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DESCRIPCION
Vacuna contra la tuberculosis y método de uso de la misma

Campo de la invencién

La invencion se refiere a una vacuna frente a la tuberculosis, y mas particularmente a una vacuna que usa
Mycobacterium tuberculosis inactivada completa formulada para una administracion pulmonar y mucosal.

Antecedentes de la invencién

Mycobacterium tuberculosis (M. tb) infecta a un tercio de la poblaciéon humana mundial'. La vacuna habitual contra la
tuberculosis (TB), conocida como vacuna BCG, es administrada a los recién nacidos en los paises en desarrollo.
Aunque esta vacuna protege frente a la TB meningea y diseminada en nifios, no consigue proteger adecuadamente
frente al establecimiento de una TB latente con una reactivacion de la enfermedad pulmonar en la vida adulta®.
Ademas, se ha informado de que la eficacia de la BCG disminuye durante un periodo de 10 - 15 afos?®. El tipo mas
habitual de enfermedad por tuberculosis es la pulmonar, y la transmisién se produce a través de las gotitas en
aerosol expulsadas durante la tos. Por lo tanto, a pesar de la alta prevalencia de la vacunacién con BCG, la carga de
morbilidad no ha disminuido. Ahora existen pruebas que apoyan que los linajes micobacterianos de M. tb pueden
haberse adaptado a las mutaciones en los antigenos comunes a ambas M. tb y BCG*5. Ademaés, algunos estudios
recientes sugieren que la BCG administrada por via parenteral puede no conseguir la induccion de las respuestas
inmunitarias de los linfocitos T en la mucosa pulmonar, lo que puede ser critico para la proteccién frente a la
enfermedad pulmonar®’. Dadas estas razones, es imperativa una nueva vacuna para disminuir la prevalencia de la
TB en todo el mundo.

El documento WO 00/47225 se refiere a una composicién que comprende un adyuvante y micobacterias que son
inactivadas por calor o con formalina para la elaboracién de una vacuna mucosal.

Sumario de la invencién

La invencion proporciona una vacuna para la prevencion y/o el tratamiento de la tuberculosis. La invencién puede
ser utilizada con diversas estrategias de vacunacion: profilacticamente, administrada antes de la infeccién para
prevenir una infeccién por M. tb, o después de la exposicién para eliminar o contener la TB latente y prevenir la
reactivacion. Puede usarse para sustituir a la BCG y/o como refuerzo de la BCG en pacientes que ya han recibido la
BCG o cualquier otra subunidad inmunoestimulante de la TB.

En un aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende Mycobacterium tuberculosis
(M. tb) inactivada completa, en la que la composicion esta formulada para su administracion intranasal, mucosal o
intrapulmonar a un hospedador mamifero, y en la que la composicién comprende una dosis inmunolégicamente
protectora cuando es administrada al hospedador, y en la que dicha M. tb esta inactivada con irradiacion.

En algunas formas de realizacion, estan inactivadas al menos el 90 % de las células de Mycobacterium spp., por
ejemplo, el 95 %, el 98 %, el 99 % o el 100 % de las células de Mycobacterium spp. Cuando el sujeto es un ser
humano, preferiblemente estan inactivadas el 100 % de las células de Mycobacterium spp.

Preferiblemente la irradiacién es con irradiacién gamma.

La composiciéon farmacéutica puede incluir opcionalmente un adyuvante para mejorar la respuesta inmunitaria en el
hospedador.

La composicidon farmacéutica puede incluir opcionalmente un portador farmacéuticamente aceptable, o
proporcionarse liofilizada.

En algunas formas de realizacion, la composicion farmacéutica esta formulada para su administracién intranasal en
el hospedador.

Ademas, la composicién farmacéutica se proporciona en forma de un aerosol o de un envase con pulverizador.

En una forma de realizacion, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que incluye Mycobacterium
spp. irradiada con gamma que esta formulada para su administracion intranasal o intrapulmonar a un hospedador
mamifero y que confiere una dosis inmunolégicamente protectora cuando es administrada al hospedador, por
ejemplo, a un ser humano.

En algunas formas de realizacién, la composicién farmacéutica es administrada a través de un dispositivo
configurado para una administracion nasal o pulmonar.
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En otro aspecto adicional mas, la invencion proporciona un método para la preparacion de una vacuna para el
tratamiento de una infeccién por Mycobacterium, que comprende la formulacion de una dosis inmunolégicamente
protectora de una Mycobacterium tuberculosis inactivada completa para su administracion intranasal o pulmonar a
un hospedador mamifero.

