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DESCRIPCION

Composicién de administracién sublingual de adyuvante glicolipido y antigeno.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para producir una respuesta inmune sistémica y de las mucosas,
utilizando una formulacién administrada sublingualmente, particular pero no exclusivamente, para su utilizacién en la
inmunizacién como una vacuna profilactica o terapéutica, o en el tratamiento de las alergias.

Antecedentes de la invencion

El sistema inmune ha evolucionado especificamente para detectar y eliminar materiales extrafios o nuevos a partir
de un huésped. Estos materiales pueden ser de origen virico, bacteriano o parasitario, y pueden encontrarse fuera o
dentro de las células del huésped, o ser de origen neopldsico. Asimismo, pueden provenir de otros origenes y no dafiar
patogénica o intrinsecamente a todos los individuos.

El sistema inmune de las mucosas (MIS) estd formado por tejidos linfoides (que se encuentran) en el interior y
directamente por debajo del recubrimiento epitelial de los tractos respiratorio, genitourinario y gastrointestinal, asi
como por debajo del sistema de conductos de las gldndulas salivares, lagrimales y mamarias. El producto principal del
MIS es IgA.

La vacunaciodn es la aplicacion mejor conocida y mds exitosa de un principio inmunolégico a la salud humana. Na-
turalmente, para que una vacuna pueda ser presentada y aprobada, debe ser efectiva, debiendo revisarse peridédicamente
su eficacia. Muchos factores afectan la eficacia de una vacuna. Por ejemplo, una vacuna se administra habitualmente
por via subcutdnea o intramuscular. Recientemente, se ha utilizado la via sublingual para la administracién de vacunas
terapéuticas de la alergia. Una vacuna efectiva debe inducir la inmunidad apropiada en términos de efectos cuantita-
tivos y cualitativos, y resultar estable en su conservacion. En particular, con las vacunas no vivientes, es a menudo
necesario reforzar su inmunogenicidad con un adyuvante. Esto puede también aplicarse a algunas vacunas vivas, por
ejemplo, atenuadas. Un adyuvante es una sustancia que potencia la respuesta inmunitaria al antigeno.

Durante los trabajos que se llevaron a cabo en la década de los afios 20 con respecto a la produccién de antisueros
animales para la terapia humana, se descubrié que ciertas sustancias, especialmente las sales de aluminio que se
afiadian a los antigenos o a las emulsiones que incorporaban el antigeno, potenciaban en gran manera la produccién de
anticuerpos, es decir, actuaban como adyuvantes. El hidréxido de aluminio es todavia muy utilizado, con, por ejemplo,
el toxoide diftérico y tetdnico, y la tirosina insoluble se utiliza con algunas vacunas para la alergia. Otros adyuvantes
mads solubles poseen también efectos deseables tales como la induccién de una respuesta inmune mads intensa, o dirigir
la respuesta hacia, por ejemplo, una respuesta de tipo TH1.

El lipido A monofosforilo 3 de-O-acilado se conoce a partir del documento GB-A-2220211 (Ribi). Quimicamente,
puede ser una mezcla del lipido A monofosforilo 3-de-O-acilado con 4, 5, 6 6 cadenas aciladas, y se prepara ac-
tualmente por Corixa Corporation. Una forma preferida del lipido A monofosforilo 3-de-O-acilado (a la que se hace
referencia en la presente memoria como adyuvante MPL®), se da a conocer en la solicitud de patente internacional n°
W092/16556.

La publicacién de patente internacional n°® W098/44947 dio a conocer una formulacidn para utilizar en la terapia de
desensibilizacion en individuos que sufrian alergias, que comprendia un alérgeno opcionalmente modificado, tirosina
y el lipido A monofosforilo 3-de-O-acilado.

Se han llevado a cabo esfuerzos considerables para producir mejores adyuvantes, particularmente para las res-
puestas mediadas por las células T, pero debe acentuarse que son todavia escasos los adyuvantes mas recientes de
éstos que son aceptados todavia para la utilizacién rutinaria humana. Sin embargo, se ha logrado la autorizacién para
que el adyuvante MPL® se utilice con una vacuna del melanoma, y vacunas que contienen el adyuvante MPL® est4n
disponibles como “Especiales” en Alemania, Italia y Espafia.

El documento WO00/50078 de Chiron da a conocer una composicién que incluye bioadhesivos combinados con
adyuvantes y antigenos para el suministro mucoso. Sin embargo, sélo demuestra la produccién de una respuesta
inmune IgG con la composicion. Ademads, los bioadhesivos son agentes que fisica o quimicamente, se unen al moco.
Se cree que deben de existir implicaciones de seguridad que se asocian con la mencionada bioadhesién de algunas
composiciones que contengan antigenos. El suministro sublingual no se da a conocer; administrdndose por via nasal
la composicion de prueba.

Chauncey et al., J. dent. res. vol 33, n° 3, paginas 321-334 (1954), Lindquist et al., Enzyme, vol 20, paginas 277-
291 (1975), Chauncey, The Journal of the American Dental Association, vol 44, pdginas 360-367 (1961), Garren &
Repta, International Journal of Pharmaceutics, vol 48, paginas 189-194, (1988), muestran en su totalidad que la saliva
humana contiene esterasas que pueden hidrolizar los adyuvantes glicolipidos. Valdez et al, Dig. Dis., vol 9, paginas
125-132, (1991), da a conocer que después de estimulacion, la secrecidn salivar aumenta y que la saliva incluye lipasas
y amilasas que pueden hidrolizar los glicolipidos.
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Resulta evidente la necesidad de una composicién que genere una respuesta inmune sistémica y mucosa para pro-
teger contra bacterias, virus y otros organismos pardsitos, y que pueda utilizarse como una vacuna para la alergia.
Idealmente, dicha composicién deberia poder administrarse a través de una via asociada al cumplimiento terapéutico
(por parte) del paciente, tal como la via sublingual. También se ha descubierto que el suministro sublingual puede pro-
piciar una absorcién rdpida y una buena biodisponibilidad de la sustancia que se suministra. El suministro sublingual
puede también ser ventajoso con respecto a las inyecciones intermitentes, para mantener las adecuadas concentracio-
nes plasmadticas de las sustancias que se estdn suministrando. Preferentemente, la composicion utilizard adyuvantes
disponibles convenientemente.

Sumario de la invencion

La invencidn se define utilizando la reivindicacién 1, y mediante la reivindicacién 13. La presente invencién se
refiere a un sistema de suministro sublingual, que presenta ventajas asociadas con este medio de suministro. Con
mayor detalle, se ha descubierto la posibilidad de utilizar adyuvantes glicolipidos, tal como el adyuvante MPL®, con
un antigeno para producir una respuesta inmune de las mucosas (MIR) cuando se administra sublingualmente. Los
presentes inventores consideran el cardcter novedoso de su apreciacion que consiste en que la utilizacién sublingual
de adyuvantes glicolipidos puede producir una respuesta IgG sistémica, asi como otra, mucosa, mediada por la IgA.
Sorprendentemente, se descubrié asimismo que puede generarse la MIR en un lugar que esta distante del sitio sublin-
gual del suministro, siendo asimismo local. Por ejemplo, IgA puede detectarse en otros tejidos linfoides, tales como en
los tractos intestinal, respiratorio y genitourinario. Esto tiene implicaciones particularmente importantes para el trata-
miento, por ejemplo, de enfermedades transmitidas sexualmente, pues la aplicacion sublingual es conveniente y puede
entonces conducir a un buen cumplimiento terapéutico por parte del paciente con cualquier régimen de dosificacién.

Parece que el efecto de los adyuvantes se debe principalmente a dos actividades: la concentracion persistente del
antigeno en un lugar en el que los linfocitos u otras células competentes estdn expuestas a €l (el efecto “prolongado’)
y la induccién de citoquinas, que regulan la funcidn linfocitica. Nuevos dispositivos tales como liposomas y complejos
inmunoestimulantes (ISCOMS) pueden alcanzar idéntico propésito, asegurandose de que los antigenos atrapados en
ellos sean suministrados a células presentadoras de antigenos. Los productos bacterianos tales como paredes de células
micobacterias, endotoxinas, etc, se cree que actian estimulando la formacién de citoquinas. La induccién citoquini-
ca puede resultar particularmente util en pacientes inmunocomprometidos, que a veces no responden a las vacunas
normales. Se espera que dicha induccién citoquinica podria ser util asimismo dirigiendo la respuesta inmune en la
direccién deseada, por ejemplo, en enfermedades en las que sélo se desea la reactividad de las células TH1 o TH2
(Roitt et al “Immunology”, 4* edicién).

Se proporciona asimismo una formulacion antigénica, que puede decantar el balance TH1-TH2 en favor de una
respuesta de TH1, que puede administrarse a las mucosas, preferentemente en la boca y particularmente, al sitio su-
blingual. La formulacidn es ttil en inmunoterapia, particularmente en el campo vacunal. También es ttil para estudiar
las respuestas inmunes y en la produccion de anticuerpos.

