensayos in vitro e in vivo.

Si el agente biolégico es una vacuna, la vacuna puede incluir una vacuna viva, infecciosa,
viral, bacteriana o parasita o0 una vacuna muerta, inactivada, viral, bacteriana o parasita.
Pueden usarase una o mas vacunas, vacunas viricas vivas o muertas, en combinacion con
la composicion inmunomoduladora de la presente invencién. Las vacunas adecuadas
incluyen las conocidas en la técnica para la especie aviar o bovina.

El agente biolégico puede ser un antimicrobiano. Los antimicrobianos adecuados incluyen:
quinolonas, preferentemente fluoroquinolonas, [B-lactamasas y antibidticos macrélidos,
lincosamidas, estreptograminas (MLS).

Las quinolonas adecuadas incluyen benofloxacin, binfloxacin, cinoxacina, ciprofloxacina,
clinafloxacina, danofloxacina, difloxacina, enoxacina, enrofloxacino, fleroxacino,
gemifloxacina, ibafloxacino, levofloxacino, lomefloxacino, marbofloxacino, moxifloxacino,
norfloxacino, ofloxacino, orbifloxacino, pazufloxacino, pradofloxacino, perfloxacina,
sarafloxacino, esparfloxacino , temafloxacina y tosufloxacina. Las fluoroquinolonas
preferidas incluyen ciprofloxacina, danofloxacina, enrofloxacina, moxifloxacina vy
pradofloxacina. Las naftiridonas adecuadas incluyen acido nalidixico. Los B-lactamicos
adecuados incluyen penicilinas (por ejemplo, amoxicilina, ampicilina, azlocilina, benzatina
penicilina,  bencilpenicilina, carbenicilina, cloxacilina, co-amoxiclav [es decir,
amoxicilina/acido clavulanico], dicloxacilina, flucloxacilina, meticilina, mezlocilina, nafcilina,
oxacilina, fenoximetilpenicilina, piperacilina , Procaina penicilina, temocillina y ticarcilina);
cefalosporinas (por ejemplo, cefaclor, cefalonio, cefamandole, cefapririna, cefazolina,
cefepima, cefixima, cefotaxima, cefoxitina, cefpirome, cefpodoxima, cefquinoma, ceftazidima,
ceftiofur, ceftriaxona, cefuroxima, cefalexina, cefalotina y defotetan); carbapenems y penems
(por ejemplo, doripenem, ertapenem, faropenem, imipenem 'y meropenem);
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monobactamicos (por ejemplo, aztreonam, nocardicina A, tabtoxinina betalactamica y
tigemonam); e inhibidores de [B-lactamicos (por ejemplo, acido clavulanico, sulbactam y
tazobactam). Los B-lactamicos preferidos incluyen cefalosporinas, en particular, cefazolina.

Los antibidticos MLS adecuados incluyen clindamicina, lincomicina, pirlimicina y cualquier
antibiético macrolido. Un antibiético lincosamida preferido es la pirlimicina.

Otros antimicrobianos incluyen aminoglucésidos, clopidol, dimetridazoles, eritromicina,
framicetina, furazolidona, halofuginona, 2-piridonas, robenidina, sulfonamidas, tetraciclinas,
trimetoprima, varias pleuromutilinas (por ejemplo, tiamulina y valnemulina) y varias
estreptomicinas (por ejemplo, monensina, narasina y salinomicina).

Il. Métodos
A. Métodos de Inmunoestimulacion

En una forma de realizacion de la invencion, se induce una respuesta inmune en una
hembra de la especie bovina administrando una cantidad eficaz de una composicion
inmunomoduladora a la hembra de la especie bovina. La cantidad eficaz es suficiente para
generar una respuesta inmune en la hembra de la especie bovina. El inmunomodulador
incluye un vehiculo de administracion de liposomas y una molécula de acido nucleico.

En una forma de realizacion, la cantidad eficaz del inmunomoduladores de
aproximadamente 1 microgramos hasta aproximadamente 1000 microgramos por animal. En
otra forma de realizacion, la cantidad eficaz del inmunomoduladores de aproximadamente 5
microgramos hasta aproximadamente 500 microgramos por animal. En otra forma adicional
de realizacién, la cantidad eficaz del inmunomoduladores de aproximadamente 10
microgramos hasta aproximadamente 100 microgramos por animal. En otra forma de
realizacion, la cantidad eficaz del inmunomoduladores de aproximadamente 10 microgramos
hasta aproximadamente 50 microgramos por animal.

En una forma de realizacion de la invencion, se induce una respuesta inmune en una
hembra de la especie bovina administrando una cantidad eficaz de inmunomodulador, que
incluye un vehiculo de administracion de liposomas, una molécula de acido nucleico aislada
y un agente biolégico. Se contempla que el agente biolégico se puede mezclar o
coadministrar con el inmunomodulador o en forma independiente de éste. La administracion
independiente puede ser anterior o posterior a la administracion del inmunomodulador.
También se contempla que se puede usar mas de una administracion del inmunomodulador
0 agente bioldgico para extender la inmunidad potenciada. Ademas, se puede coadministrar
mas de un agente bioldgico con el inmunomodulador, administrado antes del
inmunomodulador, administrado después de la administracién del inmunomodulador, o0 en
forma concomitante.

B. Porcentajes de concepcidn

Los métodos de la invencién son utiles para aumentar los porcentajes de concepcion en
vacas. En formas de realizaciéon preferidas, el porcentaje de concepcidon en vacas aumenta
en relacion con el porcentaje de concepcion en una poblacion de control. En algunas formas
de realizacioén preferidas, el porcentaje de concepcion en vacas aumenta en relacion con el
porcentaje de concepcidén en una poblacién de control medida a través de un valor p de <
0,05.

Los métodos de la invencion son utiles para aumentar los porcentajes de concepcion al
primer servicio en vacas. El porcentaje de concepcién al primer servicio se usa en este
documento para referirse a la proporcién de vacas criadas para inseminacion artificial que se
concibieron a la primera inseminacion. En formas de realizacién preferidas, el porcentaje de
concepcion en vacas aumenta en relacion con el porcentaje de concepcion al primer servicio
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en una poblacién de control. En algunas formas de realizacién preferidas, el porcentaje de
concepcion al primer servicio aumenta en relacion con el porcentaje de concepcién al primer
servicio en una poblacion de control tal como se midi6 a través de un valor p de < 0,05.