En algunas formas de realizacién, el método incluye el ensayo de la vacuna en un modelo animal no humano de
tuberculosis. EI modelo animal puede ser, por ejemplo, un ratdén, una cobaya, un conejo, un bévido o un primate no
humano.

Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
mismo significado al comprendido habitualmente por el experto habitual en la técnica a la que pertenece esta
invencion. Aungue en la practica o el ensayo de la presente invencién pueden usarse métodos y materiales similares
0 equivalentes a los descritos en este documento, los métodos y los materiales adecuados se describen a
continuacion. Ademas, los materiales, los métodos y los ejemplos son Unicamente ilustrativos y no pretenden ser
limitantes.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada y de las
reivindicaciones.

Descripcion detallada de la invencién

Una vacuna de acuerdo con la invencion se prepara mediante el uso de Mycobacterium tuberculosis inactivada que
después se formula para una administracion pulmonar y mucosal a un sujeto. Se postula que cuando se administra
la micobacteria inactivada en el pulmén o la mucosa / mucosa nasal de un sujeto, desencadena una respuesta
inmunitaria mucho mas potente de la que se ha observado con las vacunas de Tb previamente descritas.

La investigacion en modelos murinos de gripe sugiere que las células inmunitarias pulmonares permanecen
localizadas, y Unicamente unos pocos linfocitos B y T migran sistémicamente®®.

La investigacion demuestra que los linfocitos T clave CD8 especificos de la gripe pueden permanecer bloqueados en
un circuito semiaislado en el térax, sin alcanzar apenas el torrente sanguineo ni los tejidos linfaticos periféricos, sino
mas bien circular entre la mucosa respiratoria y los nédulos linfaticos locales. Zammit y col. sugieren que una razén
puede ser la especial anatomia del drenaje linfatico pulmonar®. Las células que entran en el conducto toracico desde
los nédulos pulmonares locales son suministradas al pulmén a través de la sangre arterial pulmonar. Algunas
pueden pasar a la circulacion sistémica, pero las células activadas tienden a adherirse al endotelio vascular y
moverse del nuevo hacia el pulmén, manteniendo por tanto las células en el sitio de la infeccion. Desde aqui, las
células se mueven de nuevo a los nodulos locales, donde vuelven a encontrarse con el antigeno. De hecho, se ha
averiguado en el modelo murino de TB que los linfocitos T de memoria especificos del antigeno vuelven
preferiblemente de nuevo al sitio de vacunacion, y que la ubicacion de los linfocitos T en las vias respiratorias en el
momento de la infeccion es importante 101,

Aplicando estos hallazgos a la actual invencién, por lo tanto, para que una vacuna contra la TB tenga éxito
provocando una respuesta inmunitaria protectora en el sistema de las mucosas pulmonar y respiratoria, estimula
preferiblemente directamente las células presentadoras del antigeno del epitelio respiratorio. La invencion consigue
esto mediante la administracién de una micobacteria irradiada directamente en la interfase pulmonar y mucosal.

Un estudio publicado en 1968 no notificaba efectos adversos cuando se administraba una BCG aerogénica a 439
nifos'2. En especies animales experimentales, la administracion en aerosol o intratraqueal de la BCG tenia una
eficacia variable, desde una proteccion superior a la de la inoculacion parenteral en primates'®, ganado’, cobayas'®"
y ratones'®'71819  hasta ninguna ventaja aparente con respecto a la via subcutanea en otros estudios?. Otros
estudios mostraron que la respuesta inmunitaria dependia de la dosis inicial inoculada de BCG'22",

