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DESCRIPCION

Vacunas DTPa mucésicas.
Campo de la invencion

La presente solicitud se refiere a vacunas DTP mucésicas, especialmente vacunas intranasales usadas como refuer-
ZO.

Antecedentes de la invencion

Bordetella pertussis es el agente causante de tos ferina. Ha estado disponible desde los afios 1940 una vacuna
de células completas inactivadas altamente eficaz, pero la preocupacién sobre su seguridad, debido a la presencia de
componentes celulares téxicos, ha limitado su incorporacién [1]. Se han producido por tanto vacunas de pertussis
acelulares (Pa) que comprenden un pequefio nimero de antigenos de B. pertussis definidos, y se han aprobado para su
uso en seres humanos [2].

Las vacunas de pertussis se administran usualmente a nifios intramuscularmente en forma de una combinacién DTP
trivalente (difteria, tétanos, pertussis) en coadyuvante de alumbre. La vacunacion intramuscular no es sin embargo la
via ideal de administracion. Se prefieren las vacunas mucdsicas (oral, intranasal, etc.) por dos razones [3]. En primer
lugar, son més féaciles de administrar a gran escala, evitando la necesidad de equipo especializado y los problemas
asociados con agujas. En segundo lugar, estimulan la inmunidad mucésica, mediada por IgA secretora. Como muchos
organismos patégenos entran en el cuerpo a través de membranas mucosas, es deseable la inmunidad mucésica.

Se han descrito intentos para fabricar vacunas de pertussis mucoésicas acelulares [por ejemplo, 4, 5, 6, 7, 8, 9],
pero los niveles de proteccién comunicados no eran comparables con la vacuna convencional o no se acercaban a los
observados en antigenos con coadyuvante de alumbre dados parenteralmente. Se revelan vacunas DTP mucésicas en
la referencia 13.

Hay por tanto necesidad de una vacuna de combinacién DTP mucésica eficaz.
Revelacion de la invencién

La invencién proporciona el uso de LT-K63 o LT-R72 para la fabricacién de un medicamento para vacunacién de
refuerzo de un paciente contra tos ferina, difteria y tétanos, comprendiendo dicho medicamento un antigeno de difteria
(D), un antigeno de tétanos (T) y un antigeno de pertussis acelular (Pa).

La invencién proporciona ademas un medicamento que comprende (i) un antigeno de difteria (D), (ii) un antigeno
de tétanos (T) y (iii) un antigeno de pertussis acelular (Pa), y (iv) LT-K63 o LT-R72, para uso en vacunacion de
refuerzo intranasal de un paciente contra tos ferina, difteria y tétanos.

Se ha encontrado que LT, que tiene un residuo de lisina en el aminoacido 63 [“LT-K63” - ref. 11], y LT, que tiene
un residuo de arginina en el aminodcido 72 [“LT-R72” - ref. 12], aumentan la IgA del suero especifica para antigeno,
slgA, y las respuestas local y sistémica de de células T a DTPa. Se prefiere LT-K63, porque se ha encontrado ésta
en un modelo de animal fiable de infeccion por B. pertussis para producir un alto nivel de proteccién (véase ref. 14),
equivalente al generado con una vacuna DTPa suministrada parenteralmente formulada con alumbre.

El medicamento de vacuna mucésica de la invencién es una vacuna intranasal. Estd adaptado para administracién
intranasal, tal como mediante pulverizacién nasal, gotas nasales, gel o polvo [por ejemplo, 15].

El antigeno de pertussis acelular comprende preferiblemente holotoxina de pertussis (PT) y hemaglutinina fila-
mentosa (FHA). Puede comprender ademds pertactina y, opcionalmente, aglutinégenos 2 'y 3 [16, 17].

PT es una proteina téxica y, cuando estd presente en el antigeno de pertussis, estd preferiblemente destoxificada.
La destoxificacién puede ser por medios quimicos y/o genéticos. Un mutante destoxificado preferido es el mutante
doble 9K/129G [2], al que se hace referencia en la presente memoria como “rPT”.