Los métodos de la invencidon son utiles para aumentar los porcentajes de concepcion en
vacas no ciclicas. “No ciclicas” se usa en este documento para referirse a vacas no
detectadas en celo mediante observacién o mediante eliminacion de la pintura de la cola
aproximadamente 30 dias antes del comienzo planeado de la reproducciéon. En formas de
realizacién preferidas, el porcentaje de concepcién en vacas no ciclicas aumenta en relacion
con el porcentaje de concepcién en una poblacién de control. En algunas formas de
realizacion preferidas, el porcentaje de concepcion en vacas no ciclicas aumenta en relacion
con el porcentaje de concepcidén en una poblacién de control tal como se midi6é a través de
un valor p de < 0,05.

Los métodos de la invencion son utiles para aumentar los porcentajes de concepcion al
primer servicio en vacas no ciclicas. En formas de realizacion preferidas, el porcentaje de
concepcion al primer servicio en vacas no ciclicas aumenta en relacion con el porcentaje de
concepcion al primer servicio en una poblacién de control. En algunas formas de realizacion
preferidas, el porcentaje de concepcion al primer servicio en vacas no ciclicas aumenta en
relacion con el porcentaje de concepcion al primer servicio en una poblacion de control tal
como se midié a través de un valor p de < 0,05.

C. Administracion

Se dispone de una variedad de vias de administracién. EI modo particular seleccionado
dependera, por supuesto, de los agentes biolégicos particulares seleccionados, de la edad y
del estado general de salud del sujeto, de la afeccion particular que se esta tratando y de la
dosificacion requerida para la eficacia terapéutica. Los métodos de esta invencion se
pueden practicar usando cualquier modo de administracion que produzca niveles efectivos
de una respuesta inmune sin causar efectos adversos clinicamente inaceptables. Las
composiciones se pueden presentar convenientemente en formas de dosificacion unitaria y
se pueden preparar mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica.

La vacunacion de la sespecies bovinan puede realizarse a cualquier edad. La vacuna puede
administrarse por via intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea,
por pulverizacion / aerosol, por via oral, intraocular, intratraqueal, intranasal o por otros
procedimientos conocidos en la técnica. Ademas, se contempla que los métodos de la
invencion se pueden usaren base a esquemas de vacunacion de rutina. El
inmunomodulador puede administrarse también por via intravenosa, intramuscular,
subcutanea, por pulverizacién, por via oral, intraocular, intratraqueal, nasal o por otros
métodos conocidos en la técnica. En una forma de realizacion, el inmunomodulador se
administra por via subcutanea. En otra a forma de realizacion, el inmunomodulador se
administra por via intramuscular. En otra forma adicional de realizacion, el inmunomodulador
se administra como un spray. En una forma de realizacion, el inmunomodulador se
administra por via oral.

En una forma de realizacién, antes del parto se le administra al animal el inmunomodulador
solo. En otra forma de realizacion, después del parto se le administra al animal el
inmunomodulador solo. En otra forma de realizacion, en el momento del parto se le
administra al animal el inmunomodulador solo. En otra forma de realizacion, antes y en el
momento del parto se le administra al animal el inmunomodulador solo. En otra forma de
realizacién adicional, la composicién del inmunomodulador se coadministra al mismo tiempo
que la vacunacién antes del parto. En otra forma de realizacion, la composicion del
inmunomodulador se coadministra al mismo tiempo que la vacunacion en el momento del
parto. La coadministracion puede incluir la administracién de la vacuna y del
inmunomodulador en la misma zona general del animal, en dos sitios diferentes, una al lado
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del otro (es decir, las inyecciones una junto a la otra en el cuello del animal), en lados
opuestos del animal en la misma zona general (es decir, una a cada lado del cuello), o en
distintos lugares del mismo animal. En otra forma de realizacion, la composicion del
inmunomodulador se administra antes de la vacunacién y del parto. En otra forma de
realizacion, la composicion del inmunomodulador se administra después de la vacunacion
pero antes del parto. En otra forma de realizacién, la composicion del inmunomodulador se
administra después del parto a un animal que fue vacunado antes del parto. Un experto en
la materia reconocera que las vias de administracion pueden variar dependiendo del sujeto y
de la salud o del estado del sujeto.

En una forma de realizaciéon, antes del apareamiento se le administra al animal el
inmunomodulador solo. En otra forma de realizacién, después del apareamiento se le
administra al animal el inmunomodulador solo. En otra forma de realizacién, al mismo
tiempo que el apareamiento se le administra al animal el inmunomodulador solo. En otra
forma de realizaciéon, antes y al mismo tiempo que el apareamiento se le administra al
animal el inmunomodulador solo. En otra forma de realizacién, la composicion del
inmunomodulador se coadministra al mismo tiempo que la vacunacion antes del
apareamiento. En otra forma de realizacion, la composicion del inmunomodulador se
coadministra al mismo tiempo que la vacunacién en el momento del apareamiento. La
coadministracion puede incluir la administracion de la vacuna y del inmunomodulador en la
misma zona general del animal, en dos sitios diferentes, una al lado del otro (es decir, las
inyecciones una junto a la otra en el cuello del animal), en lados opuestos del animal en la
misma zona general (es decir, una a cada lado del cuello), o en distintos lugares del mismo
animal. En otra forma de realizacion, la composicion del inmunomodulador se administra
antes de la vacunacion y del apareamiento. En otra forma de realizacién, la composicién del
inmunomodulador se administra después de la vacunacién pero antes del apareamiento. En
otra forma de realizacion, la composicion del inmunomodulador se administra después de la
reproduccién a un animal que fue vacunado antes del apareamiento. Un experto en la
materia reconocera que las vias de administracion pueden variar dependiendo del sujeto y
de la salud o del estado del sujeto.

En una forma de realizacion, el inmunomodulador se administra desde aproximadamente 1
hasta aproximadamente 14 dias antes de la exposicion o desde aproximadamente 1 hasta
aproximadamente 14 dias después de la exposicion. En otra forma de realizacion, el
inmunomodulador se administra desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 7 dias
antes de la exposicion o desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 7 dias después
de la exposicién. En otra forma de realizacion, el inmunomodulador se administra desde
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dias antes de la exposicién o 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 dias
después de la exposicion. En otra forma de realizacion preferida, el inmunomodulador se
administra 3 dias antes de la exposicién o 3 dias después de la exposicion.

Otros sistemas de administracion pueden incluir sistemas de liberacion prolongada,
retardada o sostenida. Estos sistemas pueden evitar la repeticién de las administraciones
aumentando asi la comodidad. Existen muchos tipos de sistemas de liberacién disponibles y
conocidos por los expertos en la técnica. Incluyen sistemas basados en polimeros tales
como poli (lactida-glicolida), copolioxalatos, policaprolactonas, poliesteramidas,
poliortoésteres, acido polihidroxibutirico y polianhidridos. Las microcapsulas de los
polimeros anteriores que contienen farmacos se describen, por ejemplo, en la Patente de
EE.UU. N° 5,075,109.