Recientemente, diversos grupos de investigacion han publicado datos sobre el uso de vacunas mucosales de
subunidad de M tb como refuerzo cuando se administraban varias semanas después de una inmunizacion primaria
en el modelo murino. Los hallazgos de Goonetilleke y col. apoyan la importancia de las propiedades de migracién
dirigida de los linfocitos T cuando se exponen a una vacuna modificada recombinante del virus de Ankara, que
expresa el Ag 85A de Mycobacterium tuberculosis. El refuerzo intranasal indujo una respuesta de los linfocitos T
cinco veces mayor en los pulmones que la BCG parenteral, proporcionando asi un apoyo a que los linfocitos T de los
pulmones estan de alguna forma compartmentalizados??. Santosuosso y col. demostraron que un vector adenovirico
intranasal que expresa el Ag85A reforzaba la respuesta primaria de los linfocitos T CD4 y CD8 en la luz de las vias
aéreas y mejoraba la proteccién frente a la exposicion pulmonar a M. tuberculosis®®. Otros estudios con ratones que
hacen uso de antigenos de micobacterias (el Ag 85A o el Ag 85B-ESAT-6) tanto en vectores recombinantes
bacterianos / viricos como en proteinas y adyuvantes administrados en la mucosa como refuerzo, han demostrado
una inmunidad protectora cuando se compara con la BCG parenteral estdndar cuando se exponian a M. tb
viva®42526. Todos estos estudios demostraron estadisticamente menos unidades formadoras de colonias de
micobacterias en los pulmones y el bazo después del refuerzo con una vacuna de subunidad mucosal cuando se
comparaba con la BCG sola.
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La respuesta inmunitaria adaptativa frente a una infeccion por M tuberculosis esta retrasada en comparacién con
otras infecciones, y esto permite que la poblacion de bacilos de los pulmones aumente notablemente durante la fase
preinmunitaria de la infeccion?’. Mediante el uso de bacilos muertos en una formulacion de vacuna en aerosol no hay
ninguna micobacteria multiplicandose, y la respuesta inmunitaria tendria el tiempo adecuado para responder a los
antigenos de las paredes celulares de las bacterias. Ademas, durante miles de afios de exposiciones de
entrenamiento, M tb ha encontrado muchas formas de evadir la respuesta inmunitaria innata durante la presentacion
inicial del antigeno?8223031 | as micobacterias muertas no tienen la capacidad de producir enzimas que provoquen
formas de evadir el sistema inmunitario humano y evitar una presentacién del antigeno con éxito.

Una razén por la que creemos que este método de uso de micobacterias completas inactivadas ha sido ignorado en
el pasado es debido a los estudios realizados por Robert Koch a finales del siglo XIX%2. Koch usé un filtrado estéril
de cultivos de M. tuberculosis como vacuna terapéutica en sujetos. Esto indujo una respuesta inmunitaria
inflamatoria tan grave en algunos individuos con la enfermedad activa que algunos murieron. Conocido como el
fendmeno de Koch, esta reaccién necrética parece ser debida a la sobreproduccién de numerosas citocinas
proinflamatorias, pero en particular del TNF-a33. Este incidente obsesiond a los vacunélogos durante décadas, y
creemos que los cientificos han ignorado desde entonces el uso potencial de bacilos completos. Las Mycobacterium
inactivadas completas se utilizaran en unas cantidades lo suficientemente bajas como para evitar una reaccion
inflamatoria desproporcionada y aun asi desencadenar una fuerte respuesta inmunoprotectora.

En general, puede utilizarse cualquier tipo de procedimiento de inactivacion siempre que el tratamiento deje a la
poblacién de bacterias incapaz de producir una infeccién productiva en el hospedador, preservando al mismo tiempo
las estructuras antigénicas necesarias para desencadenar una respuesta productiva frente a la correspondiente
micobacteria causante de la enfermedad. La preparacién de micobacterias esta normalmente incapacitada. Por
"incapacitada” en el contexto de una célula bacteriana incapacitada producida de acuerdo con la invencién, se
entiende que la célula bacteriana esta en un estado de bacteriostasis irreversible. Aunque la bacteria conserva su
estructura -- y por lo tanto conserva, por ejemplo, la inmunogenicidad, la antigenicidad y/o las interacciones receptor-
ligando asociadas a una bacteria natural -- no es capaz de replicarse. En algunas formas de realizacion, es incapaz
de replicarse debido a la presencia de un fago infeccioso en la célula bacteriana.

Un tipo de inactivacion preferido es la irradiacion gamma. Otros tipos de inactivaciones conocidas en la técnica
incluyen, por ejemplo, otros tipos de radiaciones (incluyendo la irradiacién ultravioleta). En algunas formas de
realizacién, para un uso no humano se inactiva > 70 %. En las formas de realizacién para uso humano se inactiva el
100 % de las células.

