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DESCRIPCIÓN

Aumento de la fertilidad en especies bovinas

CAMPO DE LA INVENCIÓN

La presente invención se refiere a composiciones y métodos para inmunomodulación en 
5 vacas. En particular, la presente invención incluye composiciones y métodos que son 

eficaces para aumentar el porcentaje de concepción al primer servicio en vacas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN

La mayor morbilidad y mortalidad en el ganado lechero se produce en el período periparto. 
Se demostró que la función inmunológica está comprometida entorno al parto, con una 

10 disminución del recuento de glóbulos blancos y una reducción de la función de los glóbulos 
blancos como se demuestra a través de los ensayos de mieloperoxidasa y fagocitosis. Si la 
función inmunológica pudiera potenciarse entorno al parto, los resultados reproductivos, que 
pueden ser sensibles a la función inmune, podrían mejorarse. 

La fertilidad del ganado lechero está disminuyendo a escala internacional debido a múltiples 
15 factores, entre los que se incluyen el aumento del tamaño del rebaño, la reducción de la 

sensibilidad y especificidad de la detección del celo, el descenso de la puntuación del estado 
físico durante el parto y el aumento de la pérdida del estado físico después del parto. 
McDougall, J. Reproduction and Development 52, 185-194 (2006). Se necesitan altos 
niveles de rendimiento reproductivo para mantener una óptima salud y productividad del 

20 rebaño. La técnica requiere de composiciones y métodos capaces de aumentar la capacidad 
reproductiva de vacas y vaquillonas.

COMPENDIO DE LA INVENCIÓN

La presente invención se refiere a composiciones inmunomoduladoras para aumentar los 
porcentajes de concepción en vacas y vaquillonas. En algunas formas de realización, la 

25 composición inmunomoduladora puede comprender un vehículo de administración de 
liposomas catiónicos y una molécula de ácido nucleico derivada de bacterias aisladas que 
no codifican para un inmunógeno para aumentar el porcentaje de concepción en vacas y 
vaquillonas...

En algunas formas de realización, la molécula de ácido nucleico comprende al menos un 
30 motivo CpG inmunoestimulador y al menos un motivo CpG no inmunoestimulador. En otras 

formas de realización, la molécula de ácido nucleico tiene al menos un 80 % de homología 
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 realización, la molécula de ácido nucleico comprende la ID SEC N°: 1. 
En otras formas de realización, la molécula de ácido nucleico comprende la ID SEC N°: 2. 

35 En otras formas de realización, la molécula de ácido nucleico comprende la ID SEC N°: 3. 
En otras formas de realización, la molécula de ácido nucleico comprende la ID SEC N°: 4.

En algunas formas de realización, el vehículo para la administración de liposomas 
comprende lípidos seleccionados a partir del grupo que consiste en lípidos de vesículas 
multilamelares y lípidos extruidos. En otras formas de realización, el vehículo de 

40 administración de liposomas comprende pares de lípidos 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 l- [2- (oleoyloxi) etil] - 2 - oleil - 3- (2 - hidroxietil) imidazolinio (DOTIM) y 
colesterol; y bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB) y colesterol.

45 En algunas formas de realización, la composición inmunomoduladora comprende además 
un agente biológico. En otras formas de realización, el agente biológico se selecciona a 
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partir del grupo que consiste en proteínas inmunopotenciadoras, inmunógenos, vacunas, 
antimicrobianos o cualquier combinación de éstos. En algunas formas de realización, la 
composición inmunomoduladora comprende además un transportador farmacéuticamente 
aceptable.

5 En algunas formas de realización, la composición inmunomodulara es para la administración 
y se selecciona a partir del grupo que consiste en la administración intravenosa, 
intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutánea, por pulverización/aerosol, oral, 
intraocular, intraquial, intrauterina, intravaginal e intranasal.

En algunas formas de realización, el porcentaje de concepción en vacas aumenta en 
10 relación con el porcentaje de concepción de una población de control.

En algunas formas de realización, el porcentaje de concepción en vacas no cíclicas aumenta 
en relación con el porcentaje de concepción de una población de control.

En algunas formas de realización, el porcentaje de concepción al primer servicio en vacas 
aumenta en relación con el porcentaje de concepción del primer servicio de una población 

15 de control.

En algunas formas de realización, el porcentaje de concepción al primer servicio en vacas 
no cíclicas aumenta en relación con el porcentaje de concepción al primer servicio de una 
población de control.

En algunas formas de realización, el porcentaje de concepción en vacas aumenta en 
20 relación con el porcentaje de concepción al primer servicio de una población de control tal 

como se midió a través de un valor p de ≤ 0,05.

En algunas formas de realización, el porcentaje de concepción en vacas no cíclicas aumenta 
en relación con el porcentaje de concepción en una población de control tal como se midió a 
través de un valor p de ≤ 0,05.

25 En algunas formas de realización, el porcentaje de concepción al primer servicio en vacas 
aumenta en relación con el porcentaje de concepción al primer servicio de una población de 
control tal como se midió a través de un valor p de ≤ 0,05.

En algunas formas de realización, el porcentaje de concepción al primer servicio en vacas 
no cíclicas aumenta en relación con el porcentaje de concepción al primer servicio de una 

30 población de control tal como se midió a través de un valor p de ≤ 0,05.

La presente invención también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de 
concepción en vacas, que comprende administrar a vacas una cantidad eficaz de una 
composición inmunomoduladora. En algunas formas de realización, la composición 
inmunomoduladora puede comprender un vehículo de administración de liposomas 

35 catiónicos y una molécula de ácido nucleico que no codifica para un inmunógeno.

La presente invención también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de 
concepción en vacas, que comprende administrar a vacas una cantidad eficaz de una 
composición inmunomoduladora. En algunas formas de realización, la composición 
inmunomoduladora puede comprender un vehículo de administración de liposomas 

40 catiónicos y una molécula de ácido nucleico derivada de bacterias aisladas que no codifica 
para un inmunógeno.

La presente invención también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de 
concepción en vacas no cíclicas, que comprende administrar a vacas una cantidad eficaz de 
una composición inmunomoduladora. En algunas formas de realización, la composición 

45 inmunomoduladora puede comprender un vehículo de administración de liposomas 
catiónicos y una molécula de ácido nucleico que no codifica para un inmunógeno.
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La presente invención también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de 
concepción en vacas no cíclicas, que comprende administrar a vacas una cantidad eficaz de 
una composición inmunomoduladora. En algunas formas de realización, la composición 
inmunomoduladora puede comprender un vehículo de administración de liposomas 

5 catiónicos y una molécula de ácido nucleico derivada de bacterias aisladas que no codifica 
para un inmunógeno.

La presente invención también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de 
concepción al primer servicio en vacas, que comprende administrar a vacas una cantidad 
eficaz de una composición inmunomoduladora. En algunas formas de realización, la 

10 composición inmunomoduladora puede comprender un vehículo de administración de 
liposomas catiónicos y una molécula de ácido nucleico que no codifica para un inmunógeno.

La presente invención también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de 
concepción al primer servicio en vacas, que comprende la administración de una cantidad 
eficaz de una composición inmunomoduladora. En algunas formas de realización, la 

15 composición inmunomoduladora puede comprender un vehículo para la administración de 
liposomas catiónicos y una molécula de ácido nucleico derivada de bacterias aisladas que 
no codifica para un inmunógeno.

La presente invención también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de 
concepción dal primer servicio en vacas no cíclicas que comprende administrar a vacas una 

20 cantidad eficaz de una composición inmunomoduladora. En algunas formas de realización, 
la composición inmunomoduladora puede comprender un vehículo de administración de 
liposomas catiónicos y una molécula de ácido nucleico que no codifica para un inmunógeno.

La presente invención también se refiere a métodos para aumentar el porcentaje de 
concepción dal primer servicio en vacas no cíclicas que comprende administrar a vacas una 

25 cantidad eficaz de una composición inmunomoduladora. En algunas formas de realización, 
la composición inmunomoduladora puede comprender un vehículo de administración de 
liposomas catiónicos y una molécula de ácido nucleico derivada de bacterias aisladas que 
no codifica para un inmunógeno.

En algunas formas de realización, la molécula de ácido nucleico comprende al menos un 
30 motivo CpG inmunoestimulador y al menos un motivo CpG no inmunoestimulador. En otras 

formas de realización, la molécula de ácido nucleico tiene al menos un 80 % de homología 
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 realización, la molécula de ácido nucleico comprende la ID SEC N°: 1. 
En otras formas de realización, la molécula de ácido nucleico comprende la ID SEC N°: 2. 

35 En otras formas de realización, la molécula de ácido nucleico comprende la ID SEC N°: 3. 
En otras formas de realización, la molécula de ácido nucleico comprende la ID SEC N°: 4.

En algunas formas de realización, el vehículo de administración de liposomas comprende 
lípidos seleccionados a partir del grupo que consiste en lípidos de vesículas multilamelares y 
lípidos extruidos. En otras formas de realización, el vehículo de administración de liposomas 

40 comprende pares de lípidos 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 l- [2- (oleoyloxi) 
etil] - 2 - oleil - 3- (2 - hidroxietil) imidazolinio (DOTIM) y colesterol; y bromuro de 
dimetildioctadecilamonio (DDAB) y colesterol.

45 En algunas formas de realización, la composición inmunomoduladora comprende además 
un agente biológico. En otras formas de realización, el agente biológico se selecciona a 
partir del grupo que consiste en proteínas inmunopotenciadoras, inmunógenos, vacunas, 
antimicrobianos o cualquier combinación de éstos. En algunas formas de realización, la 
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composición inmunomoduladora comprende además un transportador farmacéuticamente 
aceptable.

En algunas formas de realización, la composición inmunomodulara es para administración y 
se selecciona a partir del grupo que consiste en la administración intravenosa, 

5 intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutánea, por pulverización/aerosol, oral, 
intraocular, intraquial, intrauterina, intravaginal e intranasal.