Exposicion de la invencion

La presente invencidn se refiere a la utilizacién de por lo menos un antigeno y un adyuvante glicolipido, en la pre-
paracion de un medicamento que pueda administrarse sublingualmente, para obtener una respuesta inmune sistémica
y de las mucosas, en la que la respuesta inmune de éstas se genera en un lugar que estd distante, y sea asimismo local,
al sitio sublingual del suministro.

La presente invencion se refiere ademds a una composicion que puede administrarse sublingualmente, que com-
prende, por lo menos un antigeno y un adyuvante glicolipido, para obtener una respuesta inmune sistémica y de las
mucosas, en la que la respuesta inmune de éstas se genera en un lugar que esté distante, y sea asimismo local, al sitio
sublingual del suministro.

En su sentido més amplio, la presente invencion se refiere al hallazgo de que los glicolipidos controlardn una
respuesta humoral sistémica y de las mucosas para un antigeno, cuando una composicién que los contenga se admi-
nistre sublingualmente a humanos o a animales. Se descubrié que puede utilizarse cualquier excipiente conveniente
que pueda administrarse sublingualmente. La capacidad de un adyuvante glicolipido para gobernar la IgG, IgG,, y
la IgG,,, cuando se administra sublingualmente con el antigeno, muestra que la invencién puede aplicarse a vacunas
profilacticas, asi como a la desensibilizacién alérgica. La capacidad de un adyuvante glicolipido para controlar la IgA
de las mucosas, después de dosificacién sublingual, muestra ademds que la invencién constituye una forma util para
generar una inmunidad de las mucosas. La generacién de inmunidad de las mucosas es ttil para proteger contra los
patdgenos aéreos y las enfermedades de transmision sexual, en particular.

En términos generales, la presente invencion se refiere a una composicion que comprende (A) por lo menos un
antigeno, y (B) un adyuvante glicolipido, y su utilizacién (tanto del antigeno como del adyuvante).

En particular, se da a conocer un procedimiento para obtener una respuesta inmune sistémica y/o de las mucosas
en humanos o en animales que la requieran, que comprende la administracién de una composicién que incluye, por lo
menos, un antigeno y un adyuvante glicolipido.
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De otra forma, la presente invencion se refiere a la utilizacién de, por lo menos, un antigeno y un adyuvante
glicolipido en la preparacion de un medicamento para obtener una respuesta inmune sistémica y/o de las mucosas.

Se da a conocer un procedimiento para tratar una enfermedad sexual transmitida a través de las mucosas, que
comprende la administracién sublingual a humanos o animales de una composicién que comprende, por lo menos, un
antigeno y un adyuvante glicolipido.

De otra forma, la presente invencién se refiere a la utilizaciéon de por lo menos, un antigeno o un adyuvante
glicolipido, en la preparacién de un medicamento que puede administrarse sublingualmente, para el tratamiento de
una enfermedad sexual transmitida a través de las mucosas.

Estos procedimientos pueden generar una respuesta inmune mediada por la IgA.

De este modo, también se da a conocer un procedimiento para obtener una respuesta inmune IgA en humanos o
animales, que comprende la administracién sublingual de una composicién que comprende por lo menos, un antigeno
y un adyuvante glicolipido.

De otra forma, la presente invencién se refiere a la utilizacién de por lo menos un antigeno y un adyuvante gli-
colipido en la preparacién de un medicamento que puede administrarse sublingualmente para obtener una respuesta
inmune IgA.

La composicién deberd administrarse en una cantidad efectiva. El término “cantidad efectiva” se refiere a una
cantidad que no sea téxica pero suficiente, de la composicién, para proporcionar la respuesta inmunolégica deseada.
Una cantidad efectiva apropiada puede determinarse por el experto en la materia.

Las composiciones pueden ser profildcticas (es decir, prevenir la infeccién) o terapéuticas, (tratar la enfermedad
después de la infeccion).

Preferentemente, la composicién se administra al humano, mamiferos y otros primates, incluyendo primates no
humanos tales como chimpancés y monos, animales de granja tales como ganado, ovejas, cerdos, cabras y caballos,
mamiferos domésticos tales como perros y gatos; animales de laboratorio incluyendo roedores, tales como ratas,
ratones y cobayas; aves, incluyendo las domésticas, las salvajes y de entretenimiento, tales como pollos, pavos y otras
aves gallindceas, patos, ocas, y similares.

El procedimiento puede generar también una respuesta inmune mediada por IgG.
En la presente memoria, se da a conocer una composicién que comprende:
(A) uno o més antigenos; y
(B) un adyuvante glicolipido.
El glicolipido es un adyuvante que induce TH1.
Preferentemente, la composicion util en la presente invencién comprende un diluyente, excipiente o portador que
puede administrarse sublingualmente, que ayuda a la disponibilidad de (A) y (B) en el lugar de administracién (sitio

de la mucosa sublingual).

Preferentemente, el antigeno se deriva de una bacteria, virus, prion, neoplasma, autoantigeno, planta, animales, u
otro organismo patogénico o no, material sintético o recombinante.

El antigeno puede incluir partes seleccionadas de entre moléculas antigénicas, o moléculas preparadas mediante
tecnologias sintéticas o recombinantes.

Preferentemente, el antigeno es un alérgeno. Los alérgenos son tipos de antigenos que muestran propensién a
inducir alergias. El alérgeno puede incluir partes seleccionadas de moléculas alergénicas, o de moléculas preparadas
mediante tecnologias sintéticas o recombinantes.

A continuacidn, los términos antigeno o antigenos comprenden los términos alérgeno o alérgenos, respectivamente.

Preferentemente, el antigeno estd en forma de un polipéptido, hidrato de carbono o lipido. Alternativamente, el
antigeno puede estar en forma de un vector que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido antigénico,
y en el que dicho polinucleétido estd unido funcionalmente a una secuencia reguladora que regula la expresién de
dicho polinucleétido.

Preferentemente, el adyuvante glicolipido que induce TH1 es pero no se limita al adyuvante MPL®, al 3D-MPL o
a un derivado o una sal del mismo.
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Preferentemente, la composicién estd en forma de una vacuna.

Preferentemente, la composicién estd en forma de una solucién acuosa, gel, parche, pastilla, cdpsula o comprimido,
muy preferentemente en solucién acuosa o gel.

La presente invencién también proporciona la utilizacién de la composicion en la preparacion de un medicamento
para el tratamiento o la prevencion de una infeccidn bacteriana, o viral pridnica, o de otra enfermedad tal como cancer,
autoinmunidad o alergia en humanos o en animales.

Se da a conocer ademds la utilizacién de la composicién en un procedimiento para producir uno o varios anticuer-
pos que reconozcan dicho antigeno. Los anticuerpos producidos pueden utilizarse en la preparacion de un medicamen-
to para tratar infecciones bacterianas o viricas, cancer, autoinmunidad o alergias en humanos o en animales.

Se describe un procedimiento para preparar un antisuero o una preparacién inmunoldgica del mismo, que com-
prende la inmunizacién de humanos o de animales con una composicién de la invencién.

Asimismo, se da a conocer un procedimiento para preparar una composicion de la presente invencion, que com-
prende mezclar una solucién de antigenos y del adyuvante glicolipido con un diluyente, portador o excipiente farma-
céuticamente aceptable, preferentemente una solucion acuosa o un gel.

Descripcion detallada

Se describiran a continuacién a partir de ejemplos no limitativos las diversas caracteristicas y las formas de reali-
zacion preferidas de la presente invencion.

Respuesta inmune

Una respuesta inmune es una respuesta selectiva orquestada por el sistema inmune de los vertebrados, en la que
se producen anticuerpos especificos y/o células citotdxicas contra microorganismos o parasitos invasores, tejidos tras-
plantados y muchas otras sustancias que son reconocidas como extrafias por el organismo, es decir, antigenos. La
produccion de anticuerpos circulantes en sangre se conoce como respuesta humoral; la produccién de células citoté-
xicas, como una respuesta inmune celular o mediada por células.

Las células implicadas en el sistema inmune se organizan en los tejidos y en los 6érganos para llevar a cabo sus
funciones de forma mads efectiva. Se hace referencia a estas estructuras colectivamente como sistema linfoide. El
sistema linfoide comprende linfocitos, células accesorias (macréfagos y células presentadoras de antigenos) y en
algunos casos, células epiteliales. Se organiza en 6rganos discretamente encapsulados o en acumulaciones de tejido
linfoide difuso. Los 6rganos linfoides y los tejidos principales se clasifican como primarios (centrales) o secundarios
(periféricos). La presente invencion se centra en los érganos linfoides secundarios. Los 6rganos linfoides secundarios
incluyen tejidos asociados a mucosas, y proporcionan un entorno en el cual los linfocitos pueden interactuar entre
ellos, con las células accesorias y con los antigenos.