El antigeno de difteria (D) es preferiblemente un toxoide de difteria, mds preferiblemente el mutante CRM197
[10]. El antigeno de tétanos (T) es preferiblemente un toxoide de tétanos [18].

Pueden incluirse también antigenos no de DTP, preferiblemente los que no disminuyen la respuesta inmune contra
los componentes de DTP [por ejemplo, ref. 19, que incluye un antigeno de HBV, y ref. 20].

La invencion se usa para causar una respuesta de refuerzo en un paciente que ya se ha iniciado contra B. pertussis.
La vacunacién iniciadora puede haber sido por via mucdsica o parenteral.

Se apreciard que las referencias en el texto anterior a proteinas particulares (por ejemplo, pertactina, PT, etc.) abar-
can sus variantes alélicas y mutantes funcionales. Abarcan también proteinas que tienen una identidad de secuencias
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significativa con las proteinas de tipo natural. El grado de identidad es preferiblemente mayor del 50% (por ejemplo,
65%, 80%, 90% o mas), calculado usando, por ejemplo, el algoritmo de biisqueda de homologia de Smith-Waterman
como se implementa en el programa MPSRCH (Oxford Molecular), usando una bisqueda de separaciones afines con
pardmetros penalidad de abertura de separaciones = 12'y penalidad de extension de separaciones = 1. Pueden usarse
también fragmentos inmundgenos de estas proteinas, porque proteinas mas largas pueden incorporar las proteinas,
variantes o fragmentos (por ejemplo, proteinas de fusion). En todos los casos, no obstante, la proteina (tanto si es de
tipo natural, variante, mutante, fragmento o fusién) conservard sustancialmente la inmunogenicidad de tipo natural.

Las proteinas pueden prepararse, por supuesto, por diversos medios (por ejemplo, expresién recombinante, purifi-
cacion a partir de cultivo de células, sintesis quimica, etc.) y en diversas formas (por ejemplo, nativa, fusiones, etc.). Se
preparan preferiblemente en forma sustancialmente pura o aislada (es decir, sustancialmente exenta de otras proteinas
bacterianas o de células hospedantes con las que estdn asociadas normalmente en la naturaleza).

Los medicamentos vacunas segun la invencidn serdn tipicamente profilacticos (es decir, para prevenir infeccion),
pero también pueden ser terapéuticos (es decir, para tratar la enfermedad después de la infeccidon).

Los medicamentos vacunas de la invencién comprenderdn tipicamente, ademds de los componentes definidos en
las reivindicaciones 1 o 2, “vehiculos aceptables farmacéuticamente”, que incluyen cualquier vehiculo que no induz-
ca por si mismo la produccién de anticuerpos dafiinos para el individuo que recibe la composicién. Los vehiculos
adecuados son tipicamente macromoléculas grandes, metabolizadas lentamente, tales como proteinas, polisacaridos,
poli(4cidos l4cticos), poli(4cidos glicélicos), aminodcidos polimeros, copolimeros de aminodcidos, agregados de lipi-
dos (tales como gotitas de aceite o liposomas) y particulas de virus inactivas. Tales vehiculos son muy conocidos por
los de experiencia ordinaria en la técnica. Las vacunas pueden contener también diluyentes, tales como agua, solucién
salina, glicerol, etc. Adicionalmente, pueden estar presentes sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o
emulsionantes, sustancias tamponadoras de pH y similares.

