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DESCRIPCION
Formulacién de adyuvante para administraciéon en mucosas

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere en general a adyuvantes para el uso con vacunas; mas especificamente, adyuvantes para
el uso con vacunas mucosas que no son inmundgenos y que sirven para modular las reacciones inmunitarias hacia
los antigenos que estan en contacto con las superficies mucosas en seres humanos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las vacunas mucosas estan ganando popularidad a escala mundial debido en parte a la comodidad de administra-
cion de estas vacunas, a diferencia de los medios de administracion tradicionales subcutaneos o de otro tipo, a la
comodidad al facilitar la autoadministracion de las vacunas mucosas, a diferencia de los retrasos tradicionales aso-
ciados a reunir grupos de personas para la administracion de las vacunas tradicionales, asi como a la reduccion y la
eliminacion final de las agujas hipodérmicas. Un beneficio adicional del desarrollo de vacunas mucosas eficaces es
la autoadministracion, por lo que se evita la necesidad de personal cualificado para los medios de administracion
tradicionales.

Las superficies mucosas son la via de entrada mas habitual de microorganismos que provocan enfermedades en
animales y en seres humanos. Un sistema inmunitario especializado, equipado con grandes cantidades de células
linfoides, protege estas superficies contra la invasion por microorganismos. El denominado sistema inmunitario de
mucosas puede generar respuestas inmunitarias especificas intensas hacia microorganismos patégenos invasores,
asi como hacia antigenos de vacunas que se administran en las superficies mucosas. Existe un fundamento biolo-
gico solido por el interés creciente tanto en la medicina humana como en la veterinaria hacia las vacunas mucosas
que interaccionan directamente con esta parte importante del sistema inmunitario. El desarrollo rapido en este
campo también esta estimulado por las ventajas evidentes de las vacunas que se pueden administrar en forma de
aerosoles nasales o tonicos orales, en comparacion con las vacunas inyectables. Sin embargo, las vacunas muco-
sas no se convertiran en alternativas realistas a las vacunas inyectables existentes a menos que se pueda mejorar la
eficacia de tales vacunas. El uso de sustancias auxiliares, o adyuvantes, es una de las maneras mas prometedoras
de aumentar la respuesta de anticuerpos y la eficacia clinica de las vacunas mucosas.

Los adyuvantes se han usado durante mucho tiempo con las vacunas tradicionales para mejorar la respuesta inmu-
nitaria, lo que permite usar menos vacuna para producir la respuesta inmunitaria.

Se ha realizado gran parte del trabajo relacionado con las diferencias entre la via de inmunizacion, que compara los
medios de inyeccion mas tradicionales con la administracidon mucosa, y las conclusiones se han aceptado de manera
generalizada. Existen pruebas sustanciales que sugieren dos sistemas inmunitarios; un sistema inmunitario perifé-
rico y un sistema inmunitario de mucosas. Se cree que estos sistemas funcionan por separado y simultaneamente
en la mayoria de las especies, lo que incluye los seres humanos.

El centro de la presente solicitud son las vacunas mucosas, y mas especificamente una formulaciéon nueva de va-
cuna y adyuvante por la que el adyuvante deberia ser atéxico, no deberia alterar la integridad de las membranas
mucosas, deberia tener caracteristicas fisicoquimicas que fueran adecuadas para el transporte a través de las célu-
las M en los tejidos mucosos, deberia activar la inmunidad inespecifica sin inducir la produccion de anticuerpos hacia
si mismo (el adyuvante), deberia estimular que los linfocitos produzcan anticuerpos dirigidos especificamente hacia
los antigenos, no deberia inducir tolerancia hacia los antigenos, deberia actuar como un vehiculo compatible para
los antigenos, deberia aumentar la inmunidad inespecifica y deberia mejorar la eficacia clinica de las vacunas espe-
cificas.

La presente invencién describe por primera vez formulaciones de vacunas mucosas con las caracteristicas desea-
das, y presenta pruebas de un auténtico efecto adyuvante mucoso sin una respuesta simultanea de anticuerpos
hacia si mismo. Por lo tanto, se prevé que la formulacion de adyuvante mucoso presentada en la presente memoria
puede ser una nueva contribucion util para la medicina humana y veterinaria.

DESCRIPCION DETALLADA

La direccion selectiva de los antigenos y los adyuvantes hacia las células M de las superficies mucosas parece ser la
manera mas prometedora de generar una respuesta inmunitaria secretora, ya que estas células estan especializa-
das en tomar muestras de los antigenos para la exposicion directa a las células inmunitarias en los tejidos mucosos
del tracto gastrointestinal y respiratorio. Se sabe que el transporte por medio de las células M es mas eficaz para las
sustancias particuladas que para las sustancias solubles. En contraste con las particulas, las sustancias solubles
también se pueden adherir y penetrar hasta otras partes de la membrana epitelial, y por lo tanto interfieren con una
variedad mas amplia de células inmunocompetentes, y como consecuencia tienen un efecto menos predecible sobre
la respuesta inmunitaria que los antigenos particulados y los adyuvantes particulados. La eficacia del transporte de
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las particulas se ve afectada por el tamafio, y posiblemente también por su naturaleza quimica. Las particulas en el
intervalo de tamafios de 1-10 micrometros parecen ser las transportadas de una manera mas eficaz.