Los sistemas de administracién incluyen también sistemas no poliméricos que son lipidos
que incluyen esteroles tales como colesterol, ésteres de colesterol y acidos grasos o grasas
neutras tales como los mono-di y tri-glicéridos; sistemas de liberacion de hidrogel; sylastic
(sic); sistemas basados en péptidos; recubrimientos de cera; pildoras comprimidas que
tienen aglutinantes convencionales y excipientes; implantes parcialmente fundidos; y
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similares. Ejemplos especificos incluyen, entre otros, sistemas de erosion en los que un
agente de la invencion estad contenido en una forma dentro de una matriz tal como los
descritos en la Patente de EE.UU. Numeros 4,452,775, 4,675,189 y 5,736,152, y sistemas
de difusién en los que un principio activo penetra a una velocidad controlada a partir de un
polimero tal como se describe en la Patente de EE.UU. Numeros 3.854.480, 5.133.974 y
5.407.686. Ademas, se pueden utilizar sistemas de administracion de hardware basados en
bombas, algunos de los cuales estan adaptados para implantaciones.

Dado que pueden realizarse varios cambios en la composicion, los productos y los métodos
anteriores sin apartarse del alcance de la invencion, se pretende que los contenidosde la
descripcion anterior y de los ejemplos brindados a continuacion, se interpreten como
ilustrativos y no en un sentido restrictivo.

DEFINICIONES

El término "cantidad eficaz" se refiere a la cantidad necesaria o suficiente para realizar un
efecto bioldgico deseado. Por ejemplo, una cantidad eficaz de inmunomodulador para tratar
o prevenir una enfermedad infecciosa es la cantidad necesaria para provocar el desarrollo
de una respuesta inmunitaria tras la exposicion al microbio, provocando asi una reduccion
en la cantidad de microbios en el sujeto y preferentemente la erradicacion del microbio. La
cantidad eficaz para cualquier aplicacion particular puede variar dependiendo de factores
tales como la enfermedad o afeccién que se esta tratando, el tamano del sujeto o la
gravedad de la enfermedad o de la afeccion. Un experto en la técnica puede determinar
empiricamente la cantidad eficaz de inmunomodulador sin necesidad de experimentacion
indebida.

El término "vaca" tal como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier
miembro de la especie bovina que sea capaz de gestar, incluyendo, entre otras, hembras
bovinas, vacas y vaquillonas.

El término "citoquina" se refiere a una familia de proteinas que potencian el sistema inmune.
La familia de citoquinas incluye el factor de crecimiento hematopoyético, interleucinas,
interferones, moléculas de superfamilia de inmunoglobulina, moléculas de la familia del
factor de necrosis tumoral y quimiocinas (es decir, proteinas que regulan la migracion y
activacion de las células, en particular células fagociticas). Las citocinas ejemplares
incluyen, entre ofros, interleucina-2 (IL-2), interleucina-12 (IL12), interleucina-15 (IL-15),
interleucina-18 (IL-18), interferon-a (IFNa) e interferén-y (IFNy).

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

El término "generar una respuesta inmune" en un sujeto se refiere especificamente a
controlar o influir en la actividad de la respuesta inmune, y puede incluir la activacién de una
respuesta inmune, la regulacion positiva de una respuesta inmune, la potenciacién de una
respuesta inmune y/o la alteraciéon de una respuesta inmune (como ser la generacion de un
tipo de respuesta inmune que a su vez cambie el tipo prevalente de respuesta inmune en un
sujeto de una respuesta dafiina o ineficaz a otra beneficiosa o protectora).

El término "unido operativamente” se refiere a la union de una molécula de acido nucleico a
una secuencia de control de transcripcion de manera tal que la molécula sea capaz de
expresarse cuando sea transferida (es decir, transformada, transducida o transfectada) en
una célula huésped. Las secuencias de control transcripcional son secuencias que controlan
el inicio, la elongacién y la terminacién de la transcripcion. Las secuencias de control de la
transcripcion particularmente importantes son aquellas que controlan el inicio de la
transcripcién, tales como las secuencias promotoras, potenciadoras, operadoras y
represoras. Los expertos en la técnica conocen una variedad de éstas secuencias de control

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

de la transcripcién. Las secuencias de control de la transcripcion preferidas incluyen
aquellas que funcionan en células de aves, peces, mamiferos, bacterias, plantas e insectos.
Aunque se pueden usar secuencias de control transcripcionales con la invencién, las
secuencias pueden incluir secuencias de control de la transcripcion de origen natural
asociadas naturalmente con una secuencia que codifica un inmundégeno o una proteina
inmunoestimuladora.

Los términos "molécula de acido nucleico" y "secuencia de acido nucleico" pueden usarse
indistintamente e incluyen ADN. ARN o derivados de ADN o ARN. Los términos incluyen
también oligonucledtidos y secuencias mas grandes, incluyendo moléculas de acido
nucleico que codifican una proteina o un fragmento de éstas, y moléculas de acido nucleico
que comprenden regiones reguladoras, intrones u otro ADN o ARN no codificante.
Normalmente, un oligonucledtido tiene wuna secuencia de acido nucleico de
aproximadamente 1 a aproximadamente 500 nucleétidos y, mas comunmente, tiene una
longitud de al menos aproximadamente 5 nucledtidos. La molécula de acido nucleico puede
provenir de cualquier fuente, entre las que se incluyen fuentes de mamiferos, peces,
bacterias, insectos, virus, plantas o sintéticas. Una molécula de acido nucleico puede
producirse por métodos comunmente conocidos en la técnica tales como tecnologia de ADN
recombinante (por ejemplo, reaccion en cadena de polimerasa (PCR), amplificacion,
clonacion) o sintesis quimica. Las moléculas de acido nucleico incluyen moléculas naturales
de acido nucleico y homélogos de éstas, entre las que se incluye, entre otras, variantes
alélicas naturales y moléculas de acido nucleico modificadas en las que se han insertado,
eliminado, sustituido o invertido nucledtidos de tal manera que estas modificaciones no
interfieren en forma sustancial con la capacidad de la molécula de acido nucleico para
codificar un inmundégeno o una proteina inmunoestimuladora util en los métodos de la
presente invenciéon. Se puede producir un homoélogo de acido nucleico utilizando una serie
de métodos conocidos por los expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al.,
Molecular Cloning:T A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labs Press, 1989), que se
incorpora en el presente documento como referencia. Las técnicas para detectar la
inmunogenicidad, tales como la inmunogenicidad del antigeno patégeno o la actividad de la
citocina son conocidas por los expertos en la técnica e incluyen varios ensayos in vitro e in
vivo.