Con mayor detalle, la generacion de linfocitos en los 6rganos linfoides primarios (linfopoyesis) es seguida por su
migracion a los tejidos secundarios periféricos. Los tejidos linfoides secundarios comprenden érganos encapsulados
bien organizados -el bazo y los nddulos linfaticos- y acumulaciones o encapsuladas que se encuentran alrededor del
organismo. El grueso de los tejidos linfoides no organizados se encuentra asociado con las superficies mucosas y se
denomina tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT).

El sistema de las mucosas protege al organismo de los antigenos que penetran en el organismo directamente me-
diante superficies epiteliales mucosas. De este modo, los tejidos linfoides se encuentran asociados con superficies que
tapizan el tracto intestinal, el tracto respiratorio y el tracto genitourinario. La presente invencion se refiere particular-
mente a tejidos linfoides que se encuentran asociados con superficies que tapizan la region sublingual. El mecanismo
efector mas importante en estos lugares es la IgG secretora (sIgA), que se secreta directamente en las superficies
epiteliales mucosas del tracto.

La IgA secretora representa sobre el 95% de toda la IgG que se encuentra en las secreciones, y estd constituida
primariamente por dimeros, con dos unidades monoméricas unidas covalentemente por una cadena J. La IgA dimérica
se une a un receptor inmunoglobulin polimérico pIGR en la superficie basal de las células epiteliales mucosas. Este
complejo IgA-pIGR experimenta endocitosis y es transportado a la superficie apical (luminal) de las células epiteliales.
Durante este proceso de transporte, un pequefio fragmento del pIGR es fragmentado con el componente restante que
se denomina el componente secretorio. Asi, IgA es secretada como IgA dimérica unida a un componente secretorio.

La IgA secretora no activa el sistema del complemento, pero reviste las bacterias y los virus tales como el de
la polio, coxsackie, rota y herpes, evitando de este modo su adherencia al epitelio que recubre la mucosa. Asimis-
mo, algunos virus (que se encuentran) en el interior del epitelio superficial, pueden neutralizarse mediante la IgA
internalizada por pIGR.
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La generacion de IgA secretora, y por tanto, la generacién de una respuesta inmune de las mucosas (en adelante,
MIR), puede detectarse utilizando procedimientos estdndares en la técnica, tales como ELISA. Como ejemplo, sélo el
ensayo ELISA estandarizado de la ovoalbimina que se utiliza en los Ejemplos 1 y 2, se describe en el ejemplo 1 de
preparacion.

Una MIR contra un antigeno puede conducir a un estado de respuesta sistémica para el mismo antigeno, conocida
como tolerancia oral o mucosa. Asi, la inmunizacién mucosa constituye una via efectiva para estimular tanto las
respuestas inmunes sistémicas como locales.

Antigenos

Histéricamente, en la técnica, el término “antigeno” se utilizé para cualquier molécula que indujera a las células B
a producir un anticuerpo especifico. Ahora, sin embargo, el término puede utilizarse para indicar cualquier molécula
que pueda ser reconocida especificamente por los elementos adaptativos de la respuesta inmune, es decir, las células
B o las células T, o ambas. De este modo, en la técnica, el término “antigeno” se entiende como una molécula que
reacciona con los anticuerpos previamente formados y/o con varios receptores especificos sobre las células B o T. Esta
definicién incluye lo que se conoce tradicionalmente como alérgenos, es decir, un agente, por ejemplo, polvo de polen,
que provoca una hipersensibilidad mediada por IgE.

Una alergia (hipersensibilidad de tipo 1) es una respuesta a un antigeno del entorno (alérgeno) en la que se produce
el anticuerpo IgE en cantidades relativamente abundantes en los individuos alérgicos, comparado con una persona
que no sea alérgica, y que se relaciona con las células cebadas y los basoéfilos en particular. Por los productos de
las células cebadas (histamina, etc.) se produce una reacciéon inmediata de hipersensibilizacién, cuando se liberan
después de la reaccién entre IgE en la superficie de las células cebadas o de los baséfilos y los alérgenos que causan
asma, rinitis polinica, enfermedad del suero, anafilaxis sistemdtica o dermatitis de contacto. Existen cuatro tipos de
reaccién de hipersensibilidad (Tipos I, II, III y IV). El tipo II y III estdin mediados por anticuerpos; el cuarto estd
mediado principalmente por las células T y los macréfagos. La invencién permite que uno se pueda inmunizar con un
alérgeno para, a partir de una respuesta inmune alérgica de IgE, mostrar disposicién hacia una respuesta inmune no
alérgica.

Asi, el “antigeno” que se utiliza en la presente invencién puede ser un “alérgeno” derivado de cualquier sustancia
que provoque alergia, tal como el polen (por ejemplo, polen de abedul o ambrosia), alimentos, venenos de insectos,
hongos, dcaros en animales o del polvo doméstico (D. farinae o D. pteronyssinus).

El antigeno utilizado en la presente invencién es preferentemente un inmundgeno, es decir, un antigeno que activa
las células inmunes para generar una respuesta inmune contra si mismo.

En una forma preferida de realizacion, la presente invencidn se refiere a una formulacién que puede utilizarse como
vacuna, siendo el antigeno uno que sea util en dicha vacuna.

El antigeno utilizado en la presente invencién puede ser cualquier antigeno apropiado, que estd o deviene disponi-
ble.

El tipo de antigeno que se utiliza en una vacuna depende de muchos factores. En general, cuantos mas antigenos
de un microbio son retenidos en la vacuna, mds los organismos vivos tienden a ser mds efectivos que los muertos.
Las excepciones a esta regla lo constituyen las enfermedades en las que una toxina es responsable de cualquier efecto
patogénico En este caso, la vacuna puede basarse sélo en la toxina o en el toxoide.

El antigeno puede derivarse de cualquier organismo vivo; de organismos intactos o no vivientes; fragmentos subce-
lulares; toxoides, antigenos que se basan en el ADN recombinante, o antiidiotipos o antigenos sintéticos. El antigeno
puede derivarse de organismos naturales o atenuados, que pueden ser viricos o bacterianos. El tipo de antigeno puede
ser un polisacdrido capsular, superficial o interno. Si se basa en el ADN recombinante, el antigeno puede obtenerse a
partir de un gen clonado y expresado, o de un ADN desnudo.

El antigeno puede modificarse mediante reaccién, por ejemplo, con un agente de entrecruzamiento, tal como un
dialdehido, més particularmente, un glutaraldehido.

Por ejemplo, microorganismos contra los que estdn disponibles vacunas o se buscan, incluyen Salmonella, Shigella,
Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, Yersinia, Vibrio, Aeromonas, Pasteurella, Pseudomonas, Acinetobacter,
Moraxella, Flavobacterium, Bordetella, Actinobacillus, Neisseria, Brucella, Haemophilus y Escherichia coli.

Las vacunas preferidas incluyen la vacuna (antivaridlica); el bacilo del ratén campestre (para TB); polio; saram-
pion, paperas, rubéola; fiebre amarilla; varicela-zoster; BCG; rabia; gripe; hepatitis A; tifus; pertussis; fiebre tifoidea;
cOlera; peste; neumococo; meningococo; Haemophilus influenzae; hepatitis B: hepatitis C; tétanos y difteria. Las
vacunas que se basan en toxinas incluyen el Chlostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae, Vibrio cholerae y
Clostridium perfringens.
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Otras enfermedades importantes para las cuales pueden ser ttiles las vacunas incluyen: HIV, herpes, virus, adeno-
virus, rinovirus, estafilococos, estreptococos del grupo A, Mycobacterium leprae, Treponema pallidum, Chlamydia,
Candida, Pneumocystis, malaria, tripanosomiasis; enfermedad de Chagas; esquistosomiasis y oncocercosis.

Las enfermedades que se transmiten sexualmente para las que las vacunas pueden ser ttiles incluyen, ademas del
HIV y del herpes mencionados anteriormente, Neisseria gonorrhoeae, Treponema pallidum, Trichomonas vaginalis,
Haemophilus ducreyi, Chlamydia, Calymmatobacterium granulomatics y hepatitis.

También se ha demostrado la presencia de antigenos tumorales y, como resultado, ha surgido el concepto de
vacunacidn contra el cdncer. Asimismo, en principio, la concepcidén y la implantacién pueden interrumpirse induciendo
inmunidad contra un amplio espectro de hormonas del embarazo y otras reproductoras.

Tipicamente, el antigeno serd un polipéptido, pero pueden también utilizarse estructuras antigénicas alternativas,
tales como 4cidos nucleicos, hidratos de carbono, lipidos, organismos enteros o atenuados, tales como virus, bacterias
0 protozoos.

El término “polipéptido” se utiliza generalmente para describir moléculas construidas a partir de diversos amino4-
cidos, uniéndose éstos covalentemente, tal como mediante uniones peptidicas. Generalmente, se usa el polipéptido de
forma intercambiable con “proteina” o “péptido”, porque no estdn implicadas diferencias en tamano o funcién. Pueden
prepararse polipéptidos recombinantes mediante procedimientos bien conocidos en la técnica tales como los que se
describen en Sambrook et al, “Molecular Cloning; A Laboratory Manual”, 2* edicion, Cold Spring Harbor Lab. Press
(1989).