La busqueda de vacunas mas seguras y mejores, tanto para inyeccion como para administracion mucosa, se ha
concentrado en definir y producir antigenos purificados que inducen una respuesta elevada de anticuerpos y un alto
grado de proteccion. La mayoria de los antigenos de vacunas purificados son, sin embargo, inmundgenos débiles
cuando se aplican sobre las superficies mucosas. Por lo tanto, se ha hecho necesario proporcionar un adyuvante
para aumentar la capacidad de los antigenos de las vacunas mucosas de inducir una respuesta de anticuerpos efi-
caz. Existen varias sustancias que tienen esta capacidad. Sin embargo, todos los adyuvantes que se han ensayado
en cuanto a su capacidad de aumentar la eficacia de las vacunas mucosas tienen una o mas desventajas. Los de-
fectos mas serios de los productos existentes son 1) efectos toxicos inaceptables, 2) induccion de la produccién de
anticuerpos hacia el propio adyuvante, 3) induccion de tolerancia inmunoldgica hacia los antigenos de la vacuna.

Varias sustancias con caracteristicas lipofilas o de otro tipo que confieren una actividad de tensoactivo pueden in-
crementar la absorcion a través de las membranas mucosas, por lo que se incrementa la inmunogenicidad mucosa
de los antigenos de la vacuna. Tales excipientes se han mezclado y se han ensayado como adyuvantes nasales
para los toxoides de difteria y tétano, y se han comparado con una vacuna adsorbida en aluminio administrada de
forma nasal en un ensayo clinico en seres humanos. Se demostré un efecto adyuvante evidente, pero los efectos
secundarios locales fueron importantes, probablemente provocados por el efecto de los excipientes sobre la mem-
brana epitelial. La alteracién de la integridad de la membrana también genera problemas relacionados con las res-
puestas inmunitarias hacia otros elementos distintos de los antigenos de la vacuna presentes de manera concomi-
tante en la superficie mucosa.

El célera es un inmundgeno mucoso excepcionalmente potente, asi como un adyuvante potente para las respuestas
de anticuerpos mucosas y sistémicas hacia antigenos no relacionados aplicados simultaneamente y en el mismo
sitio. EI mecanismo para su actividad adyuvante es complejo, y puede incluir la captacién aumentada del antigeno a
través de las células epiteliales por medio de su subunidad B, la activacion de las células presentadoras de antige-
nos, y la estimulacion del cambio de las células B. Sin embargo, el efecto directo tanto de CT como de CTB (toxina
del colera B) sobre las células T in vitro es inhibitorio, lo que se ha sugerido como un posible mecanismo para la
accion adyuvante, asi como para la induccién de tolerancia.

Se ha demostrado que el acoplamiento del antigeno a CTB recombinante aumenta la tolerancia sistémica tanto al
propio CTB como al antigeno conjugado tras la administracion oral. El efecto aparente de CTB como adyuvante en la
administracion nasal comparado con la tolerogenicidad en la administracion intestinal puede ser debido a cantidades
muy pequefias de la holotoxina que contaminan las preparaciones comerciales de CTB, lo que restituye la actividad
adyuvante. Sin embargo, un informe reciente que compara el CTB comercial y recombinante mostré efectos adyu-
vantes de CTB recombinante en la administracion nasal, tanto al acoplar el antigeno de la vacuna a CTB como al
mezclarlo con CTB.

Se ha demostrado que CT/CTB induce una inmunidad protectora tras la administracion nasal con varios antigenos
de vacuna diferentes. Ademas, se pueden inducir respuestas de memoria inmunoldgica a largo plazo hacia CT asi
como hacia el antigeno asociado. Debido a que la holotoxina “natural” es demasiado toxica para el uso como adyu-
vante mucoso en seres humanos, se han desarrollado recombinantes nuevos del CT desprovistos de las propieda-
des toxicas. Sigue sin estar establecido, sin embargo, si la acciéon adyuvante de CT se puede separar de su toxici-
dad. CTB se ha considerado atoxico, pero indujo efectos irritativos sustanciales cuando se probd de manera
intranasal a dosis elevadas en seres humanos.

CT induce inmunidad hacia si mismo asi como hacia el antigeno mezclado, lo cual puede limitar su efecto adyuvante
al usarlo repetidamente. Unos cuantos estudios que abordaron este problema demostraron que la inmunidad pre-
existente hacia este adyuvante puede inhibir las respuestas séricas hacia el antigeno, mas que las respuestas mu-
cosas locales.

Los estudios recientes que usaban CT como adyuvante para preparaciones de vacunas bacterianas con células
completas han demostrado limitaciones adicionales en su accién adyuvante, especialmente en la administracion
nasal. Esto confirma que el mecanismo adyuvante de CT es diferente probablemente del mecanismo de los adyu-
vantes particulados, y que tiene una actividad adyuvante diferente en las diferentes vias de inmunizacion.

La enterotoxina termolabil HLT de Escherichia coli tiene una estructura A-B similar a CT, y un 80% de homologia en
la secuencia de aminoacidos. El mecanismo de la accién adyuvante de HLT no se ha estudiado de manera tan ex-
haustiva como para CT, y puede ser un poco diferente. Aln asi, se ha sugerido que HLT puede impedir la tolerancia
mucosa por medio de su efecto sobre los linfocitos intraepiteliales de la misma manera que CT. HLT es un poco
menos téxica que CT, y, como con CT, las cantidades muy pequefas de la holo-toxina aplicadas con la subunidad B
pueden restituir su accién adyuvante sin toxicidad.