Los términos “marcador seleccionable” y “gen marcador seleccionable” se refieren a un gen
que codifica un producto que protege al organismo en el que el gen se expresa a partir de
un agente selectivo (por ejemplo, un antibiético) o una afeccién que normalmente mataria al
organismo o inhibiria su crecimiento. Los genes marcadores seleccionables suelen ser
comunmente genes de resistencia a antibidticos (por ejemplo, genes de resistencia a la
kanamicina, genes de resistencia a la ampicilina, genes de resistencia alcloranfenicol, genes
de resistencia a la tetraciclina, etc.). De esta forma, por ejemplo, cuando las células de E.
coli se someten a un procedimiento de transformacion para introducir un plasmido que
codifica un gen de resistencia a la kanamicina y después se cultivan en medios que
contienen kanamicina, sélo sobreviviran las células de E. coli que captaron el plasmido y
expresaron el gen de resistencia a la kanamicina. Los términos "marcador seleccionable" y
"gen marcador seleccionable" también incluyen genes que codifican para enzimas que
participan en la sintesis de un compuesto que es esencial para el crecimiento de un
organismo. Cuando se introducen en un organismo auxotrépico que es incapaz de sintetizar
el compuesto esencial, estos genes permiten que el organismo crezca en un medio que fue
suplementado con el compuesto esencial. Por ejemplo, las células bacterianas que son
auxotroficas para el aminoacido lisina debido a una mutacion o ausencia de una enzima
implicada en la biosintesis de lisina normalmente no pueden crecer en medios que no han
sido suplementados con lisina. Cuando dichas bacterias se someten a un procedimiento de
transformacion para introducir un plasmido que codifica la enzima que participa en la
biosintesis de lisina, las bacterias que captaron el plasmido y expresaron la enzima
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sobreviviran si crecen en un medio que no fue suplementado con lisina. Los términos
"marcador seleccionable" y "gen marcador seleccionable" incluyen ademas genes que
permiten la seleccién de venenos/antidotos. Por ejemplo, el gen ccdB codifica una proteina
que se une al ADN girasa, una enzima esencial para la division celular. Tras la unién al ADN
girasa, el producto del gen ccdB altera la replicacion génica e induce la muerte celular. Por
lo tanto, la bacteria que expresa el producto del gen ccdB no puede sobrevivir. El gen ccdA
codifica una proteina (el "antidoto") que actia como un inhibidor natural del producto del gen
ccdB. Por consiguiente, cuando las bacterias que tienen el gen ccdB en su genoma
bacteriano se someten a un procedimiento de transformacion para introducir un plasmido
que codifica el producto del gen ccdA, sélo sobreviviran las células que captan el plasmido y
expresan el gen ccdA.

Los términos “marcador detectable” y “gen marcador detectable” se refieren a un gen que
codifica un producto que permite que un observador distinga entre las células que expresan
el gen marcador detectable y las células que no expresan el gen marcador detectable. Los
sistemas de genes marcadores detectables son bien conocidos en la técnica e incluyen, por
ejemplo, genes lacZ y genes que codifican proteinas fluorescentes tales como la proteina
fluorescente verde (GFP), la proteina fluorescente amarilla (YFP), la proteina fluorescente
roja (RFP), proteina fluorescente azul (BFP), o la proteina fluorescente cian (CFP).

Tabla 1: Secuencias de ADN plasmidico

Plasmido ID SECUENCIA
SEC
N°:
pMB75.6 1 ctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaacca

ataggccgaaatcggcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgt
tgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaa
aaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcga
ggtgccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagcccccgatttagagcttgacgggga
aagccggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgggcegctagg
gcgctggcaagtgtagcggtcacgctgcgegtaaccaccacacccgecgcegcttaatgegec
gctacagggcgcgtcccattcgccaticaggetgecgcaactgttgggaagggcgatcggtgeg
ggcctcttcgctattacgccagctggcgaaagggggatgtgectgcaaggegattaagttgggta
acgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgagcgcgcegtaatacgac
tcactatagggcgaattgggtaccgggccccccctcgagcaggatctatacattgaatcaatatt
ggcaattagccatattagtcattggttatatagcataaatcaatattggctattggccattgcatacg
ttgtatctatatcataatatgtacatttatattggctcatgtccaatatgaccgccatgttgacattgatt
attgactagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgeg
ttacataacttacggtaaatggcccgcctggctgaccgcccaacgacccccgcccattgacgtc
aataatgacgtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggagta
tttacggtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtccgcecccctattga
cgtcaatgacggtaaatggcccgcectggcattatgcccagtacatgaccttacgggactttccta
cttggcagtacatctacgtattagtcatcgctattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaat
gggcgtggatagcggtttgactcacggggatttccaagtctccaccccattgacgtcaatggga
gtttgttttggcaccaaaatcaacgggacttticcaaaatgtcgtaacaactccgccccattgacge
aaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagcagagctcgtttagtgaaccgtca
gatcgcctggagacgccatccacgctgttttgacctccatagaagacaccgggaccgatccag
cctcecctcgaagcecgatctgataacggtaccgataagcetggcggccgattaagctacagaag
ttggtcgtgaggcactgggcaggtaagtatcaaggttacaagacaggtttaaggagaccaata
gaaactgggcttgtcgagacagagaagactcttgcgtttctgataggcacctattggtcttactga
catccactttgcctttctctccacaggtgtccactcccaggttcaattacagcetcttaagcagecgce
aagcttgatatcgaattcctgcagcccgggggatccactagtictagagcggecgecaccgeg
gtggagctcgaattatcagatcgattaataactatgctcaaaaattgtgtacctttagctttttaatttg
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taaaggggttaataaggaatatttgatgtatagtgccttgactagagatcataatcagccatacca
catttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctcccecctgaacctgaaacataaaat
gaatgcaattgttgttgttaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcac
aaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatctt
atcatgtctggatcatcagatctgccggtctcectatagtgagtcgtattaatttcgataagccaggt
taacctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggceggtttgegtattgggegctcttce
gcttcctegcetcactgactegetgegceteggtegttcggetgcggegageggtatcagcetcactca
aaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaa
aaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgetggcegtttticcataggcetcce
gcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacag
gactataaagataccaggcgtttccccctggaagctcectcgtgegctctectgticcgaccctge
cgcttaccggatacctgtccgcctttctcecttcgggaagegtggcegctttctcatagctcacgcetgt
aggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagetgggcetgtgtgcacgaaccccccgttcag
cccgaccgctgegccttatccggtaactategtctigagtccaacccggtaagacacgacttatc
gccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacag
agttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgegctctgct
gaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgcetgg
tagcggtgatttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatc
ctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattitggtcatg
agcgcgcctaggcttttgcaaagatcgatcaagagacaggatgaggatcgtticgcatgattga
acaagatggattgcacgcaggttctccggecgcettgggtggagaggctattcggcetatgactgg
gcacaacagacaatcggctgctctgatgccgcecgtgttccggcetgtcagecgcaggggegeccg
gttctttttgtcaagaccgacctgtccggtgccctgaatgaactgcaagacgaggcagegceggct
atcgtggctggccacgacgggcgttccttgegcagcetgtgctcgacgttgtcactgaagecggga
agggactggctgctattgggcgaagtgccggggcaggatctectgtcatctcaccttgetectge
cgagaaagtatccatcatggctgatgcaatgcggcggcetgcatacgcttgatccggctacctge
ccattcgaccaccaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaagccggtct
tgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggctcgcgccagecgaactgttcgecag
gctcaaggcgagcatgcccgacggcgaggatctcgtecgtgacccatggegatgectgcttgee
gaatatcatggtggaaaatggccgctttictggattcatcgactgtggccggetgggtgtggegga
ccgctatcaggacatagcgtiggctacccgtgatattgctgaagagcettggcggcgaatgggct
gaccgcttcctegtgctttacggtatcgecgctecccgattcgcagegcatcgccttctatcgecttctt
gacgagttcttctgagcgggactctggggticgaaatgaccgaccaagcgacgcccaacctge
catcacgagatttcgattccaccgccgccttctatgaaaggttgggcttcggaatcgttticcggga
cgccggcetggatgatcctccagegecggggatctcatgetggagttcttcgeccaccctaggege
gctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacat
ttccccgaaaagtgcecac

