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DESCRIPCION

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La invencién se refiere al aumento de una respuesta inmune en un mamifero. Mas concretamente, la invenciéon se
refiere al uso de lectinas vegetales como adyuvantes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Debido a que la mayoria de los patégenos colonizan e invaden el huésped por la superficie de las mucosas, es logico e
interesante inducir la inmunidad en estas zonas con el fin de prevenir la infeccién (1). La administracion de vacunas por
via mucosa es un procedimiento no invasivo y, por tanto, resulta relativamente sencillo y barato. Ademas, la posibilidad
de provocar una serie de respuestas inmunes sistémicas y en las mucosas tras la administracion de vacunas por via
mucosa posibilita la inmunizacién eficaz frente a muchas enfermedades. Por ejemplo, la IgA especifica por si sola
puede proteger a los ratones contra la infeccion intranasal de la gripe (2) y la infeccidn intestinal provocada por Vibrio
cholerae (3). Sin embargo, lo comin es que la administracion por via mucosa de inmundgenos no replicantes no
provoque respuestas inmunes potentes. Para inducir respuestas, suele ser necesaria la administracion de mdltiples
dosis elevadas (4). Ademas, con frecuencia, la administracion de inmundgenos por via mucosa no provoca una
reaccioén a nivel sistémico (1).

Se puede emplear una serie de estrategias para aumentar las respuestas hacia las vacunas administradas por via
mucosa. Para administrar inmundgenos, se pueden usar vectores bacterianos y virales vivos que colonicen las
mucosas (5). La adopcion de una forma particulada por parte de los inmundgenos mediante la asociacion con
microparticulas biodegradables (6) o liposomas (7) también puede aumentar la inmunogenicidad de las mucosas.

Otro enfoque consiste en usar moléculas de tipo lectina con propiedades adyuvantes. Los adyuvantes de mucosas mas
potentes identificados hasta la fecha son la toxina del célera producida por Vibrio cholerae (CT) y la enterotoxina labil al
calor (LT) de las cepas enterotoxigénicas de Escherichia coli (8, 9). Tanto CT como LT son inmunégenos y adyuvantes
de mucosas bien caracterizados para las proteinas circundantes. Estas toxinas contienen subunidades A y B
separadas (denominadas CTA y CTB, respectivamente). Las subunidades B median en la union a los receptores de la
superficie celular (20). El gangliésido GM1 es considerado el receptor principal de CT (21), pero CTB se puede unir a
receptores de la superficie celular distintos de GM1 (22). Tras la unién de la subunidad B, la subunidad A alcanza el
citosol y activa la adenil-ciclasa conduciendo a un gran aumento de [AMPc] (10, 11). LT es estructural y
funcionalmente similar a CT, y es comparable a CT como adyuvante sistémico y de mucosas (23, 24). En ratones, CT
estimula considerablemente las respuestas inmunes humorales y las mediadas por células, incluyendo la produccién
de IgA y las funciones efectoras de las células T citotdxicas en las mucosas (10). La estimulacion de respuestas locales
y sistémicas especificas de la toxina, asi como de respuestas a inmundgenos coadministrados, distingue estas
moléculas de la mayoria de las proteinas solubles, que son poco inmunogénicas cuando se administran por via
mucosa (10, 11). En cualquiera caso, la toxicidad de estas moléculas imposibilita su aplicacion clinica.

Se ha investigado sobre ciertas lectinas vegetales como agentes para la direccion especifica de moléculas a un epitelio
mucoso. Las lectinas vegetales son proteinas que contienen al menos un dominio no catalitico que se une especifica 'y
reversiblemente a un monosacérido u oligosacarido (13). Por ejemplo, Giannasca et al. (14) revela que la inmunizacion
intranasal con un conjugado de lectina—inmundgeno estimuld la induccién de anticuerpos 1gG especificos, mientras que
el inmundgeno solo o mezclado con lectina no lo hizo. La patente estadounidense n.° 4.470.967 revela que un complejo
de un inmundgeno de glucoproteina con una lectina puede actuar como adyuvante para aumentar la respuesta inmune
contra el inmundgeno. De manera similar, el documento WO 86/06635 revela un complejo de inmundgeno—-lectina
modificado quimicamente que se puede usar para provocar una respuesta inmune en vertebrados, incluyendo
mamiferos. En cada uno de estos casos, sin embargo, la lectina fue acoplada fisicamente al inmundgeno. Esto
requiere al menos una etapa de preparacion extra y, en realidad, puede modificar un epitopo del inmundégeno contra el
gue se desee obtener la respuesta inmune, tal como un epitopo contra el que se pudiera dirigir una respuesta inmune
neutralizante.

El documento US 4414201 revela el uso de abrina, una lectina aislada de las semillas de Jequiriti, para la fabricacion
de un medicamento destinado a producir una respuesta inmune hacia un inmunégeno en un mamifero.

El documento US EP0156633 revela el uso de abrina y de ricina, una lectina aislada de la semilla de la planta del
aceite de ricino, para la fabricacion de un medicamento destinado a producir una respuesta inmune contra un
inmundgeno en un mamifero.

Stein el al. (Anticancer drugs, 1997, 8:557-559) describe el estudio relativo a la induccién de anticuerpos contra la
lectina de muérdago en relacion con diferentes extractos de muérdago.

O’Hagan et al. (Vaccine, 1999, 17:2229-2236) describe un estudio que muestra que la inmunizacion intranasal con gD2
recombinante reduce la gravedad y la mortalidad de enfermedades tras un desafio genital con el virus Herpes simplex
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de tipo 2 en cerdos de guinea.

Asi pues, existe la necesidad en la técnica de procedimientos sencillos, eficaces y no toxicos para aumentar las
respuestas inmunes en un mamifero, particularmente, tras una administraciéon por via mucosa, que no impliquen la
necesidad de formar un complejo con el inmunégeno y otra molécula ni de enmascarar o alterar potencialmente
epitopos deseables.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencién proporciona un procedimiento para aumentar una respuesta inmune en un mamifero mediante la
administracién a un mamifero de una mezcla que comprende un inmundgeno y una lectina vegetal. De ese modo, el
mamifero produce una respuesta inmune mayor que la respuesta inmune producida en ausencia de la lectina vegetal.

La invencién proporciona, por tanto, un procedimiento sencillo y eficaz para aumentar una respuesta inmune en un
mamifero.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIG. 1. Gréfico de barras que muestra los niveles totales de IgA (ng/ml) medidos en lavados nasotraqueales de
ratones tras cuatro dosis intranasales de inmundégeno.

FIG. 2A-D. Gréaficas que muestran el efecto adyuvante de las lectinas vegetales. Titulos de anticuerpos IgG en
suero especificos de OVA de ratones inmunizados intranasalmente. FIG. 2A: titulos de 1gG en suero tras una dosis
(dia 13). FIG. 2B: titulos de IgG en suero tras dos dosis (dia 27). FIG. 2C: titulos de IgG en suero tras tres dosis (dia
41). FIG. 2D: titulos de IgG en suero tras la dosis final (dia 56).

FIG. 3. Grafica que muestra los titulos de anticuerpos IgG1l en suero especificos de OVA medidos en ratones
inmunizados intranasalmente.

FIG. 4A-D. Gréficas que muestran los titulos de anticuerpos IgA especificos de OVA medidos en secreciones de
ratones inmunizados intranasalmente. FIG. 4A: saliva; FIG. 4B: lavado vaginal; FIG. 4C: lavado nasotraqueal; FIG.
4D: lavado intestinal.

FIG. 5A-F. Titulos de anticuerpos IgG en suero especificos de lectinas vegetales y CT medidos en ratones
inmunizados intranasalmente. FIG. 5A: CT; FIG. 5B: LEA; FIG. 5D: PHA; FIG. 5E: WGA; FIG. 5F: UEA-I.

FIG. 6A-D. Gréaficas que muestran los titulos de anticuerpos IgG en suero especificos de gD2 de ratones
inmunizados intranasalmente. FIG. 6A: dia 14; FIG: 6B, dia 28; FIG. 6C: dia 41; FIG. 6D: dia 55.

FIG. 7A-D. Gréficas que muestran los titulos de anticuerpos de las subclases de IgG en suero especificas de gD2.
FIG. 7A: 1gGl; FIG. 7B: 1gG2a; FIG. 7C: 1gG2b; FIG. 7D: IgG3.

FIG. 8A-D. Graficas que muestran los titulos de anticuerpos IgA especificos de gD2 medidos en secreciones. FIG.
8A: saliva; FIG. 8B: lavado vaginal; FIG. 8C: lavado nasotraqueal; FIG. 8D: lavado intestinal.

FIG. 9. Titulos de las subclases de IgG y totales de IgG en suero especificos de gD2 de ratones inmunizados
intranasalmente los dias 1, 21 y 42 bien s6lo con gD5 (5 pg) o con gD2 (5 pg) junto con 1 ug de CT, ML—I, nigrina B,
nigrina B basica, ebulina rl, SNA Il o SELfd. FIG. 9A: IgG; FIG. 9B: IgGl; FIG. 9C: 1gG2a; FIG. 9D: 1IgG2b.

FIG. 10. Titulos de anticuerpos IgA especificos de gD2 de secreciones de ratones inmunizados intranasalmente los
dias 1, 21 y 42 bien s6lo con gD2 (5 pg) o con gD2 (5 pg) junto con 1 ug de CT, ML—I, nigrina B, nigrina B basica,
ebulina rl, SNA Il o SELfd. FIG. 10A: saliva; FIG. 10B: lavado vaginal; FIG. 10C: lavado nasotraqueal; FIG. 10D:
lavado del aparato digestivo.

FIG. 11. Titulos de anticuerpos IgA e IgG en suero especificos de gD2 medidos en ratones inmunizados
intranasalmente los dias 1, 21 y 42 bien solo con gD2 (5 pg) o con gD2 (5 pg) junto con 1 pg de CT, ML—I 0 UEA-1.
FIG. 11A: IgA en suero; FIG. 11B: IgG en suero.

FIG. 12. Titulos de anticuerpos de las subclases de IgG especificas de gD2 medidos en ratones inmunizados
intranasalmente los dias 1, 21 y 42 bien sélo con gD2 (5 ug) o gD2 (5 ug) junto con 1 ug de CT, ML—I o UEA-1. FIG.
12A: IgG1; FIG. 12B: IgG2a; FIG. 12C: IgG2b.

FIG. 13. Titulos de anticuerpos IgA especificos de gD2 medidos en secreciones de ratones inmunizados
intranasalmente los dias 1, 21 y 42 bien so6lo con gD2 (5 pg) o con gD2 (5 pg) junto con 1 pg de CT, ML—I 0 UEA-1.
FIG. 13A: saliva; FIG. 13B: lavado vaginal; FIG. 13C: lavado del aparato digestivo; FIG. 13D: lavado nasotraqueal.

FIG. 14. Concentraciones medias de la produccion de IL-5, IL-4 e IFN y recuentos por minuto para el andlisis de
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proliferacién de células T. FIG. 14A: produccién de IL-5 en células de bazo; FIG. 14C: produccién de IL—4 en
células de bazo; FIG. 14E: produccion de IFN en células de bazo; FIG. 14B: produccion de IL-5 en ndédulos
linfaticos cervicales; FIG. 14D: produccién de IL-4 en nédulos linfaticos cervicales; FIG. 14F: produccion de IFN en
nodulos linfaticos cervicales; FIG. 14G: proliferacién de células T por células de bazo. Las respuestas se midieron
en la semana 8 tras tres inmunizaciones (dias 0, 21, 42) con gD2, MLI o UEA-1, o con gD2 + MLI, UEA-1 o LTK63.
Las células de bazo y las células de nédulos linfaticos cervicales fueron aisladas y estimuladas in vitro con gD2 (0
ug/ml, 1 ug/ml o 5 ug/ml) o con gD2 acoplado a perlas de latex diluidas 1:1000 o 1:5000 o con PMA/cd3.