HLT es un adyuvante mucoso potente, capaz de inducir respuestas inmunitarias protectoras distribuidas de forma
generalizada tras la administracion intranasal, y parece ser tan eficaz como CT en la induccion de inmunidad pro-
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tectora. Es un adyuvante eficaz para los anticuerpos séricos y mucosos hacia mas de un antigeno administrado
simultaneamente con HLT. Se han construido mutantes atoxicos con la accidon adyuvante preservada. Sin embargo,
todavia hay que establecer si estos mutantes pueden inducir una inmunidad protectora, y si la accién adyuvante se
puede separar de la toxicidad. Cuando se probé LTB recombinante, una subunidad de HLT, complementada con una
cantidad muy pequefia de LT recombinante de manera intranasal como adyuvante para la gripe en un estudio con
seres humanos, el efecto adyuvante parecié mas bien modesto, y los efectos secundarios locales indeseados fueron
importantes.

LTB recombinante acoplado a un antigeno aplicado de manera nasal puede inducir una tolerancia periférica de la
misma manera que CTB de manera oral.

Otras toxinas bacterianas o derivados, tales como la toxina pertussis, también se parecen a la toxina del colera, y se
han producido mutantes atéxicos. La subunidad B atéxica indujo inmunidad protectora hacia la gripe tras administra-
cion nasal en un estudio, y un mutante atéxico se comparé con CT en otro. El mutante fue como minimo tan eficaz
como la toxina pertussis en cuanto a la inmunidad protectora, aunque menos inmunégeno que CT en cuanto al au-
mento de los anticuerpos sistémicos. La actividad adyuvante de la toxina pertussis se conoce muy bien, y se atribuye
a sus efectos mitogenos.

El dipéptido de muramilo y los derivados son componentes derivados de la pared celular de las micobacterias, y se
ha demostrado que estas sustancias inducen el aumento inespecifico de las respuestas inmunitarias cuando se
administran de manera nasal antes de la exposicion.

Se ha demostrado el mismo principio de accién con los derivados de quitina y la citocina GM-CSF. Se ha probado la
citocina IL-2 de manera intranasal encapsulada en liposomas, e indujo una inmunidad protectora, mientras IL-4 fue
ineficaz. IL-2 también fue superior a LTB en la induccion de inmunidad protectora cuando se combiné con el anti-
geno de la vacuna, a pesar de los niveles de anticuerpo comparables. IL-5 e IL-6 se han atrapado en microesferas y
han aumentado las respuestas mucosas de IgA al aplicarlas de manera ocular.

Liposomas

Los liposomas son vesiculas lipidicas artificiales que consisten en capas de lipidos, en los que se puede encapsular
el antigeno dentro del compartimento acuoso del liposoma, o asociarlos con el antigeno en la superficie por medio
de técnicas de acoplamiento superficial. Los liposomas se pueden preparar facilmente y de manera econoémica a
gran escala y en condiciones que son suaves para los antigenos atrapados. No inducen respuestas inmunitarias
hacia si mismos, y se usan en seres humanos para los farmacos administrados de manera parenteral.

Su accion adyuvante mucosa se atribuyd primero a su naturaleza particulada, por lo que implicaba una actividad
portadora. La funcion portadora implica algun tipo de asociacion fisica entre el portador y el antigeno, al menos la
administracion simultanea del antigeno y el portador. Sin embargo, se demostré en un estudio que los liposomas
vacios administrados hasta 48 horas antes de la inmunizacion intranasal con un antigeno en forma de subunidad
podian inducir una inmunidad incrementada.

Cuando se prueba de manera intranasal con diferentes antigenos, los resultados sobre su efecto adyuvante son
contradictorios. La mayoria de los estudios han demostrado el aumento de las respuestas humorales sistémicas y
secretoras, con funcién protectora. Sin embargo, se ha sefialado que estos estudios emplearon anestesia durante la
deposicién de la vacuna de forma nasal, y este procedimiento permite que la vacuna se extienda por todo el arbol
respiratorio, lo que incluye los pulmones. Debido a que esto implica otras estructuras linfo-epiteliales que las del
tejido nasal, puede dar como resultado respuestas inmunitarias diferentes de las que se inducen cuando el antigeno
se deposita Unicamente en la cavidad nasal. De hecho, se sugirié que los liposomas pueden ejercer su actividad
adyuvante a través de su efecto sobre los macrofagos alveolares, que normalmente son células presentadoras de
antigenos pobres. En los estudios en los que los liposomas se usaron de manera intranasal en animales sin aneste-
siar, los efectos adyuvantes no se demostraron de forma coherente. Un estudio con liposomas preparados a partir
de membranas virales, que quizas se podrian clasificar mas como proteosomas que como liposomas, demostré un
efecto adyuvante para la protecciéon contra la gripe en animales sin anestesiar. Asi, sigue sin estar establecido el
mecanismo de la actividad adyuvante de los liposomas. Ademas, debido a que los liposomas parecen ser seguros
en su uso, también se deberia estudiar la accion adyuvante mucosa en estudios con seres humanos.

ISCOMS (complejos inmuno-estimulantes)

Las matrices ISCOM son estructuras en forma de jaula cargadas negativamente, creadas mediante la interaccion de
los glicdsidos saponinas con colesterol y fosfolipidos, en las que se pueden incorporar antigenos como proteinas. Se
usan de manera generalizada en las vacunas veterinarias, y se ha demostrado que inducen tanto inmunidad humoral
como respuestas mediadas por células T citotoxicas (CTL). Ha habido ciertos problemas por su toxicidad, posible-
mente relacionada con el contenido del adyuvante incorporado de saponina, que tiene actividad de tensoactivo.
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Durante los ultimos afios, se han probado los ISCOMS como adyuvantes mucosos. Sin embargo, no se demostro
claramente la actividad adyuvante cuando se llevd a cabo una inmunizacién nasal en el animal experimental sin
anestesiar.