Las composiciones inmundgenas usadas como vacunas comprenden una cantidad eficaz inmunolégicamente de
antigeno, asi como cualquier otro de los componentes mencionados antes, segin se necesite. Por “cantidad eficaz
inmunoldégicamente” se entiende que la administracion de esa cantidad a un individuo, en una dosis tnica 0 como
parte de una serie, es eficaz para tratamiento o prevencion. Esta cantidad varfa dependiendo de la salud y estado fisico
del individuo a tratar, la edad, el grupo taxonémico del individuo a tratar (por ejemplo, primate no humano, primate,
etc.), la capacidad del sistema inmune del individuo para sintetizar anticuerpos, el grado de proteccion deseada, la
formulacidn de la vacuna, la valoracién de la situaciéon médica del doctor que trata y otros factores relevantes. Se espera
que la cantidad estard en un intervalo relativamente amplio que puede determinarse mediante pruebas rutinarias. El
tratamiento de dosificacion puede ser un programa de dosis tinica o un programa de dosis multiples. La vacuna puede
administrarse conjuntamente con otros agentes inmunorreguladores.

Descripcion breve de los dibujos

La Figura 1 muestra respuestas de células T en bazo a una vacuna Pa intranasal coadyuvada con LT-K63. El
estimulo de células T usado en este ensayo fue: PT (en negro), FHA (rayado diagonal) o bacteria de B. pertussis
(lineas horizontales). La vacuna Pa (FHA+rPT) se suministré con o sin coadyuvante LT-K63, con o sin anestesia
de halotano ligera. PBS fue un testigo. La Figura 2 muestra datos similares para coadyuvante LT-R72, en (A) bazo
(B) nédulo linfético tordcico (C) nddulo linfatico cervical superficial. Se usé como testigo positivo PMA/CD3 (sin
rayado).

La Figura 3 muestra respuesta de anticuerpos para las mismas vacunas - 3A muestra resultados usando coadyuvante
LT-K63, y 3B muestra resultados usando coadyuvante LT-R72. Las barras en negro muestran respuestas anti-PT; las
barras en blanco muestran respuestas anti-FHA.

La Figura 4 muestra el efecto de dosis de toxina en el efecto coadyuvante de los coadyuvantes LT mutantes.

La Figura 5 muestra la cinética de eliminacién de B. pertussis después de la inmunizacion con las mismas vacunas
como en las Figuras 1 & 2 - 5A muestra resultados usando LT-K63 y 5B muestra resultados usando LT-R72. Los
resultados son la media de B. pertussis viable para pulmones individuales de cuatro ratones por punto de tiempo y por
grupo experimental.

La Figura 6 muestra las respuestas de IgA e IgG contra los cinco antigenos en una vacuna DTPa, comparando (i)
coadyuvante alumbre y administracién intramuscular (barras en blanco) y (ii) coadyuvante LT-K63 y administracién
intranasal (barras en negro). La Figura 7 compara las respuestas de células T para las mismas vacunas, y la Figura 8
muestra la cinética de eliminacion.

La Figura 9 muestra proliferacién de células T (medida como *H-CPM) contra los componentes D (inferior), T
(intermedio) y Pa (superior) de vacunas DTPa administradas usando 5 regimenes diferentes de iniciacién y refuerzo.
Se muestran también las respuestas de citoquina de células T contra el componente Pa (Figura 10), el componente
D (Figura 11) y el componente T (Figura 12). La Figura 13 muestra los titulos de IgG de suero (superior) e IgA de
homogenado de pulmén (inferior) (logy,) en respuesta a los cinco antigenos definidos en la mezcla DTPa. La Figura
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14 muestra los anticuerpos neutralizantes anti-DT importantes funcionalmente. La Figura 15 cinética de eliminacién
para los cinco regimenes.

Cuando se calculd, se indica significacion estadistica (ensayo de Student) frente a Pa solo por * (P<0,05) o **
(P<0,01).

Modos para realizar la invencion
Materiales & procedimientos fundamentales

Los ratones usados en los siguientes ejemplos fueron ratones Balb/c hembras, de 6-8 semanas de edad, de Harlan
UK, y se alojaron segtin los reglamentos del Irish Department of Health.