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS

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

FIG. 2 muestra un mapa del plásmido pGCMB75.6 (ID SEC N°: 2)

10 FIG. 3. muestra un mapa del plásmido pLacZMB75.6 (ID SEC N°: 3)

FIG. 4A muestra un gráfico de la probabilidad (medias marginales estimadas y error 
estándar de la media (SEM)) de la concepción a la primera inseminación y FIG. 4B muestra 
la probabilidad (medias marginales estimadase y SEM) de preñez en el transcurso de 3 
semanas después del comienzo planeado del programa de reproducción para vacas cíclicas 

15 y no cíclicas por grupos de tratamiento. El asterisco indica una diferencia entre los 
tratamientos dentro del grupo no cíclico.

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN

De conformidad con la presente invención las composiciones inmunomoduladoras y los 
métodos de uso de éstos para aumentar el porcentaje de concepción en vacas. La 

20 composición inmunomoduladora puede incluir un vehículo de administración de liposomas 
catiónicos y una molécula de ácido nucleico derivada de bacterias aisladas que no codifica 
para un inmunógeno. A continuación se abordan en forma más detallada las composiciones 
y los métodos de uso de las composiciones inmunomoduladoras.

I. Composición

25 Las composiciones útiles en esta invención, tales como las que se describen en la presente 
memoria descriptiva, suelen ser utilizadas como tratamiento profiláctico, tratamiento 
metafílico o tratamiento para enfermedades infecciosas. Dichas composiciones se 
denominan en el presente documento como composiciones inmunomoduladoras. Las 
composiciones inmunomoduladoras incluyen al menos un plásmido inmunoestimulador o 

30 una secuencia de ADN inmunoestimuladora, capaz de aumentar el porcentaje de 
concepción en vacas. En algunos aspectos, las composiciones inmunomoduladoras también 
pueden incluir un vehículo de administración de liposomas. 

A. Ácidos Nucleicos

En algunos aspectos, la presente invención se refiere a moléculas de ácido nucleico que se 
35 usan para aumentar el porcentaje de concepción en vacas. Las moléculas de ácido nucleico 

descritas en el presente documento pueden incluirse en un plásmido inmunoestimulador, 
como ADN lineal bicatenario o monocatenario, secuencia de aminoácidos, ácido 
ribonucleico (ARN) o combinaciones de éstos. En algunos aspectos, la presente invención 
se refiere a moléculas de ácido nucleico, vectores y células huésped (in vitro, in vivo o ex 

40 vivo) que contienen el plásmido inmunoestimulador o la secuencia de ADN 
inmunoestimuladora. 

Las moléculas de ácido nucleico descritas aquí están enriquecidas en motivos CpG. Estos 
motivos CpG pueden inducir inmunoestimulación a través de receptores Toll específicos, 
tales como TLR9 y TLR21. Además, las moléculas de ácido nucleico descritas en el 

45 presente documento también contienen motivos CpG no inmunoestimuladores. En algunos 
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aspectos, las moléculas de ácido nucleico contienen aproximadamente el 2-20 % de motivos 
CpG por encima de la frecuencia de los motivos CpG esperados en secuencias de ácido 
nucleico aleatorias. En algunos aspectos, las moléculas de ácido 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, 

5 40 %, o más de motivos CpG por encima de la frecuencia de los motivos CpG esperados en 
secuencias de ácidos nucleicos aleatorias. En algunos aspectos, las moléculas de ácido 
nucleico contienen aproximadamente el 10 % de motivos CpG por encima de la frecuencia 
de los motivos CpG esperados en secuencias de ácidos nucleicos aleatorias. En algunos 
aspectos, en comparación con el ADN de los vertebrados, se observa un enriquecimiento de 

10 motivos CpG de más de 10 veces. En algunos aspectos, las moléculas de ácido nucleico 
contienen aproximadamente 2 a 50 veces, o más motivos CpG en comparación con el ADN 
de los vertebrados. En algunos aspectos, las moléculas de ácido 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 o más motivos CpG en comparación con el ADN de los vertebrados.

15 En algunos aspectos, la presente invención se refiere a plásmidos inmunoestimuladores, o a 
secuencias de ADN, que comprenden un gen de resistencia a antibióticos. Por ejemplo, el 
plásmido pMB75.6 descrito en el presente documento comprende el gen de resistencia al 
antibiótico kanamicina. La Tabla 1 presenta la secuencia de pMG75.6 como ID SEC N°: 1.

En algunos aspectos, la presente invención se refiere a plásmidos inmunoestimuladores, o a 
20 secuencias de ADN, que no comprenden un gen de resistencia a antibióticos. Los plásmidos 

pueden estar desprovistos de cualquier gen marcador seleccionable o detectable. Por 
ejemplo, el plásmido pGCMB75.6 descrito en el presente documento no comprende ningún 
gen marcador seleccionable o detectable de longitud completa o funcional. La Tabla 1 
presenta la secuencia de pGCMB75.6 como ID SEC N°: 2.

25 En algunos aspectos, los plásmidos inmunoestimuladores descritos en el presente 
documento no comprenden preferentemente una secuencia de ácido nucleico que codifica 
para un marcador seleccionable o detectable de longitud completa o funcional. En algunos 
aspectos, los plásmidos inmunoestimuladores no comprenden un gen de resistencia a 
antibióticos. Por ejemplo, los plásmidos no comprenden un gen de resistencia a la 

30 kanamicina. En algunos aspectos, los plásmidos aquí descritos de preferencia no codifican 
un inmunógeno.

En algunos aspectos, los plásmidos inmunoestimuladores pueden comprenser una 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica para un gen marcador seleccionable o 
detectable que no es un gen de resistencia a antibióticos. Por ejemplo, el plásmido 

35 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 apreciará que las secuencias de nucleótidos de plásmidos pMB75.6, pGCMB75.6 o 
40 pLacZMB75.6 pueden variarse hasta cierto punto sin afectar negativamente sus 

propiedades inmunoestimuladoras en forma significativa. En algunos aspectos, la presente 
invención se refiere a un plásmido inmunoestimulador que comprende una secuencia de 
ácidos nucleicos que tiene al menos un 80 % de identidad secuencial con la secuencia de 
pMB75.6 (ID SEC N°: 1). El plásmido inmunoestimulador comprende preferentemente una 

45 secuencia de ácidos 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 plásmido inmunoestimulador comprende 
con mayor preferencia la secuencia de pMB75.6 (ID SEC N°: 1).

En algunos aspectos, la presente invención se refiere a un plásmido inmunoestimulador que 
comprende una secuencia de ácidos nucleicos que tiene al menos un 80 % de identidad 

5 secuencial con la secuencia de pGCMB75.6 (ID SEC N°: 2). El plásmido inmunoestimulador 
comprende preferentemente una secuencia de ácidos 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 

10 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 
plásmido inmunoestimulador comprende con mayor preferencia la secuencia de 
pGCMB75.6 (ID SEC N°: 2).

En algunos aspectos, la presente invención se refiere a un plásmido inmunoestimulador que 
15 consiste en una secuencia de ácidos nucleicos que tiene al menos un 80 % de identidad 

secuencial con la secuencia de pMB75.6 (ID SEC N°: 1). El plásmido inmunoestimulador 
consiste preferentemente en una secuencia de ácidos 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 

20 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 plásmido 
inmunoestimulador consiste con mayor preferencia en la secuencia de pMB75.6 (ID SEC N°: 
1).

25 En algunos aspectos, la presente invención se refiere a un plásmido inmunoestimulador que 
consiste en una secuencia de ácidos nucleicos que tiene al menos un 80 % de identidad 
secuencial con la secuencia de pGCMB75.6 (ID SEC N°: 2). El plásmido inmunoestimulador 
consiste preferentemente en una secuencia de ácidos 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 

30 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 
plásmido inmunoestimulador consiste con mayor preferencia en la secuencia de 

35 pGCMB75.6 (ID SEC N°: 2).

Otro aspecto importante de esta invención proporciona secuencias de ADN 
inmunoestimuladoras o plásmidos inmunoestimuladores capaces de estimular una 
respuesta inmunitaria que comprende secuencias de ácidos nucleicos que hibridan en 
condiciones de alta rigurosidad con ID SEC N°: 1, o ID SEC N°: 2. Las secuencias de ácidos 

40 nucleicos adecuadas incluyen aquellas que son homólogas, sustancialmente similares o 
idénticas a los ácidos nucleicos de la presente invención. En algunos aspectos, las 
secuencias de ácidos nucleicos homólogas tendrán 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 

45 SEC N°: 1 o con la respectiva secuencia complementaria. En otros aspectos, las secuencias 
de ácidos nucleicos homólogas tendrán 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 

50 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 ácidos nucleicos pueden diferir en 
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secuencia de los ácidos nucleicos descritos anteriormente debido a la degeneración del 
código genético. En general, una secuencia de referencia será de 18 nucleótidos, con mayor 
generalidad de 30 o más nucleótidos, y puede comprender toda la secuencia de ácidos 
nucleicos de la composición con fines comparativos.

5 En el presente documento se contemplan secuencias de nucleótidos que pueden hibridar a 
ID SEC N°: 1, o ID SEC N°: 2. Las condiciones de hibridación rigurosas incluyen condiciones 
tales como hibridación a 50 ºC o más y 0,1X SSC (cloruro de sodio15 mM / citrato de sodio 
1,5 mM). Otro ejemplo es la incubación nocturna a 42º C en una solución de formamida al 
50 %, 5X SSC (NaCl 150 mM, citrato trisódico 15 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7,6), 

10 solución de 5X solución de Denhardt, sulfato de dextrano al 10 % y 20 μg/ml de ADN de 
esperma de salmón desnaturalizado, cortado, seguido por lavado en 0,1X SSC a 
aproximadamente 65 ºC. Ejemplos de condiciones de hibridación rigurosas son condiciones 
de hibridación que son al menos de aproximadamente el 80 %, 85 %, 90 % o 95 % tan 
rigurosas como las anteriores condiciones específicas. Otras condiciones de hibridación 

15 rigurosas son conocidas en la técnica y también pueden emplearse para identificar 
homólogos de los ácidos nucleicos de la invención (Current Protocols in Molecular Biology, 
Unidad 6, pub. John Wiley & Sons, N.Y. 1989).