Microesferas poliméricas biodegradables

Las microesferas poliméricas biodegradables se refieren normalmente a particulas que consisten en polimeros de
DL-lactida y glicolida (PLG) que se biodegradan in vivo hasta los acidos lactico y glicélico mediante hidrdlisis. Los
antigenos de la vacuna se pueden atrapar en la particula, cuyo tamafo y, por tanto, cuya velocidad de degradacion
y distribuciéon corporal se pueden controlar. Las particulas de PLG no son inmundgenas, y se ha demostrado que
son seguras para el uso en seres humanos durante la administracién parenteral de farmacos. Sin embargo, existen
problemas relacionados con el procedimiento de encapsulacion, que implica la exposicién a disolventes organicos
con la posibilidad de que se dé la desnaturalizacion del antigeno encapsulado, asi como de que posiblemente se
dejen cantidades muy pequefias de estos disolventes dentro de las particulas. También se pueden dar cambios en el
antigeno en el medio acido dentro de la particula tras la degradacién hidrolitica in vivo.

La mayoria de los estudios de inmunizacién mucosa con antigenos de vacuna atrapados en PLG han usado la via
oral o gastrica, mientras la administracion nasal se ha usado en algunos de ellos. Aumentaron las respuestas inmu-
nitarias con funcién protectora, lo que incluye las respuestas de memoria, y en dos estudios también se indujeron
respuestas mediadas por células. Las respuestas de CTL, sin embargo, se indujeron de manera mas consistente
con ISCOMS que con particulas de PLG en un estudio con administracion oral del antigeno. Otro estudio demostré
anticuerpos secretores incrementados con citocinas atrapadas en las particulas, aplicadas en el ojo.

Se reivindica que otras particulas tales como las particulas de poli(cianoacrilato de alquilo) son particulas biocompa-
tibles que adsorben proteinas y han demostrado acciones adyuvantes tras la inmunizacién oral. Se han preparado
microesferas preparadas a partir de a-acidos, y también han demostrado actividad adyuvante tras la administracion
oral. Ninguna de estas particulas ha demostrado una induccién de inmunidad protectora, ni se han probado en seres
humanos.

Los proteosomas son particulas, que consisten en vesiculas de 60 a 100 nm, que se prepararon en un principio a
partir de proteinas de la membrana externa de meningococos. Otras preparaciones de proteinas de membrana de
diferentes bacterias o virus pueden tener caracteristicas y actividades similares, y también se pueden denominar
proteosomas. Se ha demostrado que los proteosomas son seguros para el uso en seres humanos en la administra-
cion parenteral como antigeno de vacunas, se preparan facilmente a gran escala, y se pueden unir a péptidos sinté-
ticos o proteinas que son inmundgenos débiles en las superficies mucosas. Ademas de su naturaleza particulada,
pueden ejercer la actividad adyuvante por medio de su efecto sobre las células B. Su naturaleza lipdfila puede impli-
car también el aumento de la absorcion a través de las membranas bioldgicas.

Se han probado los proteosomas como adyuvantes mucosos en la administraciéon nasal con lipo-polisacéridos bacte-
rianos, entero-toxina B estafilocdcica y proteinas virales. Algunos de estos estudios demostraron también que estas
particulas podrian incrementar las respuestas inmunitarias protectoras a largo plazo. Fueron como minimo tan bue-
nos adyuvantes como la toxina del célera. Un estudio reciente mediante el uso de vesiculas de la membrana externa
de meningococos como vacuna nasal en seres humanos demostré la inmunogenicidad, asi como la ausencia de
efectos secundarios. Ademas, se indujeron anticuerpos bactericidas que se correlacionaban con la proteccion cli-
nica, pero con una actividad bactericida mayor de la esperada a partir de las medidas mediante ELISA de los titulos
de anticuerpos especificos.

Las bacterias inactivadas también tienen potencial como adyuvantes particulados para la aplicacién mucosa. Esto se
ha demostrado en un estudio reciente con bacterias meningocdcicas y pertussis, en el que los anticuerpos sistémi-
cos y secretores hacia el virus de la gripe inactivado aumentaron en gran medida cuando se administraron de ma-
nera intra-nasal en ratones sin anestesiar. Las denominadas células bacterianas fantasma, conseguidas mediante
lisis mediada por fagos, se han mencionado como portadores de vacunas potenciales para la administracion mu-
cosa.