Respuestas de células T. Se inmunizaron ratones a las 0 y 4 semanas. A las 6 semanas, se separaron nédulos
linfoides cervicales superiores, de bazo, y nddulos linfoides mediastinales (tordcicos) posteriores y se evaluaron las
respuestas inmunes. Se cultivaron por triplicado células de bazo de ratones individuales o células de nédulos linfaticos
agrupadas (2 x 10° células/ml) de ratones simples o inmunizados en RPMI suplementado con 8% de FCS a 37°C con
bacterias de B. pertussis destruidas con calor (80°C durante 30 minutos) (10° o 107 células/ml), rPT inactivada con
calor (1-5 pg/ml) o FHA (1-5 ug/ml). Se usaron como testigo positivo miristato acetato de forbal (PMA) + CD3 anti-
raton; se usé como testigo negativo sélo medio. En experimentos usando DTPa, se ensayaron también respuestas contra
PRN, TT 0o CRM197 (1-5 pg/ml). Se separaron sobrenadantes después de 72 horas y se determiné por inmunoensayo la
concentracion de IFN-y (indicativa de respuesta de Th1) e IL-4 & IL-5 (indicativas ambas de respuesta de Th2) como
se describe en la referencia 22. Se valoré proliferacion de células T después de 4 dias de cultivo por absorcién de *H-
timidina, también como se describe en la referencia 22. Los resultados se expresan como cuentas medias por minuto
o concentracién media de citoquina para la concentracién éptima de antigeno en ensayos realizados por triplicado en
células de bazo individuales o células de ndédulos linfaticos agrupadas de cuatro a cinco ratones.

Ensayos de anticuerpos. Se determinaron por ELISA los niveles de IgG especifica para antigeno en el suero de
ratones testigo e inmunizados. Se usaron antigenos purificados (FHA, PT, TT y DTP; 1,0 ug/ml) para revestir las
placas de ELISA. Las placas se bloquearon con proteina de leche, se afiadieron después muestras de suero diluidas en
serie, y se detecto el anticuerpo unido mediante conjugado de fosfatasa alcalina de IgG anti-rat6n (especifica de Fc). Se
detect6 por ELISA IgA especifica de antigeno en pulmones. Los pulmones se homogeneizaron en RPMI suplementado
con 8% de FCS que contenia inhibidor de proteasa de PMSF 0,1 mM. Las placas de ELISA se revistieron con antigeno
como para el ensayo de IgG y se afiadi6 homogenado de pulmoén diluido en serie. El anticuerpo unido se detecté con
IgA anti-ratén de cabra, seguido por conjugado de fosfatasa alcalina de IgG anti-cabra de mono. Los resultados se
expresan como titulos de punto final, calculados por regresion de la parte recta de una curva de densidad 6ptica frente
a dilucién de suero u homogenado de pulmén hasta un corte de 2 desviaciones tipicas por encima de los valores testigo
de fondo para suero u homogenados de pulmén de ratones simples.

1) Mutantes de LT son coadyuvantes intranasales para Pa

Se prepararon dos vacunas Pa. El componente antigeno en cada vacuna fue FHA (2,5 ug/dosis) + rPT (5,0
ug/dosis), con antigenos preparados como se describe en la referencia 23.

La primera vacuna (Figura 1) se coadyuvé con LT-K63 (10 ug/dosis), mientras que la segunda vacuna (Figura 2)
se coadyuvé con LT-R72 (1 ug/dosis). Una vacuna testigo consistié en FHA + rPT tnicamente. Los coadyuvantes se
prepararon como se describe en las referencias 24 y 25.

Los ratones se inmunizaron a las 0 y 4 semanas con la dosis de vacuna resuspendida en 25 ul y aplicada a las
fosas nasales con una micropipeta o, tras anestesia ligera con halotano, con la dosis de vacuna resuspendida en 50 ul
y aplicada a las fosas nasales con una micropipeta. Las respuestas de células T a B. pertussis destruido, PT inactivada
por calor y FHA se midieron en bazo y nédulos linfaticos tordcico y cervical a las 6 semanas (Figuras 1 & 2).

