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(57) Abstract: The invention relates to the use of

Grupo 2 Composiciéon 3 Dosis 4 Administracion 5 . . . . .
melatonin as an adjuvant in vaccine preparations
! Mock control 2mL subcutanea for the prevention of infectious diseases in ungu-
1] (AT+Cy+AH+MLT 2mbL subcutanea . .
n (A1+C)+AH 2mL subcutanea 6 late mammals. The invention also relates to the
v (A1+Cy+MLT 2 mL subcutanea use of melatonin together with other immunostim-
A (A1+C) 2mbL subcutanea . . -~ .
ulators including aluminium hydroxide.
8 Dia DO DA D2 D3 D4 D21 D22 D23 D24 D25 D.42-150
9 Extrac. Sangre  + . R (57) Resumen: La' presente invencién se refiere
al uso de la melatonina como adyuvante en prepa-
10 Serologia + + * rados vacunales para la prevencién de enfermeda-
11 Vacunacion + + des infecciosas en mamiferos ungulados. También
se refiere al uso de la melatonina en combinacién
12 T2 Rectal + + + + + + + + + + . ) .
con otros inmunoestimuladores, entre ellos, el hi-
18Reaccionlocal  +  + o+ 4+ &4+ 4 dréxido de aluminio
14 Reaccién general + + + + + + + + + +
15 Cojeras + + + + + + + + + +
16 Diagnostico + + + + + + + + + +
Footrot
Grupo D0 D1 D2 D3 D4 D21 D22 D23 D24 D.25
17 T2 rectal media
I 393 39.4 395 39.5 393 30.2 30.2 392 39.2 39.2
Il 394 306 39.8 39.6 395 39.3 393 395 39.3 39.2
] 39.4 39.7 39.8 39.6 394 30.2 39.3 394 39.3 39.2
v 39.4 396 396 39.5 394 39.2 39.2 394 392 302
% 39.4 397 39.8 39.6 394 39.3 39.2 394 39.3 39.3
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Titulo

Uso de la melatonina como adyuvante

Objeto de la invencién

La presente invencidon se refiere al uso de la melatonina como adyuvante en
preparados vacunales para la prevencién de enfermedades infecciosas en
mamiferos ungulados. También se refiere al uso de la melatonina en combinacion

con otros inmunoestimuladores, entre ellos, el hidroxido de aluminio.

Estado de la técnica

En los animales domésticos originarios de las zonas templadas se observa una
estacionalidad reproductiva que depende principalmente de las variaciones de la
duracion del dia (fotoperiodo); éstas representan el factor del medio ambiente mas
recurrente de un afio a otro, y por tanto el mas ventajoso como herramienta
evolutiva (Thiery et al., 2002). Otros factores del medio ambiente, como son la
temperatura, alimentacion, relaciones interindividuales, condiciones de cria — son
considerados como secundarios y capaces de modificar, en condiciones
particulares, la actividad reproductiva de los animales domésticos (Simonneaux
and Ribelayga, 2003; Thiery and Malpaux, 2003).

Dentro de las especies de “dias cortos”, cuya actividad sexual se sitUa durante los
dias decrecientes del afo, los ovinos y los caprinos son los mas sensibles al
fotoperiodo, mientras que los porcinos manifiestan respuestas mas ligeras a los
cambios de la duracion del dia. Entre las especies de “dias largos”, como los
bovinos y los equinos, estos Ultimos son mas fotosensibles en cuanto a su
reproduccion (Pevet, 2003).