Las toxinas bacterianas son adyuvantes mucosos potentes, pero, sin embargo, son demasiado téxicos para usarlos
en su forma nativa. Los derivados atdxicos y los agentes tensoactivos solubles pueden tener actividad adyuvante
mucosa debido a la absorcion incrementada del antigeno de la vacuna a través de la membrana mucosa epitelial.
Sin embargo, existen problemas sin resolver relacionados con el mecanismo de la accion adyuvante frente a la tole-
rogenicidad de estos agentes, asi como por los efectos secundarios cuando se usan en ensayos clinicos con seres
humanos. La absorcién mediada por las células M de los adyuvantes particulados parece una manera mas fiable de
inducir una respuesta inmunitaria tras la administracion mucosa de antigenos de vacunas no proliferantes. Las parti-
culas inertes como los liposomas, ISCOMs y las microesferas biodegradables muestran potencial para su uso en
seres humanos por su historial de seguridad. Sin embargo, su efecto adyuvante en la administracion nasal todavia
se tiene que verificar, preferiblemente en estudios con seres humanos. Las particulas derivadas de bacterias, como
los proteosomas y las bacterias en forma de células completas que se han probado nasalmente en seres humanos
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sin efectos secundarios importantes, son adyuvantes mucosos potentes en animales. En la actualidad, tales parti-
culas, aunque inmundgenas hacia si mismas, parecen ser los adyuvantes mucosos mas prometedores.

El documento US-A-5401727 describe un proceso para estimular el sistema inmunitario de animales acuaticos de la
clase Osteichthyes y el subfilo Crustacea que comprende administrar una cantidad eficaz de un glucano de la pared
celular de levadura compuesto de unidades de glucopiranosa unidas predominantemente mediante enlaces 3-1,3
glicosidicos, que tienen al menos una rama que parte de ellas de unidades de glucopiranosa unidas mediante enla-
ces [3-1,6 glicosidicos.

El documento EP-A-0384323 describe un B-1,3 glucano que tiene una cadena principal unida por enlaces -1,3 con
una cadena lateral de glucosa simple unida por enlaces 3-1,6 administrado a un pez tratado con una vacuna.

El documento US-A-5032401 describe la incorporacion de un farmaco en una particula completamente de -glucano
y su administracién a un individuo.

Seria un avance en la técnica si se pudieran superar los problemas reconocidos asociados a los adyuvantes y al uso
de los mismos en la inmunizacién mucosa o las vacunaciones mucosas.

Por lo tanto, la presente invencién proporciona un glucano que comprende monémeros de glucosa unidos entre si en
cadenas ramificadas mediante uniones (-1,3 y uniones 3-1,6 para el uso en la modulacién de las respuestas inmu-
nitarias humanas hacia una vacuna virica o bacteriana que se pone en contacto con, o que se administra sobre, una
superficie mucosa, en el que dicho glucano se administra también sobre una superficie mucosa y en el que el glu-
cano y la vacuna se co-administran. Sorprendentemente, se ha demostrado que el adyuvante de glucano anterior
aumenta la eficacia de las formulaciones de vacunas mucosas que incluyen, pero sin limitacion, las vacunas para el
virus de la gripe, las vacunas para las alergias y las vacunas para el uso en el tratamiento de la artritis.

Las vacunas mucosas Yy el adyuvante del polisacarido beta-1,3/beta-1,6 (glucano) se pueden administrar de manera
oral, nasal, rectal, vaginal, por medio de administracion gastrica o por cualquier otro medio por el cual se permita que
la vacuna y el adyuvante entren en contacto con las superficies mucosas.

Preparacion de Adyuvantes para las Vacunaciones Mucosas (Administracion)

Producto micro-particulado. Este producto se prepard segun el procedimiento descrito en la patente de EE.UU. n°:
5.401.727, mediante extracciones repetidas en alcali y acido de Saccharomyces cerevisiae seco. El procedimiento
de extraccion descrito elimina los componentes citoplasmaticos del interior de las células de levadura, asi como los
polisacaridos que contienen manosa y los proteoglicanos que estan en la superficie celular. El producto preparado
segun el procedimiento descrito previamente consiste en un beta-1,3 beta-1,6-glucano con un tamafo de particula
de 2-5 micrometros. La estructura quimica de este micro-particulado de beta-1,3 beta-1,6-glucano se caracteriza por
un 83% de glucosa unida de forma beta-1,3, un 6% de glucosa unida de forma beta-1,6 y un 5% de glucosa unida de
forma beta-1,3,6, y es una cadena de beta-1,3-glucano con glucosa unida de forma beta-1,3,6 en los puntos de
ramificacion. El producto micro-particulado se preparé en forma de una suspension al 3% (p/v) (suspension de re-
serva) en agua destilada estéril y se conservé con formaldehido al 0,3%. El producto adyuvante micro-particulado se
prepard a partir de esta suspension de reserva mediante centrifugacion y re-suspension en agua destilada estéril
para eliminar el formaldehido, seguido de dilucidon hasta concentraciones adecuadas para la administracion mucosa.

Producto micro-particulado tratado con enzima. En este producto, las cadenas laterales de la glucosa unida de
forma beta-1,6 en el producto micro-particulado se habian eliminado selectivamente mediante tratamiento enzimatico
con una enzima que actla especificamente sobre las uniones beta-1,6 en una cadena de poli-glucosa, segun la
patente noruega n° 300 692: El producto micro-particulado (0,2 gramos), preparado como en la pat. de EE.UU. n®:
5.401.727, se suspendié en 40 ml de tampdn de acetato amonico 50 mM de pH 5,0 y se mezclé con 20 unidades de
la enzima beta-1,6-glucanasa. La mezcla se agité continuamente durante 6 horas a 37 grados centigrados, y la ac-
cion de la enzima se paré mediante ebullicién durante 5 minutos. Las particulas residuales tratadas con enzima se
lavaron repetidamente en agua destilada estéril mediante centrifugacién y re-suspension. El producto resultante es
un beta-1,3-glucano ramificado con cadenas laterales de beta-1,3-glucano conectadas por uniones de forma beta-
1,6 en los puntos de ramificacion, y sin glucosa unida de forma beta-1,6 en las cadenas laterales que se prolongan
desde los puntos de ramificacion.