Se detectaron proliferacion de células T y produccién de citoquina fuertes para las vacunas Pa con coadyuvante.
Como contraste, los bazos y los nédulos linfaticos locales de ratones inmunizados intranasalmente con el testigo no
generaron respuestas de células T especificas para B. pertussis significativas. Las respuestas positivas al estimulo
policlonal (PMA + anti-CD3) confirma que estas células T eran capaces de responder in vitro.

La Figura 3 muestra que los coadyuvantes LT mutantes también aumentaron la produccién de anticuerpos local
y sistémica tras el suministro intranasal de Pa. La inmunizacién con el testigo generé respuestas de IgG de suero e
IgA de pulmén anti-PT y anti-FHA débiles e inconsecuentes. Como contraste, la formulacién de los mismos antige-
nos con LT-R72 o LT-K63 produjo IgG de suero e IgA de pulmén consecuentemente fuertes especificas para PT y
FHA y aumentaron también significativamente respuestas de IgA, especialmente cuando se administrd la vacuna bajo
anestesia.

La presencia de los mutantes de LT produjo asi mejores respuestas de células T y anticuerpos. Pueden aumentar la
eficacia protectora de una Pa suministrada nasalmente, y son por tanto coadyuvantes intranasales eficaces para vacunas
acelulares.
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2) Efecto de la actividad de enzimas y la dosis de toxina en la capacidad coadyuvante

Los perfiles de citoquina obtenidos en el ejemplo 1 muestran que la actividad de ribosilacién de ADP de las toxinas
juega un papel importante en la modulacién de la respuesta inmune. El coadyuvante K63, que estd exento de cualquier
actividad de enzimas t6xicas, aumento la produccién de IL-4, IL-5 e IFN-y, caracteristica de un perfil de Th1-Th2
(es decir, ThO) mezcladas. Como contraste, 1,0 ug del coadyuvante R72, que conserva actividad de enzimas téxicas
parcial, pareci6 aumentar selectivamente células Th2.

En experimentos que comparaban directamente la capacidad coadyuvante de las toxinas in vivo, se inmunizaron
ratones BALB/c con Pa formulado con 1 o 10 ug de LTK63 o LTR72 como coadyuvante, y se valoraron las respuestas
inmunes resultantes (Figura 4). La inmunizacion intranasal con Pa testigo generd respuestas de células T débiles,
mientras que la adicién de 1 pg de LTK63 aument6 la proliferacién, asi como la produccién de LFN-y e IL-5, por
células del bazo y nédulos linfoides, en respuesta a FHA o B. pertussis destruida. El aumento de la dosis a 10 ug de
LTK63 produjo aumentos adicionales moderados de la proliferacién y produccién de IFN-y. 1,0 ug de LTR72 aument6
significativamente las respuestas de Th2, con niveles elevados de produccién de IL-4 e IL-5 inducida por antigeno en
comparacién con los observados con Pa solo. El LT de tipo natural (1,0 ug) aumenté también significativamente la
produccién de IL-4 e IL-5, pero el efecto no fue tan drastico como el observado con LTR72. Ademds, los ratones que
recibieron 1,0 g de LTR72 tenian titulos de anticuerpos IgG e IgA anti-FHA y anti-PT significativamente mds altos
que los inmunizados usando LTK63 o LT de tipo natural (datos no mostrados). Un aumento de la dosis de LTR72 de
1,0 a 10 ug produjo un aumento de los niveles de IFN-y y niveles mas bajos de IL-4 e IL-5.

Asti, la actividad de enzimas y la dosis de la toxina parecen afectar al perfil de citoquina de las células T especificas
para antigeno inducidas. Las cantidades de trazas de actividad de ribosilacién de ADP presentes en dosis bajas de
LTR72 son suficientes para modular el perfil de citoquina a Th2 y actuar como un coadyuvante activo para respuestas
de anticuerpos. A la inversa, el efecto coadyuvante de LTK63, que es mediado por el efecto de unién del complejo
AB, es empujado mds hacia el subtipo Th1. Ademds, a mayores dosis de LTR72, la actividad de unién de AB puede
pesar mas que la actividad de enzimas, produciendo aumento de induccién de células Th1 asi como Th2.