pGCMB75.6

tgaccgcccaacgacccccgceccattgacgtcaataatgacgtatgticccatagtaacgccaa
tagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgcccacttggcagtacatc

aagtgtatcatatgccaagtccgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggcccgectggceat
tatgcccagtacatgaccttacgggactttcctactiggcagtacatctacgtattagtcatcgctatt
accatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggatagcggtttgactcacggggattt
ccaagtctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttcca
aaatgtcgtaacaactccgccccattgacgcaaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggte
tatataagcagagctcgtttagtgaaccgtcagatcgcctggagacgccatccacgctgttttgac
ctccatagaagacaccgggaccgatccagcctcccctcgaagcecgatctgataacggtaccg

ataagctggcggccgattaagctacagaagttggtcgtgaggcactgggcaggtaagtatcaa
ggttacaagacaggtttaaggagaccaatagaaactgggcttgticgagacagagaagactctt
gcgtttctgataggcacctattggtcttactgacatccactttgcctttctctccacaggtgtccactce
caggttcaattacagctcttaagcagccgcaagcttgatatcgaattcctgcagcccgggggatce
cactagttctagagcggccgccaccgcggtggagctcgaattatcagatcgattaataactatgce
tcaaaaattgtgtacctttagctttttaatttgtaaaggggttaataaggaatatttgatgtatagtgcc
ttgactagagatcataatcagccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctccca
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cacctccccctgaacctgaaacataaaatgaatgcaattgttgttgttaacttgtttattgcagcttat
aatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattcta
gttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggatcatcagatctgccggtctccctat
agtgagtcgtattaatttcgataagccaggttaacctgcattaatgaatcggccaacgcgegggg
agaggcggtttgegtattgggcegctcttccgcettectegetcactgactcgetgegceteggtegttcg
gctgcggcgagceggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcagggg
ataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaa
ggccgcegttgetggcegtttttccataggctccgeccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgct
caagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgttticccecctggaagce
tcectegtgegcetetectgticcgaccetgecgcettaccggatacctgtecgcecttictcecttcggg
aagcgtggcgctttctcatagctcacgcetgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgticgctccaag
ctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgcetgcgccttatccggtaactategtctt
gagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattag
cagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacact
agaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtag
ctcttgatccggcaaacaaaccaccgcetggtageggtggttttttigtttgcaagcagcagattac
gcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtgga
acgaaaactcacgttaagggattttggtcatgggcgegcctaggcttitgcaaagatcgatcaag
agacaggatgaggatcgtttcgcagcttttcatictgactgcaacgggcaataagtctctgtgtgg
attaaaaaaagagtgtctgatagcagcttctgaactggttacctgccgtgagtaaattaaaatttta
ttgacttaggtcactaaggcgccttgcgctgaggttgegtegtgatatcatcagggcagaccggtt
acatccccctaacaagctgtataaagagaaatactatctcattggcgttgcccgcacctgacagt
gcgacgttgggcetgegtcecgtcgaccaacggtaccgaggtaacagcccaatctatccatgatct
cggccaggccgggtcggcecgttatgcageccggcetcgggtatgaagccattaaggagccgac
ccagcgcgaccgggcggccggtcacgctgcectctgctgaagcectgectgtcactecctgegeg
gcgtacccgcecgttctcatcgagtaggcetccggatcgecgacccecggacgggecctgggecca
ggagcggcctatgacaaatgccgggtagcgatccggcattcagcattgactgcgcacggatec
agtccttgcaggagccttatgccgaccgtagcaaaaaatgagcccgagcecgatcgegagttgt
gatccggtcccgcecgattgecggtcgegatgacggtectgtgtaagcegttatcgttaccaattgttt
aagaagtatatacgctacgaggtacttgataacttctgcgtagcatacatgaggtttigtataaaa
atggcgggcgatatcaacgcagtgtcagaaatccgaaacagtctgecgggactctggggttcga
aatgaccgaccaagcgacgcccaacctgccatcacgagatttcgattccaccgcecgccttctat
gaaaggttgggcttcggaatcgttttccgggacgccggcetggatgatcctccagegeggggate
tcatgctggagttcttcgcccaccctaggegegcetcatgagcggatacatatttgaatgtatttaga
aaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctaaattgtaagegtt
aatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatcg
gcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaac
aagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcaggg
cgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcac
taaatcggaaccctaaagggagcccccgatttagagctigacggggaaagccggcegaacgt
ggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgggcgctagggegcetggcaagtgta
gcggtcacgctgcgcegtaaccaccacacccgccgegcttaatgcgecgctacagggcegcegte
ccattcgccattcaggetgegcaactgttgggaagggcegatcggtgegggcctcttegetattac
gccagctggcgaaagggggatgtgctgcaaggegattaagtigggtaacgccagggttttcce
agtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgagcgcgcgtaatacgactcactatagggcgaa
ttgggtaccgggccccccctcgagcaggatctatacattgaatcaatattggcaattagccatatt
agtcattggttatatagcataaatcaatattggctattiggccattgcatacgttgtatctatatcataat
atgtacatttatattggctcatgtccaatatgaccgccatgttgacattgattattgactagttattaat
agtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgcgttacataacttacggt
aaatggcccgccetggce