Adyuvante glicolipido

En términos generales, un adyuvante es una sustancia que potencia no especificamente la respuesta inmune a un
antigeno, Es decir, es un inmunoestimulante. En términos generales, un glicolipido es una molécula lipidica de la
membrana celular con una cadena de hidratos de carbono unida a una cola hidrofébica. Los adyuvantes glicolipidos
preferidos de la presente invencién son lipopolisacdridos modificados. El polisacarido se modifica de tal forma que la
toxicidad se reduce, comparada con el lipopolisacdrido de tipo salvaje o el lipopolisacérido del cual se ha derivado.
Preferentemente, el adyuvante glicolipido que se utiliza en la presente invencién es un lipopolisacarido enterobacteria-
no detoxificado o su componente lipidico A. El término “detoxificado” se refiere tanto a los mutantes de la toxina con
residuos téxicos escasos como a los (que son) completamente no téxicos. Preferentemente, el adyuvante detoxificado
conserva una toxicidad inferior a 0,01%, més preferentemente a 0,001%, de la correspondiente toxina de tipo salvaje.
La toxicidad puede medirse en las células CHO evaluando los cambios morfoldgicos.

Preferentemente, el adyuvante glicolipido es un adyuvante que induce TH1. Mediante “adyuvante que induce
TH1”, se hace referencia a un adyuvante que tenga propiedades que potencien la respuesta TH1 para un antigeno.
Sin embargo, dicho adyuvante puede mostrar también la propensién de aumentar simplemente el nivel de las células
producidas, especificas del antigeno o del anticuerpo, o incluso, mediante la induccién de citoquinas modulantes,
provocar la anergia (no reactividad) en ciertas poblaciones celulares.

Con mayor detalle, la respuesta inmune al antigeno es generalmente mediada por las células T (que puede implicar
la muerte celular) o humoral (produccién de anticuerpos mediante reconocimiento de epitopos sobre el antigeno). El
patrén de produccion de citoquinas por las células T implicadas en la respuesta inmune, puede determinar qué tipo de
respuestas predomina; por ejemplo, la inmunidad mediada por células (TH1) se caracteriza por una produccién alta de
IL-2 y de IFNy, pero baja de IL-4, mientras que en la inmunidad humoral (TH2) el patrén puede ser de IL-2 y IFNy
bajas, pero altas de IL-4, IL-13 e IL-5. Las respuestas son moduladas habitualmente a nivel de los 6rganos o de las
células linfoides secundarios, por lo que la manipulacion farmacoldgica de las células T especificas y de los patrones
de las citoquinas de las células presentadoras de los antigenos, pueden determinar el tipo y grado de la respuesta
inmune generada.

El balance TH1-TH2 se refiere a la interconversion o predominio de dos formas distintas de las células T auxiliares.

Las dos formas tienen una amplia escala y a menudo efectos opuestos en el sistema inmune. Si una respuesta
inmune favorece a las células TH1, estas células llevardn asi a cabo una respuesta con una respuesta asociada con los
anticuerpos, mientras que las células TH2 llevardn a cabo una respuesta dominada por los anticuerpos. El isotipo de los
anticuerpos responsable de algunas reacciones alérgicas, IgE, y las respuestas inflamatorias asociadas, son inducidos
por citoquinas de las células TH2.

La efectividad de un adyuvante, como uno que induce TH1, puede determinarse obteniendo el perfil de anticuerpos
que se dirige contra un antigeno, que resultan de la administracién de este antigeno en las vacunas, las cuales se
componen también de varios adyuvantes.

Preferentemente, el adyuvante es un lipopolisacdrido modificado. Tal como se describe en la patente US n°
4.912.094, los lipopolisacaridos enterobacteridceos (LPS) constituyen inmunoestimulantes poderosos. Sin embargo,
pueden también provocar respuestas peligrosas y a veces fatales. Se conoce ahora que las actividades endotéxicas
asociadas con los LPS provienen de su componente lipido A. De acuerdo con la presente invencion, se utilizan mas
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preferentemente un derivado detoxificado del lipido A. La Corporaciéon Corixa produjo un derivado del lipido A
conocido originariamente como endotoxina detoxificada refinada (RDE), pero que se ha convertido en lipido A mo-
nofosforilo (adyuvante MPL®). El adyuvante MPL® puede obtenerse haciendo que el LPS o el lipido A obtenidos a
partir de azicares ¢ mutantes con menos de siete dtomos de carbono de bacterias gram negativas (por ejemplo, Sal-
monella sp.) reflujen en soluciones 4cidas minerales de fuerza moderada (por ejemplo, 0,1N HCI) durante alrededor
de 30 minutos. Este tratamiento lleva a la pérdida de la mitad fosfato en la posicién 1 de la glucosamina de final
reductor. Ademads, puede eliminarse el nicleo de hidratos de carbono de la posicién 6’ de la glucosamina no reductora
durante este tratamiento. El adyuvante MPL® y el lipido A monofosforilo 3-deacilado y los procedimientos para su
preparacién se dan a conocer en la patente US n° 4.436.727, y en la patente US n°® 4.912.094 y en el certificado de
reexamen B1 4.912.094.

Preferentemente, sin embargo, se utiliza un LPS modificado o un lipido A en el cual el lipido A detoxificado
conserva la mitad nuclear unida a la posicidn 6’ de la glucosamina no reductora. Dichos derivados de LPS y del lipido
A se describen también en la patente US n° 4.912.094. Con mayor detalle, la patente US n° 4.912.094 da a conocer
un lipopolisacdrido modificado que se obtiene mediante el procedimiento de eliminacién selectiva sélo del residuo
B-hidroximiristico acilo del lipopolisacarido que estd unido mediante éster a la glicosamina del extremo reductor en
posicién 3’ de dicho lipopolisacérido, que comprende someter dicho polisacarido a hidrélisis alcalina. Tales lipidos
A monofosforil de-O-acetilado (adyuvante MPL®), lipido A difosforilo (DPL) y LPS pueden utilizarse en la presente
invencién. Asi, en una forma de realizacidn preferida, la presente invencion utiliza el adyuvante MPL®, DPL o LPS,
en los cuales la posicion 3 de la glucosamina de extremo reductor es de-O-acetilada. Estos compuestos se conocen
como 3D-MPL, 3D-DPL y 3D-LPS respectivamente.

En la patente US n° 4.987.237, se describen derivados del adyuvante MPL® que tienen la férmula

i
\N—RLc—o@—opo,Hz
e

HO

y en la que R' y R? son H, R? es una cadena hidrocarbonada recta o ramificada, compuesta de C, H y opcionalmente
O, Ny S, los cuales si estdn constituidos por mds de un dtomo, pueden ser los mismos o distintos, en el que el nimero
total de dtomos C no excede de 60, y el circulo representa un nicleo MPL.

Alternativamente, el adyuvante MPL® derivado posee la férmula

i

3

H-N—R—C XO—@-OP%HZ
HO

en la que el segmento del derivado representado por

contiene 2-60 dtomos de C y en el que R® es una cadena hidrocarbonada recta o ramificada, compuesta de C, H y
opcionalmente O, N y S, los cuales si estdn constituidos por mds de un dtomo, pueden ser los mismos o distintos, y
x es un minimo de 1 y puede ser cualquier nimero entero, de forma que el nimero total de 4tomos C en todos los
segmentos x no pase de 60, y en e la que la estructura quimica de cada R® puede ser la misma o distinta en cada dicho
segmento, y en el que el circulo representa un nicleo MPL.

Un adyuvante comercialmente disponible de Corixa Corporation incluye Escualeno al 2%, Tween 80 al 0,2%, y
también el adyuvante MPL®

Otro adyuvante comercialmente disponible es el adyuvante Detox® (Corixa Corporation) que comprende el adyu-
vante MPL® y el esqueleto de la pared celular de las micobacterias.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 328 336 T3

Todos los derivados o sales de LPS o del lipido A mencionados que estdn disponibles o llegan a estarlo, pueden
utilizarse en la presente invencion. Preferentemente, los derivados y sales son aquéllos que son farmacéuticamente
aceptables.

El adyuvante que induce TH1 puede mezclarse con los otros componentes de la composicién, inmediatamente
antes de la administracién. Alternativamente, puede formularse conjuntamente con los otros componentes durante la
preparacién del producto. Alternativamente, puede administrarse en un momento distinto que los otros componentes.
La administracién puede llevarse a cabo por distintas vias. Preferentemente, el adyuvante glicolipido se administra en
una cantidad entre 1,0 mg y 250 mg, més preferentemente entre 25 y 50 mg.

Vacunas

Un aspecto se refiere a un procedimiento para inducir una respuesta inmunoldgica, preferentemente una respuesta
inmunoldgica de las mucosas, en un mamifero, preferentemente en humanos, que comprende inocular sublingualmente
a un individuo con la composicién de la presente invencién para producir anticuerpos, preferentemente IgA, y/o una
respuesta inmune de las células T. Preferentemente, la respuesta es adecuada para proteger a dicho individuo de
la infeccidn, particularmente bacteriana o virica. Preferentemente, la respuesta es adecuada para proteger a dicho
individuo de la enfermedad, tanto si la enfermedad se ha establecido ya en el individuo, como si no. Asfi, la respuesta
inmunoldgica puede utilizarse terapéutica o profildcticamente.