La melatonina es una hormona secretada durante periodos de oscuridad que
informa al animal sobre el fotoperiodo (Simonneaux and Ribelayga, 2003). De esta
forma, la Unica aplicacion hasta la fecha de la melatonina en produccién animal
consiste en implantes subcutaneos de la misma para adelantar la estaciéon sexual
en las ovejas y cabras, y aumentar la fecundidad (Malpaux et al., 2002). Con este
tratamiento las ovejas reaccionan como si percibieran un dia corto y, por
consiguiente, el inicio de la actividad ovarica se adelanta (Malpaux et al., 2002;
Thiery et al., 2002).
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Por ofro lado, el desarrollo de estudios sobre las propiedades
inmunomoduladoras de la melatonina, determinan su uso no sélo como un
modulador del fotoperiodo sino como un adyuvante en protocolos de vacunacion.

Asi pues, el objeto de la presente invencion se refiere al uso de la melatonina
como adyuvante en preparados vacunales, teniendo repercusiones de caracter
econémico ya que permite una reduccion en el nimero de dosis en los protocolos
de vacunacion. El efecto quedaria maximizado al usar de forma simultanea los

tratamientos de vacunacion junto con el de regulacion del fotoperiodo.
Descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de la melatonina como adyuvante en
preparados vacunales para la prevencién de enfermedades infecciosas producidas
por bacterias del género Dichelobacter (en concreto, Dichelobacter nodosus) en
mamiferos ungulados. '

En los preparados vacunales de estos mamiferos, al administrar una dosis
adecuada de melatonina, se observa unos titulos de anticuerpos especialmente
elevados, indicando que la melatonina es un eficiente adyuvante, al mejorar
notablemente las tasas de anticuerpos especificos contra los antigenos a los que
va dirigido la vacuna. La efectividad es maxima cuando la dosis de melatonina
estd comprendida en un rango entre 1,5y 30 mg.

En la actualidad la melatonina se administra en forma de implantes subcutaneos.
El implante se coloca durante 15-90 dias aproximadamente en la oreja del animal,
tras la primera inyeccion del preparado vacunal liberando progresivamente
melatonina durante 3 0 4 meses con tasas equiparables a las observadas durante
la fase de secrecién nocturna endégena con fines reproductivos.

La melatonina en presencia de otros inmunoestimuladores, tiene un efecto
potenciador como adyuvante, en combinacién con el hidroxido de aluminio.

Por tanto, la presente invencién tiene por objeto el uso de la melatonina como
coadyuvante en preparados vacunales en presencia de hidroxido de aluminio — no
descartado su uso en presencia de otros inmunoestimuladores- debido al
mecanismo de accién de la melatonina sobre el sistema inmune sin reacciones
adversas. La ventaja es doble ya que podemos llegar a reducir las dosis de
vacunas que los animales reciben — con el ahorro de costes que supone -y a la

vez optimizar las funciones reproductivas de los mismos.
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Descripcion de las figuras

Figura 1.- Composicion de los grupos, cronograma de tareas por animal y
temperatura rectal

Figura 2.- Ensayo de microaglutinacién y Ensayo ELISA

Se representa A1 y C, que son los antigenos que se usan para determinar los
anticuerpos especificos contra ellos frente a OD (Unidades de Absorbancia), que
en definitiva miden la cantidad de anticuerpo especifico frente al antigeno
ensayado

A mas anticuerpo, mas reaccién de coloracion y por tanto mas OD.

Modo de realizacion de la invencién

En el presente modo de realizacion, se ha realizado un protocolo de vacunacién
contra la enfermedad del pedero (footrot) en ovejas merino. Se trata de una
enfermedad de amplia distribucion mundial con importantes repercusiones
econdmicas en el rendimiento de las cabafas ovinas. Para dicha enfermedad
existen vacunas comercializadas (Abbott and Lewis, 2005). En nuestro modo de
realizacion usamos la vacuna desarrollada por la Unidad de Microbiologia de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad de Extremadura (Jiménez et al., 2003;
Martin-Palomino et al., 2004).