pLacZMB75.6

tgaccgcccaacgacccccgcccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgccaa
tagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgcccacttggcagtacatc
aagtgtatcatatgccaagtccgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggcccgectggceat
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tatgcccagtacatgaccttacgggactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcgcetatt
accatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggatagcggtttgactcacggggattt
ccaagtctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttcca
aaatgtcgtaacaactccgcecccattgacgcaaatgggcggtaggcegtgtacggtgggaggte
tatataagcagagctcgtttagtgaaccgtcagatcgcctggagacgccatccacgctgttttgac
ctccatagaagacaccgggaccgatccagcctcccctcgaagccgatctgataacggtaceg

ataagctggcggccgattaagctacagaagttggtcgtgaggcactgggcaggtaagtatcaa
ggttacaagacaggtttaaggagaccaatagaaactgggcttgtcgagacagagaagactctt
gcgtttctgataggcacctattggtcttactgacatccactttgectttctctccacaggtgtccactce
caggttcaattacagctcttaagcagccgccaaaacaaaattcctcaaaaatcatcatcgaatg

aatggtgaaataatttccctgaataactgtagtgttitcagggcgcggcataataattaactatgct

caaaaattgtgtacctttagctttttaatttgtaaaggggttaataaggaatatttgatgtatagtgcct
tgactagagatcataatcagccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccac
acctccccctgaacctgaaacataaaatgaatgcaattgttgttgttaactigtttattgcagcttata
atggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagt
tgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggatcatcagatctgccggtctccctatag
tgagtcgtattaatttcgataagccaggttaacctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggag
aggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttectegetcactgactcgetgegetecggtegttcgge
tgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggeggtaatacggttatccacagaatcaggggata
acgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggce

cgcegttgctggcgttittccataggctccgecccecctgacgagcatcacaaaaatcgacgcetcaa
gtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctce

ctcgtgcgctctectgticcgaccctgecgcttaccggatacctgtccgcectttctcecttcgggaag
cgtggcgctttctcatagctcacgcetgtaggtatctcagticggtgtaggtcegticgctccaagetgg
gctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgcecttatccggtaactategtcettgagt
ccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcaga
gcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaa

gaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccticggaaaaagagttggtagctcttg
atccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgegcea
gaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaa
aactcacgttaagggattttggtcatgggcgcgcctaggcttttgcaaagatcgatcaagagaca
ggatgaggatcgtttcgcagcttticattctgactgcaacgggcaataagtctctgtgtggattaaa

aaaagagtgtctgatagcagcttctgaactggttacctgccgtgagtaaattaaaattttattgactt
aggtcactaaggcgccttgcgctgaggttgegtcgtgatatcatcagggcagaccggttacatcc
ccctaacaagctgtataaagagaaatactatctcattggcgttgcccgcacctgacagtgecgac

gttgggctgcgtccgtcgaccaacggtaccgaggtaacagecccaatctatccatgatctcggec
aggccgggtcggcecgttatgcageccecggcetcgggtatgaagccattaaggagccgacccagce
gcgaccgggcggccggtcacgctgectctgctgaagectgectgtcactccectgecgeggegta

cccgccgttctcatcgagtaggcetccggatcgecgaccccggacgggecctgggcccaggage
ggcctatgacaaatgccgggtagcgatccggcattcagcattgactgcgcacggatccagtect
tgcaggagccttatgccgaccgtagcaaaaaatgagcccgagecgatcgcgagttgtgateeg
gtcccgcecgattgecggtcgegatgacggtectgtgtaagcegttatcgttaccaattgtttaagaa

gtatatacgctacgaggtacttgataacttctgcgtagcatacatgaggtttigtataaaaatggeg
ggcgatatcaacgcagtgtcagaaatccgaaacagtctgcgggactctggggticgaaatgac
cgaccaagcgacgcccaacctgccatcacgagatttcgattccaccgecgcctictatgaaag

gttgggcttcggaatcgttticcgggacgccggcetggatgatcctccagecgeggggatctcatgcet
ggagttcttcgcccaccctaggcgegcetcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaata
aacaaataggggttccgcgcacatitccccgaaaagtgccacctaaattgtaagegttaatatttt
gttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaa
tcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgticcagtitggaacaagagt

ccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcgatgg
cccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatc

ggaaccctaaagggagcccccgatttagagcttgacggggaaagccggcecgaacgtggega

gaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgggcgctagggegcetggcaagtgtageggtc
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acgctgcgcegtaaccaccacacccgccgcgcttaatgcgecgctacagggcegcegteccattcg
ccattcaggctgcgcaactgttgggaagggcgatcggtgcgggcectcttcgctattacgccagcet
ggcgaaagggggatgtgctgcaaggcgattaagttgggtaacgccagggttttcccagtcacg
acgttgtaaaacgacggccagtgagcgcgcgtaatacgactcactatagggcgaattgggtac
cgggccccccctcgaggtcgacggtatcgataagcettgatatcgaattcctgcageccggggg
atccactagttctagagcggccgccaccgcggtggagctccagcttttgttcectttagtgagggtt
aattgcgcgcttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattce
acacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaac
tcacattaattgcgttgcgce

EJEMPLOS
El siguiente ejempilo ilustra varias formas de realizacién de la invencién.

Ejemplo 1: La eficacia de la composicion del inmunomodulador en el aumento de los
porcentajes de concepcion en vacas no ciclicas

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la funciéon inmunolégica moduladora en el
parto en los resultados reproductivos de las vacas tratadas.

Inmunomodulador

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

Animales de estudio

Se obtuvieron 875 vacas Frisona, Jersey o cruzadas de = 2 afios de edad procedentes de
dos establecimientos lecheros comerciales A y B en el distrito de Waikato, Nueva Zelanda.
Las vacas se seleccionaron en base a recién nacidos y lactantes. Se excluyeron las vacas si
fueron tratadas con antibiéticos, antiinflamatorios no esteroideos o corticosteroides en los 30
dias previos al parto o si presentaron pruebas evidentes de cualquier enfermedad durante el
parto. Los animales restantes se bloquearon por edad (vaquillonas versus vacas) y se
asignaron dentro de pares secuenciales de animales presentados a partir de listas de
distribucién de aleatorizacion prepreparadas a los grupos de tratamiento o de placebo.

Tratamiento

El tratamiento se asigno al azar y la asignacion al tratamiento no se incluyé en ninguna de
las hojas de muestreo posteriores al tratamiento y las muestras de leche se asignaron a un
numero unico en el momento de la adhesion que se utilizé durante los analisis de laboratorio
posteriores. El dia del parto (dia 0) y después del examen fisico y la inscripcion, se
administro el tratamiento apropiado por inyeccion intramuscular en el musculo del gluteo
derecho. Se limpid el lugar de la inyeccién con algodén humedecido en alcohol metilado al
70% antes de la inyeccion. El tratamiento se repitié en la noche del dia 3 o0 en la mafana del
dia 4 y nuevamente al dia 7 después del parto con inyeccion en los musculos del gluteo
derecho.