3) Proteccion contra infeccion por pertussis

La eficacia de la vacuna en pruebas clinicas humanas se ha correlacionado con la proteccién de ratones inmu-
nizados en el modelo de reto respiratorio descrito en la referencia 22. Se usé por tanto este modelo para valorar Pa
suministrada intranasalmente formulada con los coadyuvantes LT, con el fin de predecir la eficacia humana.

Se desarrollé B. pertussis W28 fase I en condiciones de agitaciéon a 37°C en medio liquido de Stainer-Scholte. Las
bacterias de un cultivo de 48 horas se resuspendieron con una concentracion de aproximadamente 2 x 10'° células/ml
en solucidn salina fisioldgica que contenia 1% de caseina. El indculo de reto se administré a ratones durante un periodo
de 15 min mediante un nebulizador, seguido por descanso en la cdmara durante 15 min maés. Se sacrificaron grupos de
4 ratones a los 0, 3, 7, 10 y 14 dias, y se valoré el nimero de B. pertussis viables en los pulmones. Los pulmones se
separaron asépticamente de ratones infectados y se homogeneizaron en 1 ml de solucién salina fisiolégica estéril con
1% de caseina en hielo. Se mancharon por triplicado placas de agar de Bordet-Genou con partes alicuotas de 100 ul
de homogenado no diluido o diluido en serie de pulmones individuales, y se valoré el niimero de colonias después de
5 dias de incubacién (Figura 5).

Las formulaciones de Pa con coadyuvante proporcionaron niveles de proteccion significativamente mayores que
los conseguidos con antigenos solubles solos. El coadyuvante LT-K63 generé marginalmente mejor proteccién que
LT-R72. El suministro nasal de Pa con LT-R72 en 25 ul (sin anestésico) dio marginalmente mejor proteccién que la
misma vacuna en 50 ul (con anestésico). Ninguna de estas dos diferencias fue significativa.

Los niveles de proteccion mostrados en la Figura 5 superaron los observados con una Pa de dos componentes (25 ug
de FHA + 25 ug de PT destoxificada quimicamente en alumbre [16, 22]) suministrada perenteralmente convencional.
La extrapolacidn de la curva de correlacién muestra un mejor indice de actividad, sugiriendo eficacia clinica superior
en seres humanos.

4) Eficacia de DTPa usando LT-K63

Las vacunas de pertussis se administran usualmente a nifios intramuscularmente en forma de una combinacién
DTP trivalente en coadyuvante de alumbre. Para valorar la eficacia de la vacunacidn intranasal, se coadyuvo por tanto
con alumbre una vacuna DTPa (300 ug/dosis, volumen 300 ul) para administracién intramuscular, para comparacién
directa con la vacuna intranasal coadyuvada con LT-K63 (10 ug de coadyuvante/dosis, volumen 40 ul). El componente
Pa de la vacuna incluia 5 ug de rPT, 2,5 ug de FHA y 2,5 ug de pertactina; el componente T era 10 ug de toxoide de
tétanos; el componente D era 10 ug de CRM 197.

La vacuna intranasal aument6 las respuestas inmunes celular y humoral a tétanos y difteria asi como antigenos
de pertussis (Figuras 6 & 7). Los niveles de IgG del suero usando la vacuna intranasal fueron equivalentes a los
observados usando la vacuna intramuscular, pero la inmunizacién mucdsica aument6 ventajosamente las respuestas
de IgA locales.
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Significativamente, la eficacia protectora de la vacuna coadyuvada con LT-K63 igual6 a la de la vacuna coadyuvada
con alumbre “estdndar”, aunque la cinética de eliminacién vari6 ligeramente (Figura 8). Esta es la primera revelacién
de una formulacién de DTPa combinada suministrada mucdsicamente que es capaz de generar un nivel de proteccién
frente a la infeccién por B. pertussis equivalente al observado con los mismos antigenos adsorbidos en alumbre y
administrados parenteralmente.