Producto solubilizado. Este producto tiene la misma composicion quimica que el producto particulado producido
como se describié anteriormente. La diferencia es que las particulas se han roto hasta agregados moleculares mas
pequefios que se disuelven en agua. El producto se hizo segun el procedimiento descrito en la patente noruega n°
300 692: El producto micro-particulado (2 gramos) se suspendié en 1 litro de acido férmico (90%) y se calentd hasta
80 grados centigrados con agitacion continua. La suspensién se enfrié hasta 35 grados centigrados y se eliminé el
acido férmico libre mediante evaporacion a vacio. El residuo se suspendié en 0,5 litros de agua destilada y se hirvid
durante 3 horas. Después de enfriar la suspension, se filtré a través de un filtro de micro-poros (tamafo de poro de
0,44 micras), y se liofilizé. El producto liofilizado se suspendié en 0,1 litro de agua destilada y se dializé6 (umbral de
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5000 Daltons) con agua destilada durante 24 horas, antes de liofilizarlo. El producto secado, disuelto en una disolu-
cion acuosa adecuada se uso en los experimentos.

Producto tratado con enzima solubilizada. Este producto se hizo mediante la solubilizaciéon del producto micro-
particulado tratado con la enzima (6.1.2.) segun el mismo procedimiento descrito anteriormente.

Vacunas experimentales

Para investigar el efecto adyuvante de las preparaciones de beta-1,3 beta-1,6-glucano descritas anteriormente, se
compararon formulaciones de vacunas experimentales para la gripe con respecto a su capacidad de a) inducir una
respuesta de anticuerpos especificos y b) sensibilizar a las células T para que proliferen cuando se expongan poste-
riormente a los antigenos de la vacuna in vitro. Las Vacunas de control contenian virus de la gripe completo inacti-
vado térmicamente (=INV) sin ningin adyuvante afiadido o antigenos purificados (“vacuna fragmentada” = frag-INV)
del mismo virus sin adyuvante. Las Vacunas experimentales se produjeron a partir de las mismas preparaciones de
vacunas de virus de la gripe, pero mezcladas con los adyuvantes descritos anteriormente.

Los animales usados en el experimento fueron ratones BALB/c hembra, de 6-8 semanas de edad (en el inicio del
experimento).

Disefio experimental

Se inmunizaron grupos de 6-10 ratones de manera intra-nasal con una de las formulaciones de vacuna cuatro veces
a intervalos semanales. Las vacunas se administraron en forma de gotas, con volumenes de dosis de 30 micro-litros
en la cavidad nasal de ratones anestesiados. Los ratones sin inmunizar sirvieron como controles. Una semana tras
la ultima dosis de vacuna, se recogieron muestras de saliva, suero y células del bazo para el analisis de las res-
puestas de anticuerpos especificos y de la proliferacion de células T especificas del antigeno.

Andlisis de las respuestas de células By T

Se analizaron los tipos IgG e IgA de anticuerpos formados como respuesta especifica hacia la vacuna de la gripe
(INV) usada en los presentes estudios, tal como se ha descrito mediante ensayo inmunoabsorbente ligado a enzi-
mas (ELISA), tanto en suero como en saliva. Se analizé la proliferacion especifica del antigeno de las células T
CD4+ en cultivos de células de bazo in vitro midiendo la tasa de incorporacion de timidina marcada con “C en los
acidos nucleicos.

Resultados

Se conocia previamente que todos los productos de beta-1,3 beta-1,6-glucano a los que se hace mencion anterior-
mente aumentan la resistencia a la enfermedad de los animales estimulando los mecanismos de defensa innatos e
inespecificos (consultese la pat. de EE.UU. n°: 5.401.727; patente noruega n° 300 693). También se conocia pre-
viamente que los beta-1,3 beta-1,6-glucanos no inducen la produccion de anticuerpos hacia si mismos. Se postuld
previamente que los beta-1,3 beta-1,6-glucanos pueden actuar como adyuvantes que aumentan la eficacia de las
vacunas cuando se inyectan junto con los antigenos de la vacuna en animales. Sin embargo, no se ha demostrado
previamente que la administraciéon de un beta-1,3 beta-1,6-glucano sobre una superficie mucosa de un animal afecte
al sistema inmunitario especifico dentro del organismo de tal manera que responda de forma mas activa a los anti-
genos que se administran sobre las superficies mucosas. Los siguientes ejemplos demuestran que los productos de
beta-1,3 beta-1,6-glucano inducen una capacidad aumentada de producir anticuerpos especificos hacia los antige-
nos de la vacuna que se co-administran sobre las superficies mucosas, y ademas, los productos de beta-1,3 beta-
1,6-glucano sensibilizan a las células T en el bazo para que respondan de manera mas activa a la exposiciéon poste-
rior a los mismos antigenos de la vacuna.

Ejemplo 1
Tabla 1: La cantidad de anticuerpos séricos (las cifras muestran kiloUnidades de IgG/ml) formados hacia

una “vacuna fragmentada” del virus de la gripe (frag-INV) tras la inmunizaciéon nasal de ratones con la
vacuna sola o con la misma vacuna mezclada con el adyuvante experimental.