Las vacunas pueden prepararse a partir de la composicion de la presente invencidn. La preparacion de las vacunas
que contienen un antigeno como principio activo, es conocida por los expertos en la materia. Tipicamente, dichas
vacunas se preparan como soluciones liquidas o suspensiones; pueden prepararse asimismo formas sélidas apropiadas
para disolverlas en, o suspenderlas en liquido antes de la administracién. La preparacién puede ser también en un gel,
puede emulsificarse, o la composicién puede encapsularse en liposomas. Los excipientes apropiados son, por ejemplo,
agua, fosfato amoénico, dextrosa, glicerol, etanol o similares, y sus combinaciones.

Las composiciones incluyen dichos excipientes que se utilizan normalmente, como por ejemplo, grados farmacéu-
ticos de manitol, lactosa, almiddn, estearato de magnesio, sacarina sédica, celulosa, carbonato magnésico, y similares.
Estas composiciones toman forma de soluciones, suspensiones, comprimidos, grageas, cdpsulas, formulaciones de
liberacion controlada, o polvos, y contienen del 10% al 95% del principio activo, preferentemente entre el 25% y el
70%. Si la composicién vacunal es liofilizada, el material liofilizado puede ser reconstituido antes de la administracion,
por ejemplo, como suspension. La reconstitucion se lleva a cabo preferentemente en un tampoén.

Ademas, si se desea, la vacuna puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes
humectantes o emulsificantes, agentes de tampdn para el pH, y/o otros adyuvantes, que potencian la efectividad de la
vacuna.

La proporcién del antigeno y del adyuvante puede estar comprendida en un amplio intervalo, siempre que ambos se
encuentren presentes en cantidades efectivas. Tipicamente, las vacunas se formulan para contener una concentracién
final de antigeno del orden de 0,2 ug/ml a 200 pug/ml, preferentemente 5 pug/ml a 50 pg/ml, mas preferentemente
de 15 pg/ml, aproximadamente. La formulacién preferida puede determinarse a través de los protocolos de intervalos
conocidos de dosis, sirviendo como referencia “Remington: The Science and Practice of Pharmacy”, Marck Publishing
Company, 19* edicién, 1995.

Después de la formulacién, la vacuna puede incorporarse a un recipiente que puede ser estéril y que puede enton-
ces precintarse y guardarse a baja temperatura, por ejemplo, a 4°C, o puede liofilizarse. La liofilizacién permite un
almacenamiento a largo plazo en una forma estabilizada.

Los antigenos que se utilizan en la invencién pueden formularse como formas neutras o salinas. Las sales farma-
céuticamente aceptables incluyen las sales dcidas de adicion (formadas con grupos amino libres del péptido), y que
se forman con 4cidos inorganicos tales como, por ejemplo, dcidos clorhidrico o fosférico, o dcidos orgdnicos como
los 4cidos acético, oxdlico, tartarico y maleico. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres pueden también
derivarse de bases inorganicas tales como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio, o férrico, y bases
orgdnicas tales como isopropilamina, trimetilamina, 2-etilamino etanol, histidina y procaina.

La composicién se presenta como un comprimido, cdpsula u otra formulacién conveniente con el excipiente que
se requiera para dicha formulacién.
Preparacion de anticuerpos utilizando la composicion de la invencion

Las composiciones segin la invencidn pueden utilizarse directamente como inmundgenos por las vias de adminis-

tracion que se describen en la presente memoria, sin utilizar otros adyuvantes para generar antisueros, inmunoglobu-
linas especificas o anticuerpos monoclonales.
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Se da a conocer un procedimiento para inducir la obtencién de inmunoglobulinas antigénicas especificas, que
comprende las etapas que consisten en:

a) inmunizar a animales con una composicion segin la presente invencion; y

b) recuperar las inmunoglobulinas especificas para una region del antigeno de la composicion, a partir del
suero de animales.

¢) Seleccionar los clones celulares que producen el anticuerpo monoclonal.
Las técnicas para generar anticuerpos se obtuvieron de Kohler y Milstein, Nature (1975) 256:495-497.

Los animales que se utilicen para la produccién de anticuerpos pueden ser cualesquiera animales que se utilicen
habitualmente con este propdsito, particularmente, mamiferos. Estan indicados especialmente ratones, ratas, cobayas
y conejos. Los animales se tratardn con las formulaciones que se describen en la presente memoria.

Mas particularmente, la formulacién que comprende el antigeno puede utilizarse para preparar anticuerpos, tan-
to policlonales como monoclonales. Si se desean anticuerpos policlonales, se inmuniza un mamifero seleccionado
(por ejemplo, ratén, conejo, cabra, caballo, etc). Se recupera el suero de animales inmunizados y se trata segin los
procedimientos conocidos. Si el suero contiene anticuerpos policlonales para otros antigenos, los anticuerpos policlo-
nales requeridos pueden purificarse mediante cromatografia de inmunoafinidad. Las técnicas para preparar y procesar
anticuerpos policlonales son conocidas en la técnica.

Los anticuerpos monoclonales que se dirigen contra antigenos que se utilizan en la invencion pueden ser asimismo
facilmente preparados por los expertos en la materia. La metodologia general para preparar anticuerpos monoclonales
mediante hibridomas, es bien conocida. Mediante fusion celular, pueden crearse origenes celulares inmortales produc-
toras de anticuerpos, y también mediante otras técnicas tales como la transformacién directa de los linfocitos B con
ADN oncogénico, o la transfeccioén con el virus Epstein-Barr. Los conjuntos de anticuerpos monoclonales produci-
dos contra los antigenos pueden rastrearse con respecto a diversas propiedades; por ejemplo, la afinidad isotdpica y
epitdpica.

Una técnica alternativa implica el rastreo de bibliotecas que muestran fagos, en las que, por ejemplo, los fagos
expresan fragmentos scFv sobre la superficie de su envoltura, con una amplia variedad de regiones determinantes
complementarias (CDR). Este procedimiento es bien conocido en la técnica.

Los anticuerpos, tanto los monoclonales como los policlonales, que se dirigen hacia antigenos, son particularmente
ttiles en el diagnéstico, y los que son neutralizantes, son ttiles en la inmunoterapia pasiva. Los anticuerpos mono-
clonales, en particular, pueden utilizarse para generar anticuerpos antiidiotipicos. Los anticuerpos antiidiotipicos son
inmunoglobulinas que transportan una “imagen interna” del antigeno del agente infeccioso contra el cual se desea la
proteccion.

En la técnica, se conocen procedimientos para generar anticuerpos antiidiotipicos. Estos anticuerpos antiidiotipicos
pueden también ser utiles para el tratamiento, asi como para la elucidacién de las regiones inmunogénicas de los
antigenos.

En el contexto de la invencidn, el término “anticuerpo”, sino se especifica lo contrario, incluye fragmentos de
los anticuerpos enteros que conservan su actividad de unién para un antigeno diana. Dichos fragmentos incluyen
los fragmentos Fv, F(ab’) y F(ab’)2, asi como anticuerpos de cadena tnica (scFv). Ademas, los anticuerpos y sus
fragmentos pueden ser anticuerpos humanizados, por ejemplo, tal como se describe en EP-A-239400.

Preparacion de la composicion

La composicidn puede prepararse mezclando una solucién acuosa del antigeno con el adyuvante glicolipido, y
afiadiendo el diluyente, excipiente o portador que puede administrarse mucosalmente, antes o después de la mezcla
anteriormente mencionada. Alternativamente, el adyuvante glicolipido puede coprecipitarse con el antigeno. Ademds
de mezclarse o coprecipitarse con los otros componentes de la composicién antes de la administracién, el adyuvante
glicolipido puede administrarse en un sitio y/o en un tiempo diferente que los otros componentes. La mezcla del
adyuvante glicolipido y del antigeno puede también incorporarse en geles, capsulas, pastillas, etc., o puede presentarse
asimismo en varios dispositivos tales como parches, que pueden ser bi- o preferentemente unidireccionales.

El MLP (u otros adyuvantes que inducen TH1), que se ha disuelto mediante ultrasonidos u otros medios (descritos
a continuacién en Preparacién de una solucién del adyuvante MPL®), puede diluirse con varios medios antes de su
adicion a los antigenos. La preparacion de MPL se lleva a cabo inicialmente a una concentracion, tipicamente, de entre
0,5 mg por ml y 4 mg por ml, por ejemplo, de 1 mg por ml. Asimismo, puede diluirse a una concentracién de entre
500 pg/ml y 20 ug/ml, preferentemente 100 ug/ml. Esta dilucién puede realizarse en agua pura o en otros disolventes
tales como en una solucién acuosa de glicerol que contiene entre 1% y 50% de glicerol.
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Los portadores y diluyentes, fisiolégicamente aceptables adecuados, incluyen agua estéril o solucién acuosa de
dextrosa al 5%. Las composiciones son para la utilizacién humana o veterinaria y se formulan para suministro de las
mucosas, preferentemente sublingual.