Sin desear cefirnos a la teoria, se postula que la micobacteria irradiada con gamma es especialmente adecuada
para su uso en las composiciones y los métodos de la invencion. Las bacterias irradiadas con gamma se usan
habitualmente en el laboratorio debido a que son consideradas como seguras y no se replican. En muchos ensayos
se ha demostrado no obstante que desencadenan una respuesta inmunoprotectora, incluyendo respuestas
desencadenadas por antigenos sobre la pared de los bacilos34353. Ademds, las micobacterias irradiadas con
gamma experimentan una apoptosis y son engullidas por las células dendriticas. Las células dendriticas presentan
los antigenos de las micobacterias a los linfocitos T, que activan los linfocitos citotéxicos CD4 Th1 y CD8. Las M tb
irradiadas con gamma también pueden inducir la liberacién de o6xido nitrico3* y desencadenar unas respuestas
similares de los Th2 frente a la M tb viva®®. En 1963, Nishihara y col. inyectaron intradérmicamente M tb irradiadas
con gamma en ratones y averiguaron que era tan protectora como la BCG inyectada intradérmicamente frente a la
exposicidn a un aerosol con M tb*’.

Se cree que la administracién de las bacterias irradiadas o de los antigenos bacterianos en el pulmén y en la
frontera de mucosa facilita una respuesta inmunitaria eficaz en el hospedador. Tras la administracion en la mucosa
nasal o en las vias alveolares, las bacterias o los antigenos bacterianos son detectados por las células
presentadoras del antigeno, especificamente por las células dendriticas en el espacio alveolar / intersticial del
pulmoén. Estas células dendriticas migran entonces a las regiones enriquecidas en linfocitos T CD4+ y CD8+
indiferenciados y que constituyen la zona paracortical de los nédulos linfaticos regionales del pulmén. Estos linfocitos
T son activados por los antigenos de los bacilos muertos. Las micobacterias muertas seran fagocitadas por los
macréfagos.

En general, en la composicion y en los métodos de la divulgaciéon puede usarse cualquier especie o cepa de
micobacteria que sea miembro del complejo de M. tuberculosis. Algunas especies adecuadas de micobacteria que
son miembros del complejo de M tb incluyen, por ejemplo, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum,
Mycobacterium microttiy Mycobacterium tuberculosis. Las Mycobacterium que son genéticamente similares incluyen
Mycobacterium canettiiy Mycobacterium marinum. La especie o la combinacion de especies en particular se eligen
segun la especie hospedadora correspondiente y el tipo de enfermedad asociada a Mycobacterium que se va a
tratar. Otras micobacterias que causan enfermedades en seres humanos incluyen, por ejemplo, Mycobacterium
avium intracelular, Mpycobacterium leprae, Mycobacterium lepraemurium, Mycobacteria paratuberculosis,
Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium smegmatis, , Mycobacterium xenopi, Mycobacterium chelonei,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium farcinogenes, Mycobacterium flavum, Mycobacterium haemophitum,
Mycobacterium kansasii, Mycobacterium phlei, Mycobacterium scrofulaccum, Mycobacterium senegalense,
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Mycobacterium simiae, Mycobacterium thermoresistible y Mycobacterium xenopi.
La micobacteria que se van a usar en la composicién farmacéutica incluye células completas.

Preparacién de las composiciones farmacéuticas

Las células inactivadas se preparan para su administracion a un hospedador mediante la combinacién de células
inactivadas o de lisados celulares con un portador farmacéuticamente aceptable, para formar una composicion
farmacéutica. El portador puede ser, por ejemplo, tal como soluciéon salina fisioldgica, aceite mineral, aceites
vegetales, carboximetil celulosa sédica acuosa o polivinilpirrolidona acuosa. En algunas formas de realizacion, el
portador es lo suficientemente puro como para ser administrado terapéuticamente a un sujeto humano. Los expertos
con pericia en la técnica pueden preparar facilmente soluciones adecuadas mediante el uso de, por ejemplo,
vehiculos isotonicos, tales como inyeccién de cloruro de sodio, inyeccion de Ringer o inyeccion de Ringer-lactato.
Segun sea necesario, pueden incluirse conservantes, estabilizantes, tampones, antioxidantes y/u otros aditivos.