Se pueden usar nucleótidos mutantes de las moléculas de ADN descritas en el presente 
documento, siempre que los mutantes incluyan secuencias de ácidos nucleicos que 

20 mantienen la capacidad de aumentar el porcentaje de concepción en vacas como se 
describe en el presente documento. La secuencia de ADN de dicha mutación generalmente 
diferirá en uno o más nucleótidos o aminoácidos. Los cambios de secuencia pueden ser 
sustituciones, inserciones, eliminaciones o una combinación de éstas. Las técnicas para la 
mutagénesis de genes clonados son conocidas en la técnica. Se pueden encontrar los 

25 métodos para la mutagénesis específica 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 invención se 
refiere a secuencias de ácidos nucleicos capaces de activar moléculas de vigilancia de ADN 

30 citosólicas en un sujeto y variantes o mutantes de éste. También, la invención abarca los 
ARN intermedios codificados por las secuencias de ácidos nucleicos descritas, así como 
cualquier secuencia de aminoácidos resultante codificada.

En algunos aspectos, donde la secuencia de nucleótidos del plásmido inmunoestimulador 
varía de las secuencias proporcionadas en las ID SEC N° 1 y 2, los dinucleótidos CpG en el 

35 plásmido se dejan preferentemente intactos. En forma alternativa, si la secuencia de 
nucleótidos del plásmido se altera de tal manera que se elimina un dinucleótido CpG, la 
secuencia del plásmido puede alterarse en otra ubicación tal que el número total de 
dinucleótidos CpG en el plásmido permanezca igual. Asimismo, se pueden introducir en el 
plásmido dinucleótidos CpG además de los que ya están presentes en la secuencia de 

40 nucleótidos pGCMB75.6. Por lo tanto, por ejemplo, los plásmidos 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 

45 aproximadamente 285, o al menos aproximadamente 288 dinucleótidos CpG. Por ejemplo, 
el plásmido inmunoestimulador puede comprender 283 dinucleótidos CpG.

En algunos aspectos, cuando la secuencia de nucleótidos del plásmido inmunoestimulador 
varía a partir de las secuencias proporcionadas en el presente documento, se modifican los 
tipos de motivo CpG del plásmido para modular la activación resultante de las moléculas de 

50 vigilancia de ADN citosólicas. Por ejemplo, la cantidad de motivos CpG 
inmunoestimuladores puede aumentarse para aumentar la activación de moléculas de 
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vigilancia de ADN citosólicas específicas que responden a un umbral específico de 
plásmido/ADN inmunoestimulador. A modo de ejemplo adicional, la cantidad de motivos 
CpG no inmunoestimuladores puede aumentarse para disminuir la activación de moléculas 
de vigilancia de ADN citosólicas específicas y/o aumentar la activación de otras moléculas 

5 de vigilancia de ADN.

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

B. Inmunomodulador

10 Las composiciones inmunomoduladoras adecuadas para ser usadas con los plásmidos 
inmunoestimuladores descritos en el presente documento se describen en las Publicaciones 
de las Solicitudes de Patentes de Estados Unidos Nº 2012/0064151 A1 y 2013/0295167 A1, 
cuyos contenidos se incorporan aquí como referencia en su totalidad.

La composición inmunomoduladora comprende un vehículo de administración de liposomas 
15 y al menos uno de los plásmidos inmunoestimuladores, o secuencias de ADN, descritos en 

el presente documento.

Un vehículo adecuado de administración de liposomas comprende una composición lipídica 
que es capaz de administrar moléculas de ácidos nucleicos a los tejidos del sujeto tratado. 
Un vehículo para la administración de liposomas es preferentemente capaz de permanecer 

20 estable en un sujeto durante una cantidad de tiempo suficiente para administrar una 
molécula de ácido nucleico y/o un agente biológico. Por ejemplo, el vehículo de 
administración 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.

25 Un vehículo de administración de liposomas de la presente invención comprende una 
composición de lípidos que es capaz de facilitar la administración de una molécula de ácido 
nucleico a una célula. Cuando la molécula de ácido nucleico codifica una o más proteínas, el 
complejo de ácido nucleico-liposoma tiene preferentemente una eficacia de transfección de 
al menos aproximadamente 1 picograma (pg) de proteína expresada por miligramo (mg) de 

30 proteína tisular total por microgramo (μg) de ácido administrado. Por ejemplo, la eficacia de 
transfección de un complejo de ácido nucleico-liposoma puede ser al menos 
aproximadamente 10 pg de proteína expresada por mg de proteína tisular total por μg de 
ácido nucleico administrado; o al menos aproximadamente 50 μg de proteína expresada por 
mg de proteína tisular total por μg de ácido nucleico administrado. La eficacia de 

35 transfección del complejo puede ser tan baja como 1 femtograma (fg) de proteína expresada 
por mg de proteína tisular total por μg de ácido nucleico administrado, siendo las más 
preferidas las cantidades anteriores.

Un vehículo preferido de adminitración de liposomas de la presente invención se encuentra 
entre aproximadamente 100 y 500 nanómetros (nm) de diámetro. Por ejemplo, el vehículo 

40 de administración de liposomas puede encontrarse entre aproximadamente 150 y 450 nm o 
entre aproximadamente 200 y 400 nm de diámetro.

Los liposomas adecuados incluyen cualquier liposoma, tal como los usados comúnmente 
en, por ejemplo, métodos de administración génica conocidos por los expertos en la técnica. 
Los vehículos preferidos para la administración de liposomas comprenden lípidos de 

45 vesículas multilamelares (MLV) y lípidos extruidos. Los métodos para la preparación de MLV 
son conocidos en la técnica. Los vehículos preferidos de administración de liposomas 
comprenden liposomas que tienen una composición lipídica policatiónica (es decir, 
liposomas catiónicos) y/o liposomas que tienen una estructura principal de colesterol 
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conjugada con polietilenglicol. Ejemplos de composiciones de liposomas catiónicos incluyen, 
pero sin limitación, 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) 

5 y colesterol, y combinaciones de éstos. Una composición de liposomas preferida para ser 
usada como vehículo de administración incluye DOTIM y colesterol.

Una molécula de ácido nucleico adecuada incluye cualquiera de los plásmidos 
inmunoestimuladores descritos en el presente documento. Las secuencias de ácidos 
nucleicos de codificación codifican al menos una porción de una proteína o péptido, mientras 

10 que la secuencia no codificante no codifica ninguna porción de una proteína o péptido. De 
acuerdo con la presente invención, los ácidos nucleicos "no codificantes" pueden incluir 
áreas reguladoras de una unidad de transcripción, como ser un área promotora. El término 
"vector vacío" puede usarse indistintamente con el término "no codificante", y se refiere 
particularmente a una secuencia de ácidos nucleicos en ausencia de una porción de 

15 codificación de proteína, como ser un vector de plásmido sin un inserto de gen. La expresión 
de una proteína codificada por los plásmidos descritos en el presente documento no es 
necesaria para la activación de moléculas de vigilancia de ADN citosólicas; por lo tanto los 
plásmidos no necesitan contener secuencias de codificación unidas operativamente a una 
secuencia de control de transcripción. Sin embargo, se pueden obtener otras ventajas (es 

20 decir, inmunidad específica del antígeno y potenciada) incluyendo en la composición la 
secuencia de ácidos nucleicos (ADN o ARN) que codifica un inmunógeno y/o una citoquina. 
Dicha secuencia de ácido nucleico que codifica un inmunógeno y/o una citoquina puede 
incluirse en los plásmidos inmunoestimuladores descritos en el presente documento, o 
puede incluirse en un ácido nucleico separado (por ejemplo, un plásmido separado) en la 

25 composición.

La complejación de un liposoma con los plásmidos inmunoestimuladores descritos en el 
presente documento se puede lograr usando métodos estándar en la técnica o como se 
describe en la Patente de Estados Unidos Nº 6.693.086, cuyo contenido se incorporan en el 
presente documento como referencia en su totalidad. Una concentración adecuada de un 

30 plásmido para agregar a un liposoma incluye una concentración eficaz para administrar una 
cantidad suficiente del plásmido a un sujeto de modo tal que se genere una respuesta 
inmune sistémica. Por ejemplo, desde aproximadamente 0,1 μg hasta aproximadamente 10 
μg de plásmido se pueden combinar con aproximadamente 8 nmol de liposomas, desde 
aproximadamente 0,5 μg hasta aproximadamente 5 μg de plásmido se pueden combinar con 

35 aproximadamente 8 nmol de liposomas, o se pueden combinar aproximadamente 1,0 μg de 
plásmido con aproximadamente 8 nmol de liposomas. La proporción entre plásmidos y 
lípidos (μg de plásmido: nmol de lípido) en una composición puede ser al menos de 
aproximadamente 1:1 plásmido: lípido en peso (por ejemplo, 1 μg de plásmido:1 nmol de 
lípido). Por ejemplo, la rproporción de plásmido y lípidos puede ser al menos de 

40 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 lípido 
catiónico de la composición, y no en la cantidad total de lípido de la composición. La relación 
de plásmidos y lípidos en una composición de la invención es adecuada de 
aproximadamente 1:1 a aproximadamente 1:80 plásmido: lípido en peso; de 

45 aproximadamente 1:2 a aproximadamente 1:40 plásmido: lípido en peso; de 
aproximadamente 1:3 a aproximadamente 1:30 plásmido: lípido en peso; o de 
aproximadamente 1:6 a aproximadamente 1:15 plásmido: lípido en peso.