Formulacion, dosificacion y administracion de las composiciones

La composicién de la presente invencién puede formularse convenientemente con un diluyente, portador o exci-
piente para la administracién sublingual, farmacéuticamente aceptable. En “Handbook of Pharmaceutical Excipients”,
2% edicidn, (1994), The Pharmaceutical Press, Londres, editores: Wade & Weller, pueden encontrarse detalles de los
excipientes farmacéuticos.

Un aspecto importante de la presente invencion es la administracién sublingual de la composicion de la presente
invencién. Puede esperarse que resulte preferido un gel u otra formulacién viscosa, debido al aumento del contacto del
antigeno con la superficie sublingual. Sin embargo, pueden asimismo obtenerse resultados con otras formulaciones,
tales como una solucién acuosa. En ratones, se encontré que una solucién simple dio resultados similares a una
formulacién génica. No es necesario ni deseable que la formulacién se una fisica o quimicamente al tejido de las
mucosas.

Las formulaciones apropiadas para la administracién sublingual incluyen soluciones acuosas y no acuosas estériles
que pueden contener antioxidantes, tampones, compuestos bacteriostaticos y solutos que haran que la formulacién sea
isotonica con los fluidos corporales, preferentemente con el moco de los individuos; las suspensiones acuosas estériles
y no estériles que pueden incluir agentes en suspensién o engrosantes. Las formulaciones pueden presentarse en
dosis unitarias o en recipientes multidosis, por ejemplo, ampollas y viales precintados, y pueden guardarse de forma
liofilizada, requiriendo sélo la adicién del liquido estéril portador inmediatamente antes de utilizarlas.

Preferentemente, en la composicién segtn la invencién, un portador se encuentra también presente. El portador
puede ser una emulsion de aceite en agua, o una sal de aluminio tal como el fosfato aluminico o el hidréxido aluminico.

Las emulsiones de aceite en agua no téxicas contienen preferentemente un aceite no toxico, por ejemplo, escualano
o escualeno, un emulsificante, por ejemplo, Tween 80, en un portador acuoso. El portador acuoso puede ser, por
ejemplo, solucién tamponada salina fosfatada.

También se da a conocer una composicién vacunal polivalente que comprende una formulacién vacunal de la in-
vencién combinada con otros antigenos, en particular, antigenos ttiles para tratar canceres, enfermedades autoinmunes
y situaciones relacionadas.

En general, los portadores pueden incluir, pero no se limitan a dextrosa, agua, glicerol, etanol y sus combinaciones.

También se dan a conocer posteriormente equipos farmacéuticos que comprenden uno o mas recipientes rellenos
con uno o mds de los ingredientes de las composiciones mencionadas anteriormente.

La administracién de estas composiciones puede ser en forma de balsamos, pastas, geles, soluciones, polvos y
similares. Los geles pueden formularse convenientemente utilizando carbopol, también conocido como carbémero,
-un agente engrosante basado en un polimero carboxivinilo o una celulosa-, tal como hidroxietilcelulosa, hidroxi-
propilcelulosa o hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa cdlcica, carboximetilcelulosa sddica, etil celulosa,
metilcelulosa. Los geles pueden también formularse convenientemente utilizando acacia, dcido alginico, bentonita,
alcohol cetoestearilico, gelatina, goma guar, silicato aluminico de magnesio, maltodextrina, alcohol polivinilo, car-
bonato de propileno, propilenglicolaglinato, diéxido de silicio coloidal, alginato sédico, goma de tragacanto y/o de
xantano. Resultan particularmente preferidos el carbopol y los agentes basados en celulosa.

Las composiciones se administran de una forma compatible con la formulacién de la dosis, y en una cantidad tal
que sea profilactica y/o terapéuticamente efectiva. La cantidad que se administra, que es generalmente del orden de
0,5 ug a 250 ug de antigeno por dosis, depende del individuo que vaya a ser tratado, de la capacidad del sistema inmune
del individuo para sintetizar anticuerpos, y del grado de proteccién deseado. Un intervalo preferido es el de entre 2 ug
a aproximadamente 40 ug por dosis. En algunos casos, el paciente serd tratado con una serie de administraciones que
incluirdn un régimen creciente de dosis antigénicas.

Un tamafio de dosis apropiado es el de aproximadamente 0,1 ml, pero dentro de un régimen, éste puede empezar
con un volumen mds pequefio y finalizar con un volumen mds grande. Las cantidades exactas de principio activo que
se administren, pueden depender del criterio del médico y pueden ser peculiares para cada sujeto individual.

La composicién puede administrarse mediante un esquema de dosis dnicas, o preferentemente mediante un es-
quema de dosis miiltiples. Un esquema de dosis miiltiples es uno en el que una tanda inicial de vacunacién puede
llevarse a cabo con 1-10 dosis separadas, seguida por otras dosis administradas a intervalos subsiguientes de tiempo,
necesarios para conservar o y o reforzar la respuesta inmune, por ejemplo, durante 1 a 4 meses con una segunda dosis,
y si es necesario, una dosis o dosis subsiguiente(s) durante varios meses. Cuando el producto se estd utilizando para
el tratamiento de la alergia, los regimenes de administracién incluirdn una dosificacién mads frecuente. El régimen
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de dosificacion serd determinado también, por lo menos en parte, por las necesidades del individuo y dependerd del
criterio médico.

Ademds, la composicion que contiene el antigeno o antigenos, puede administrarse conjuntamente con otros agen-
tes inmunorreguladores, por ejemplo, inmunoglobulinas.

La invencién se describird a partir de los ejemplos siguientes, proporcionados tnicamente a titulo ilustrativo y no
limitativo.

Ejemplos
Preparacion de una solucién del adyuvante MPL®

Se prepar6 una solucién de 4 mg/ml de 1,2-dipalmitoil-SN-glicero-3-fosfocolina (DPPC) en alcohol absoluto. Por
cada 1,0 mg de MPL-TEA (trietilamina) que iban a ser solubilizados, se afiadieron 27 ul de DPPC para disolver el
MPL. El MPL puede prepararse tal como se ha descrito anteriormente. El etanol se eliminé haciendo fluir suavemente
una corriente de N, en el vial. A continuacién, 1,0 ml de agua libre de pir6genos se afiadieron para inyeccién por cada
mg de MPL en la mezcla seca MPL/DPPC. La solucién se sometié a ultrasonidos en un bafio de ultrasonacién a 60-
70°C hasta que se clarificé. La solucién MPL/DPPC se esterilizé mediante filtracién a través de un filtro SFCA 290-
4520 Nalgene de 0,2 um. La solucién MPL/DPPC se dispens6 asépticamente a 1,0 mg/ml en viales despirogenados,
marcados MPL-AF (MPL solubilizado en el surfactante DPPC), y conservado a 4°C.

Formulacién de Ovoalbiimina(XOA)/Adyuvante MPL®/Gel sublingual

La actividad inductora de TH1 en los ratones puede ser considerada equivalente con la produccién de anticuerpos
especificos IgG2a e IgG2b, y la actividad que induce TH2, con la produccién de anticuerpos especificos IgGl1 e
IgE. Los anticuerpos especificos secretores IgA pueden identificar si una respuesta de las mucosas ha tenido lugar,
si es local (anticuerpos salivales), o distal (anticuerpos vaginales), después de inmunizacién sublingual. El potencial
inmunogénico de una formulacién puede investigarse, sin embargo, midiendo solamente la respuesta IgG especifica
en el suero.

Por tanto, como ejemplo, se llevé a cabo un experimento en ratones, para demostrar los perfiles de los anticuerpos
especificos de alérgenos para un ejemplar, ovoalbimina (XOA), que se acepta como un antigeno modelo y también es
un alérgeno bien conocido, derivado de los huevos de gallina.

Materiales de almacenamiento
1. Almacenamiento de Carbopol TR-1 NF (0,83%)
A. 100 mg de carbopol TR-1 NF en 20 ml de WFI (agua para inyeccién) = gel al 0,9% peso/vol

B. Se afiadieron a A 0,8 ml de TEOA (trietanolamina) al 10% vol/vol = gel al 0,8% peso/vol

11. MPL AF glicerol (20 mg/ml)
A.

MPL 40 mg

DPPC 4,32 mg

Glicerol 800 ul

WFI cs 40 ml

Tratado con ultrasonidos hasta obtener un tamafio aproximado de particula de 80 nm.