Una persona experta en el campo familiarizada con los protocolos, las formulaciones, las dosis y la practica clinica
asociados con, por ejemplo, la administracion de BCG de M. bovis, puede ademas adaptar facilmente estos
protocolos para su uso con las composiciones farmacéuticas de la presente invencién. Las vacunas se administran
de una forma compatible con la formulacién de la dosis, y en una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz e
inmundgena. La cantidad que se va a administrar depende del sujeto que se vaya a tratar, incluyendo, por ejemplo,
la capacidad del sistema inmunitario del individuo de establecer una respuesta inmunitaria, y del grado de proteccion
deseado. Los intervalos de dosificacion adecuados son del orden de varios cientos de microgramos de principio
activo por vacunacién, con un intervalo preferido de entre aproximadamente 0,1 ug y 1.000 pg, tal como en el
intervalo de desde aproximadamente 1 ug hasta 300 ug, y especialmente en el intervalo de desde aproximadamente
10 ug hasta 50 ug. Los regimenes adecuados de administracién inicial y de dosis de recuerdo son también variables,
pero estan tipificados por una administracion inicial, seguida de inoculaciones posteriores y otras administraciones.
Por lo tanto, la vacuna puede ser administrada en una Unica dosis o en una pluralidad de dosis. En una forma de
realizacién, la vacuna puede ser administrada en dos dosis separadas aproximadamente 1 - 12 meses. El sujeto
puede ser vacunado en cualquier momento, aunque se prefiere administrar la vacuna poco antes (6ptimamente
entre aproximadamente 10 dias y dos semanas) de periodos de estrés anticipado, tal como durante el embarque u
otro transporte. También se contempla que la vacuna pueda ser administrada a animales prefiados antes del parto
para aumentar la produccion del calostro hiperinmune.

Una composicion puede administrarse sola o junto con otros tratamientos o vacunas estandar de BCG, tanto
simultanea como secuencialmente dependiendo de la afeccion que se vaya a tratar. La composicién puede ser
administrada después de una vacunaciéon con BCG y actuar por lo tanto como una vacuna de refuerzo de
tuberculosis. Ademas, puede ser administrada después de una inoculacién subcutanea inicial de los bacilos
inactivados completos, seguida de un refuerzo intranasal o mucosal.

Las células inactivadas pueden ser incorporadas en microparticulas o en microcapsulas para prolongar la exposicion
del material antigénico en el sujeto animal, y proteger por tanto al animal frente a la infeccion durante periodos
prolongados de tiempo. Las microparticulas y las capsulas pueden estar formadas por diversos materiales inertes
biocompatibles bien conocidos, mediante el uso de las técnicas convencionales en la técnica. Algunos materiales de
matriz adecuados incluyen, por ejemplo, polimeros naturales o sintéticos tales como alginatos, acido polilactico,
acido polilactico / glicélico, policaprolactona, policarbonatos, poliamidas, polianhidridos, poliortoésteres, poliacetales,
policianoacrilatos, poliuretanos, copolimeros de etileno-acetato de vinilo, poliestirenos, cloruro de polivinilo, fluoruro
de polivinilo, polivinilimidazol, poliolefinas clorosulfonatadas, oxido de polietileno, y particularmente agar y
poliacrilatos. Algunos ejemplos de las técnicas de incorporacion de materiales en microparticulas o de encapsulacién
que pueden usarse en este documento las describen Sparks®, Kydonius® y EI-Nokaly*°.