C. Agente biológico

Cualquiera de las composiciones inmunomoduladoras descritas en el presente documento 
50 comprende además al menos un agente biológico, además del vehículo de administración 

de liposomas y al menos uno de los plásmidos descritos en el presente documento.



10

Agentes biológicos adecuados son agentes que son eficaces para prevenir o tratar 
enfermedades. Estos agentes biológicos incluyen proteínas inmunopotenciadoras, 
inmunógenos, vacunas, antimicrobianos o cualquier combinación de éstos. Las proteínas 
inmunopotenciadoras adecuadas son las proteínas que se sabe que aumentan la 

5 inmunidad. A modo de ejemplo no restrictivo, una citoquina, que incluye una familia de 
proteínas, es una familia de proteínas inmunopotenciadora conocida. Los inmunógenos 
adecuados son proteínas que generan una respuesta inmune humoral y/o celular tal que la 
administración del inmunógeno a un sujeto aumenta una respuesta inmune específica de 
inmunógeno contra las mismas proteínas o proteína similares que se encuentran dentro de 

10 los tejidos del sujeto. Un inmunógeno puede incluir un antígeno patogénico expresado por 
una bacteria, un virus, un parásito o un hongo. Los antígenos preferidos incluyen antígenos 
derivados de organismos que causan una enfermedad infecciosa en un sujeto. De acuerdo 
con la presente invención, un inmunógeno puede ser cualquier parte de una proteína, que 
se produce naturalmente o derivada sintéticamente, lo que genera una respuesta inmune 

15 humoral y/o celular. Como tal, el antígeno o inmunógeno puede tener un tamaño pequeño 
que puede ser de aproximadamente 5-12 aminoácidos y un tamaño grande como una 
proteína de longitud completa, incluyendo cualquier tamaño entre ellos. El antígeno puede 
ser una proteína multímera o una proteína de fusión. El antígeno puede ser un antígeno 
purificado. En forma alternativa, la proteína o inmunógeno inmunopotenciador puede 

20 codificarse por el plásmido inmunoestimulador o por otro ácido nucleico incluido en la 
composición inmunomoduladora. Si la proteína o inmunógeno inmunopotenciador está 
codificada por una molécula de ácido nucleico en la composición inmunomoduladora, la 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica la proteína o inmunógeno inmunoestimulador 
está unida operativamente a una secuencia de control de la transcripción, de manera tal que 

25 el inmunógeno se expresa en un tejido de un sujeto, generando de este modo una respuesta 
inmune específica de inmunógeno en el sujeto, además de la respuesta inmune no 
específica. Las técnicas para detectar la inmunogenicidad, tales como la inmunogenicidad 
del antígeno patógeno o la actividad de la citocina son conocidas por los expertos en la 
técnica e incluyen varios ensayos in vitro e in vivo.

30 Si el agente biológico es una vacuna, la vacuna puede incluir una vacuna viva, infecciosa, 
viral, bacteriana o parásita o una vacuna muerta, inactivada, viral, bacteriana o parásita. 
Pueden usarase una o más vacunas, vacunas víricas vivas o muertas, en combinación con 
la composición inmunomoduladora de la presente invención. Las vacunas adecuadas 
incluyen las conocidas en la técnica para la especie aviar o bovina.

35 El agente biológico puede ser un antimicrobiano. Los antimicrobianos adecuados incluyen: 
quinolonas, preferentemente fluoroquinolonas, β-lactamasas y antibióticos macrólidos, 
lincosamidas, estreptograminas (MLS).

 Las quinolonas adecuadas incluyen benofloxacin, binfloxacin, cinoxacina, ciprofloxacina, 
clinafloxacina, danofloxacina, difloxacina, enoxacina, enrofloxacino, fleroxacino, 

40 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 y 
pradofloxacina. Las naftiridonas adecuadas incluyen ácido nalidíxico. Los β-lactámicos 

45 adecuados incluyen penicilinas (por ejemplo, amoxicilina, ampicilina, azlocilina, benzatina 
penicilina, bencilpenicilina, carbenicilina, cloxacilina, co-amoxiclav [es decir, 
amoxicilina/ácido clavulánico], dicloxacilina, flucloxacilina, meticilina, mezlocilina, nafcilina, 
oxacilina, fenoximetilpenicilina, piperacilina , Procaína penicilina, temocillina y ticarcilina); 
cefalosporinas (por ejemplo, cefaclor, cefalonio, cefamandole, cefapririna, cefazolina, 

50 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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monobactámicos (por ejemplo, aztreonam, nocardicina A, tabtoxinina betalactámica y 
tigemonam); e inhibidores de β-lactámicos (por ejemplo, ácido clavulánico, sulbactam y 
tazobactam). Los β-lactámicos preferidos incluyen cefalosporinas, en particular, cefazolina.

Los antibióticos MLS adecuados incluyen clindamicina, lincomicina, pirlimicina y cualquier 
5 antibiótico macrólido. Un antibiótico lincosamida preferido es la pirlimicina.

 Otros antimicrobianos incluyen aminoglucósidos, 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).

10 II. Métodos

A. Métodos de Inmunoestimulación

En una forma de realización de la invención, se induce una respuesta inmune en una 
hembra de la especie bovina administrando una cantidad eficaz de una composición 
inmunomoduladora a la hembra de la especie bovina. La cantidad eficaz es suficiente para 

15 generar una respuesta inmune en la hembra de la especie bovina. El inmunomodulador 
incluye un vehículo de administración de liposomas y una molécula de ácido nucleico.

En una forma de realización, la cantidad eficaz del inmunomoduladores de 
aproximadamente 1 microgramos hasta aproximadamente 1000 microgramos por animal. En 
otra forma de realización, la cantidad eficaz del inmunomoduladores de aproximadamente 5 

20 microgramos hasta aproximadamente 500 microgramos por animal. En otra forma adicional 
de realización, la cantidad eficaz del inmunomoduladores de aproximadamente 10 
microgramos hasta aproximadamente 100 microgramos por animal. En otra forma de 
realización, la cantidad eficaz del inmunomoduladores de aproximadamente 10 microgramos 
hasta aproximadamente 50 microgramos por animal.

25 En una forma de realización de la invención, se induce una respuesta inmune en una 
hembra de la especie bovina administrando una cantidad eficaz de inmunomodulador, que 
incluye un vehículo de administración de liposomas, una molécula de ácido nucleico aislada 
y un agente biológico. Se contempla que el agente biológico se puede mezclar o 
coadministrar con el inmunomodulador o en forma independiente de éste. La administración 

30 independiente puede ser anterior o posterior a la administración del inmunomodulador. 
También se contempla que se puede usar más de una administración del inmunomodulador 
o agente biológico para extender la inmunidad potenciada. Además, se puede coadministrar 
más de un agente biológico con el inmunomodulador, administrado antes del 
inmunomodulador, administrado después de la administración del inmunomodulador, o en 

35 forma concomitante.

B. Porcentajes de concepción

Los métodos de la invención son útiles para aumentar los porcentajes de concepción en 
vacas. En formas de realización preferidas, el porcentaje de concepción en vacas aumenta 
en relación con el porcentaje de concepción en una población de control. En algunas formas 

40 de realización preferidas, el porcentaje de concepción en vacas aumenta en relación con el 
porcentaje de concepción en una población de control medida a través de un valor p de ≤ 
0,05.

Los métodos de la invención son útiles para aumentar los porcentajes de concepción al 
primer servicio en vacas. El porcentaje de concepción al primer servicio se usa en este 

45 documento para referirse a la proporción de vacas criadas para inseminación artificial que se 
concibieron a la primera inseminación. En formas de realización preferidas, el porcentaje de 
concepción en vacas aumenta en relación con el porcentaje de concepción al primer servicio 
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en una población de control. En algunas formas de realización preferidas, el porcentaje de 
concepción al primer servicio aumenta en relación con el porcentaje de concepción al primer 
servicio en una población de control tal como se midió a través de un valor p de ≤ 0,05.

Los métodos de la invención son útiles para aumentar los porcentajes de concepción en 
5 vacas no cíclicas. “No cíclicas” se usa en este documento para referirse a vacas no 

detectadas en celo mediante observación o mediante eliminación de la pintura de la cola 
aproximadamente 30 días antes del comienzo planeado de la reproducción. En formas de 
realización preferidas, el porcentaje de concepción en vacas no cíclicas aumenta en relación 
con el porcentaje de concepción en una población de control. En algunas formas de 

10 realización preferidas, el porcentaje de concepción en vacas no cíclicas aumenta en relación 
con el porcentaje de concepción en una población de control tal como se midió a través de 
un valor p de ≤ 0,05.

Los métodos de la invención son útiles para aumentar los porcentajes de concepción al 
primer servicio en vacas no cíclicas. En formas de realización preferidas, el porcentaje de 

15 concepción al primer servicio en vacas no cíclicas aumenta en relación con el porcentaje de 
concepción al primer servicio en una población de control. En algunas formas de realización 
preferidas, el porcentaje de concepción al primer servicio en vacas no cíclicas aumenta en 
relación con el porcentaje de concepción al primer servicio en una población de control tal 
como se midió a través de un valor p de ≤ 0,05.

20 C. Administración

Se dispone de una variedad de vías de administración. El modo particular seleccionado 
dependerá, por supuesto, de los agentes biológicos particulares seleccionados, de la edad y 
del estado general de salud del sujeto, de la afección particular que se está tratando y de la 
dosificación requerida para la eficacia terapéutica. Los métodos de esta invención se 

25 pueden practicar usando cualquier modo de administración que produzca niveles efectivos 
de una respuesta inmune sin causar efectos adversos clínicamente inaceptables. Las 
composiciones se pueden presentar convenientemente en formas de dosificación unitaria y 
se pueden preparar mediante cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica.