FIG. 15. Titulos de anticuerpos IgG en suero especificos de OVA de ratones inmunizados mediante alimentacion
por sonda los dias 1, 14, 28 y 49 bien s6lo con OVA (5 mg) o con OVA (5 mg) junto con CT (10 pg), ML-I (10 pg),
ML-II (10 pg) o MLl (10 pg). FIG. 15A: Titulos de 1gG en suero tras una dosis (dia 13); FIG. 15B: titulos de IgG en
suero tras dos dosis (dia 27); FIG. 15C: titulos de IgG en suero tras tres dosis (dia 48); FIG. 15D: titulos de IgG en
suero tras la dosis final (dia 62).

FIG. 16. Titulos de anticuerpos IgA y de las subclases de IgG en suero especificos de OVA medidos en ratones
inmunizados mediante alimentacién por sonda los dias 1, 14, 35 y 49 bien sé6lo con OVA (5 mg) o con OVA (5 mg)
junto con CT (10 pg), ML—I (10 pg), ML-II (10 pg) o ML-III (10 ug). FIG. 16A: 1gG1; FIG. 16B: IgG2a; FIG. 16C:
IgG2b; FIG.16D: 1gG3.

FIG. 17. Titulos de anticuerpos IgA especificos de OVA medidos en secreciones de ratones inmunizados mediante
alimentacion por sonda los dias 1, 14, 35 y 49 bien s6lo con OVA (5 mg) o con OVA (5 mg) junto con CT (10 ug),
ML-I (10 pg), ML-II (10 pg) o ML-II (10 pg). FIG. 17A: saliva; FIG. 17B: lavado vaginal; FIG. 17C: lavado
nasotraqueal. FIG. 17D: lavado intestinal.

FIG. 18. Transferencia Western que muestra la WGA en homogenados de aparato digestivo recogidos de ratones 6
horas después de la alimentacién por sonda con una sola dosis de 1 mg de WGA.

FIG. 19. Transferencias Western que muestran tejidos estomacales homogenizados y lavados de intestino delgado
recogidos 1 hora después de la alimentacién por sonda con una sola dosis de 1 mg de PHA.

FIG. 20. Transferencia Western que muestra la UEAL de tejidos renales de raton recogidos 24 horas después de la
alimentacién por sonda con una sola dosis de 1 mg de UEA 1.

FIG. 21. Transferencia Western que muestra la WGA de tejidos de higado de ratén recogidos 24 horas después de
la alimentacion por sonda con una sola dosis de 1 mg de WGA.

FIG. 22. Transferencia Western que muestra la susceptibilidad de UEA1 nativo y extraido de rifién a la digestion por
tripsina.

DESCRIPCION DETALLADA

Es un aspecto de la presente invencién que ciertas lectinas vegetales actian como adyuvantes de mucosas para
aumentar las respuestas inmunes, incluyendo un aumento del titulo de anticuerpos, contra una variedad de
inmunogenos, permitiendo asi la preparacion de composiciones inmunogénicas o de vacunas sencillas, no toxicas y
rentables. Las composiciones inmunogénicas o de vacunas de la invencion son mezclas que comprenden una lectina
vegetal y un inmunégeno. Tales mezclas son especialmente adecuadas para la administracién por via mucosa a
mamiferos, incluyendo seres humanos, siendo, por tanto, Utiles a efectos médicos tanto para animales como para
seres humanos.

Las mezclas usadas en la invencion comprenden una lectina vegetal y un inmundgeno. El inmunégeno y la lectina no
estan acoplados quimicamente, sino que simplemente estdn mezclados en un medio liquido apropiado, tal como
solucién salina tamponada con fosfato u otra solucidn salina solucién isoténica. Opcionalmente, una mezcla puede
comprender agentes estabilizantes, entre los que se incluyen agentes antimicrobianos, conservantes y similares. Las
proporciones de inmundgeno y de lectina de la mezcla pueden ser variadas, tal como de al menos aproximadamente
1:1, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1 6 10:1, en funcién de la combinacién del inmunégeno y la lectina seleccionada
en particular. Si se desea, se pueden incluir en la mezcla al menos 2, 3, 4 o mas inmunégenos y/o lectinas diferentes
en proporciones variables.

Las lectinas utiles en la invencion incluyen lectinas vegetales, tales como la lectina | de muérdago (ML-I), lectina Il de
muérdago (ML-II), lectinas Ill de muérdago (ML-III), aglutinina de germen de trigo (WGA) y Ulex europaeus (UEA-I).
Otras lectinas que pueden ser Utiles incluyen la lectina de lenteja, la lectina de haba blanca (concanavalina A), asi
como las lectinas de haba enana, habdn, arbol pata de camello, semilla de ricino, haba, veza bellosa, haba comun,
wisteria japonesa, jequiriti, laburnum escocés, judia blanca, loto, frijol mungo, naranja de Osge, séfora, guisante,
patata, habichuela roja, arbol de guisante siberiano, evénimo, guisante de olor, tomate y loto cultivado.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2356 890 T3

Las proteinas desactivadoras de los ribosomas (RIP) de tipo 2, tales como nigrina b, nibrina b basica, ebulina 1, ebulina
r, ebulina f, nigrina f, SNA1, SNA1, SNAV, SNAVI, SNLRP1 de Sambucus nigra, SNLRPZ2, ricino, lectina de ricino, RIP
Polygonatum, Sieboldina—6, abrina, abrina 11, modeccina, volkensina, SSA, cinamonina, porrectina, gelorina, RIP de
Evanthis hyemalis, aglutinina de lirio, ML-I, ML-Il y ML-III, son adyuvantes especialmente Utiles. Tales lectinas
contienen una subunidad A de N—glucosidasa responsable de la actividad desactivadora de los ribosomas y una
subunidad B de unién a hidratos de carbono especifica de la galactosa (29). ML-I, ML—Il y ML-IIl son potentes
adyuvantes de mucosas que pueden estimular altos titulos de anticuerpos en suero y en secreciones de mucosas. Las
RIP de tipo 2 que no muestran toxicidad in vivo, tales como la ebulina—I (32), la nibrina b (33) y la nigrina b basica (34)
son particularmente Utiles. Alternativamente, es posible “desintoxicar’ genéticamente las lectinas, como por ejemplo
mediante la modificacién de uno o mas aminoacidos mediante mutagénesis dirigida, de modo que las lectinas
conservan sus propiedades adyuvantes pero no son toxicas para el receptor mamifero (véase 35-39; EP 0880361; EP
620850; EP 95/903889.4).

Es preferible que las lectinas de una mezcla estén en forma hidrosoluble y sin unir. Las lectinas adecuadas para su uso
en las mezclas de la invencion pueden ser adquiridas comercialmente, tal como en Sigma. Alternativamente, es posible
purificar las lectinas usando protocolos de purificacion de proteinas ampliamente conocidos en la técnica que incluyen
la cromatografia por exclusion de tamafios, el fraccionamiento en sulfato de amonio, la cromatografia de intercambio
i6nico, la cromatografia de afinidad, la cristalizacion, el electroenfoque y la electroforesis sobre gel preparativo.

Los inmunégenos contra los que se puede aumentar una respuesta celular y/o humoral usando un adyuvante de lectina
vegetal incluyen proteinas de agentes infecciosos, tales como virus, bacterias, micoplasmas, priones y levadura; asi
como hormonas; alérgenos, tales como el polen de césped, de malas hierbas, de &rboles y de plantas; epitelios de
animales, tales como de gatos, perros, ratas y cerdos; polvo doméstico y paja de trigo. Los procedimientos para
obtener tales inmundgenos son ampliamente conocidos en la técnica. Es necesario que los inmundgenos no puedan
elevar las respuestas celulares y/o humorales en ausencia de la lectina vegetal.

Las mezclas usadas en la invencién se pueden administrar a un receptor mamifero en una variedad de formulaciones.
Por ejemplo, se pueden introducir las mezclas en microparticulas o ser adsorbidas por la superficie de microparticulas,
tales como poli(lactida—co—glucdélidos) (PLG) (35; Patentes estadounidenses n.° 5.804.212; 6.876.761 y 5.603.960;
PCT/US99/17308). También se pueden administrar las mezclas en combinacién con polimeros bioadhesivos, tales
como aquellos descritos en PCT/US99/12105, PCT/US99/11906, y las patentes estadounidenses n.° 5.955.097;
5.800.832; 5.744.155 y 5.814.329. Alternativamente, se pueden usar formulaciones entéricas de mezclas para una
administracién oral (véase la patente estadounidense n.° 5.968.554).

Las mezclas se pueden administrar a cualquier mamifero en el que se desee aumentar una respuesta inmune,
incluyendo pero no limitandose a, ratas, gatos, perros, conejos, caballos, vacas, ratones, cerdos de guinea,
chimpancés, babuinos y seres humanos.

Las mezclas usadas en la invencion se administran por via mucosa. Particularmente, se prefiere la administracion
intranasal por uno o ambos orificios nasales. Las dosis se pueden administrar, por ejemplo, en una o mas gotas, a
usando un pulverizado, tal como un aerosol o un pulverizado de no aerosol. Si se desea, se pueden usar multiples
administraciones de una mezcla para aumentar los titulos de los anticuerpos contra un determinado inmunégeno. Los
intervalos entre multiples administraciones pueden ser de al menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 0 mas dias, o de al menos 2, 3, 4
0 méas semanas, en funcion del inmundgeno y/o la lectina en particular de la mezcla. El volumen de la mezcla que sera
administrado variara segun el modo de administracién y el tamafio del mamifero. Los volimenes mas comunes para
una administracién intranasal varian desde al menos 5, 10, 15, 25, 50, 75, 100, 200 6 250 ul hasta al menos 500 pl o
mas por dosis intranasal.

La concentracion del inmunégeno de una mezcla también variara segun el inmundgeno en particular y la via de
administracién seleccionada. Para una administracion intranasal, por ejemplo, la concentracidon de un inmunégeno en
una mezcla varia de al menos 0,033; 0,67; 0,1; 0,2; 0,33; 0,5; 0,67; 0,75; 1; 2; 2,5; 5; 7,1; 10; 12,5; 15; 17,5; 20 6 25
pg/pl.

Lo preferible es que la administracion de las mezclas de la invencién aumente la produccion de anticuerpos, asi como
las respuestas de las células T, incluyendo la produccion de citocinas, la muerte de células diana, la activacion de
macrofagos, la activacion de células B y la produccion de linfocinas. Lo preferible es que las mezclas usadas en la
invencion aumenten la respuesta de las células T o el titulo de un anticuerpo en un porcentaje del al menos 10, 15, 20,
25, 30, 40, 50, 75 6 100% o mas en comparacion con tales respuestas al inmundgeno solo, en ausencia de la lectina
vegetal.