Las micobacterias inactivadas pueden estar contenidas en pequefias particulas suspendidas en el agua o en una
solucion salina. Las formulaciones de vacuna también pueden contener adyuvantes, agentes antibacterianos u otros
agentes farmacéuticamente activos opcionales, como es convencional en la técnica. Algunos adyuvantes pueden
incluir, pero no se limitan, a sales, emulsiones (incluyendo composiciones de aceite / agua), saponinas,
formulaciones liposémicas, particulas viricas, polipéptidos, patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS),
compuestos basados en acidos nucleicos u otras formulaciones que utilizan ciertos antigenos. Algunos adyuvantes
adecuados incluyen, por ejemplo, aceites vegetales, alum, adyuvante incompleto de Freund, o adyuvante incompleto
de Freund con aceites, siendo particularmente preferido el adyuvante incompleto de Freund. Otros adyuvantes
incluyen agentes tales como hidréxido o fosfato de aluminio (alum), complejos inmunoestimulantes (ISCOMs),
polimeros sintéticos de aztcares (CARBOPOL®), agregacion de la proteina de la vacuna por tratamiento térmico,
agregacion mediante la reactivacién con tratamiento con anticuerpos (Fab) tratados con pepsina contra la albumina,
mezcla de células bacterianas, tales como C. parvum, o también pueden emplearse endotoxinas o componentes
lipopolisacaridos de bacterias gramnegativas, emulsién en vehiculos oleosos fisiol6gicamente aceptables tales como
monooleato de manida (Aracel A) o emulsion con una solucién al 20 por ciento de un perfluorocarbono (Fluosol-DA)
usado como bloque sustituto.
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La micobacteria inactivada puede estar contenida en un adyuvante de toxina bacteriana mucosal tal como la toxina
labil de Escherichia coli (LT) y la toxina colérica (CT), o en un oligodesoxinucledtido de CpG (CpG ODN)*'. Se
averigu6 que otro posible adyuvante mucosal, el Monofosforil lipido A (MPL), un derivado y una forma menos tdxica
del LPS, cuando se combina con liposomas, induce respuestas inmunoprotectoras en la mucosa*. Se ha
demostrado que un nuevo adyuvante disefiado para la vacunacion nasal, Eurocine L3™, induce una inmunidad a
largo plazo frente a la TB en modelos animales experimentales después de una administracion intranasal*4. La
tecnologia del adyuvante consiste en una formulacién farmacéutica no téxica basada en una combinacién de lipidos
enddgenos y farmacéuticamente aceptados. La vacuna puede incluir opcionalmente sustancias inmunomoduladoras
adicionales tales como citocinas o inductores sintéticos del IFN-y tales como poli I:C solos o junto con los adyuvantes
mencionados anteriormente.

Otros adyuvantes mas incluyen microparticulas o microesferas de materiales de matriz biocompatibles. Las
microparticulas pueden estar formadas por cualquier material de matriz biocompatible como es convencional en la
técnica, incluyendo, pero no se limitan a, agar y poliacrilatos. El profesional experto en la técnica reconocera que
también pueden usarse otros portadores o adyuvantes. Por ejemplo, el Chitosan o cualquier sistema de
administracion bioadhesivo que puede usarse, son descritos por Webb y Winkelstein 46 cuyo contenido esta
incorporado como referencia en este documento.

La composicién farmacéutica que contiene la micobacteria inactivada esta formulada preferiblemente para una
administracion intranasal o intrapulmonar mediante el uso de métodos conocidos en la técnica. La formulacion de la
micobacteria irradiada combinada con el adyuvante se elige preferiblemente para minimizar los efectos secundarios,
tales como la inflamacién, asociados a la vacunacion, o pueden mejorar la estabilidad de la formulacién. El
adyuvante también puede tener el papel de inmunoestimulante o0 como un depot.

En algunas formas de realizacion, la micobacteria inactivada es administrada mediante el procesamiento de un
nebulizador o a través de tres tipos de dispositivos compactos portatiles, el inhalador dosificador (MDI) y el inhalador
de polvo seco (DPI). La administracién intranasal puede producirse a través de un pulverizador nasal, un dispositivo
nasal de administracién de gotas o dosificador de farmaco. La micobacteria inactiva puede ser administrada a través
de un inhalador dosificador. Normalmente, Unicamente se deposita en el pulmén el 10 - 20 % de la dosis emitida. La
alta velocidad y el gran tamafio de particula del aerosol provoca que aproximadamente el 50 - 80 % del farmaco del
aerosol impacte en la regién orofaringea.

La micobacteria puede estar contenida en una formulacién en polvo seco, tal como, pero no se limita a, un sistema
portador de azucar. El sistema portador de azucar podria incluir lactosa, manitol y/o glucosa. La lactosa, el manitol y
la glucosa estan todos aprobados por la FDA como portadores. También hay particulas de azlcar mayores, tales
como lactosa monohidratada, normalmente de 50 - 100 micrémetros de diametro, que permanecen en la
nasoorofaringe pero permiten que los bacilos inactivados viajen a través del arbol respiratorio de los alvéolos 47.

Si se desea, la micobacteria puede estar contenida en una formulacién liposémica. Los liposomas, como otras
particulas inhaladas que reaccionan en los alveolos, son eliminados por los macréfagos. El procesado, la captacion
y el reciclado de los fosfolipidos liposomicos se produce a través del mismo mecanismo que el del tensioactivo
enddgeno, a través de las células alveolares de tipo Il.