La vacunación de la sespecies bovinan puede realizarse a cualquier edad. La vacuna puede 
30 administrarse por vía intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutánea, 

por pulverización / aerosol, por vía oral, intraocular, intratraqueal, intranasal o por otros 
procedimientos conocidos en la técnica. Además, se contempla que los métodos de la 
invención se pueden usaren base a esquemas de vacunación de rutina. El 
inmunomodulador puede administrarse también por vía intravenosa, intramuscular, 

35 subcutánea, por pulverización, por vía oral, intraocular, intratraqueal, nasal o por otros 
métodos conocidos en la técnica. En una forma de realización, el inmunomodulador se 
administra por vía subcutánea. En otra a forma de realización, el inmunomodulador se 
administra por vía intramuscular. En otra forma adicional de realización, el inmunomodulador 
se administra como un spray. En una forma de realización, el inmunomodulador se 

40 administra por vía oral.

En una forma de realización, antes del parto se le administra al animal el inmunomodulador 
solo. En otra forma de realización, después del parto se le administra al animal el 
inmunomodulador solo. En otra forma de realización, en el momento del parto se le 
administra al animal el inmunomodulador solo. En otra forma de realización, antes y en el 

45 momento del parto se le administra al animal el inmunomodulador solo. En otra forma de 
realización adicional, la composición del inmunomodulador se coadministra al mismo tiempo 
que la vacunación antes del parto. En otra forma de realización, la composición del 
inmunomodulador se coadministra al mismo tiempo que la vacunación en el momento del 
parto. La coadministración puede incluir la administración de la vacuna y del 

50 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 realización, la composición del 
inmunomodulador se administra antes de la vacunación y del parto. En otra forma de 

5 realización, la composición del inmunomodulador se administra después de la vacunación 
pero antes del parto. En otra forma de realización, la composición del inmunomodulador se 
administra después del parto a un animal que fue vacunado antes del parto. Un experto en 
la materia reconocerá que las vías de administración pueden variar dependiendo del sujeto y 
de la salud o del estado del sujeto.

10 En una forma de realización, antes del apareamiento se le administra al animal el 
inmunomodulador solo. En otra forma de realización, después del apareamiento se le 
administra al animal el inmunomodulador solo. En otra forma de realización, al mismo 
tiempo que el apareamiento se le administra al animal el inmunomodulador solo. En otra 
forma de realización, antes y al mismo tiempo que el apareamiento se le administra al 

15 animal el inmunomodulador solo. En otra forma de realización, la composición del 
inmunomodulador se coadministra al mismo tiempo que la vacunación antes del 
apareamiento. En otra forma de realización, la composición del inmunomodulador se 
coadministra al mismo tiempo que la vacunación en el momento del apareamiento. La 
coadministración puede incluir la administración de la vacuna y del inmunomodulador en la 

20 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 realización, la composición del inmunomodulador se administra 
antes de la vacunación y del apareamiento. En otra forma de realización, la composición del 

25 inmunomodulador se administra después de la vacunación pero antes del apareamiento. En 
otra forma de realización, la composición del inmunomodulador se administra después de la 
reproducción a un animal que fue vacunado antes del apareamiento. Un experto en la 
materia reconocerá que las vías de administración pueden variar dependiendo del sujeto y 
de la salud o del estado del sujeto.

30 En una forma de realización, el inmunomodulador se administra desde aproximadamente 1 
hasta aproximadamente 14 días antes de la exposición o desde aproximadamente 1 hasta 
aproximadamente 14 días después de la exposición. En otra forma de realización, el 
inmunomodulador se administra desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 7 días 
antes de la exposición o desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 7 días después 

35 de la exposición. En otra forma de realización, el inmunomodulador se administra desde 
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 días antes de la exposición o 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 días 
después de la exposición. En otra forma de realización preferida, el inmunomodulador se 
administra 3 días antes de la exposición o 3 días después de la exposición.

Otros sistemas de administración pueden incluir sistemas de liberación prolongada, 
40 retardada o sostenida. Estos sistemas pueden evitar la repetición de las administraciones 

aumentando así la comodidad. Existen muchos tipos de sistemas de liberación disponibles y 
conocidos por los expertos en la técnica. Incluyen sistemas basados en polímeros tales 
como poli (lactida-glicolida), copolioxalatos, policaprolactonas, poliesteramidas, 
poliortoésteres, ácido polihidroxibutírico y polianhídridos. Las microcápsulas de los 

45 polímeros anteriores que contienen fármacos se describen, por ejemplo, en la Patente de 
EE.UU. N° 5,075,109. 

Los sistemas de administración incluyen también sistemas no poliméricos que son lípidos 
que incluyen esteroles tales como colesterol, ésteres de colesterol y ácidos grasos o grasas 
neutras tales como los mono-di y tri-glicéridos; sistemas de liberación de hidrogel; sylastic 

50 (sic); sistemas basados en péptidos; recubrimientos de cera; píldoras comprimidas que 
tienen aglutinantes convencionales y excipientes; implantes parcialmente fundidos; y 
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similares. Ejemplos específicos incluyen, entre otros, sistemas de erosión en los que un 
agente de la invención está contenido en una forma dentro de una matriz tal como los 
descritos en la Patente de EE.UU. Números 4,452,775, 4,675,189 y 5,736,152, y sistemas 
de difusión en los que un principio activo penetra a una velocidad controlada a partir de un 

5 polímero tal como se describe en la Patente de EE.UU. Números 3.854.480, 5.133.974 y 
5.407.686. Además, se pueden utilizar sistemas de administración de hardware basados en 
bombas, algunos de los cuales están adaptados para implantaciones.

Dado que pueden realizarse varios cambios en la composición, los productos y los métodos 
anteriores sin apartarse del alcance de la invención, se pretende que los contenidosde la 

10 descripción anterior y de los ejemplos brindados a continuación, 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 biológico deseado. Por ejemplo, una cantidad eficaz de inmunomodulador para tratar 

15 o prevenir una enfermedad infecciosa es la cantidad necesaria para provocar el desarrollo 
de una respuesta inmunitaria tras la exposición al microbio, provocando así una reducción 
en la cantidad de microbios en el sujeto y preferentemente la erradicación del microbio. La 
cantidad eficaz para cualquier aplicación particular puede variar dependiendo de factores 
tales como la enfermedad o afección que se está tratando, el tamaño del sujeto o la 

20 gravedad de la enfermedad o de la afección. Un experto en la técnica puede determinar 
empíricamente la cantidad eficaz de inmunomodulador sin necesidad de experimentación 
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 

25 bovinas, vacas y vaquillonas.

El término "citoquina" se refiere a una familia de proteínas 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, proteínas que regulan la migración y 

30 activación de las células, en particular células fagocíticas). Las citocinas ejemplares 
incluyen, entre otros, interleucina-2 (IL-2), interleucina-12 (IL12), interleucina-15 (IL-15), 
interleucina-18 (IL-18), interferón-α (IFNα) e interferón-γ (IFNγ).

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

35 El término "generar una respuesta inmune" en un sujeto se refiere específicamente a 
controlar o influir en la actividad de la respuesta inmune, y puede incluir la activación de una 
respuesta inmune, la regulación positiva de una respuesta inmune, la potenciación de una 
respuesta inmune y/o la alteración de una respuesta inmune (como ser la generación de un 
tipo de respuesta inmune que a su vez cambie el tipo prevalente de respuesta inmune en un 

40 sujeto de una respuesta dañina o ineficaz a otra beneficiosa o protectora).

El término "unido operativamente" se refiere a la unión de una molécula de ácido nucleico a 
una secuencia de control de transcripción 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 

45 el inicio, la elongación y la terminación de la transcripción. Las secuencias de control de la 
transcripción particularmente importantes son aquellas que controlan el inicio de la 
transcripción, tales como las secuencias promotoras, potenciadoras, operadoras y 
represoras. Los expertos en la técnica conocen una variedad de éstas secuencias de control 
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de la transcripción. Las secuencias de control de la transcripción preferidas incluyen 
aquellas que funcionan en células de aves, peces, mamíferos, bacterias, plantas e insectos. 
Aunque se pueden usar secuencias de control transcripcionales con la invención, las 
secuencias pueden incluir secuencias de control de la transcripción de origen natural 

5 asociadas naturalmente con una secuencia que codifica un inmunógeno o una proteína 
inmunoestimuladora.