Los procedimientos para medir las respuestas de las células T son ampliamente conocidos en la técnica. (Véase
Janeway et al., eds., 1997, “IMMUNOBIOLOGY: THE IMMUNE SYSTEM IN HEATH AND DISEASE”, Ill ed., en las
paginas 2:31-2-33; Abbas et al., 1997, “CELLULAR AND MOLECULAR IMMUNOLOGY?”, Ill ed., en las paginas 250—
277 y 290-293).
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El titulo de los anticuerpos se mide preferiblemente mediante ELISA segun lo descrito en el Ejemplo 1 que se presenta
a continuacion. IgG, incluyendo los subtipos de 1gG 1gG1, 1gG2a, IgG2b y IgG3, asi como los anticuerpos IgA dirigidos
contra el inmunégeno se pueden medir en suero, saliva y secreciones de mucosas, incluyendo lavados vaginales,
nasales y del aparato digestivo (véase el Ejemplo 1).

EJEMPLO 1
Materiales y procedimientos

Inmunégenos y lectinas. La toxina del célera (CT), la ovalbumina (OVA, tipo V, huevo de gallina) y la WGA fueron
adquiridas en Sigma (Poole, RU). La PHA de habichuela se prepard segin lo descrito anteriormente (15). La UEA-l y
LEA se obtuvieron en Vector Laboratories. La ML—I fue aislada segun lo descrito anteriormente (16).

Animales. Se dejé que ratones Balb/c hembra de ocho semanas de vida (Harlan Olac, Bicester, RU) tuvieran libre
acceso a alimento comercial para ganado (Labsure, Manea, RU) y agua.

Programa de inmunizacién por via mucosa. Se hicieron sangrias a grupos de ratones (n = 10) una semana antes de la
primera inmunizacion. En los dias 1, 14, 28 y 42, los ratones fueron inmunizados intranasalmente con PBS, s6lo OVA
(10 pg) u OVA (10 pg) mezclada con CT (1 ug), ML—I (1 pg), LEA (10 ug), PHA (10 pg), WGA (10 pg) o UEA—I (10 pg).
En otros ejemplos, los ratones fueron inmunizados intranasalmente con 5 pg de glucoproteina D2 (gD2) del virus
Herpes simplex de tipo 2 los dias 1, 14, 28 y 49 sola o en una mezcla con 1 ug bien de CT, ML—I, ML-Il o ML-IIl. Se
administré a los ratones una dosis de 30 pl de cada preparacion (15 pl por cada orificio nasal) con pipetas de punta
fina.

Recogida de sangre y secreciones de mucosas. Se recogieron muestras sanguineas un dia antes de cada
inmunizacién haciendo una sangria en la vena de la cola tras una incubacion de 10 minutos a 37°C. Dos semanas
después de la inmunizacion final, los animales fueron anestesiados terminalmente (hipnorina mas diazepam) para
hacer posible la recogida de secreciones salivales y vaginales. Entonces los ratones fueron sacrificados mediante una
sobredosis de anestesia seguida de una exsanguinacion. La sangre se recogio de inmediato y se centrifugd, y el suero
se almaceno a —20°C.

Se usaron mechas de celulosa absorbentes (Whatman International, RU) para la recogida de la saliva y el fluido
vaginal segun lo descrito anteriormente (17). Se us6 liquido de lavado (PBS 0,01M enfriado en hielo, EDTA 50mM,
PMSF 5mM, 5 pg/ml de aprotinina) para la elucion del anticuerpo de las mechas y para los lavados nasales e
intestinales. La saliva se recogié mediante la insercién de una punta de la mecha en la boca durante 2 minutos (17). Se
extrajo el anticuerpo de las mechas en 400 pul de liquido de lavado de mucosas. El fluido vaginal se recogié mediante la
purga y la aspiracion repetidas de 50 pl de liquido de lavado y la insercion de una mecha durante 2 minutos. Se extrajo
el anticuerpo de las mechas en 400 pl de liquido de lavado. Los lavados nasotraqueales se recogieron de los animales
decapitados mediante el retropurgado con 0,5 ml de liquido de lavado de mucosas procedente de la traquea. Los
lavados intestinales se obtuvieron mediante el purgado del intestino delgado con 10 ml de liquido de lavado enfriado
con hielo. Todas las secreciones fueron almacenadas a —20°C hasta que fueron requeridas para el analisis.

Deteccion de anticuerpos especificos mediante ELISA. Los ELISA se configuraron para permitir la medicion de la IgG
especifica, la IgA y las subclases de 1gG contra OVA, CT y las lectinas vegetales. Se valoraron los sueros (a partir de
1:100) y las secreciones de las mucosas (a partir de 1:2) en el tampdn de dilucion adecuado. Se revistieron las placas
de microvaloracién (Immunolon 4, Dynatech) con 75 pl de inmundégeno por pocillo (1 ug/ml para las CT/lectinas, 50
ug/ml para medir las respuestas frente a OVA y 2 ug/ml para medir las respuestas frente a gD2) en tampon de
carbonato—bicarbonato, pH 9,6, y se incubaron a 4°C durante una noche. Tras lavar, se bloquearon las placas con
gelatina al 2%/tampén de dilucién y se incubaron a 37°C durante 1 hora. Se lavaron las placas y se afiadieron las
muestras, diluidas en serie, y se incubaron a 37°C durante 1 hora.

Se afiadié antisuero biotinilado en tampén de dilucién y se incubé a 37°C durante 1 hora. Tras mas lavados, se afiadié
peroxidasa ExtrAvidin® (Sigma) diluida 1:750 en tamp6n de dilucién y se incubé a 37°C durante 30 minutos. Se lavaron
las placas y se afadieron 50 ul/pocillo de solucién reveladora (sustrato de peroxidasa para micropocillos TMB (1-C),
Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD). Se incubaron las placas en la oscuridad agitando a 37°C
durante 30 minutos. Se detuvo la reaccién mediante la adicion de H,SO4 1M y se leyd la absorbancia a 450 nm.

Los tampones de dilucion para los ELISA fueron los siguientes: CT (PBS + Tween al 0,1% (PBST)), OVA (PBST), WGA
(N—acetilglucosamina 100mM/PBST), PHA (fetuina al 0,1%/PBST), UEA-I (L—fucosa 30mM/PBST), LEA (hidrolizado de
chitina (1:200) (Vector)/PBST), ML-I (D—galactosa 100mM/PBST). Las diluciones de trabajo de los antisueros de
captura biotinilados anti—-IgG (1:8000) y anti—IgA (1:2600) (Sigma) se determinaron tras analisis preliminares con sueros
preinmunes y positivos mezclados. Las diluciones de trabajo de los antisueros de las subclases de IgG (Serotect)
fueron segun lo recomendado por los fabricantes (IgG1 (1:4000), IgG2a (1: 4000), IgG2b (1:2000), IgG3 (1:2000)). Los
titulos finales se determinaron como la dilucion de una muestra de suero o de mucosa con un valor de DO de 0,1
unidades mas que la media de las muestras control en la misma dilucion.
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La IgA total se cuantific6 como la IgA especifica con las siguientes modificaciones: se revistieron las placas con IgA de
cabra anti—raton (1:8000; especifica de la cadena a, Sigma), se us6 PBST como diluyente y gelatina al 2% en PBST
como solucién de bloqueo. Los niveles de IgA totales se calcularon a partir de la region lineal de la curva estandar de
IgA (IgA kappa, Sigma). Los titulos totales finales de IgA se determinaron como la diluciéon de una muestra con un valor
de DO de 0,1 unidades mas que el tampdn solo.

Estadisticas Los datos se expresan como la media * la desviacion estandar. Se us6 una prueba de la t bilateral para
datos independientes para analizar la significacion entre los grupos. En los casos en los que las desviaciones estandar
resultaron ser significativamente diferentes entre los grupos, se usé una prueba no paramétrica (prueba de Kruskal—
Wallis con la posterior prueba de comparaciones mdultiples de Dunn) para medir la significacion. También se usé la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con la posterior prueba de comparaciones multiples de Dunn para medir la
significacion de los datos de IgA total.

EJEMPLO 2
Efecto de la inmunizacion sobre los niveles totales de IgA de los sueros y las secreciones.

En los dias 1, 14, 28 y 42, los ratones fueron inmunizados por via intranasal bien con PBS, s6lo con OVA (10 pg) o con
OVA (10 pg) junto con CT (1 pg), ML—I (1 pg), LEA (10 pg), PHA (10 pg), WGA (10 pg) o UEA-I (10 pg). Las muestras
se recogieron dos semanas después de la inmunizacién final. En la FIG. 1, se muestran los resultados. Los datos
representan la media + DE.

Tras cuatro inmunizaciones intranasales con CT + OVA, se produjo un aumento significativo de la concentracion de IgA
total en los lavados nasotraqueales (p < 0,01) en comparacion con el resto de los grupos. La administracion conjunta
de CT y OVA no produjo un aumento significativo de la concentracion de IgA total en los sueros ni en otras muestras de
secreciones de las mucosas. No se produjo un efecto significativo de inmunizacion con ninguna de las lectinas
vegetales sobre los niveles totales de IgA en ninguna de las secreciones ni en el suero.

EJEMPLO 3
Efecto adyuvante de las lectinas vegetales sobre las respuestas de los anticuerpos especificos de OVA en suero.

En los dias 1, 14, 28 y 42, los ratones fueron inmunizados intranasalmente bien s6lo con OVA (10 pg) o con OVA (10
Mg) junto con CT (1 pg), ML—I (1 pg), LEA (10 pg), PHA (10 pg), WGA (10 pg) o UEA-I (10 pg). Los sueros se
recogieron 1 dia antes de cada inmunizacion y al finalizar el estudio. Las FIG. 2A-D muestran los resultados de este
experimento. Los puntos se refieren a datos individuales y el simbolo (-) representa el titulo medio.

Dos semanas después de una sola inmunizacion, se detectd IgG especifica de OVA en el suero de 5/10 ratones
inmunizados con CT + OVA y de 1/10 ratones inmunizados con ML—I + OVA, pero no se detect6 IgG especifica de OVA
en el resto de los grupos. Tras una segunda dosis, se midieron respuestas mas altas con anticuerpo detectable en
todos los ratones inmunizados con CT + OVA (titulo medio 40.321) y en 9/10 ratones inmunizados con ML—I + OVA
(titulo medio 11.090). Del resto de los grupos, la IgG especifica sélo se detectd en los ratones inmunizados con UEA-I
+OVA (titulo medio 91).

Tras cuatro dosis, los titulos medios de IgG més elevados se produjeron en los ratones inmunizados con CT + OVA,
siendo aproximadamente 286 veces superiores que los de los ratones que sélo habian recibido OVA. El titulo medio del
grupo inmunizado con ML-1 + OVA fue aproximadamente 118 veces superior que el de los ratones que so6lo habian
recibido OVA. Los titulos de los ratones inmunizados con PHA + OVA fueron similares a los de los ratones que sélo
recibieron OVA. La administracion de LEA + OVA provocé un pequefio aumento del titulo medio en comparacion con la
administracion de OVA sola (5 veces mayor). La administraciéon de WGA y UEA—I con OVA condujo respectivamente a
aumentos 41 y 51 veces mayores en los titulos medios de IgG anti—OVA en suero en comparacion con la OVA sola.

Al contrario que en los grupos que recibieron CT + OVA y ML-1 + OVA, las respuestas de los grupos inmunizados con
WGA o UEA-I + OVA fueron muy variables. Como resultado de ello, tras la dosis final, solo los grupos de CT + OVAy
ML—I + OVA (sin una diferencia significativa entre los grupos) resultaron tener titulos medios de IgG especifica de OVA
significativamente superiores (p < 0,001) que el grupo que sélo recibié OVA. Los titulos de estos grupos también fueron
significativamente superiores que en el grupo de PHA + OVA (p < 0,001).