Tratamiento 2 micro-gramos 2 micro-gramos de INV | 20 micro-gramos de | 20 micro-gramos de INV
de INV + 75 micro-gramos de INV + 75 micro-gramos de
adyuvante adyuvante
Media 46 81 94 190
Mediana 40 66 79 205
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Los datos del Ejemplo 1 demuestran que la nueva formulacion de adyuvante, en este caso el producto micro-parti-
culado, aumenta la produccién de anticuerpos séricos (IgG) hacia los antigenos de la vacuna de la gripe cuando se
administra junto con una vacuna del virus de la gripe no proliferante en la cavidad nasal de los ratones.

Ejemplo 2
Tabla 2: La cantidad de anticuerpos secretores (saliva) (las cifras muestran las Unidades de IgA/ml) hacia

una “vacuna fragmentada” del virus de la gripe (= frag-INV) tras la inmunizacion nasal de ratones con la
vacuna sola o con la misma vacuna mezclada con el adyuvante experimental.

Tratamiento

2 micro-gramos

2 micro-gramos de INV

20 micro-gramos

20 micro-gramos de INV

de INV + 75 micro-gramos de de INV + 75 micro-gramos de
adyuvante adyuvante
Media 50 119 95 152
Mediana 47 108 68 156

Los datos del Ejemplo 2 demuestran que la nueva formulacion de adyuvante no proliferante, en este caso el pro-
ducto micro-particulado, aumenta la produccién de anticuerpos secretores (IgA) hacia los antigenos de la vacuna de
la gripe cuando se administra junto con una vacuna del virus de la gripe no proliferante en la cavidad nasal de los

ratones.

Ejemplo 3

Tabla 3: La cantidad de anticuerpos secretores (saliva) (Unidades de IgA/ml)
hacia una vacuna del virus de la gripe completo (= comp-INV) tras la inmuni-
zacion nasal de ratones con la vacuna sola o con la misma vacuna mezclada
con el adyuvante experimental.

Tratamiento

125 micro-gramos de INV

125 micro-gramos de INV + 75

micro-gramos de adyuvante

Media

863

1122

Mediana

815

1125

Los datos del Ejemplo 3 demuestran que la nueva formulacién de adyuvante no proliferante aumenta la produccion
de anticuerpos secretores (IgA) también hacia los antigenos en una vacuna de virus de la gripe completo que se co-
administra en la cavidad nasal de los ratones.

Ejemplo 4

Tabla 4: El efecto del nuevo adyuvante mucoso sobre la capacidad del antigeno del virus de la gripe de
“sensibilizar” a las células T en el bazo de ratones para que respondan a la exposicién posterior al mismo
antigeno. La vacuna de la gripe (= INV) se administré en forma de un aerosol nasal, sola o co-administrada
con 25, 75y 150 micro-gramos del nuevo adyuvante. Tres semanas mas tarde se midio in vitro la capacidad
de las células T del bazo de responder a la misma vacuna de la gripe en forma de la tasa de proliferacion,
expresada como latasa de incorporacién (cpm) de timidina radiactiva en los acidos nucleicos.

Micro-gramos Control INV INV + 25 micro- INV + 75 micro- | INV + 150 micro-
de INV gramos de gramos de gramos de
adyuvante adyuvante adyuvante
0,25 0 1100 15500 29500 36500
25 0 1400 5300 - 26500
25 0 3900 10200 - 6050

Los datos del Ejemplo 4 demuestran que cuando se administré la formulacion de adyuvante micro-particulado expe-
rimental junto con una vacuna de la gripe no proliferante en la cavidad nasal de los ratones, aumenté la capacidad
de las células T del bazo para proliferar cuando tales células se expusieron posteriormente a la misma vacuna de la
gripe. Esto demuestra que la nueva formulacién de adyuvante es un auténtico adyuvante mucoso para la respuesta
de células T especificas de antigeno hacia un antigeno administrado sobre una superficie mucosa.
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Ejemplo 5

Tabla 5: Respuesta de proliferacién de células T del bazo en ratones que 3 semanas antes se habian vacu-
nado con unavacuna de la gripe nasal sin adyuvante (Control) y con 75 micro-gramos del nuevo adyuvante
(Vacuna experimental). Las células T se estimularon in vitro con 0,8 micro-gramos/ml de la vacuna del virus
de la gripe o0 0,8 micro-gramos del adyuvante. La respuesta se midié como la tasa de incorporacion de timi-
dina radiactiva (cpm) en los acidos nucleicos.

Estimulado mediante Vacuna de control (INV) Vacuna experimental
INV 2800 23500
Adyuvante experimental 260 250

Los datos del Ejemplo 5 demuestran que la preparacion de adyuvante mucoso no sensibiliza a las células T del bazo
para que respondan cuando son expuestas posteriormente al mismo adyuvante, lo que demuestra que la nueva
preparacion de adyuvante mucoso no actia como antigeno para las células T. Como comparacion, las células T se
sensibilizaron para que respondieran a la exposicidon posterior al antigeno del virus de la gripe de la vacuna, y esta
sensibilizacion aumentd notablemente mediante la nueva formulacion de adyuvante mucoso no replicante, lo que
demuestra su potencia como adyuvante en las formulaciones de vacunas mucosas.