Los términos "molécula de ácido nucleico" y "secuencia de ácido nucleico" pueden usarse 
indistintamente e incluyen ADN. ARN o derivados de ADN o ARN. Los términos incluyen 
también oligonucleótidos y secuencias más grandes, incluyendo moléculas de ácido 

10 nucleico que codifican una proteína o un fragmento de éstas, y moléculas de ácido nucleico 
que comprenden regiones reguladoras, intrones u otro ADN o ARN no codificante. 
Normalmente, un oligonucleótido tiene una secuencia de ácido nucleico de 
aproximadamente 1 a aproximadamente 500 nucleótidos y, más comúnmente, tiene una 
longitud de al menos aproximadamente 5 nucleótidos. La molécula de ácido nucleico puede 

15 provenir de cualquier fuente, entre las que se incluyen fuentes de mamíferos, peces, 
bacterias, insectos, virus, plantas o sintéticas. Una molécula de ácido nucleico puede 
producirse por métodos comúnmente conocidos en la técnica tales como tecnología de ADN 
recombinante (por ejemplo, reacción en cadena de polimerasa (PCR), amplificación, 
clonación) o síntesis química. Las moléculas de ácido nucleico incluyen moléculas naturales 

20 de ácido nucleico y homólogos de éstas, entre las que se incluye, entre otras, variantes 
alélicas naturales y moléculas de ácido nucleico modificadas en las que se han insertado, 
eliminado, sustituido o invertido nucleótidos de tal manera que estas modificaciones no 
interfieren en forma sustancial con la capacidad de la molécula de ácido nucleico para 
codificar un inmunógeno o una proteína inmunoestimuladora útil en los métodos de la 

25 presente invención. Se puede producir un homólogo de ácido 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 antígeno patógeno o la actividad de la 

30 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 antibiótico) o una afección que normalmente mataría al 

35 organismo o inhibiría su crecimiento. Los genes marcadores seleccionables suelen ser 
comúnmente genes de resistencia a antibióticos (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 transformación para introducir un plásmido que 

40 codifica un gen de resistencia a la kanamicina y después se cultivan en medios que 
contienen kanamicina, sólo sobrevivirán las células de E. coli que captaron el plásmido 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 síntesis de un compuesto que es esencial para el crecimiento de un 

45 organismo. Cuando se introducen en un organismo auxotrópico 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 
auxotróficas para el aminoácido lisina debido a una mutación o ausencia de una enzima 
implicada en la biosíntesis de lisina normalmente no pueden crecer en medios que no han 

50 sido suplementados con lisina. Cuando dichas bacterias se someten a un procedimiento de 
transformación para introducir un plásmido que codifica la enzima que participa en la 
biosíntesis de lisina, las bacterias que captaron el plásmido y expresaron la enzima 
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sobrevivirán si crecen en un medio que no fue suplementado con lisina. Los términos 
"marcador seleccionable" y "gen marcador seleccionable" incluyen además genes que 
permiten la selección de venenos/antídotos. Por ejemplo, el gen ccdB codifica una proteína 
que se une al ADN girasa, una enzima esencial para la división celular. Tras la unión al ADN 

5 girasa, el producto del gen ccdB altera la replicación 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 proteína (el "antídoto") que actúa 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 transformación para introducir un plásmido 

10 que codifica el producto del gen ccdA, sólo sobrevivirán las células que captan el plásmido 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 

15 sistemas de genes marcadores detectables son bien conocidos en la técnica e incluyen, por 
ejemplo, genes lacZ y genes que codifican proteínas fluorescentes tales como la proteína 
fluorescente verde (GFP), la proteína fluorescente amarilla (YFP), la proteína fluorescente 
roja (RFP), proteína fluorescente azul (BFP), o la proteína fluorescente cian (CFP).

Tabla 1: Secuencias de ADN plasmídico

Plásmido ID 
SEC 
N°:

SECUENCIA

pMB75.6 1 ctaaattgtaagcgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaacca
ataggccgaaatcggcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgt
tgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaa
aaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcga
ggtgccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagcccccgatttagagcttgacgggga
aagccggcgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgggcgctagg
gcgctggcaagtgtagcggtcacgctgcgcgtaaccaccacacccgccgcgcttaatgcgcc
gctacagggcgcgtcccattcgccattcaggctgcgcaactgttgggaagggcgatcggtgcg
ggcctcttcgctattacgccagctggcgaaagggggatgtgctgcaaggcgattaagttgggta
acgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgagcgcgcgtaatacgac
tcactatagggcgaattgggtaccgggccccccctcgagcaggatctatacattgaatcaatatt
ggcaattagccatattagtcattggttatatagcataaatcaatattggctattggccattgcatacg
ttgtatctatatcataatatgtacatttatattggctcatgtccaatatgaccgccatgttgacattgatt
attgactagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgcg
ttacataacttacggtaaatggcccgcctggctgaccgcccaacgacccccgcccattgacgtc
aataatgacgtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggagta
tttacggtaaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtccgccccctattga
cgtcaatgacggtaaatggcccgcctggcattatgcccagtacatgaccttacgggactttccta
cttggcagtacatctacgtattagtcatcgctattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaat
gggcgtggatagcggtttgactcacggggatttccaagtctccaccccattgacgtcaatggga
gtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgccccattgacgc
aaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagcagagctcgtttagtgaaccgtca
gatcgcctggagacgccatccacgctgttttgacctccatagaagacaccgggaccgatccag
cctcccctcgaagccgatctgataacggtaccgataagctggcggccgattaagctacagaag
ttggtcgtgaggcactgggcaggtaagtatcaaggttacaagacaggtttaaggagaccaata
gaaactgggcttgtcgagacagagaagactcttgcgtttctgataggcacctattggtcttactga
catccactttgcctttctctccacaggtgtccactcccaggttcaattacagctcttaagcagccgc
aagcttgatatcgaattcctgcagcccgggggatccactagttctagagcggccgccaccgcg
gtggagctcgaattatcagatcgattaataactatgctcaaaaattgtgtacctttagctttttaatttg
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taaaggggttaataaggaatatttgatgtatagtgccttgactagagatcataatcagccatacca
catttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccacacctccccctgaacctgaaacataaaat
gaatgcaattgttgttgttaacttgtttattgcagcttataatggttacaaataaagcaatagcatcac
aaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatctt
atcatgtctggatcatcagatctgccggtctccctatagtgagtcgtattaatttcgataagccaggt
taacctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggcggtttgcgtattgggcgctcttcc
gcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggctgcggcgagcggtatcagctcactca
aaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaa
aaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgcgttgctggcgtttttccataggctcc
gcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtggcgaaacccgacag
gactataaagataccaggcgtttccccctggaagctccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgc
cgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaagcgtggcgctttctcatagctcacgctgt
aggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcag
cccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatc
gccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcgaggtatgtaggcggtgctacag
agttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaagaacagtatttggtatctgcgctctgct
gaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctgg
tagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatc
ctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatg
agcgcgcctaggcttttgcaaagatcgatcaagagacaggatgaggatcgtttcgcatgattga
acaagatggattgcacgcaggttctccggccgcttgggtggagaggctattcggctatgactgg
gcacaacagacaatcggctgctctgatgccgccgtgttccggctgtcagcgcaggggcgcccg
gttctttttgtcaagaccgacctgtccggtgccctgaatgaactgcaagacgaggcagcgcggct
atcgtggctggccacgacgggcgttccttgcgcagctgtgctcgacgttgtcactgaagcggga
agggactggctgctattgggcgaagtgccggggcaggatctcctgtcatctcaccttgctcctgc
cgagaaagtatccatcatggctgatgcaatgcggcggctgcatacgcttgatccggctacctgc
ccattcgaccaccaagcgaaacatcgcatcgagcgagcacgtactcggatggaagccggtct
tgtcgatcaggatgatctggacgaagagcatcaggggctcgcgccagccgaactgttcgccag
gctcaaggcgagcatgcccgacggcgaggatctcgtcgtgacccatggcgatgcctgcttgcc
gaatatcatggtggaaaatggccgcttttctggattcatcgactgtggccggctgggtgtggcgga
ccgctatcaggacatagcgttggctacccgtgatattgctgaagagcttggcggcgaatgggct
gaccgcttcctcgtgctttacggtatcgccgctcccgattcgcagcgcatcgccttctatcgccttctt
gacgagttcttctgagcgggactctggggttcgaaatgaccgaccaagcgacgcccaacctgc
catcacgagatttcgattccaccgccgccttctatgaaaggttgggcttcggaatcgttttccggga
cgccggctggatgatcctccagcgcggggatctcatgctggagttcttcgcccaccctaggcgc
gctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacat
ttccccgaaaagtgccac

pGCMB75.6 2 tgaccgcccaacgacccccgcccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgccaa
tagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgcccacttggcagtacatc
aagtgtatcatatgccaagtccgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggcccgcctggcat
tatgcccagtacatgaccttacgggactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcgctatt
accatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggatagcggtttgactcacggggattt
ccaagtctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttcca
aaatgtcgtaacaactccgccccattgacgcaaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggtc
tatataagcagagctcgtttagtgaaccgtcagatcgcctggagacgccatccacgctgttttgac
ctccatagaagacaccgggaccgatccagcctcccctcgaagccgatctgataacggtaccg
ataagctggcggccgattaagctacagaagttggtcgtgaggcactgggcaggtaagtatcaa
ggttacaagacaggtttaaggagaccaatagaaactgggcttgtcgagacagagaagactctt
gcgtttctgataggcacctattggtcttactgacatccactttgcctttctctccacaggtgtccactcc
caggttcaattacagctcttaagcagccgcaagcttgatatcgaattcctgcagcccgggggatc
cactagttctagagcggccgccaccgcggtggagctcgaattatcagatcgattaataactatgc
tcaaaaattgtgtacctttagctttttaatttgtaaaggggttaataaggaatatttgatgtatagtgcc
ttgactagagatcataatcagccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctccca
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cacctccccctgaacctgaaacataaaatgaatgcaattgttgttgttaacttgtttattgcagcttat
aatggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattcta
gttgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggatcatcagatctgccggtctccctat
agtgagtcgtattaatttcgataagccaggttaacctgcattaatgaatcggccaacgcgcgggg
agaggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcg
gctgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcagggg
ataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaa
ggccgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgct
caagtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagc
tccctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcggg
aagcgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaag
ctgggctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtctt
gagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattag
cagagcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacact
agaagaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtag
ctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattac
gcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtgga
acgaaaactcacgttaagggattttggtcatgggcgcgcctaggcttttgcaaagatcgatcaag
agacaggatgaggatcgtttcgcagcttttcattctgactgcaacgggcaataagtctctgtgtgg
attaaaaaaagagtgtctgatagcagcttctgaactggttacctgccgtgagtaaattaaaatttta
ttgacttaggtcactaaggcgccttgcgctgaggttgcgtcgtgatatcatcagggcagaccggtt
acatccccctaacaagctgtataaagagaaatactatctcattggcgttgcccgcacctgacagt
gcgacgttgggctgcgtccgtcgaccaacggtaccgaggtaacagcccaatctatccatgatct
cggccaggccgggtcggccgttatgcagcccggctcgggtatgaagccattaaggagccgac
ccagcgcgaccgggcggccggtcacgctgcctctgctgaagcctgcctgtcactccctgcgcg
gcgtacccgccgttctcatcgagtaggctccggatcgcgaccccggacgggccctgggccca
ggagcggcctatgacaaatgccgggtagcgatccggcattcagcattgactgcgcacggatcc
agtccttgcaggagccttatgccgaccgtagcaaaaaatgagcccgagccgatcgcgagttgt
gatccggtcccgccgattgccggtcgcgatgacggtcctgtgtaagcgttatcgttaccaattgttt
aagaagtatatacgctacgaggtacttgataacttctgcgtagcatacatgaggttttgtataaaa
atggcgggcgatatcaacgcagtgtcagaaatccgaaacagtctgcgggactctggggttcga
aatgaccgaccaagcgacgcccaacctgccatcacgagatttcgattccaccgccgccttctat
gaaaggttgggcttcggaatcgttttccgggacgccggctggatgatcctccagcgcggggatc
tcatgctggagttcttcgcccaccctaggcgcgctcatgagcggatacatatttgaatgtatttaga
aaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctaaattgtaagcgtt
aatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatcg
gcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaac
aagagtccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcaggg
cgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcac
taaatcggaaccctaaagggagcccccgatttagagcttgacggggaaagccggcgaacgt
ggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgggcgctagggcgctggcaagtgta
gcggtcacgctgcgcgtaaccaccacacccgccgcgcttaatgcgccgctacagggcgcgtc
ccattcgccattcaggctgcgcaactgttgggaagggcgatcggtgcgggcctcttcgctattac
gccagctggcgaaagggggatgtgctgcaaggcgattaagttgggtaacgccagggttttccc
agtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgagcgcgcgtaatacgactcactatagggcgaa
ttgggtaccgggccccccctcgagcaggatctatacattgaatcaatattggcaattagccatatt
agtcattggttatatagcataaatcaatattggctattggccattgcatacgttgtatctatatcataat
atgtacatttatattggctcatgtccaatatgaccgccatgttgacattgattattgactagttattaat
agtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgcgttacataacttacggt
aaatggcccgcctggc