A diferencia de los niveles altos de IgG especifica, se detectaron titulos muy bajos de IgA especifica de OVA en los
sueros. De hecho, tras la dosis final, s6lo se detectaron niveles significativos de IgA especifica de OVA en suero en los
ratones inmunizados con CT + OVA (titulo medio, 220) y ML—I + OVA (titulo medio, 80).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2356 890 T3

EJEMPLO 4
Patrones de las subclases de IgG especificas de OVA

En los dias 1, 14, 28 y 42, los ratones fueron inmunizados intranasalmente s6lo con OVA (10 ug) o con OVA (10 ug)
junto con CT (1 ug), LEA (10 pg), PHA (10 pg), WGA (10 pg) o UEA-I (10 pg). Las muestras se recogieron dos
semanas después de la inmunizacion final. FIG. La FIG. 3 muestra los resultados de este experimento. Los puntos se
refieren a datos individuales y el simbolo (-) representa el titulo medio.

El analisis del perfil de las subclases de los anticuerpos IgG especificas de OVA indic6é una respuesta muy sesgada.
Los titulos de IgGl fueron similares a los titulos de IgG especifica de OVA en la mayoria de los grupos. En los ratones
inmunizados con CT + OVA y ML-I + OVA respectivamente, los titulos medios fueron aproximadamente 450 veces y
255 veces mayores que en los ratones inmunizados so6lo con OVA. Los titulos del grupo de CT + OVA fueron
significativamente mayores que los del resto de los grupos a excepcion del de ML—I + OVA (p < 0,05). Los titulos del
grupo de ML—I + OVA fueron significativamente mayores que los de los grupos que sélo recibieron OVA o PHA + OVA
(p <001).

La IgG2a especifica de OVA se detectd en 8/10 y 2/10 ratones inmunizados con CT + OVA (titulo medio 561) y ML—I +
OVA (titulo medio 331), respectivamente. No se detectd IgG2a especifica en el resto de los grupos. La 1gG2b
especifica solo se detecté en 2/10 ratones inmunizados con CT + OVA y en ninguno del resto de los grupos. No se
detectd 1gG3 especifica. Estos datos son sorprendentemente diferentes a las respuestas hacia isotipos de IgG
especificos de CT en estos ratones en los que se detectaron titulos relativamente altos de IgG2a especifica y niveles
significativos de 1gG2b e IgG3 (Tabla 1).

EJEMPLO 5
Efecto adyuvante de las lectinas vegetales sobre las respuestas de IgA especifica de OVA en mucosas.

En los dias 1, 14, 28 y 42, los ratones fueron inmunizados intranasalmente s6lo con OVA (10 ug) o con OVA (10 ug)
junto con CT (1 pg), ML—I (1 pug), LEA (10 pg), PHA (10 pg), WGA (10 pg) o UEA-I (10 pg). Los titulos se midieron dos
semanas después de la inmunizacion final. En las FIG. 4A-D, se muestran los resultados. Los puntos se refieren a
datos individuales y el simbolo (-) representa el titulo medio.

Se detectd IgA especifica en todas las zonas de mucosas muestreadas de los ratones inmunizados con CT + OVA y
ML—-I + OVA. No se hubo una diferencia significativa entre los dos grupos. No se detect6 IgA especifica de OVA en la
saliva de los ratones inmunizados sélo con OVA, LEA + OVA o PHA + OVA, pero si se detect6 en 2/10 y 4/10 ratones
inmunizados con WGA + OVA y UEA-I + OVA, respectivamente. Por el contrario, se midid IgA especifica en la saliva
de 9/10 y 10/10 ratones inmunizados con CT + OVA y en ML—I + OVA, respectivamente, con un titulo medio dos veces
superior en el grupo de CT + OVA.

En los lavados vaginales, se detecté IgA especifica de OVA en 9/10 y 7/10 ratones inmunizados con CT + OVA y ML-I
+ OVA, respectivamente. El titulo medio fue cuatro veces superior en el grupo de CT + OVA, pero esto se debi6 en
buena a un alto respondedor. No se detecté IgA especifica de OVA en los lavados vaginales de los ratones
inmunizados con PHA + OVA y si se detect6 en 1/10 ratones inmunizados bien s6lo con OVA, con LEA + OVA o con
WGA + OVA, y en 3/10 ratones inmunizados con UEA-I + OVA.

Se detectaron titulos altos de IgA especifica de OVA en los lavados nasotraqueales de todos los ratones inmunizados
con CT + OVA o ML-I + OVA, con un titulo aproximadamente cinco veces mayor en el grupo de CT + OVA. Los titulos
de IgA especifica de OVA de los lavados nasotraqueales fueron significativamente superiores (p < 0,05) en los ratones
inmunizados con CT + OVA que en el resto de los grupos, a excepcion del grupo de ML—I + OVA.

Sorprendentemente, los titulos de IgA especifica de OVA de los lavados nasotraqueales de estos grupos fueron
comparables a los titulos de IgA de los sueros. Los titulos totales de IgA de los sueros de los ratones inmunizados con
CT + OVA y ML—I + OVA fueron 33 veces y 73 veces mayores que los de los lavados nasotraqueales, respectivamente.
Se detectd IgA especifica en los lavados nasotraqueales de 1/10 ratones inmunizados sélo con OVA, pero no se
detectd en ninguno de los ratones inmunizados con PHA + OVA. Se midi6 IgA especifica de OVA en los lavados
nasotraqueales de 7/10 ratones inmunizados con WGA + OVA y en 5/10 ratones inmunizados con UEA-I + OVA o LEA
+ OVA, respectivamente.

Se detecto IgA especifica de OVA en los lavados del aparato digestivo de todos los ratones inmunizados con CT +
OVA o ML—I + OVA, con un titulo aproximadamente cuatro veces mayor en el grupo de CT + OVA. Los titulos de estos
grupos no fueron significativamente diferentes entre si, pero fueron significativamente superiores (p < 0,05) a los del
resto de los grupos. Entre el resto de los grupos, la IgA especifica de OVA de los lavados del aparato digestivo solo se
detect6 esporadicamente en un titulo maximo de 1:2.
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EJEMPLO 6
Respuestas especificas de la CT/lectina vegetal

En los dias 1, 14, 28 y 42, los ratones fueron inmunizados intranasalmente con OVA (10 pg) junto con CT (1 pg), ML-1
(1 ug), LEA (10 pg), PHA (10 pg), WGA (10 pg) o UEA-I (10 pg). En las FIG. 5A—F, se muestran los resultados. Los
datos se representan como la media + DE. Los datos son titulos de IgG especifica en suero medidos dos semanas
después de la dosis final de inmundgeno.

La IgG especifica de CT en suero se detectd en todos los animales tras una sola dosis de CT + OVA, y los titulos
aumentaron con cada dosis posterior. Tras cuatro dosis, se detectaron anticuerpos especificos de las cuatro subclases
de IgG en los sueros (Tabla 1). Los titulos mas altos fueron de IgG1, aunque también se detectaron 1gG2a, IgG2b y
IgG3 especificas de CT. Tras la dosis final, se detectd IgA especifica de CT en los sueros de todos los ratones, con un
titulo medio de 4.481.

También se detectd IgA especifica en la saliva, el lavado vaginal, el lavado nasotraqueal y el lavado del aparato
digestivo de todos los animales. Los titulos de IgA salival concordaron relativamente entres los animales (un titulo
medio aproximadamente 10 veces menor que en suero). Los titulos totales de IgA en saliva de estos ratones fueron
1.340 veces menores que en suero. Los titulos de IgA vaginal fueron muy variables, debiéndose al aumento del titulo
medio a un solo respondedor alto. Se midieron titulos altos de la IgA especifica de CT en los lavados nasotraqueales
de todos los animales con un titulo medio comparable al titulo de IgA en suero. También se detectd IgA especifica en
los lavados intestinales de todos los ratones, pero a un titulo medio menor que en el resto de zonas de mucosa
muestreadas.

La administracion intranasal de una sola dosis de ML—I + OVA estimul6 la produccion de IgG especifica de ML-I en
3/10 ratones. Tras la segunda dosis y dosis posteriores, se detectaron titulos altos de IgG especifica en todos los
ratones (FIG. 5). Con el analisis de las subclases de IgG especificas de ML—I en suero se encontraron altos titulos de
IgG1 especifica de ML—I (Tabla 1). También se detectaron IgG2a e IgG2b especificas de ML—-I, pero no se detectd IgG3
especifica. Se detectd IgA especifica de ML—I en todos los sueros y todas las zonas de mucosa muestreadas de todos
los ratones tras cuatro dosis. Los titulos en saliva coincidieron en todos los animales, aunque un solo respondedor muy
alto aumentd el titulo medio en los lavados vaginales. Se midieron titulos altos de la IgA especifica de ML-I en los
lavados nasotraqueales de todos los animales. Como con la CT, el titulo medio especifico de ML-I de los lavados
nasotraqueales fue comparable al titulo de IgA en suero (aproximadamente dos veces inferior), lo que fue notable, pues
los titulos totales de IgA en los lavados nasotragueales fueron 73 veces inferiores a los de los sueros de estos ratones.
También se detecto IgA especifica en los lavados del aparato digestivo de todos los animales.

En los ratones inmunizados con LEA + OVA, se detect6 IgG especifica de LEA en suero en 9/10 ratones tras una sola
dosis. El titulo aumento tras cada una de las siguientes dosis hasta un nivel relativamente alto tras la inmunizacion final
(FIG. 5). Con el andlisis de las subclases de IgG se descubrieron titulos altos de IgG1 especifica de LEA y un titulo
medio bajo de IgG2a (Tabla 1). Tras cuatro dosis, se detectd IgA especifica en suero en 7/10 ratones, pero a un nivel
bajo. También se detectd IgA especifica en las cuatro secreciones de mucosa analizadas, aunque en comparacion con
los datos de los grupos de CT + OVA y ML-I + OVA, los titulos fueron muy variables.

Tras una sola dosis de PHA + OVA, se detectd IgG especifica de PHA en suero en 1/10 ratones. Tras las dosis
posteriores, el titulo aumento y la IgG especifica resultd estar presente en 8/10 animales tras la dosis final (FIG. 5). De
las subclases de 1gG, sélo se detectd IgG1 especifica (Tabla 1). Se detectaron titulos bajos de IgA especifica en los
sueros de todos los animales. No se detectd IgA especifica de PHA en la saliva ni en los lavados vaginales, pero si se
detecto en los lavados nasotraqueales de 5/10 ratones y en los lavados del aparato digestivo de 1/10 ratones.

Los titulos mas bajos del anticuerpo especifico fueron generados contra WGA, incluso tras cuatro dosis de WGA +
OVA (FIG. 5). Se detect6 IgG1 especifica en 2/10 ratones y no se detectd el resto de subclases de IgG (Tabla 1). Se
detectd IgA especifica en un nimero de ratones tras cuatro dosis, pero en un titulo maximo de 1:100. Se midieron
titulos bajos de IgA especifica en un nimero pequefio de ratones en saliva, lavados vaginales y lavados
nasotraqueales. Estos datos se diferencian de los datos especificos de OVA de este grupo, en el que se detectaron
niveles relativamente altos de IgG especifica de OVA en los sueros de una serie de ratones.