Gestion de la reproduccion

Se aplicé pintura en la cola (una ayuda para la deteccion del celo) aproximadamente 30 dias
antes del inicio pplaneado del programa de reproduccion. Las vacas cuyo celo no se detecto
mediante observacion o por remocién de la pintura de la cola fueron tratadas con una
combinacion de progesterona, GnRH y prostaglandina F,, y fueron criadas para establecer
la inseminacion artificial a tiempo. Durante los primeros 37 dias en el sitio de la Granja Ay
47 dias en el sitio de la Granja B, las vacas cuyo celo se detectd en celo permanente se
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criaron mediante inseminacion artificial. A partir de entonces los toros intactos se dejaron
con el rebano. La duracion total del periodo de apareamiento fue de 77 y 80 dias en las
granjas A y B, respectivamente. Se observé a las vacas por ultrasonografia transrectal a los
83 y 113 dias después del inicio del programa de reproduccion (Granja A) y 90 y 120 dias
después de este inicio del programa de reproduccion (Granja B). Las vacas en las que se
detectd prefiez, estaban en la etapa de gestacion estimada. Cuando la etapa estimada de la
gestacion se encontré dentro de los 7 dias de la reproduccion registrada, ya sea por
inseminacion artificial o por monta natural, la fecha registrada fue aceptada como el dia de la
concepcion.

Resultados

Se calculé el porcentaje de presentacién de tres semanas (la proporcion de vacas
detectadas e inseminadas en el transcurso de tres semanas al inicio del programa de
reproduccion), el porcentaje de concepcién al primer servicio (la proporcién de vacas criadas
para inseminacion artificial queconcibieron en la primera inseminacién) y el porcentaje de 3y
6 semanas en terneros (la proporcion de vacas con prefez confirmada en las primeras tres y
seis semanas del programa de reproduccion) y el porcentaje de prefiez final.

Los resultados reproductivos binomiales se analizaron inicialmente en analisis bivariados
(chi cuadrado). Se realizaron modelos de regresién logistica multivariable, entre los que se
incluyeron las variables explicativas del tratamiento, el rebano, la edad (2, 3 y > 3 anos), los
dias en leche al inicio del programa de reproduccion (clasificados como 50 a 71 dias y = 72
dias) y la raza (Frisona frente a otras razas). Ademas, se calculd el inicio previsto del
intervalo de apareamiento hasta la concepcién para cada vaca y se utilizd el analisis de
supervivencia de Kaplan-Meier para calcular la mediana de los dias hasta la concepcién.

Los grupos de tratamiento se equilibraron para el cédigo de la raza y la edad y se calcularon
los valores p usando una prueba de chi cuadrado, como lo indica la Tabla 1.

Tabla 1: Cantidad de vacas en los grupos tratados y de control segun el codigo de raza y de
edad

Tratadas Control Valor p
Grupo etareo
2 anos 79 73 0,62
3 afios 91 82 0,48
> 4 afios 267 279 0,33
Total 437 434 ---
Raza
Frisona 245 258 0,29
Jersey 6 6 1,00*
Cruza de raza 186 169 0,29
Total 437 433 -

*El valor P se calculd usando la prueba exacta de Fisher.

Ademas, la media y la mediana del tiempo desde el parto hasta el inicio previsto del
apareamiento fue la misma entre los grupos de tratamiento y de control, como se indica en

21



10

15

20

25

la Tabla 2. El valor de P que compara los dias de la mediana a partir del parto con el inicio
previsto del apareamiento de los grupos de tratamiento y de control se calculé usando una
prueba de Mann-Whitney.

Tabla 2: Media, error estandar (SE) y mediana de dias desde el parto hasta el inicio del
programa de reproduccién de vacas en los grupos tratado y de control

n Media SE Mediana Valor p
Tratadas 437 72,4 0,43 75 0.92
Control 434 72,4 0,43 75 ’

Como lo indica la Tabla 3, no hubo diferencias entre los grupos de tratamiento y control para
la probabilidad de presentacion a la inseminacién artificial en 21 dias después del inicio
previsto del apareamiento (PSM) (presentacion en 3 semanas), probabilidad de concepcién
a la primera inseminaciéon después de PSM (Concepcion al primer servicio), probabilidad de
prefiez a los 21 y 42 dias (prefiadas en 3 semanas y prefiadas en 6 semanas,
respectivamente) después de PSM y prefiez general en el nivel bivariado. Los valores P se
calcularon usando una prueba de chi cuadrado.

Tabla 3: Cantidad (%) de vacas por grupos de tratamiento

Tratadas (%) Control (%) Valor p
Tratadas como no | 75/437 (17,2) 91/434 (21,0) 0,15
ciclicas
Presentacion en 3| 383/432 (88,7) 394/430 (91,6) 0,14
semanas
Concepcion al 1er | 263/383 (68,7) 254/394 (64,5) 0,21
servicio
Prenadas en 3| 273/432 (63,2) 260/430 (60,5) 0,41
semanas
Preiadas en 6 | 344/432 (79,6) 327/430 (76,0) 0,21
semanas
Preiiadas en general 384/432 (88,9) 383/430 (89,1) 0,93

En un analisis de regresion multivariable que control6 los efectos modificadores potenciales,
incluyendo la raza (Holstein, Jersey y cruzada), la edad (2, 3 y 4 + afos), el rebafo (1y 2),
la actividad ciclica ovarica (ciclica y no ciclica en base a la insercion de un dispositivo CIDR)
y tiempo desde el parto al PSM (50 a 71 dias y = 72 dias), hubo una mayor probabilidad de
concepcién al primer servicio y prefiez en 3 semanas para las vacas no ciclicas en el grupo
tratado en comparacion con sus equivalentes del grupo de control. FIG. 4A muestra un
grafico de la probabilidad (medias marginales estimadas y error estandar de la media
(SEM)) de la concepcion a la primera inseminacion y FIG. 4B muestra la probabilidad
(medias marginales estimadas y SEM) de prefiez en el transcurso de 3 semanas después
del comienzo planeado del programa de reproduccion para vacas ciclicas y no ciclicas por
grupos de tratamiento. El asterisco indica una diferencia entre los tratamientos dentro del
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grupo no ciclico. El tiempo mediano desde PSM hasta la prefiez fue de 15 y 16 dias para los
grupos tratados y de control respectivamente (P = 0,27).