Cuando administramos los preparados vacunales en presencia de melatonina
observamos unos titulos de anticuerpos especialmente elevados (Figura 1),
indicando que la melatonina es un eficiente adyuvante. Las medidas fueron
realizadas tanto por la técnica de microaglutinacién como por ELISA. Se tratan de
dos técnicas rutinarias y se basan en la especificidad del anticuerpo por el
antigeno. Sobre un soporte fijo se coloca una cantidad fija de antigeno que fija a la
cantidad de anticuerpo que se afiade y que procede del suero de los animales.
Las “parejas” antigeno:anticuerpo se ponen después de manifiesto mediante un
ensayo colorimétrico (de aqui que a mayor cantidad de anticuerpo, mayor “color” y
mas OD.

Las mediciones de melatonina mediante ELISA en suero extraido de muestra de
sangre a las 10 AM demuestran que los implantes de melatonina elevan las tasas
de melatonina a los niveles nocturnos (185-300 pg/mL). Los animales no
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implantados con melatonina tienen unos niveles de 10-20 pg/mL, lo que en ambos
casos es coherente con los estudios realizados (Viguie et al., 1995).
Se demuesira, por tanto, que la subida de anticuerpos se correlaciona con una

subida de los niveles de melatonina.

Los estudios se llevaron a cabo entre febrero y junio de 2004 sobre un total de 60
animales distribuidos segun la figura 1, siendo A1 y C los antigenos procedentes
de la bacteria Dichelobacter nodosus que produce la enfermedad. MLT representa
los grupos a los que se les implantd la melatonina. AH es el hidréxido de aluminio,
un adyuvante ampliamente utilizado sobre el que la melatonina tiene efectos
potenciadores.
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Reivindicaciones

Uso de la melatonina como adyuvante, sola o en combinacién con otros
inmunoestimuladores, para la formulacién de vacunas en la prevencion de
enfermedades infecciosas de mamiferos ungulados.

Uso de la melatonina como adyuvante, segin reivindicacion 1,
caracterizado porque las enfermedades infecciosas son todas producidas
por bacterias del género Dichelobacter nodosus.

Uso de la melatonina como adyuvante, segln reivindicaciones 1 a 2,
caracterizado porque la dosis total de melatonina, esta en un rango entre
1,5y 30 mg.

Uso de la melatonina como adyuvante, segln reivindicaciones 1 a 3,
caracterizado porque la dosis es administrada por implante subcutaneo
durante un periodo que oscila entre 15 y 90 dias.

Uso de la melatonina como adyuvante segln reivindicaciones 1 a 4,
caracterizado  porque otros inmunoestimuladores, aunque no
exclusivamente, son el hidroxido de aluminio.
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Figuras
Grupo Composiciéon Dosis Administracion
| Mock control 2mL subcutanea
] (A1+C)+AHP+MLT 2mL subcutanea
] (A1+C)+AH 2 mL subcutanea
v (A1+C)+MLT 2mL subcutanea
Vv (A1+C) 2mL subcutanea
Dia D0 D1 D2 D3 D4 D.21 D.22 D.23 D.24 D.25 D.42-150
Extrac. Sangre + + +
Serologia + + +
Vacunacion + +
T2 Rectal + + + + + + + + + +
Reaccion local + + + + + + + + + +
Reaccion general + + + + + + + + + +
Cojeras + + + + + + + + + +
Diagnéstico + + + + + + + + + +
Footrot
Grupo D.0 D1 D.2 D.3 D.4 D.21 D.22 D.23 D.24 D.25

T2 rectal media

l 39.3 394 395 39.5 39.3 39.2 39.2 39.2 39.2 392
Il 394 396 39.8 39.6 395 39.3 39.3 39.5 39.3 392
]l 394 39.7 39.8 39.6 394 39.2 39.3 394 39.3 392
v 39.4 39.6 39.6 39.5 394 39.2 39.2 394 39.2 302
\' 394 39.7 39.8 39.6 394 39.3 39.2 39.4 39.3 39.3

?Hidroéxido de aluminio

Figura 1
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Ensayo de microaglutinacién
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Figura 2
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