No se detectd IgG especifica de UEA-I en suero tras una sola dosis de UEA-I + OVA, pero si se detectd tras dosis
posteriores y en 8/10 ratones tras la dosis final (FIG. 5). Se detectd IgG1 especifica en 9/10 ratones tras la dosis final
(Tabla 1), IgG2a especifica en 1/10 ratones, y no se detectaron IgG2b ni IgG3. Tras la dosis final, se detectd IgA
especifica en suero en 3/10 ratones. Se detectaron titulos relativamente bajos de IgA en saliva, lavados vaginales y
lavados nasotraqueales.

Los presentes datos indican que el tipo de respuesta provocada contra el adyuvante y el inmundgeno puede diferir. Se
detectaron titulos altos de 1gG1l especifica tanto contra OVA como contra CT, pero aunque se midieron titulos
relativamente altos de IgG2a especifica de CT, fueron bajos o nulos los de IgG2a especifica de OVA. La administracion
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de ML-I + OVA condujo a resultados similares, aunque los titulos de 1gG2a especifica de ML-I fueron relativamente
bajos. Con el trabajo anterior, se descubrieron titulos mas altos de IgG1 especifica de OVA que de IgG2a tras la
administracion de OVA +CT, mientras que se encontraron titulos mas altos de IgG2a especifica de CT que de IgG1 en
los mismos ratones (24). La alimentacién de los ratones con CT + hemocianina de lapa californiana (KLH) estimulé una
potente respuesta secretora de IgA especifica de KLH en los ratones que resultaron ser altos respondedores contra la
CT, siendo mucho menor el efecto en los bajos respondedores (29). Asi pues, el efecto adyuvante oral de la CT
dependi6 de una potente respuesta inmune contra la propia CT. Sin embargo, tanto WGA como UEA-I aumentaron la
respuesta de la IgG en suero contra la OVA (aunque no significativamente) y no fueron muy inmunogénicos. Un estudio
reciente descubrié que varias lectinas de la dieta, incluyendo la PHA, podian desencadenar baséfilos humanos para
liberar IL—4 y IL-13. Por ejemplo, ConA y PHA-E indujeron niveles de IL-4 tan altos como los obtenidos mediante la
estimulacion con anticuerpos anti—IgE. Las lectinas que estimularon niveles elevados de IL—-4 también desencadenaron
la liberacion de IL-13 e histamina, posiblemente, mediante la induccién de IL—4, que es necesaria para cambiar hacia
una respuesta de tipo Th2 (30).

A pesar de la induccién de titulos elevados de IgG en suero contra OVA en los ratones inmunizados con CT o ML-| +
OVA, la IgA en suero apenas fue detectable. Con el trabajo anterior no se detectd IgA especifica del inmunégeno en
suero en los ratones tras dos inmunizaciones intranasales con proteina zot de V. cholerae o LT + OVA (19). De igual
manera, se descubrié que la administracion oral de LT + TT estimuld niveles elevados de anticuerpos IgG en suero
contra TT, mientras que no se detectd IgA anti—TT en suero (23). Aunque tanto CT como ML—I estimularon eficazmente
la IgA anti-OVA en todas las secreciones de mucosas, los niveles mas altos se obtuvieron en los lavados
nasotraqueales y en la saliva. Debido a que los titulos totales de IgA en suero de los ratones inmunizados con CT
+OVA y ML-I + OVA fueron 33 veces y 73 veces mayores que en los lavados nasotraqueales y 1.340 veces y 1.176
veces mayores que en la saliva, respectivamente, los titulos de IgA especifica de OVA de estas zonas indican la
induccion de respuestas locales. Los titulos de los anticuerpos de los lavados vaginales fueron muy variables, lo que
puede ser reflejo de las influencias hormonales (31).

Tabla 1
Antigeno Titulo de las subclases de IgG y de IgG en Titulo de IgA
suero
IgG IgG1 IgG2a | IgG2B | IgG3 | Suero | saliv | vagin | nasa | Ap.
a a I digestivo

CT 532.481 | 339.481 | 83.201 | 3681 1.201 | 4.481 | 409,6 | 358,8 | 3.200 | 211,2
ML-I 337.961 | 409.601 | 2.881 | 901 - 1.841 | 64 440,3 | 819,2 | 33,6
LEA 61.441 78.081 361 11 — 361 11 10,2 49,6 5,2
PHA 8.561 7.161 - - — 211 - - 4,6 0,2
WGA 141 21 — — — 51 0,2 0,6 1,4 —
UEA-I 10.881 18.441 11 - — 31 1,8 1 5 -

EJEMPLO 7

Tres lectinas diferentes de muérdago europeo (Viscum album), ML-I, ML~ y ML-IIl, aumentan los titulos de los
anticuerpos IgG especificos de gD2 en suero tras una administracion intranasal.

Se mezcl6é un microgramo de cada una de estas tres lectinas con 5 pg de glucoproteina D2 (gD2) del virus Herpes
simplex de tipo 2 y se administraron intranasalmente a los ratones los dias 1, 14, 28 y 49 segun lo descrito
anteriormente. Otros ratones fueron inmunizados intranasalmente con 5 pg de gD2 sola o con 5 pg de gbD2 mezclada
con 1 ug de CT. Los sueros se recogieron 1 dia antes de cada inmunizacion y al finalizar el estudio. Los titulos de los
anticuerpos IgG especificos de gD2 en suero fueron medidos segun lo descrito anteriormente.

En las FIG. 6A-D, se muestran los resultados. Los puntos se refieren a datos individuales y el simbolo (-) representa el
titulo medio. Cada una de las tres lectinas de muérdago presentd una actividad adyuvante comparable a la mostrada
por CT.

EJEMPLO 8

Aumentos en los titulos de los anticuerpos de las subclases de IgG especificas de gD2 en suero tras una
administracion intranasal.

En los dias 1, 14, 35y 49, los ratones fueron inmunizados intranasalmente bien sélo con gD2 (5 ug) o con gD2 (5 ug)
junto con CT (1 pg), ML—I (1 pg), ML=l (1 pg) o ML—III (1 pg). Las muestras se recogieron dos semanas después de la
inmunizacion final. Los datos corresponden a los titulos medidos dos semanas después de la inmunizacién final. FIG.
7A: IgG1; FIG. 7B: 1gG2a; FIG. 7C: IgG2b; FIG. 7D: 1gG3. Los puntos se refieren a datos individuales y el simbolo (-)
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representa el titulo medio. Los valores de p entre paréntesis se refieren a la significacion de los datos en comparacion
con el grupo de sélo gD2.

Los titulos de los anticuerpos IgG1, IgG2a y IgG2b especificos en suero aumentaron en los ratones tratados con cada
una de las tres lectinas de muérdago.

EJEMPLO 9

ML—I, ML-Il y ML~IIl aumentan los titulos de los anticuerpos IgA especificos de gD2 en ratones tras una inmunizacion
intranasal.

En los dias 1, 14, 35 y 49, se midieron los titulos de los anticuerpos IgA especificos de gD2 en las secreciones de los
ratones inmunizados intranasalmente bien sélo con gD2 (5 pg) o con gD2 (5 pg) junto con CT (1 pg), ML—I (1 pg), ML-II
(1 pug) o ML=l (1 pg). Los datos de la FIG. 8 corresponden a los titulos medidos dos semanas después de la
inmunizacién final. FIG. 8A: saliva; FIG. 8B: lavado vaginal; FIG. 8C: lavado nasotraqueal; FIG. 8D: lavado intestinal.
Los puntos se refieren a datos individuales y el simbolo (-) representa el titulo medio. Los valores de p entre paréntesis
se refieren a la significacion de los datos en comparacion con el grupo de sélo gD2.

Cada una de las lectinas de muérdago aumentd los titulos de los anticuerpos IgA especificos de gD2 de cada una de
las secreciones analizadas.

La Tabla 2 muestra las respuestas de los anticuerpos especificos de las lectinas en ratones inmunizados
intranasalmente con gD2 (5 ug), sola o junto con CT/lectinas vegetales (1 ug). Los ratones (n = 10) fueron inmunizados
los dias 0, 14, 28 y 42, y las muestras se recogieron los dias 56 y 57.

Tabla 2
Lectina/ Titulo de las subclases de IgG y de IgG en suero Titulo de IgA
toxina
IgG IgG1 lgG2a IgG2b IgG3 | Suero | Saliva |Vaginal | Nasal | Ap.
digest.
ML-I 313.600 | 742.400 2.200 18.400 - 2.700 53 84 432 6
MLl 655.360 | 655.360 3.040 23.040 - 520 98 34 166 30
ML=III 179.200 | 327.680 1.220 9.920 - 520 58 88 113 7
CT 523.378 | 568.889 | 176.356 | 193.422 211 7.111 484 409 1.771 53
EJEMPLO 10

Inmunogenicidad y adyunvaticidad en las mucosas de RIP de tipo Il no téxicas y moléculas relacionadas

Se compard la inmunogenicidad y la adyunvaticidad en las mucosas (intranasal) de RIP de tipo Il no tdxicas (nigrina B,
nigrina B bésica, ebulina rl) y moléculas relacionadas con sus subunidades B (SNA Il, SELfd) con las de ML—I y CT. Se
inmunizaron intranasalmente ratones con gD2 (5 pg) sola o junto con lectinas vegetales o toxina del colera (CT) (1 pug).
Los ratones fueron inmunizados los dias 0, 21 y 42, y las muestras se recogieron los dias 56 y 57. Se midieron las
respuestas especificas de las lectinas y las respuestas contra el antigeno circundante, gD2, mediante ELISA.

La FIG. 9 muestra los titulos totales de las subclases de IgG y de IgG en suero especificos de gD2 de ratones
inmunizados intranasalmente los dias 1, 21 y 42 bien s6lo con gD2 (5 pg) o gD2 (5 pg) junto con 1 pg de CT, ML—I,
nigrina B, nigrina B basica, ebulina r1, SNA Il o SELfd. Los sueros se recogieron al finalizar el estudio. Los puntos se
refieren a datos individuales y el simbolo (-) representa el titulo medio. Los valores de p entre paréntesis se refieren a la
significacion de los datos en comparacion con el grupo de s6lo gD2.

La FIG. 10 muestra los titulos de anticuerpos IgA especificos de gD2 de secreciones de ratones inmunizados
intranasalmente los dias 1, 21 y 42 bhien sélo con gD2 (5 ug) o gD2 (5 ug) junto con 1 pug de CT, ML—I, nigrina B, nigrina
B basica, ebulina rl, SNA Il o SELfd. Los datos corresponden a los titulos medidos dos semanas después de la
inmunizacion en (a) saliva; (b) lavado vaginal; (c) lavado nasotraqueal; (d) lavado intestinal. Los puntos se refieren a
datos individuales y el simbolo (-) representa el titulo medio. Los valores de p entre paréntesis se refieren a la
significacion de los datos en comparacion con el grupo de sélo gD2.

La tabla 3 muestra la inmunogenicidad de las RIP de tipo Il y las moléculas relacionadas. Se midieron las respuestas
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de los anticuerpos en ratones inmunizados intranasalmente con gD2 (5 pg) o junto con CT/lectinas (1 pg). Los grupos
de ratones (n = 10) fueron inmunizados los dias 0, 14, 28 y 42, y las muestras se recogieron los dias 56 y 57.