5) Iniciacion intramuscular y refuerzo intranasal

La vacuna DTPa se usé también en un experimento de iniciacién-refuerzo.

Dos grupos de 22 ratones se inmunizaron intramuscularmente a las 0 y 4 semanas con DTPa en alumbre o PBS
(testigo). Un grupo adicional de 22 ratones se inmuniz6 intranasalmente a las 0 y 4 semanas con la vacuna coadyuvada

con LT-K63. Dos grupos adicionales de 22 ratones se inmunizaron con la formulacién de alumbre intramuscular en la
semana 0 y la formulacién intranasal (con o sin coadyuvante LT-K63) en la semana 4:

Grupo Dosis de iniciacion Dosis de refuerzo
PBS PBS
2 DTPa (alumbre) intramuscular | DTPa (alumbre) intramuscular
3 DTPa (alumbre) intramuscular | DTPa (PBS) intramuscular
4 DTPa (alumbre) intramuscular DTPa (LT-K63) intranasal
5 DTPa (LT-K63) intranasal DTPa (LT-K63) intranasal

Cinco ratones de cada grupo se sacrificaron en la semana 6, y se midieron las respuestas inmunes de células del
suero, pulmones y bazo. Los ratones restantes se sometieron al modelo de infeccién. Un ratén de cada grupo el dia 0 y
cuatro ratones de cada grupo los dias 3, 7, 10 y 14 se sacrificaron, y se midieron sus cuentas de UFC de sus pulmones.

La proliferacion de células T (Figura 9) fue débil para todos los grupos para células de bazo estimuladas con los
antigenos de pertussis in vitro. No obstante, las células proliferaron en respuesta al testigo positivo (PMA+CD3). Las
respuestas de proliferacién a toxoide de tétanos in vitro eran significativamente mds fuertes en ratones reforzados
intranasalmente (después de iniciacién intramuscular) cuando se usé como coadyuvante LT-K63. La proliferacion in
vitro mas fuerte contra el componente de difteria se vio en los ratones inmunizados intranasalmente dos veces.

Las respuestas de citoquina a antigenos de pertussis (Figura 10) mostré la produccién de IL-5 e IFN-y en todos
los grupos, indicando iniciacién de poblaciones de Thl y Th2 in vivo. La produccién de IL-4 se limité a grupos
inmunizados de la misma forma ambas veces. La iniciacién y el refuerzo con la formulacién de LT-K63 intranasal
parece dar una respuesta de Th2 mas fuerte (mayores IL-4 e IL-5) que los grupos iniciados intramuscularmente.

Las respuestas de citoquina contra el antigeno de difteria (Figura 11) se restringieron a IL-4 e IL-5, con poco o nulo
IFN-y detectado para cada grupo. El refuerzo intranasal con DTPa produce asf la iniciacién de células TH2 in vivo.
La respuesta de Th2 mds fuerte se generé de los ratones inmunizados intranasalmente dos veces con el coadyuvante
LT-K63. Como contraste, dos inyecciones intramusculares no dieron respuestas de IL-4 o IL-5 detectables en el bazo,
ni de IFN-y.

Las respuestas de citoquina contra el antigeno del tétanos (Figura 12) mostraron la produccién de IL-4, IL-5 y
bajos niveles de IFN-y en todos los ratones, indicando una respuesta de Th1/Th2 mezclada. Los niveles de IL4 e IL5
fueron sin embargo significativamente mds altos en grupos reforzados intranasalmente con el coadyuvante LT-K63,
en comparacion con el refuerzo intranasal sin coadyuvante o el refuerzo intramuscular.