B. Liofilizado

C. Reconstituido con 1,2 ml de WFI-20 mg/ml de MPL.
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111. Almacenamiento de ovoalbimina (33 mg/ml)
Ovoalbimina 33 mg

WFI 1,0 ml

Formulacion para inyeccion
almacenamiento de carbopol 1920 ul
almacenamiento de ovoalbimina 480 ul
glicerol 480 ul
WFI 720 pl
MPL glicerol 400 pl

1. Carbopol, XOA, glicerol y WIF se afiadieron a un vial de 5 ml, mezclandose mediante un movimiento en
espiral.

2. El MLP glicerol se afiadi6 a los anteriores, llevdndose a cabo a continuacién mas movimiento en espiral.

Inmunizacion de los ratones

Se anestesiaron con quetamina grupos de 5 ratones hembras Balb/C de 8 semanas de edad. Cuando los animales
estaban inconscientes, 20 ul del gel apropiado que contenia varias cantidades de XOA se situaron bajo la lengua
durante 5 minutos. Después de 5 minutos, los geles se enjuagaron fuera de la cavidad bucal con 1,0 ml de solucién
salina al 0,9% utilizando una jeringuilla y una aguja de sonda nasogdstrica. Tres semanas mas tarde los ratones fueron
tratados idénticamente que en el primer tratamiento. Los ratones se desangraron 2 semanas después del segundo
tratamiento, recupérandose los sueros. Estos se ensayaron con respecto a los anticuerpos IgG especificos para XOA,
utilizando un ensayo ELISA.

Resultados

Respuestas IgG antiovoalbimina en ratones, a los que se administraron 83,2 ug o 3,4 ug de Ovoalbimina y
33,6 ug de MPL en 20 ul de Gel de Carbopol por la ruta sublingual. La revacunacion después de 3 semanas y el
desangrado después de 2 semanas. Valores OD (densidad 6ptica) promedio de 5 ratones por grupo, a distintas dilucio-
nes séricas.

Valores OD a distintas diluciones séricas

1/10 | 1/30 | 1/90 | 1/270 | 1/610
g;l;;'? 813,2 ugxoa| 1| 1.0 10751 05 1 03
orupo 4 Lo xOA | 06 | 05035 015 | 0,05
oo ‘gj;bopoi 0,15 | 01 | 0,05 | 0,05 | 0,05

Ejemplo 2
Preparacion de materiales para la inmunizacion de los ratones

Las dosis inmunizantes de XOA/NMPL en carbopol o, alternativamente, en el diluyente (formulacién acuosa) sin
MPL, se prepararon tal como se describe en el Ejemplo 1, excepto para la utilizacién de las distintas dosis.

13



ES 2 328 336 T3

Inmunizacion de los ratones
1. Cada raton se anestesio antes de la administracion.

2. Se situaron 20 ul del material apropiado bajo la lengua durante 5 minutos. De este modo, a cada uno de los
grupos de ratones se administraron las siguientes cantidades de sustancias en 20 ul.

10

15

Grupo | Antigeno MPL Excipiente
1 80 pg ovoalbumina |20 yg MPL | Carbopol
2 80 pg ovoalbdmina |0 pg MPL Carbopol
3 0 pg ovoalbumina | 160 ug MPL | Carbopol
4 80 pg ovoalbumina |40 yg MPL | Diluyente

3. El material se enjuagd fuera de la boca después de 5 minutos con 1,0 ml de solucién salina al 0,9%.

4. Tres semanas después de la vacunacién primaria y otra vez dos semanas después de esto, los ratones se
volvieron a tratar.

5. Los ratones se sangraron 2 semanas después de la tercera aplicacion, y los sueros se guardaron hasta que se
utilizaron, a -2°C. Se llevaron a cabo lavados nasales y pulmonares, guarddndose bajo las mismas condicio-
nes.

6. Los sueros y los lavados se ensayaron con relacién a anticuerpos especificos de la ovoalbimina, como
previamente.

Resultados
Anticuerpos séricos IgG especificos. Log titular(2)/(log) titular 2 (SD)
GRUPO | 1gG1 sérica | IgG2a sérica | IgG sérica
1 0,625 (0,375) |0,35(0,4) 0,6 (0,3)
2 0 0 0,2 (0,05)
3 0 0 0,25 (0,02)
4 0,95(0,01) 10,85 (0,2) 1,0 (0,05)
Media geométrica de anticuerpos IgA anti XOA en distintos fluidos
GRUPO SUERO LAVADO NASAL | LAVADO PULMONAR
1 0 73,6 (154,2) 238,5 (533,4)
2 0 0 0
3 0 0 0
4 2.291,3 (2.577,1) |568,5 (395,4) 2.518,4 (3.403,1)

La intensa respuesta de la IgG sérica a XOA, requiere la adicién de MPL, que también parece haber estimulado
una respuesta de tipo TH1, indicada por la respuesta del anticuerpo IgG2a.

Un hallazgo nuevo e inesperado fue la intensa induccion de una respuesta IgA especifica de XOA, cuando MPL se
utiliz6 como un adyuvante:

En los ratones no existié una ventaja aparente por la utilizacion de carbopol como excipiente. De hecho, existié una
fuerte evidencia de que la formulacién acuosa de XOA y MPL fue, sin carbopol, mds inmunogénica, para la induccién
tanto de IgG como de IgA. Esto incluia la IgA sérica, sdlo vista en ausencia de carbopol. Sin embargo, es necesario
utilizar excipientes en la formulacién de vacunas, y el carbopol puede constituir una formulacién de excipiente ttil y
conveniente para el uso animal o humano.
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Ejemplo 1 de preparacion

Elisa de ovoalbiimina

1.

Los sueros (diluidos 1:2 en tampén borato) de cada uno de los cinco ratones en cada grupo, se ensayaron
mediante un ensayo ELISA, para determinar los titulos de anticuerpos IgA o IgG antiovoalbimina.

Para procesar ELISA, son necesarios el siguiente equipo y suministros:

A. Placas Immulon 2, 96 pocillos, de fondo plano, catdlogo de DYNATECH LABORATORIES # 011-
010-3455. Tres placas por lote de producto ensayado (suficiente para ensayar los sueros de 10 ratones

por duplicado).

B. Ovoalbimina (huevos de gallina), Sigma, Grado 5. Solucién de almacenamiento (1 mg/ml, en Agua
para Inyeccién) recién preparada cada vez que el ensayo se procese.

C. Limpieza (mediante autoclave) de los extremos de las pipetas.

D. Pipeteadores de 20, 100, 200 y 1.000 gl.

E. Pipeteador de 8 canales; tamafio de 200 pl.

F. Limpiar (de nuevo) tubos de ensayo de 13 mm o viales liofilizados de 2 ml y rejilla

G. Parafilm o cinta aislante

H. IN H,S0O,

L Anti-IgG marcada con peroxidasa de rdbano, o el anticuerpo secundario IgA (utilizado a 1:5.000),
Southern Biotechnology Associates, Inc.

J. Kit OPD: comprimidos o-fenilendiamina, una por placa y diluyente. Abbot Labs’ in vitro, Test n°
7181E. A menudo disponible en el laboratorio.

K. Sueros de ratones para ser ensayados. Los sueros deberdn diluirse 1:2 en Tamp6n Borato para un

almacenamiento a largo plazo.
L. Tampoén Borato (BB):
Disolver lo siguiente en 4 L de WFIL:
12,4 g de acido bdrico, Fisher Scientific, #A73-500
0,764 g de borato sédico (Borax), Fisher Scientific, #5248-500
17,53 g cloruro sédico, Fisher Scientific #S271-500
Guardar a temperatura ambiente, caduca a los seis meses.
M. Tampoén Borato + Tween 20 al 0,1% (BB-T20):

Afiadir 1 ml de Tween-20 (Sigma #P-1379) a 1 litro de BB, mezclando completamente. Almacenar
a temperatura ambiente, caduca a los seis meses.

N. Tampoén Borato-Tween 20-BSA al 1% (BB-BSA):

Disolver 1,90 g EDTA (tetrasddica, Fisher Scientific #BP 121-500) y 10 g BSA (Fraccién V, libre
de proteasas, Boehringer Mannheim #100-350) en 1 litro de BB-T20.

0. Solucién tampodn de 0,05 M Carbonato/bicarbonato:

Disolver 4,2 g de NaHCO; y 5,3 g de Na,CO; en 1 litro de agua RO o de agua estéril para irrigacion,
y ajustese el pH a 9,6. Conservar a 4°C, caduca a los tres meses. Calentar a temperatura ambiente
antes de usarlo.

Pipeteador automético

Q. Mezclador rotatorio
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Rejillas de microcentrifuga

Lector de placa, que puede realizar lecturas de la O.D. a 490 nm.
Equipo de incubadores a 37°C.

Pipetas seroldgicas de 25 ml (Fisher Scientific)

Tubos cénicos de polipropileno, de 15 ml (Fisher Scientific)

Cubetas de reactivos para pipeteadores multicanal.

X £ < ¢ 83 v @

Lavador automaético de placas

3. Procedimiento para procesar ELISA

A. Union del antigeno de prueba

L.

IL.