Tabla 3
Lectina/ Titulo de las subclases de IgG y de IgG en suero Titulo de IgA
toxina
IgG IgG1 lgG2a IgG2b IgG3 | Suero | Saliva [Vaginal Nasal | Ap.
digest

ML-I 921.600 1.556.480 | 6.820 96.000 | 10 1.880 | 28,8 421 716,8 | .10
NigrinaB | 120 880 20 60 - 10 0,2 0,4 - 0,6
NigrinaB | — 10 - - - - - - - -
basica
Ebulinarl | 5.920 9.100 480 6.160 - 170 1,6 0,2 4,4 -
SNA I 40 50 - 40 - 80 - - 14 1
SELfd 310 750 - 90 - 150 - - -

La FIG. 11 muestra los titulos de anticuerpos IgA e IgG en suero especificos de gD2 medidos en ratones inmunizados
intranasalmente los dias 1, 21 y 42 bien so6lo con gD2 (5 pg) o gD2 (5 pg) junto con 1 pg de CT, ML—-I o UEA-1. Los
datos corresponden a los titulos medidos dos semanas después de la inmunizacién final. Los puntos se refieren a
datos individuales y el simbolo (-) representa el titulo medio. Los valores de p entre paréntesis se refieren a la
significacion de los datos en comparacion con el grupo de sélo gD2.

La FIG. 12 muestra los titulos de anticuerpos de las subclases de IgG especificas de gD2 medidos en ratones
inmunizados intranasalmente los dias 1, 21 y 42 bien sélo con gD2 (5 pg) o gD2 (5 pg) junto con 1 pg de CT, ML—I o
UEA-1. Los datos corresponden a los titulos medidos en los sueros dos semanas después de la inmunizacion final.
Los puntos se refieren a datos individuales y el simbolo (-) representa el titulo medio. Los valores de p entre paréntesis
se refieren a la significacion de los datos en comparacion con el grupo de sélo gD2.

La FIG. 13 muestra los titulos de anticuerpos IgA especificos de gD2 medidos en secreciones de ratones inmunizados
intranasalmente los dias 1, 21 y 42 bien s6lo con gD2 (5 pg) o gD2 (5 ug) junto con 1 pg de CT, ML-I o UEA-1. Los
datos corresponden a los titulos medidos dos semanas después de la inmunizacion en (a) saliva; (b) lavado vaginal; (c)
lavado nasotraqueal; (d) lavado intestinal. Los puntos se refieren a datos individuales y el simbolo (-) representa el
titulo medio. Los valores de p entre paréntesis se refieren a la significacion de los datos en comparacién con el grupo
de sélo gD2.

La FIG. 14 muestra las concentraciones medias de la produccién de IL-5, IL-4 e IFN y los recuentos por minuto del
andlisis de proliferaciéon de células T en (a) células de bazo y (b) nddulos linfaticos cervicales en la semana 8 tras tres
inmunizaciones (dias 0, 21, 42) con gD2, ML-I o UEA-1, o con gD2 junto con ML—I, UEA-1 o LTK63. Las células de
bazo y las células de nédulos linfaticos cervicales fueron aisladas y estimuladas in vitro con gD2 (0 pg/ml, 1 ug/mlo 5
pg/ml) o con gD2 acoplado a perlas de latex diluidas 1:1.000 o 1:5.000 o con PMA/cd3.

La FIG. 15 muestra los titulos de anticuerpos IgG en suero especificos de OVA de ratones inmunizados mediante
alimentacion por sonda los dias 1, 14, 28 y 49 bien sélo con OVA (5 mg) o con OVA (5 mg) junto con CT (10 pg), ML—I
(20 pg), ML—I1 (10 pg) o ML-III (10 pg). Los sueros se recogieron 1 dia antes de cada inmunizacion y al finalizar el
estudio. FIG. 15A: titulos de IgG en suero tras una dosis (dia 13); FIG. 15B: titulos de IgG en suero tras dos dosis (dia
27); FIG. 15C: titulos de 1gG en suero tras tres dosis (dia 48); FIG. 15D: titulos de IgG en suero tras la dosis final (dia
62). Los puntos se refieren a datos individuales y el simbolo (-) representa el titulo medio.

La FIG. 16 muestra los titulos de los anticuerpos IgA y de las subclases de IgG en suero especificos de OVA medidos
en ratones inmunizados mediante alimentacién por sonda los dias 1, 14, 35 y 49 bien s6lo con OVA (5 mg) o con OVA
(5 mg) junto con CT (10 pg), ML—I (10 pg), ML-II (10 pg) o ML—III (10 pg). Las muestras se recogieron dos semanas
después de la inmunizacion final. Los datos corresponden a los titulos medidos dos semanas después de la
inmunizacion final. FIG. 16A: IgG1; FIG. 16B: 1gG2a; FIG. 16C: IgG2b; FIG.16D: IgG3. Los puntos se refieren a datos
individuales y el simbolo (-) representa el titulo medio.

La FIG. 17 muestra los titulos de los anticuerpos IgA especificos de OVA medidos en las secreciones de ratones
inmunizados mediante alimentacion por sonda los dias 1, 14, 35 y 49 bien s6lo con OVA (5 mg) o con OVA (5 mg) junto
con CT (10 pg), ML-I (10 pg), ML-II (10 pg) o ML-III (10 ug). Los datos corresponden a los titulos medidos dos
semanas después de la inmunizacion final. FIG. 17A: saliva; FIG. 17B: lavado vaginal; FIG. 17C: lavado nasotraqueal;
FIG. 17D: lavado intestinal. Los puntos se refieren a datos individuales y el simbolo (-) representa el titulo medio.

12



10

15

ES 2356 890 T3

La Tabla 4 muestra las respuestas de los anticuerpos especificos de OVA en los ratones inmunizados mediante
alimentacion por sonda solo con OVA (5 mg) o con OVA junto con lectinas (10 pg) administradas en 0,5 ml de
bicarbonato sodico. Los grupos de ratones (n = 10) fueron inmunizados los dias 0, 14, 28 y 42, y las muestras se
recogieron los dias 56 y 57.

Tabla 4
Lectina/ Titulo de las subclases de IgG y de IgG en Titulo de IgA
toxina suero
IgG IgG1 1gG2 IgG2b IgG3 | Suero Saliva | Vagina | Nasal | Ap.
| dige
S6lo OVA 30.500 | 62.260 | - 120 - 40 - 0,4 t—
ML—-I + OVA | 361.33 | 625.86 | 1.689 16.267 - 8 43 4
ML-Il + 3 7 533 4.367 - 133 1 6 9 8
OVA ML-IIl | 290.80 | 462.40 | 1.300 15.700 - 200 15 3 100 17
+ 0 0 2.311 7.578 - 1.375 11 8 119 26
CT + OVA 362.00 | 603.20 10
0 0
401.06 | 534.75
7 6

La Tabla 5 muestra las respuestas de los anticuerpos especificos de OVA en los ratones inmunizados sélo con OVA (5
mg) o con OVA junto con lectinas (10 pg). Se administré a los ratones el antigeno (+ ML1) bien mediante alimentacion
por sonda en 0,1 ml de PBS o incorporado en los granulos de pienso. Los grupos de ratones (n = 5) fueron
inmunizados los dias 0, 14, 28 y 42, y las muestras se recogieron los dias 56 y 57.

La Tabla 6 muestra las respuestas de los anticuerpos especificos de ML1 en los ratones inmunizados oralmente sélo
con OVA (5 mg) o con OVA junto con lectinas (10 pg). Se administré a los ratones el antigeno (+ ML1) bien mediante
alimentacion por sonda en 0,1 ml de PBS o incorporado en los granulos de pienso. Los ratones fueron inmunizados los
dias 0, 14, 28 y 42, y las muestras se recogieron los dias 56 y 57.

Tabla 5
Lectina Titulo de las subclases de IgG y de IgG en Titulo de IgA
suero
IgG IgG1 lgG2a IgG2b IgG3 | Suero Saliva | Vagina | Nasal [Ap.
| diges

Sélo OVA 6.600 (4) | 25.640 160(1) | 3.240(3 | - - - - t

(3) ) 3,2 (1) -
ML—I + OVA | 6.120 (5) - - 80(1) |- -
(PBS) 8.340 (5) - - 2(2)
(PBS)
Sélo OVA 20 (1) - - - - -
(GRANULO 40 (1) - - -
S) 160 (3) - - - - -
ML—I + OVA 20 (1) 40 (2) - 0,41
(GRANULO )
S)
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Tabla 6
Lectina Titulo de las subclases de IgG y de IgG en Titulo de IgA
suero
I9G IgG1 lgG2a lgG2b IgG3 | Suero Saliva | Vagina | Nasal [Ap.
| diges

Sélo OVA

(PBS)

ML-I + OVA | 6.080 33.280 | 240(2) 4.640 - 1.440 0,4 (1) 0,4

(PBS) ®) ®) ®) ®) 2(3) @ 16

Sélo OVA (5)

(GRANULO

S) 6.600 31.040 | 120 (2) 2.260 - -

ML-I + OVA | (5) 5) 5) 560 (4) 35,2(4) | 0,8

(GRANULO (1) 3,2

S) ©)
EJEMPLO 11

Eficacia de las RIP de tipo Il (ML1, ebulina R1) como adyuvantes cuando se administran con antigenos por via
transcutanea.

En relacién con los estudios que demostraron la eficacia de las lectinas de muérdago como adyuvantes administrados
por via mucosa, los presentes estudios se llevaron a cabo para evaluar el potencial de las RIP de tipo Il como
adyuvantes administrados transcutdneamente. El reciente trabajo ha demostrado la induccién eficaz de respuestas
inmunes cuando se usa CT como adyuvante por esta via (Glenn et al., 1998, 1999). Ademas de ML-1, se usé CT como
control positivo y ebulina rl, porque fue la mas inmunogénica de las RIP de tipo Il no téxicas administradas
intranasalmente.

PROTOCOLO

Los grupos de ratones Balb/c hembra (n = 5) fueron inmunizados los dias 0 y 21, y las muestras se recogieron los dias
0, 20 y 35 para su analisis mediante ELISA. Se estudiaron tres antigenos circundantes diferentes, ASB, DT y gD2. Los
antigenos (50 pg) fueron administrados a los ratones bien solos 0 mezclados con lectina/toxina (50 pg). Las respuestas
de los anticuerpos especificos se determinaron mediante ELISA. Ademas, se midieron las respuestas de la CT y las
lectinas para evaluar su inmunogenicidad mediante la via transcutdnea. Se afeit la espalda de los ratones con una
esquiladora n.° 40 y se dejé descansar a los animales durante 48 h. Se anestesio a los ratones con hypnorm—diazepan
durante el procedimiento de inmunizacién. Se limpid la piel con etanol 1 min antes de aplicar la solucién. Se aplico la
solucién de inmunizacion (100 pl) sobre la piel afeitada en una superficie de 2 cm?. Tras 30 min, se aplicaron 100 pl
mas de agua destilada y se dejaron los ratones durante 90 min. Se lavaron bien los ratones con agua corriente tibia, se
secaron mediante golpecitos y se volvieron a lavar.

Grupos de estudio
I ASB

1. 50 yg de ASB

2. 50 yg de ASB + 50 ug de CT

3. 50 pg de ASB + 50 ug de ML-1

4. 50 ug de ASB + 50 ug de Ebulina r1
Il. Toxoide diftérico (DT)

1. 50 ygde DT

2. 50 ygde DT +50 yg de CT

3. 50 pg de DT + 50 pyg de ML-1
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4. 50 ug de DT + 50 ug de Ebulina r1

M. Glucoproteina D2 (gD2) del Virus Herpes simplex

1.
2.
3.
4.