pLacZMB75.6 3 tgaccgcccaacgacccccgcccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgccaa
tagggactttccattgacgtcaatgggtggagtatttacggtaaactgcccacttggcagtacatc
aagtgtatcatatgccaagtccgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggcccgcctggcat



19

tatgcccagtacatgaccttacgggactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcgctatt
accatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggatagcggtttgactcacggggattt
ccaagtctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttcca
aaatgtcgtaacaactccgccccattgacgcaaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggtc
tatataagcagagctcgtttagtgaaccgtcagatcgcctggagacgccatccacgctgttttgac
ctccatagaagacaccgggaccgatccagcctcccctcgaagccgatctgataacggtaccg
ataagctggcggccgattaagctacagaagttggtcgtgaggcactgggcaggtaagtatcaa
ggttacaagacaggtttaaggagaccaatagaaactgggcttgtcgagacagagaagactctt
gcgtttctgataggcacctattggtcttactgacatccactttgcctttctctccacaggtgtccactcc
caggttcaattacagctcttaagcagccgccaaaacaaaattcctcaaaaatcatcatcgaatg
aatggtgaaataatttccctgaataactgtagtgttttcagggcgcggcataataattaactatgct
caaaaattgtgtacctttagctttttaatttgtaaaggggttaataaggaatatttgatgtatagtgcct
tgactagagatcataatcagccataccacatttgtagaggttttacttgctttaaaaaacctcccac
acctccccctgaacctgaaacataaaatgaatgcaattgttgttgttaacttgtttattgcagcttata
atggttacaaataaagcaatagcatcacaaatttcacaaataaagcatttttttcactgcattctagt
tgtggtttgtccaaactcatcaatgtatcttatcatgtctggatcatcagatctgccggtctccctatag
tgagtcgtattaatttcgataagccaggttaacctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggag
aggcggtttgcgtattgggcgctcttccgcttcctcgctcactgactcgctgcgctcggtcgttcggc
tgcggcgagcggtatcagctcactcaaaggcggtaatacggttatccacagaatcaggggata
acgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggc
cgcgttgctggcgtttttccataggctccgcccccctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaa
gtcagaggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttccccctggaagctcc
ctcgtgcgctctcctgttccgaccctgccgcttaccggatacctgtccgcctttctcccttcgggaag
cgtggcgctttctcatagctcacgctgtaggtatctcagttcggtgtaggtcgttcgctccaagctgg
gctgtgtgcacgaaccccccgttcagcccgaccgctgcgccttatccggtaactatcgtcttgagt
ccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcaga
gcgaggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaa
gaacagtatttggtatctgcgctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttg
atccggcaaacaaaccaccgctggtagcggtggtttttttgtttgcaagcagcagattacgcgca
gaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctgacgctcagtggaacgaa
aactcacgttaagggattttggtcatgggcgcgcctaggcttttgcaaagatcgatcaagagaca
ggatgaggatcgtttcgcagcttttcattctgactgcaacgggcaataagtctctgtgtggattaaa
aaaagagtgtctgatagcagcttctgaactggttacctgccgtgagtaaattaaaattttattgactt
aggtcactaaggcgccttgcgctgaggttgcgtcgtgatatcatcagggcagaccggttacatcc
ccctaacaagctgtataaagagaaatactatctcattggcgttgcccgcacctgacagtgcgac
gttgggctgcgtccgtcgaccaacggtaccgaggtaacagcccaatctatccatgatctcggcc
aggccgggtcggccgttatgcagcccggctcgggtatgaagccattaaggagccgacccagc
gcgaccgggcggccggtcacgctgcctctgctgaagcctgcctgtcactccctgcgcggcgta
cccgccgttctcatcgagtaggctccggatcgcgaccccggacgggccctgggcccaggagc
ggcctatgacaaatgccgggtagcgatccggcattcagcattgactgcgcacggatccagtcct
tgcaggagccttatgccgaccgtagcaaaaaatgagcccgagccgatcgcgagttgtgatccg
gtcccgccgattgccggtcgcgatgacggtcctgtgtaagcgttatcgttaccaattgtttaagaa
gtatatacgctacgaggtacttgataacttctgcgtagcatacatgaggttttgtataaaaatggcg
ggcgatatcaacgcagtgtcagaaatccgaaacagtctgcgggactctggggttcgaaatgac
cgaccaagcgacgcccaacctgccatcacgagatttcgattccaccgccgccttctatgaaag
gttgggcttcggaatcgttttccgggacgccggctggatgatcctccagcgcggggatctcatgct
ggagttcttcgcccaccctaggcgcgctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaata
aacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaaagtgccacctaaattgtaagcgttaatatttt
gttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaa
tcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagt
ccactattaaagaacgtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcgatgg
cccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttttttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatc
ggaaccctaaagggagcccccgatttagagcttgacggggaaagccggcgaacgtggcga
gaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgggcgctagggcgctggcaagtgtagcggtc
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acgctgcgcgtaaccaccacacccgccgcgcttaatgcgccgctacagggcgcgtcccattcg
ccattcaggctgcgcaactgttgggaagggcgatcggtgcgggcctcttcgctattacgccagct
ggcgaaagggggatgtgctgcaaggcgattaagttgggtaacgccagggttttcccagtcacg
acgttgtaaaacgacggccagtgagcgcgcgtaatacgactcactatagggcgaattgggtac
cgggccccccctcgaggtcgacggtatcgataagcttgatatcgaattcctgcagcccggggg
atccactagttctagagcggccgccaccgcggtggagctccagcttttgttccctttagtgagggtt
aattgcgcgcttggcgtaatcatggtcatagctgtttcctgtgtgaaattgttatccgctcacaattcc
acacaacatacgagccggaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgagctaac
tcacattaattgcgttgcgc

EJEMPLOS

El siguiente ejemplo ilustra varias formas de realización de la invención.

Ejemplo 1: La eficacia de la composición del inmunomodulador en el aumento de los 
5 porcentajes de concepción en vacas no cíclicas 

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

Inmunomodulador

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

Animales de estudio

Se obtuvieron 875 vacas Frisona, Jersey o cruzadas de ≥ 2 años 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 

15 fueron tratadas con antibióticos, antiinflamatorios no esteroideos o corticosteroides en los 30 
días 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 
distribución de aleatorización prepreparadas a los grupos de tratamiento o de placebo. 

20 Tratamiento

El tratamiento se asignó al azar y la asignación al tratamiento no se incluyó en ninguna de 
las hojas de muestreo posteriores al tratamiento y las muestras de leche se asignaron a un 
número único en el momento de la adhesión que se utilizó durante los análisis de laboratorio 
posteriores. El día del parto (día 0) y después del examen físico y la inscripción, se 

25 administró el tratamiento apropiado por inyección intramuscular en el músculo del glúteo 
derecho. Se limpió el lugar de la inyección con algodón humedecido en alcohol metilado al 
70% antes de la inyección. El tratamiento se repitió en la noche del día 3 o en la mañana del 
día 4 y nuevamente al día 7 después del parto con inyección en los músculos del glúteo 
derecho.

30 Gestión de la reproducción

Se aplicó pintura en la cola (una ayuda para la detección del celo) aproximadamente 30 días 
antes del inicio pplaneado del programa de reproducción. Las vacas cuyo celo no se detectó 
mediante observación o por remoción de la pintura de la cola fueron tratadas con una 
combinación de progesterona, GnRH y prostaglandina F2α y fueron criadas para establecer 

35 la inseminación artificial a tiempo. Durante los primeros 37 días en el sitio de la Granja A y 
47 días en el sitio de la Granja B, las vacas cuyo celo se detectó en celo permanente se 
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criaron mediante inseminación artificial. A partir de entonces los toros intactos se dejaron 
con el rebaño. La duración total del período de apareamiento fue de 77 y 80 días en las 
granjas A y B, respectivamente. Se observó a las vacas por ultrasonografía transrectal a los 
83 y 113 días después del inicio del programa de reproducción (Granja A) y 90 y 120 días 

5 después de este inicio del programa de reproducción (Granja B). Las vacas en las que se 
detectó preñez, estaban en la etapa de gestación estimada. Cuando la etapa estimada de la 
gestación se encontró dentro de los 7 días de la reproducción registrada, ya sea por 
inseminación artificial o por monta natural, la fecha registrada fue aceptada como el día de la 
concepción.