La concentracion del antigeno para unir a las placas que se utiliza en un ensayo del adyuvante es de 50
pg/ml: 2,5 ml del almacenado de 1 mg/ml. Se afiade la solucién de ovoalbimina a 47,5 ml de la solucién
de 0,05 M carbonato/bicarbonato. Esta cantidad es suficiente para tapizar cuatro placas de 96 pocillos, con
100 1 por pocillo.

Las placas se cubren entonces con cinta aislante y se dejan en posicion horizontal y sin manipularlas de
ninguna forma, a 4°C en la oscuridad de la noche.

B. Diluciones séricas

Brevemente, se hace rotar cada muestra sérica antes de diluirla, y cada muestra diluida antes de afiadirla a la placa.
Se deberd utilizar una nueva punta de la pipeta para eliminar suero de los tubos de almacenamiento, cuando se realicen
las diluciones.

1.

La dilucién inicial para los sueros obtenidos a partir de los ratones inmunizados con el adyuvante y la
ovoalbimina es 1:6.

C. Blogueo de la placa

L

IL.

III.

Cuando todas las muestras séricas estan diluidas, preparar las placas agitando vigorosamente el tampdn de
revestimiento en una pileta.

Se golpea fuertemente la placa en una almohadilla de toalla de papel para eliminar el exceso de solucion.
Se lava tres veces la placa con una solucién de lavado BB-T20 utilizando el lavador automatico de placas
programado para lavar con 350 ul y esperar 5 segundos entre cada lavado.

Utilizando el pipeteador multicanal, se afiaden 250 ul de BB-BSA por pocillo. Se cubre y precinta con cinta
aislante y se incuba a 37°C durante 30 minutos.

D. Carga de la placa

L.

IL.

III.

Se agita vigorosamente el tampdn bloqueante en una pileta y se golpea fuertemente la placa en una almo-
hadilla de toalla de papel para eliminar el exceso de solucién.

Se afaden 100 ul de BB-BSA a todos los pocillos en cada placa. Se afiaden 100 ul de las muestras séricas
diluidas adecuadamente a los pocillos adecuados en la columna #1. Cada muestra sérica deberd ensayarse
por duplicado.

Utilizando el pipeteador multicanal, se pipetean 100 ul hasta y por debajo de ocho veces en la columna #1
para mezclar la muestra, y transferir entonces 100 ul a la columna #2. Pipetear otra vez hasta y por debajo
de ocho veces para mezclar, y transferir 100 ul a la columna #3. Se repiten las diluciones en serie a través de
la columna #12. Se descartan los 100 ul en los extremos, después de que se mezcle la columna 12. Deberdn
encontrarse entonces 100 ul en cada pocillo de la placa.
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E. Incubacion

Se cubren y precintan las placas con cinta aislante o Parafilm, incubdndolas durante 1 hora a 37°C. Se eliminan los
anticuerpos no unidos, mediante el procedimiento mencionado en el punto 3a, lavando otra vez la placa tres veces con

BB-T20.

F. Conjugado

L

IL.

III.

Iv.

Se prepara el conjugado anticuerpo secundario anti IgG marcado con peroxidasa, diluyéndolo 1:5.000 en
BB-BSA (10 u1 de anticuerpo en 50 ml de BB-BSA en un tubo de ensayo cénico de 50 ml). Se invierte el
tubo mds de 20 veces y se le hace rotar durante 30 segundos para realizar una mezcla completa. Se vierte
elanticuerpo diluido en un recipiente de reactivos que estd limpio. El conjugado Anti IgA puede prepararse
de una forma correspondiente.

Se afladen 100 pl de la solucidn del conjugado a cada pocillo de la placa, incluyendo los pocillos en blanco.
Se recubre e incuba la placa durante 1 hora a 37°C.

Se elimina la solucién del conjugado y se lava la placa tres veces como en el punto 3a.

G. Desarrollo del color

L.

IL.

III.

Se prepara el reactivo sustrato/colorimétrico 10-15 minutos antes de utilizarlo (para su disolucién completa),
disolviendo 3 comprimidos que van a desarrollar una densidad Optica), en un tampon sustrato de 30,4 ml
en un tubo cénico de polipropileno de 50 ml, recubierto por una ldmina delgada.

Utilizando el pipeteador multicanal, se afiaden 100 ul del reactivo a cada pocillo. Se incuba a temperatura
ambiente durante 15 minutos.

Se detiene la reaccién después de 15 minutos, afladiendo 50 ul de 1M 4cido sulftrico a cada pocillo, con el
pipeteador multicanal.

H. Lectura de la placa

L

Las placas deberdn “detenerse” de una forma secuencial, con 1-2 minutos entre cada placa, de modo que el
tiempo de “detencidn” a “lectura” sea consistente entre las placas (después de la detencién de la reaccién en
la dltima placa, se lee la primera placa en el apropiado lector de placas a 490 nm. Después de 1-2 minutos,
se lee la segunda placa, y la tercera placa 1-2 minutos después de esto).

1. Determinacion del titulo inmunoglobulinico

El titulo de cada una de las muestras séricas se define como el (valor) reciproco de la primera dilucién seriada el
doble que posee un valor OD que es superior o igual al doble del valor anterior. Los valores OD para los animales de
control se promedian en cada dilucién, determindndose el titulo medio para el grupo.
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REIVINDICACIONES
1. Utilizacién de por lo menos un antigeno y un adyuvante glicolipido en la preparacién de un medicamento que
se puede administrar sublingualmente, para producir una respuesta inmune sistémica y de las mucosas, en la que la
respuesta inmune de las mucosas se genera en un lugar distal, asi como local, al lugar de administracién sublingual.

2. Utilizacién segiin la reivindicacién 1, en la que el procedimiento produce una respuesta inmune de IgA.

3. Utilizacién segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el procedimiento produce una respuesta
inmune de IgG.

4. Utilizacién segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores para tratar infecciones bacterianas o viricas,
cancer, autoinmunidad o alergia en humanos o en animales.

5. Utilizacién segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el adyuvante glicolipido es un adyu-
vante que induce TH1.

6. Utilizacion segtn la reivindicacién 5, en la que el adyuvante glicolipido es el lipido A monofosforil 3 de-O-
acilado (MPL®), o un derivado o una sal del mismo.

7. Utilizacién segtlin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el antigeno deriva de una bacteria, un
virus, un prion, un neoplasma, un autoantigeno, un animal, una planta, y un material recombinante o sintético.

8. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el antigeno estd en forma de un polipéptido.

9. Utilizacién segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el antigeno es un alérgeno.

10. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el antigeno estd en forma de un vector
que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido antigénico, y en la que dicho polinucleétido estd unido

funcionalmente a una secuencia reguladora que regula la expresién de dicho polinucleétido.

11. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que por lo menos un antigeno y un
adyuvante glicolipido se presentan en una composicién tnica.

12. Utilizacion segtin la reivindicacién 11, en la que la composicién estd en forma de una solucién acuosa, un gel,
una cdpsula, una pastilla o un comprimido.

13. Composicién que puede administrarse sublingualmente que comprende por lo menos un antigeno y un adyu-
vante glicolipido para producir una respuesta inmune sistémica y de las mucosas, en la que la respuesta inmune de las
mucosas se genera en un lugar distal, asi como local, al lugar de la administracién sublingual.

14. Composiciéon que puede administrarse sublingualmente seguin la reivindicacion 13, en la que la respuesta
inmune comprende una respuesta inmune de IgA.

15. Composicién que puede administrarse sublingualmente segiin la reivindicacién 13, en la que la respuesta
inmune comprende una respuesta inmune IgG.

16. Composicion que puede administrarse sublingualmente segtin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15 para
tratar infecciones bacterianas o viricas, cdncer, autoinmunidad o alergias, en humanos o animales.

17. Composicién que puede administrarse sublingualmente segtin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, en la
que el adyuvante glicolipido es un adyuvante que induce TH-1.

18. Composicién que puede administrarse sublingualmente segin la reivindicacién 17, en la que el adyuvante
glicolipido es el lipido A mono-fosforil 3 de-O-acilado (MPL®), o un derivado o una sal del mismo.

19. Composicién que puede administrarse sublingualmente segiin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18, en la
que el antigeno deriva de una bacteria, un virus, un prion, un neoplasma, un autoantigeno, un animal, una planta, y un
material recombinante o sintético.

20. Composicién que puede administrarse sublingualmente segiin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18, en la
que el antigeno estd en forma de un polipéptido.

21. Composicién que puede administrarse sublingualmente segiin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18, en la
que el antigeno es un alérgeno.
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22. Composicion que puede administrarse sublingualmente segiin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 18, en la
que el antigeno estd en forma de un vector que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido antigénico, y
en la que dicho polinucledtido estd unido funcionalmente a una secuencia reguladora que regula la expresion de dicho
polinucleétido.

23. Composicion que puede administrarse sublingualmente segin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 22, en la
que por lo menos un antigeno y el adyuvante glicolipido se presentan en una composicion tnica.

24. Composicion que puede administrarse sublingualmente segiin la reivindicacién 23 en forma de una solucién
acuosa, un gel, una cédpsula, una pastilla o un comprimido.
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