50 pg de gD2

50 pg de gD2 + 50 yg de CT

50 ug de gD2 + 50 ug de ML-1

50 pg de gD2 + 50 ug de lectina Il

La Tabla 7 muestra los titulos de los anticuerpos especificos de ASB en suero medidos tras 1 y 2 dosis transcutaneas
de ASB (50 pg) sola o junto con CT/lectina vegetal (50 ug).

Tabla 7
Adyuvante/ Numero de | Titulo de I1gG en | Titulo de 1gG en | Titulo de IgG1 en | Titulo de IgG2a en
antigeno raton suero suero suero suero
Semana 5 Semana 5
Semana 3 Semana 5
ASB 1 100 100 100 <100
2 <100 6.400 6400 <100
3 <100 25.600 25600 <100
4 <100 1.600 1600 <100
5 <100 12.800 12800 < 100
CT + ASB 1 <100 819.200 819200 <100
2 3.200 1.638.400 1638400 12.800
3 6.400 409.600 409600 1.600
4 1.600 819.200 819200 3.200
5 400 819.200 819200 800
ML1 + ASB 1 800 102.400 102400 <100
2 1.600 204.800 204800 1.600
3 1.600 204.800 204800 400
4 <100 409.600 409600 <100
5 <100 204.800 204800 200
Ebulina r1 + |1 <100 102.400 102400 <100
ASB 2 800 204.800 25600 <100
3 200 204.800 102400 <100
4 <100 409.600 204800 <100
5 <100 204.800 204800 <100

La Tabla 8 muestra los titulos de los anticuerpos especificos de DT en suero medidos tras 1 y 2 dosis transcutaneas de

DT (50 pg) sola o junto con CT/lectina vegetal (50 ug).

Tabla 8
Adyuvante/ Numero de | Titulo de IgG en | Titulo de IgG en | Titulo de IgG1 en | Titulo de IgG2a en
antigeno raton suero suero suero suero
Semana 5
Semana 3 Semana 5 Semana 5

DT 1 100 < 100 200 <100
2 < 100 25.600 102.400 < 100
3 <100 12.800 25.600 100
4 100 800 3.200 < 100
5 <100 100 400 <100

CT+DT 1 25.600 1.638.400 1.638.400 800
2 12.800 1.638.400 1.638.400 1.600
3 25.600 3.276.800 6.553.600 3.200
4 25.600 1.638.400 3.276.800 3.200
5 51.200 819.200 1.638.400 1.600

ML1 + DT 1 800 51.200 102.400 <100
2 100 25.600 102.400 100
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3 < 100 6.400 12.800 <100
4 < 100 51.200 102.400 100
5 <100 6.400 12.800 100
Ebulina r1 + | 1 < 100 400 800 < 100
DT 2 800 100 200 < 100
3 1.600 102.400 204.800 100
4 400 12.800 25.600 <100
5 < 100 51.200 204.800 < 100

La Tabla 9 muestra los titulos de los anticuerpos especificos de gD2 en suero medidos tras 1 y 2 dosis transcutaneas
de gD2 (50 pg) sola o junto con CT/lectina vegetal (50 pg). Debido a las bajas respuestas, no se determinaron los

niveles de IgGa ni de IgG1 en suero.

Tabla 9
Adyuvante/ Numero de | Titulo de 1IgG en | Titulo de IgG en
antigeno ratén suero suero
Semana 3 Semana 5
gD2 1 <100 <100
2 100 100
3 <100 <100
4 <100 <100
5 <100 <100
CT +gD2 1 100 1.600
2 <100 102.400
3 <100 3.200
4 <100 3.200
5 < 100 6.400
ML1 + gD2 1 <100 <100
2 <100 <100
3 <100 1.600
4 <100 <100
5 <100 <100
Ebulina r1 + |1 <100 <100
gD2 2 <100 <100
3 100 <100
4 100 200
5 100 < 100

La Tabla 10 muestra los titulos de los anticuerpos especificos de las lectinas y de CT en suero medidos tras 1 y 2 dosis

transcutaneas de CT/ML1/Ebulina r1 (50 pg).

Tabla 10
Adyuvante/ NUumero de raton Titulo de I1gG en | Titulo de I1gG en
antigeno suero suero
Semana 3 Semana 5

CT 1 3.200 102.400
2 3.200 51.200
3 3.200 12.800
4 < 100 204.800
5 204.800 1.638.400
6 12.800 102.400
7 12.800 204.800
8 3.200 204.800
9 3.200 102.400
10 800 204.800
11 < 100 102.400
12 < 100 819.200
13 < 100 102.400
14 800 409.600
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15 800 102.400
ML 1 1 800 1.600
2 400 3.200
3 400 1.600
4 800 51.200
5 <100 25.600
6 <100 < 100
7 <100 400
8 <100 < 100
9 <100 800
10 <100 < 100
11 <100 12.800
12 <100 1.600
13 <100 1.600
14 <100 25.600
15 <100 200
Ebulinarl 1 <100 400
2 100 < 100
3 100 <100
4 800 200
5 200 <100
6 100 < 100
7 100 <100
8 <100 100
9 <100 <100
10 <100 <100
11 <100 <100
12 <100 <100
13 <100 100
14 <100 400
15 100 <100
EJEMPLO 12

Unidn, absorcidn y translocacion de lectinas administradas oralmente a ratones

Administracion de lectinas y recogida de tejidos. Se mantuvieron ratones Balb/c hembra a una dieta para ganado
normal con libre acceso a agua antes de los experimentos. Se privd a los ratones de comida durante una noche y se
administraron las lectinas mediante alimentacion por sonda usando agujas de dosificacion oral curvadas (20 g x 25
mm) (1 mg de lectina/ratén en 100 pl de solucién salina fisioldgica) a grupos de 24 ratones. En este procedimiento
tuvieron acceso a agua. Se sacrificaron los animales en grupos de 8 mediante anestesia con halotano seguida de la
exsanguinacion tras 1 h, 6 h 'y 24 h. Se recogié sangre mediante puncién cardiaca. Los ratones fueron diseccionados y
se extirpd todo el aparato digestivo que fue dividido en el estbmago, dos partes de intestino delgado y el intestino
grueso. Se lavo el contenido del aparato digestivo con 10 ml de PBS enfriado en hielo para indicar la cantidad de
lectina sin unir que habia presente. Se colocaron los tejidos del aparato digestivo en bolsas de politeno y se congelaron
inmediatamente en nitrégeno liquido. En cada caso, se tomaron secciones de intestino y se fijaron en formalina al 4%
para el examen de la unién de las lectinas mediante histologia. Se almacenaron todos los tejidos del aparato digestivo
y los lavados a —20°C hasta que fueron necesarios para el andlisis. Ademas, se recogieron el higado, el bazo y los
rifones de los animales.

Extraccion de lectinas del tejido. Se extrajeron tejidos de los animales que habian recibido las lectinas o la solucién
salina control mediante homogenizacién en solucion 20mM de diaminopropano. Se colocaron las secciones de tejido
en la solucion de extraccion (995 pl de diaminopropano 20mM + 5 pl de 5 mg/ml de aprotinina (Sigma)) y se
homogenizaron (Janke and Kunkel IKA®-Labortechnik, Ultra — Turrax®) a 24.000 rpm durante 2 minutos sobre hielo.
Se lavd la cabeza del homogenizador con agua destilada en 1 ml de solucién de extraccion y, de nuevo, en agua
destilada entre las muestras. Se centrifugaron las muestras (Jouan, MRI 22) durante 20 min a 18.600 g a 2°C. Se
recogieron los sobrenadantes y se almacenaron a

—20°C hasta que fueron necesarios para los analisis.

Procesamiento de los lavados del aparato digestivo. Para proporcionar una sefal de la cantidad de lectina libre (sin
unir) presente en el aparato digestivo, se analiz6 la cantidad de lectina presente en los lavados del aparato digestivo.
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Se afadieron lavados (500 pl) a tampdn de dilucion (495 pl) + el inhibidor de la proteasa aprotinina (5 pl de 5 mg/ml) y
se centrifugaron (Microspin 12S, Sorvall® Instruments, Du Pont) a 8000 rpm durante 10 min.

Procesamiento de las muestras sanguineas. Tras la recogida, se dejaron las muestras sanguineas a temperatura
ambiente durante 1 hora y se centrifugaron a 7.000 rpm durante 6 min (Microspin 12S, Sorvall® Instruments, Du Pont).
Se recogi6 el plasmay se almacené a

—20°C hasta que fue necesario para el analisis.

Andlisis de union ELISA de lectinas vegetales al aparato digestivo. Se configuré el andlisis ELISA para poder
cuantificar la WGA de las muestras de tejido extraidas y de los lavados. Se revistieron las placas de microvaloracion
(Immunolon 4, Dynatech) con 75 pl de una dilucién 1:64.000 de anti-WGA de conejo por pocillo en tampoén de
carbonato—bicarbonato, pH 9,6 y se incubaron a 4°C durante una noche. Tras lavar, se bloquearon las placas con
PBST/gelatina al 2%/N—acetilglucosamina 200mM y se incubaron a 37°C durante 1 h. Se lavaron las placas; se
afiadieron patrones y muestras, se diluyeron en serie en tampoén de dilucion (PBST/N-acetilglucosamina 200mM) y se
incubaron a 37°C durante 1 h. Se trazé la curva estandar para la WGA mediante la valoracion de la solucion de WGA
de 10 ng/ml a 78 pg/ml. Se afiadié anti-WGA biotinilado a una dilucion de 1:16.000 en tampén de dilucién y se incub6 a
37°C durante 1 h. Tras mas lavados, se afiadi6é peroxidasa ExtrAvidin® (Sigma) en una diluciéon de 1:1.000 en tampdn
de dilucidn y se incub6 a 37°C durante 30 minutos. Se lavaron las placas y se afiadieron 50 pl/pocillo de solucion
reveladora (sustrato de peroxidasa para micropocillos TMB (1-C), Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg,
EE.UU.) y se incubaron en la oscuridad con agitacion a 37°C durante 30 min. Se detuvo la reaccion mediante la adicién
de H2S0O4 1M (50 pl/pocillo) y se leyd la absorbancia a 450 nm. Se calcularon los niveles de WGA a partir de la region
lineal de la curva estandar.

Electroforesis en gel de poliacrilamida—SDS y transferencia Western. Se aplicaron los geles de electroforesis en gel de
poliacrilamida—SDS y se transfirieron las proteinas a membranas de PVDF usando un aparato transferencia en
semiseco. Tras la transferencia, se bloquearon las membranas en soluciéon de caseina al 2,5% durante 30 min a
temperatura ambiente. Se lavaron las membranas y se afadid el anticuerpo primario (anti—lectina marcado con biotina)
en una dilucion de 1:2.500 en 5 ml de solucidn de caseina al 1,2%. Tras la incubacién con agitacion a temperatura
ambiente durante una noche, se lavaron muy bien las membranas con PBS y peroxidasa ExtrAvidin® afiadida en una
dilucién 1:5.000 en caseina al 1,2%. Tras una incubacion de 1 h con agitacion a temperatura ambiente, se lavaron muy
bien las membranas con PBS y agua destilada. Se transfirié el fluido en exceso de las membranas y se afiadio solucion
reveladora (kit de picodeteccion West Super signal® (Pierce, Rockford, EE.UU.)) y se dejé en la oscuridad durante 5
min. Se seco el exceso de fluido de las membranas y se expusieron las membranas a una pelicula (Kodak X—-OMAT LS
(Sigma)) y se procesaron.