Las respuestas de IgG contra TT, DT y PTN (Figura 13) no mostraron diferencias de titulos significativas entre los
diversos grupos. Los titulos anti-PT y anti-FHA fueron ligeramente mds altos en grupos iniciados y reforzados con
DTPa intramuscularmente que en grupos reforzados intranasalmente (con o sin coadyuvante LT-K63). No se detecta-
ron IgG anti-FHA, aunque esto no estd de acuerdo con los resultados presentados antes. Los niveles de IgA (Figura 13)
mostraron que la iniciacién intramuscular y el refuerzo intranasal usando el coadyuvante LT-K63 generaron titulos si-
milares para muchos antigenos a iniciacién y refuerzo intranasales, aunque los niveles anti-PT eran significativamente
mas bajos. El refuerzo intranasal sin el coadyuvante LT-K63 gener6 niveles de IgA mds bajos, particularmente para
DHA y PTN.

El andlisis de anticuerpos neutralizantes anti-DT importantes funcionalmente en sueros de ratones (Figura 14)
demostré que la iniciacién intramuscular y el refuerzo intranasal usando LT-K63 produjo los mayores niveles.
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El modelo de proteccién mostr6 que se obtenian niveles similares de proteccion en las inmunizaciones intranasal
doble e intramuscular doble. Mientras que la cinética de las curvas de eliminacién (Figura 15) varfa, se elimind
eficazmente B. pertussis en ambos casos, con cuentas de UFC por debajo de 1 (log;o) 14 dfas después del reto. Muchos
adultos han recibido actualmente una vacunacion de pertussis intramuscular. Esta estd representada por la iniciacién
intramuscular en este ejemplo. Los datos muestran que el refuerzo intranasal con coadyuvante LT-K63 es un método
eficaz de vacunacion.

Este ejemplo muestra también que LT-K63 es un coadyuvante muy eficaz para el suministro de 1X CRM197. Se
ha informado del aumento intranasal contra este antigeno usando quitosdn, aunque esto requeria tres inmunizaciones
para respuestas de IgA y células T moderadas. Como contraste, LT-K63 era capaz de inducir fuertes respuestas de
IgG, IgA, IL-4 e IL-5 después de s6lo dos inmunizaciones intranasales. Se generaron también niveles similares de
anticuerpos neutralizantes anti-DT como con quitosan.

Se entenderd que la invencién se ha descrito antes s6lo a modo de ejemplo y que pueden hacerse modificaciones
permaneciendo dentro del alcance de la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de LT-K63 o LT-R72 para la fabricacién de un medicamento intranasal para vacunacion de refuerzo de
un paciente contra tos ferina, difteria y tétanos, comprendiendo dicho medicamento un antigeno de difteria (D), un
antigeno de tétanos (T) y un antigeno de pertussis acelular.

2. Un medicamento que comprende (i) un antigeno de difteria (D), (ii) un antigeno de tétanos (T) y (iii) un antigeno
de pertussis acelular (Pa), y (iv) LT-K63 o LT-R72, para uso en vacunacién de refuerzo intranasal de un paciente contra
tos ferina, difteria y tétanos.

3. El uso de la reivindicacién 1 o el medicamento de la reivindicacién 2, en el que el antigeno de pertussis acelular
comprende holotoxina de pertussis destoxificada y hemaglutinina filamentosa.

4. El uso o medicamento de la reivindicacién 3, en el que el antigeno de pertussis acelular comprende ademas
pertactina.

5. El uso o medicamento de las reivindicaciones 3 o 4, en el que la holotoxina de pertussis destoxificada es un
mutante doble 9K/129G.

6. El uso o medicamento de cualquier reivindicacién precedente, en el que el medicamento incluye un toxoide de
difteria y un toxoide de tétanos.

7. El uso o medicamento de cualquier reivindicacion precedente, en el que el medicamento comprende ademas un
antigeno no de DTPa.

8. El uso o medicamento de cualquier reivindicacién precedente, en el que el paciente es un nifio.

9. El uso o medicamento de cualquier reivindicacion precedente, en el que la vacunacién iniciadora es por via
parenteral.

10. El uso o medicamento de cualquier reivindicacion precedente, en el que la vacunacién de iniciacion es por via
mucosica.
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