10 Resultados

Se calculó el porcentaje de presentación de tres semanas (la proporción de vacas 
detectadas e inseminadas en el transcurso de tres semanas al inicio del programa de 
reproducción), el porcentaje de concepción al primer servicio (la proporción de vacas criadas 
para inseminación artificial queconcibieron en la primera inseminación) y el porcentaje de 3 y 

15 6 semanas en terneros (la proporción de vacas con preñez confirmada en las primeras tres y 
seis semanas del programa de reproducción) y el porcentaje de preñez final.

Los resultados reproductivos binomiales se analizaron inicialmente en análisis bivariados 
(chi cuadrado). Se realizaron modelos de regresión logística multivariable, entre los que se 
incluyeron las variables explicativas del tratamiento, el rebaño, la edad (2, 3 y > 3 años), los 

20 días en leche al inicio del programa de reproducción (clasificados como 50 a 71 días y ≥ 72 
días) y la raza (Frisona frente a otras razas). Además, se calculó el inicio previsto del 
intervalo de apareamiento hasta la concepción para cada vaca y se utilizó el análisis de 
supervivencia de Kaplan-Meier para calcular la mediana de los días hasta la concepción.

Los grupos de tratamiento se equilibraron para el código de la raza y la edad y se calcularon 
25 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 según el código de raza y de 
edad

Tratadas Control Valor p

Grupo etáreo

2 años 79 73 0,62

3 años 91 82 0,48

≥ 4 años 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 calculó usando la prueba exacta de Fisher.

Además, la media y la mediana del tiempo desde el parto hasta el inicio previsto del 
30 apareamiento fue la misma entre los grupos de tratamiento y de control, como se indica en 
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la Tabla 2. El valor de P que compara los días de la mediana a partir del parto con el inicio 
previsto del apareamiento de los grupos de tratamiento y de control se calculó usando una 
prueba de Mann-Whitney.

Tabla 2: Media, error estándar (SE) y mediana de días desde el parto hasta el inicio del 
5 programa de reproducción de vacas en los grupos tratado y de control

n Media SE Mediana Valor p

Tratadas 437 72,4 0,43 75

Control 434 72,4 0,43 75
0,92

Como lo indica la Tabla 3, no hubo diferencias entre los grupos de tratamiento y control para 
la probabilidad de presentación a la inseminación artificial en 21 días después del inicio 
previsto del apareamiento (PSM) (presentación en 3 semanas), probabilidad de concepción 

10 a la primera inseminación después de PSM (Concepción al primer servicio), probabilidad de 
preñez a los 21 y 42 días (preñadas en 3 semanas y preñadas en 6 semanas, 
respectivamente) después de PSM y preñez 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 
cíclicas

75/437 (17,2) 91/434 (21,0) 0,15

Presentación en 3 
semanas

383/432 (88,7) 394/430 (91,6) 0,14

Concepción al 1er 
servicio

263/383 (68,7) 254/394 (64,5) 0,21

Preñadas en 3 
semanas

273/432 (63,2) 260/430 (60,5) 0,41

Preñadas en 6 
semanas

344/432 (79,6) 327/430 (76,0) 0,21

Preñadas en general 384/432 (88,9) 383/430 (89,1) 0,93

15

En un análisis de regresión multivariable que controló los efectos modificadores potenciales, 
incluyendo la raza (Holstein, Jersey y cruzada), la edad (2, 3 y 4 + años), el rebaño (1 y 2), 
la actividad cíclica ovárica (cíclica y no cíclica en base a la inserción de un dispositivo CIDR) 
y tiempo desde el parto al PSM (50 a 71 días y ≥ 72 días), hubo una mayor probabilidad de 

20 concepción al primer servicio y preñez en 3 semanas para las vacas no cíclicas en el grupo 
tratado en comparación con sus equivalentes del grupo de control. FIG. 4A muestra un 
gráfico de la probabilidad (medias marginales estimadas y error estándar de la media 
(SEM)) de la concepción a la primera inseminación y FIG. 4B muestra la probabilidad 
(medias marginales estimadas y SEM) de preñez en el transcurso de 3 semanas después 

25 del comienzo planeado del programa de reproducción para vacas cíclicas y no cíclicas por 
grupos de tratamiento. El asterisco indica una diferencia entre los tratamientos dentro del 
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grupo no cíclico. El tiempo mediano desde PSM hasta la preñez fue de 15 y 16 días 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 preñadas a las tres (63 % frente al 61 %) y seis semanas 

5 (80 % frente al 76 %) fue mayor que la de los controles no tratados. Hubo un tratamiento 
mediante interacción del estado no cíclico por el cual entre las vacas diagnosticadas con 
celo no detectado y tratadas por esta afección, las vacas tratadas tuvieron un mayor 
porcentaje de concepción al primer servicio y una mayor proporción de preñez a las tres 
semanas en el programa de reproducción.

10  
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LO QUE SE REIVINDICA:

1. Una composición inmunomoduladora donde la composición inmunomoduladora 
comprende:

a. un vehículo de administración de liposomas catiónicos, y

5 b. una molécula de ácido nucleico derivada de bacterias aisladas que no 
codifica para un inmunógeno para aumentar el porcentaje de concepción en 
vacas.

2. Una composición inmunomoduladora de la reivindicación 1 donde dicha molécula de 
ácido nucleico comprende al menos un motivo CpG inmunoestimulador y al menos un 

10 motivo CpG no inmunoestimulador.

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

4.  La composición del inmunomodulador de cada una las reivindicaciones anteriores, 
15 donde el vehículo de administración de liposomas comprende lípidos seleccionados a partir 

del grupo que consiste en lípidos de vesículas multilamelares y lípidos extruidos.

5. La composición del inmunomodulador de cada una las reivindicaciones anteriores, 
donde el vehículo de administración de liposomas comprende pares de lípidos 
seleccionados a partir del grupo que consiste en cloruro de N- [1- (2,3-dioleiloxi) propil] -N, 

20 N, N-trimetil-amonio (DOTMA) y colesterol; cloruro de N- [1- (2,3 - dioleoiloxi) propil] N, N, N 
- trimetilamonio (DOTAP) y colesterol; cloruro de l- [2- (oleoyloxi) etil] - 2 - oleil - 3- (2 - 
hidroxietil) imidazolinio (DOTIM) y colesterol; y bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB) 
y colesterol.

6. La composición del inmunomodulador de cada una de las reivindicaciones anteriores, 
25 donde la molécula de ácido nucleico comprende la ID SEC N°: 1.

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

8. La composición del inmunomodulador de cada una de las reivindicaciones anteriores 
comprende además un agente biológico.

30 9. La composición inmunomoduladora de la reivindicación 8, donde el agente biológico se 
selecciona a partir del grupo que consiste en proteínas inmunopotenciadoras, inmunógenos, 
vacunas, antimicrobianos o cualquier combinación de éstos.

10. La composición del inmunomodulador de cada una de las reivindicaciones anteriores, 
para la administración seleccionada a partir del grupo que consiste en la administración 

35 intravenosa, intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutánea, por 
pulverización/aerosol, oral, intraocular, intraquial, intrauterina, intravaginal e intranasal.

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

12. La composición del inmunomodulador de cualquiera de las reivindicaciones anteriores 
40 donde el porcentaje de concepción en vacas aumenta en relación con el porcentaje de 

concepción en una población de control medida a través de un valor p de ≤ 0,05. 

13. Un método para aumentar el porcentaje de concepción en vacas que comprende 
administrar a las vacas una cantidad eficaz de una composición de inmunomodulador, 
donde la composición del inmunomodulador comprende:
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a. un vehículo de administración de liposomas catiónicos, y

b. una molécula de ácido nucleico derivada de bacterias aisladas que no 
codifican para un inmunógeno.

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

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

16. En algunas formas de realización, el vehículo de administración de liposomas 
10 comprende lípidos seleccionados a partir del grupo que consiste en lípidos de vesículas 

multilamelares y lípidos extruidos.

17. En otras formas de realización, el vehículo para la administración de liposomas 
comprende pares de lípidos 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 

15 - dioleoiloxi) propil] N, N, N - trimetilamonio (DOTAP) y colesterol; cloruro de l- [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 ácido 
nucleico comprende la ID SEC N°: 1.

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

20. El método de cada una de las reivindicaciones 13 a 19 comprende además un agente 
biológico.

21. El método de la reivindicación 20, donde el agente biológico se selecciona a partir del 
25 grupo que consiste en proteínas inmunopotenciadoras, inmunógenos, vacunas, 

antimicrobianos o cualquier combinación de éstos.

22. El método de cada una de las reivindicaciones 13 a 21, donde la administración se 
selecciona a partir del grupo que consiste en la administración intravenosa, intramuscular, 
intradérmica, intraperitoneal, subcutánea, por pulverización/aerosol, oral, intraocular, 

30 intraquial, intrauterina, intravaginal e intranasal.

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

24. El método de cada una de las reivindicaciones 13 a 22, donde el porcentaje de 
concepción en vacas aumenta en relación con el porcentaje de concepción de una población 

35 de control medida a través de un valor p ≤ 0,05. 
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RESUMEN

La presente invención se refiere a composiciones y métodos de inmunomodulación que son 
eficaces para aumentar el porcentaje de concepción en vacas.
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FIG. 2
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FIG. 3
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