RESULTADOS

Estabilidad y unién de lectinas vegetales en el aparato digestivo de los ratones tras una alimentacién por sonda. Las
lectinas PHA, WGA y UEA-1 fueron estables en el tracto digestivo de los ratones durante 6 h tras la alimentacion por
sonda (Tablas 11 y 12; FIG. 18 y 19). En el intestino delgado, sélo se detectaron las lectinas en el PM subunitario del
control positivo. En el estémago, hubo signos de la agregacion de las lectinas tras 6 y 24 h en los casos de la PHA y la
UEA-1. Sin embargo, la mayoria de la lectina detectada en el estdmago también estaba intacta. Con el analisis de la
unién de las lectinas al aparato digestivo se encontraron diferencias en la ubicacion de la unién de las lectinas a la hora
y a las 6 horas de la administracion. La PHA (sin estar WGA presente) se unio al intestino delgado proximal, mientras
gue no se detectdé UEA-1 en esta region, sino unido al intestino delgado distal (Tabla 11). El patrén de unién resulto ser
similar a la hora y a las 6 horas de la administracion de las lectinas. A las 24 h de la administracion, no se detectaron
lectinas en los tejidos de aparato digestivo homogenizados. Esto indicé que las lectinas no se volvieron a unir al
aparato digestivo tras su separacion, sino que lo mas probable es que fueran excretadas tras separarse.

La Tabla 11 muestra la deteccion de PHA (is6topo E2L2) en el tracto digestivo de los ratones ala 1, 6 y 24 h de la
administracion de 1 mg mediante alimentacion por sonda. El simbolo + indica la deteccion de la lectina en las
transferencias Western, y el nimero de ratones con signo positiva (de los 8 de cada grupo) se presenta entre
paréntesis. El peso molecular subunitario de la PHA del control positivo fue de 29,5 kDa.

La Tabla 12 muestra la deteccidon de UEAL en el tracto digestivo de los ratones a la 1, 6 y 24 h de la administracién de
1 mg mediante alimentacién por sonda. El simbolo + indica la deteccion de la lectina en las transferencias Western, y el
numero de ratones con signo positiva (de los 8 de cada grupo) se presenta entre paréntesis. El peso molecular
subunitario aparente de la UEA1 del control positivo fue de 34,7 kDa.
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Tabla 11
REGION DEL TIEMPO TRAS LA PM (kDa)
APARATO ADMINISTRACION (h)
DIGESTIVO
1
Lavado del aparato 6
digestivo i“ 1259 | 1148 | 912 | 581 | 43,7 | 295 | 93 | 7.6
Estémago 6 3 T e A A
24 _ _ _ _ _ _ _ _
1
Homogenizado de | 6 _ _ _ :g; _ +(_8) _ _
intestino delgado 24 _ _ _ N _ _ +4) | +@)
(proximal) 1 _ _ _ _ _ +®) - -
Homogenizado de 6 _ _ _ _ _ +(8) _ _
intestino delgado 24 _ _ _ _ _ - _ _
(distal) 1
Homogenizado de 6 _ _ _ _ _ +(6) _ _
intestino grueso 24 _ _ _ _ _ N _ _
Tabla 12
REGION DEL TIEMPO TRAS LA PESO MOLECULAR APARENTE (kDa)
APARATO ADMINISTRACION
DIGESTIVO (h) 1445 114,8 | 100 | 87,1 | 759 | 64,6 | 52,5 | 34,7
Estomago 1 - - - - - - - +(4)
6 - - - | @) | +3) | *() - -
24 - - - | +@ - +(3) - -
Lavado del intestino | 1 - - +(2) - +(1) - - +(4)
delgado 6 - - - - - - - -
24 - - - - - - - -
Homogenizado de 1 - - - - - - - -
intestino delgado 6 - - - - - - - -
(proximal) 24 - - - - - - - -
Homogenizado de 1 - - - — - - — +(4)
intestino delgado 6 - - - - - - - +(5)
(distal) 24 - - - - - - - -
Homogenizado de 1 - - - - - - - +(2)
intestino grueso 6 - - - - - - - +(4)
24 - - - - - - - -

Deteccion de lectinas en 6rganos internos y sangre. Se usaron ensayos de transferencia Western quimioluminiscentes
sensibles para determinar la absorcion de las lectinas. Para las tres lectinas, se midi6 la absorcion en el higado y en el
rifion (Tabla 13, FIG. 20 y 21). La FIG. 20 muestra que las UEA1 detectadas en el tejido renal estdn a un peso
molecular mayor que en el control positivo. Hay una reaccion cruzada con el tejido renal control. Sin embargo, hay
otras bandas visibles en los tejidos de los animales que recibieron la lectina. Estas bandas estan a un peso molecular
mayor que en el control.

Las lectinas se detectaron en el tejido del higado de 1 a 24 h después de la administracion. Sin embargo, el PM de las
bandas reactivas fue considerablemente superior que el PM subunitario esperado. De hecho, no se detect6 ninguna de
las 3 lectinas al PM subunitario esperado en los drganos internos. Para determinar una sefial del grado de absorcién de
las lectinas, se configuré un ELISA de sandwich que cuantificara la WGA. Esto permitié determinar las lectinas del
aparato digestivo y los 6rganos internos (Tabla 13). Se detectd la lectina en los homogenizados de aparato digestivo
hasta las 6 h de la administracién aproximadamente al nivel administrado de la lectina. A las 24 h, ya no se detectaba
nada de lectina en los homogenizados. De los érganos internos, los niveles méas elevados de lectina se detectaron en
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el tejido del higado. El nivel de lectina en esta parte del cuerpo aumenté desde la primera hora a las 24 h. Sin embargo,
la cantidad mas alta de lectina detectada (289,3 ng) representaba una pequefia fraccién de la dosis administrada. Se
detectaron niveles muy bajos de WGA en las células sanguineas o en los sueros o en el bazo. La deteccion del nivel
mas alto de lectina en el higado y en el rifién esta en linea con los resultados de la transferencia Western, en los que
las lectinas eran detectables en el tejido de higado y rifién, pero no en la sangre ni en otros érganos.

Estabilidad de lectinas nativas o absorbidas a la proteolisis por tripsina. Para determinar si las lectinas absorbidas
detectadas en el higado y en los rifiones conservaban las propiedades de las lectinas nativas, se incubaron PHA, WGA
y UEA-1 nativas y extraidas de tejido durante 1 h con una solucién de tripsina. Las tres lectinas fueron muy estables a
la enzima en su forma nativa. Sin embargo, las lectinas modificadas detectadas en el tejido de higado y de rifién fueron
degradadas por la enzima (Fig. 22). Esto indica que las células del higado y del rifién son capaces de modificar las
lectinas vegetales a formas que son sensibles a la proteolisis. Esto puede ser un mecanismo para la degradacion de
las lectinas vegetales ingeridas que sobreviven en el tracto digestivo y son absorbidas.

La TABLA 13 muestra la deteccion de WGA en tejidos tras una administracién oral por sonda a grupos de ratones (n =
8) de una sola dosis de 1 mg de lectina en 0,1 ml de PBS. Se determind la lectina mediante un ELISA de sandwich
cuantitativo y los datos se presentan como los pg de lectina por 6rgano o por ml de sangre.

Tabla 13

TEJIDO TIEMPO TRAS LA ADMINISTRACION DE LAS LECTINAS (h)

1 6 24

ND 1018,1 £ 949,2 -
Homogenizado de aparato
digestivo 55+5,8 25+14 0,4+0,7
Lavado de aparato digestivo 28,5+ 33 48 +42,1 289,3 + 546
Higado 0,6 £0,9 33x21 11,9+£9,2
Bazo 05+0,5 1,9+0,8 16+22
Rifidn 0,4+£0,7 2,1+18 1,12
Suero 0,3+0,5 18+2,5 0,5+0,8
Células sanguineas
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una mezcla que comprende un inmundgeno y una lectina vegetal en la fabricacion de un medicamento para
producir una respuesta inmune hacia el inmunégeno en un mamifero, en el que el medicamento se administra por via
mucosa y la respuesta inmune es mayor que la respuesta inmune contra el inmunégeno producido en ausencia de la
lectina vegetal.

2. El uso de la reivindicacion 1, en el que el medicamento se administra mediante un procedimiento seleccionado del
grupo que consiste en la administracion oral, administracion intranasal, administracion intrarrectal y administracion
vaginal.

3. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que el medicamento se administra usando un vehiculo de
microparticulas.

4. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el medicamento se administra en combinacién con un
polimero bioadhesivo.

5. El uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la lectina vegetal se selecciona del grupo que
consiste en ML-1, ML-11, ML-111, WGA y UEA-1.

6. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que la lectina vegetal es una proteina desactivadora de los
ribosomas de tipo 2.

7. El uso de la reivindicacion 6, en el que la proteina desactivadora de los ribosomas de tipo 2 se selecciona del grupo
gue consiste en nigrina b, nibrina b bésica, ebulina 1, ebulina rl, ebulina r, ebulina f, nigrina f, SNA1, SNA1, SNAV,
SNAVI, SNLRPI de Sambucus nigra, SNLRP2, ricino, lectina de ricino, RIP Polygonatum, Sieboldina—6, abrina, abrina
11, modeccina, volkensina, SSA, Cinamonina, porrectina, gelorina, Evanthis hyemalis, RIP, aglutinina de lirio, ML—I,
ML-11 y ML-III.

8. El uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el mamifero se selecciona del grupo que consiste
en un perro, un gato, un ratén, una rata, un conejo, un cerdo de guinea, un chimpancé, un babuino y un ser humano.

9. El uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la respuesta inmune es una respuesta de las
células T.

10. El uso de la reivindicacion 9, en el que la respuesta de las células T es una respuesta Th2.
11. El uso de la reivindicacion 9, en el que la respuesta de las células T es una proliferacién de células T.
12. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que la respuesta inmune es una respuesta de anticuerpos.

13. El uso de la reivindicacién 12, en el que el mamifero produce un anticuerpo que se selecciona del grupo que
consiste en anticuerpos 1gG e IgA.

14. El uso de la reivindicacién 13, en el que los anticuerpos IgG se seleccionan del grupo que consiste en IgG1, IgG2a
e 1gG2b.

15. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 12—14, en el que los anticuerpos son detectables en suero.

16. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 12-15, en el que los anticuerpos son detectables en una secrecién de
mucosa.

17. El uso de la reivindicacion 16, en el que la secrecion de mucosa se obtiene de una mucosa seleccionada del grupo
gue consiste en mucosa de aparato digestivo, mucosa vaginal, mucosa oral y mucosa nasal.

18. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 12-17, en el que se mide el titulo de un anticuerpo usando un ELISA.
19. El uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la mezcla comprende dos o mas lectinas.
20. El uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la mezcla comprende dos 0 mas inmunogenos.

21. El uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el inmundgeno es una proteina de un agente
infeccioso.

22. El uso de la reivindicacion 21, en el que el agente infeccioso es un virus.

23. El uso de la reivindicacion 22, en el que el inmundégeno es una proteina glucoproteina D2 del virus Herpes simplex
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de tipo 2.

24. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 2—23, en el que el medicamento se administra usando un pulverizado
nasal.

25. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 2—-23, en el que se administra una gota de un liquido que contiene el
medicamento.

26. El uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que se administran al menos dos dosis del
medicamento.

27. El uso de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la mezcla comprende un inmunégeno y una
lectina vegetal en una proporcion de al menos 1:1.

28. El uso de la reivindicacion 27, en el que la proporcién es al menos 10:1.

24
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