Ejemplo 6

Tabla 6: El efecto de la administracion nasal repetida de una vacuna de la gripe completa (25 micro-
gramos/ml) sin adyuvante (Vacuna de control) o mezclada con el nuevo adyuvante (75 micro-
gramos/ml) (Vacuna experimental) sobre la produccién de anticuerpos secretores (saliva) hacia el
virus de la gripe en ratones. Los ratones se vacunaron de manera nasal 4 veces a intervalos de una
semana al comienzo del experimento (semanas 0, 1, 2, 3), después en las semanas 8, 9, 10 y 11,
después en las semanas 16, 17, 18 y 19. Se recogio6 saliva después de 4, 8, 12, 16 y 20 semanas y
se analiz6 el contenido de IgA anti-INV (las cifras muestran U/ml).

4 8 12 16 20
semanas semanas semanas semanas semanas
Vacuna de control Media 500 516 1669 873 1275
Mediana 425 548 1694 734 1453
Vacuna experimental Media 552 633 2092 1456 1809
Mediana 517 509 2136 1494 1668

Los datos del Ejemplo 6 demuestran que el nuevo producto adyuvante micro-particulado no induce tolerancia hacia
los antigenos del virus de la gripe, y que el efecto del adyuvante mucoso con respecto a la produccion de IgA se-
cretora se mantiene durante al menos las 20 semanas de administracion repetida del antigeno sobre las superficies
mucosas de la cavidad nasal.

Ejemplo 7

Tabla 7: El efecto de la administracion nasal repetida de la vacuna de la gripe completa (25 micro-
gramos/ml) sin adyuvante (Vacuna de control) y con el adyuvante nuevo (75 micro-gramos/ml)
(Vacuna experimental) sobre la produccion de anticuerpos séricos hacia el virus de la gripe en
ratones. Los ratones se vacunaron de manera intra-nasal 4 veces a intervalos de una semana al
comienzo del experimento (semanas 0, 1, 2, 3), después en las semanas 8, 9, 10 y 11, después en
las semanas 16, 17, 18 y 19. Se recogieron muestras de sangre después de 4, 8, 12, 16 y 20 sema-
nas y se analizé el contenido de IgG anti-INV (las cifras muestran kU/ml).

12 16 20
4 semanas | 8 semanas
semanas semanas semanas
Vacuna de control Media 102 262 937 1193 1380
Mediana 102 284 842 954 1411
Vacuna experimental Media 94 311 1436 1502 1830
Mediana 100 319 1403 1606 1841

Los datos del Ejemplo 7 demuestran que el nuevo adyuvante mucoso, en este caso el producto micro-particulado, no
induce tolerancia hacia los antigenos del virus de la gripe, y que el efecto adyuvante mucoso con respecto a la pro-
duccioén de IgG sérica se mantiene durante al menos las 20 semanas de administracion repetida del antigeno sobre
las superficies mucosas de la cavidad nasal.

Los ejemplos anteriores muestran resultados representativos de experimentos que apoyan las reivindicaciones ex-
puestas mas adelante. Se obtuvieron resultados correspondientes, pero con cifras diferentes, con las cuatro prepa-
raciones adyuvantes descritas en la presente memoria.
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Otros ejemplos

Los ejemplos anteriores demuestran que los productos de beta-1,3 beta-1,6-glucano, cuando estan en contacto con
una superficie mucosa, inducen efectos sobre tales funciones internas corporales como la produccién de anticuerpos
especificos contra los antigenos del virus de la vacuna y la sensibilizacion especifica del antigeno de las células T
del bazo. También se han obtenido resultados correspondientes con antigenos bacterianos en vacunas mucosas, en
particular en Neisseria meningitidis y Bordetella pertussis.

Ademas, se informa en la presente memoria, por primera vez, que los mismos productos también provocan una
reduccion notable y visible de las reacciones inflamatorias y alérgicas cuando se administran en las superficies mu-
cosas. Esta es una respuesta aparentemente paraddjica a un producto que aumenta la inmunidad inespecifica, y por
lo tanto fue una observacion inesperada.
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REIVINDICACIONES

1. Un glucano que comprende mondémeros de glucosa unidos entre si en cadenas ramificadas mediante uniones
B-1,3 y uniones B-1,6 para el uso en la modulacién de las respuestas inmunitarias humanas hacia una vacuna virica
o bacteriana que se pone en contacto con, o que se administra sobre, una superficie mucosa, en el que dicho glu-
cano se administra también sobre una superficie mucosa y en el que el glucano y la vacuna se co-administran.

2. Elglucano para el uso segun la reivindicacién 1 en el que el glucano esta solubilizado.

3.  El glucano para el uso segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2 en el que la vacuna viral es una vacuna
del virus de la gripe.

4. El glucano para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que la administracion es
nasal.

5.  El glucano para el uso segun la reivindicacion 4 en el que la administracion es mediante aerosol nasal o gotas
nasales.

6. El glucano para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que la administracién es oral, vagi-
nal, rectal o gastrica.

7. El glucano para el uso segun la reivindicacion 1 en el que el glucano esta micro-particulado.

8.  El glucano para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones previas en el que el glucano y la vacuna estan
en una mezcla.

9. Una composiciéon adyuvante que comprende un glucano como se definié en la reivindicacion 1, junto con una
vacuna del virus de la gripe, formulada para la administracion en forma de aerosol nasal o gotas nasales.

10. El uso del glucano como se definié en cualquiera de las reivindicaciones precedentes para la fabricacion de
una composicion adyuvante administrada de manera mucosa que comprende ademas una vacuna virica o bacte-
riana para el uso en la modulacion de las respuestas inmunitarias humanas hacia dicha vacuna, cuya composicion
se pone en contacto con, o se administra sobre, una superficie mucosa.
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