Del punto de vista numérico, la cantidad de vacas tratadas concebidas al primer servicio (69
% frente al 65 %) que quedaron prefiadas a las tres (63 % frente al 61 %) y seis semanas
(80 % frente al 76 %) fue mayor que la de los controles no tratados. Hubo un tratamiento
mediante interaccion del estado no ciclico por el cual entre las vacas diagnosticadas con
celo no detectado y tratadas por esta afeccién, las vacas tratadas tuvieron un mayor
porcentaje de concepcion al primer servicio y una mayor proporcion de prefiez a las tres
semanas en el programa de reproduccion.
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LO QUE SE REIVINDICA:

1. Una composicion inmunomoduladora donde la composicién inmunomoduladora
comprende:

a. un vehiculo de administracién de liposomas cationicos, y

b. una molécula de acido nucleico derivada de bacterias aisladas que no
codifica para un inmunégeno para aumentar el porcentaje de concepcion en
vacas.

2. Una composicion inmunomoduladora de la reivindicacion 1 donde dicha molécula de
acido nucleico comprende al menos un motivo CpG inmunoestimulador y al menos un
motivo CpG no inmunoestimulador.

3. La composicién inmunomoduladora de cualquiera de las reivindicaciones anteriores,
donde la molécula de acido nucleico tiene al menos un 80 % de homologia secuencial con la
secuencia de ID SEC N°: 1, ID SEC N°: 2, o ID SEC N°: 3.

4. La composicion del inmunomodulador de cada una las reivindicaciones anteriores,
donde el vehiculo de administracion de liposomas comprende lipidos seleccionados a partir
del grupo que consiste en lipidos de vesiculas multilamelares y lipidos extruidos.

5. La composicion del inmunomodulador de cada una las reivindicaciones anteriores,
donde el vehiculo de administracién de liposomas comprende pares de lipidos
seleccionados a partir del grupo que consiste en cloruro de N- [1- (2,3-dioleiloxi) propil] -N,
N, N-trimetil-amonio (DOTMA) y colesterol; cloruro de N- [1- (2,3 - dioleoiloxi) propil] N, N, N
- trimetilamonio (DOTAP) y colesterol; cloruro de |- [2- (oleoyloxi) etil] - 2 - oleil - 3- (2 -
hidroxietil) imidazolinio (DOTIM) y colesterol; y bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB)
y colesterol.

6. La composicion del inmunomodulador de cada una de las reivindicaciones anteriores,
donde la molécula de &cido nucleico comprende la ID SEC N°: 1.

7. La composicién del inmunomodulador de cada una de las reivindicaciones 1 - 5, donde
la molécula de acido nucleico comprende la ID SEC N°: 2.

8. La composicion del inmunomodulador de cada una de las reivindicaciones anteriores
comprende ademas un agente bioldgico.

9. La composicion inmunomoduladora de la reivindicacion 8, donde el agente bioldgico se
selecciona a partir del grupo que consiste en proteinas inmunopotenciadoras, inmundgenos,
vacunas, antimicrobianos o cualquier combinacién de éstos.

10. La composicion del inmunomodulador de cada una de las reivindicaciones anteriores,
para la administracion seleccionada a partir del grupo que consiste en la administraciéon
intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea, por
pulverizacion/aerosol, oral, intraocular, intraquial, intrauterina, intravaginal e intranasal.

11. La composicion del inmunomodulador de cada una de las reivindicaciones anteriores
comprende ademas un transportador farmacéuticamente aceptable.

12. La composicion del inmunomodulador de cualquiera de las reivindicaciones anteriores
donde el porcentaje de concepcion en vacas aumenta en relacién con el porcentaje de
concepcion en una poblacién de control medida a través de un valor p de < 0,05.

13. Un método para aumentar el porcentaje de concepcion en vacas que comprende
administrar a las vacas una cantidad eficaz de una composicién de inmunomodulador,
donde la composicién del inmunomodulador comprende:
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a. un vehiculo de administracion de liposomas cationicos, y

b. una molécula de acido nucleico derivada de bacterias aisladas que no
codifican para un inmunoégeno.

14. El método de la reivindicacién 13 donde dicha molécula de acido nucleico comprende al
menos un motivo CpG inmunoestimulador y al menos un motivo CpG no inmunoestimulador.

15. El método de la reivindicacion 13 o 14, donde la molécula de acido nucleico tiene al
menos un 80 % de homologia secuencial con la secuencia de la ID SEC N°: 1, 0 la ID SEC
N°: 2.

16. En algunas formas de realizacién, el vehiculo de administracion de liposomas
comprende lipidos seleccionados a partir del grupo que consiste en lipidos de vesiculas
multilamelares y lipidos extruidos.

17.En otras formas de realizacion, el vehiculo para la administracion de liposomas
comprende pares de lipidos seleccionados a partir del grupo que consiste en cloruro de N-
[1- (2,3-dioleiloxi) propil] -N, N, N-trimetil-amonio (DOTMA) y colesterol; cloruro de N- [1- (2,3
- dioleoiloxi) propil] N, N, N - trimetilamonio (DOTAP) y colesterol; cloruro de I- [2- (oleoyloxi)
etil] - 2 - oleil - 3- (2 - hidroxietil) imidazolinio (DOTIM) y colesterol; y bromuro de
dimetildioctadecilamonio (DDAB) y colesterol.

18. El método de cada una de las reivindicaciones 13 a 17, donde la molécula de acido
nucleico comprende la ID SEC N°: 1.

19. El método de cada una de las reivindicaciones 13 a 17, donde la molécula de acido
nucleico comprende la ID SEC N°: 2.

20. El método de cada una de las reivindicaciones 13 a 19 comprende ademas un agente
bioldgico.

21. El método de la reivindicacion 20, donde el agente biolégico se selecciona a partir del
grupo que consiste en proteinas inmunopotenciadoras, inmundgenos, vacunas,
antimicrobianos o cualquier combinacion de éstos.

22. El método de cada una de las reivindicaciones 13 a 21, donde la administracion se
selecciona a partir del grupo que consiste en la administracion intravenosa, intramuscular,
intradérmica, intraperitoneal, subcutanea, por pulverizacion/aerosol, oral, intraocular,
intraquial, intrauterina, intravaginal e intranasal.

23. El método de cada una de las reivindicaciones 13 a 22 comprende ademas un
transportador farmacéuticamente aceptable.

24 El método de cada una de las reivindicaciones 13 a 22, donde el porcentaje de
concepcion en vacas aumenta en relacion con el porcentaje de concepcion de una poblacion
de control medida a través de un valor p < 0,05.
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RESUMEN

La presente invencion se refiere a composiciones y métodos de inmunomodulaciéon que son
eficaces para aumentar el porcentaje de concepcion en vacas.
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FIG. 3
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FIG. 4A
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