Una composicién farmacéutica que contiene la micobacteria irradiada descrita anteriormente es administrada a un
individuo adecuado para la prevencion o el tratamiento de la tuberculosis. La referencia en este documento a
"tuberculosis" incluye la referencia a tubérculos pulmonares y extrapulmonares. Los términos "individuo”, "sujeto",
"hospedador" y "paciente" se usan de forma intercambiable en este documento y se refieren a cualquier sujeto con
una infeccion bacteriana susceptible de tratamiento mediante el uso de la vacuna terapéutica de la invencién, y para
quienes se desea el tratamiento o la terapia. La composicién farmacéutica puede ser preparada para cualquier
hospedador mamifero que sea susceptible de ser infectado por micobacterias. Algunos hospedadores mamiferos
adecuados incluyen, por ejemplo, animales de granja tales como ganado porcino y bovino.

Los términos "tratamiento”, "tratar" y similares se usan en este documento para referirse de forma general a la
obtencion de un efecto farmacolégico y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de
prevenir completa o parcialmente una enfermedad o un sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico en términos
de una estabilizacién o una cura parcial o completa de una enfermedad y/o de un efecto adverso atribuible a la
enfermedad. "Tratamiento", segln se usa en este documento, cubre cualquier tratamiento de una enfermedad en un
sujeto, particularmente en un sujeto mamifero, mas particularmente en un ser humano, e incluye: (a) prevenir la
aparicion de la enfermedad o del sintoma en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad o al sintoma
pero que todavia no ha sido diagnosticado como tal; (b) inhibir el sintoma de la enfermedad, es decir, detener su
desarrollo; o aliviar el sintoma de la enfermedad, es decir, provocar la regresion de la enfermedad o del sintoma (c)
prevenir la reactivacion de la enfermedad en la TB latente, es decir, prevenir que los bacilos pasen de una fase
latente a una fase en crecimiento. Por lo tanto, la administracion es preferiblemente en una "cantidad
profilacticamente eficaz" o en una "cantidad terapéuticamente eficaz" (como puede ser el caso, aunque la profilaxis
puede ser considerada una terapia), siendo esto suficiente para mostrar un beneficio en el individuo. La cantidad real
administrada, y la velocidad y el desarrollo temporal de la administracion, dependeran de la naturaleza y de la
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gravedad de lo que se esta tratando. La prescripcion del tratamiento, por ejemplo, las decisiones sobre la dosis, etc.,
es responsabilidad de los profesionales generales y de otros médicos o veterinarios.

El sujeto tratado con la vacuna tendra o desarrollara normalmente una inmunidad protectora frente a una bacteria
infecciosa. El término "inmunidad protectora” significa que una vacuna, una composiciéon inmundgena o un programa
de inmunizaciéon que es administrado a un mamifero induce una respuesta inmunitaria que previene, retrasa el
desarrollo o reduce la gravedad de una enfermedad que esta causada por una bacteria patégena, o disminuye o
elimina completamente los sintomas de la enfermedad. Por "bacteria infecciosa" se entiende una bacteria que tiene
una infeccién establecida en el hospedador, y que, como resultado, puede estar asociada con una enfermedad o
sintoma no deseable. Generalmente, las bacterias infecciosas son bacterias patégenas.

La expresién "en una cantidad suficiente para desencadenar una respuesta inmunitaria" significa que hay una
diferencia detectable entre un indicador de respuesta inmunitaria medido antes y después de la administracién de
una preparacion de vacuna o de una composicion inmunégena en particular. Los animales a los que se les
administra la vacuna en el ensayo seran probados frente a animales a los que se les administra la BCG
intradérmicamente (como estandar de referencia). Varias semanas después de la dltima vacunacion, los animales
seran expuestos a un aerosol virulento de M tb. Se evaluara la respuesta inmunitaria clinica y molecular varias
semanas después de la exposicion a la M. tb virulenta.

Cribado y desarrollo de vacunas contra la tuberculosis

Una vacuna de prueba puede ser cribada u optimizada sometiendo a una poblacion de células de micobacterias, o a
fracciones de las mismas (como se ha descrito anteriormente), a diversos regimenes de inactivacién, preparando
una composicién farmacéutica candidata que contenga las células o las fracciones celulares tratadas, y ensayando
la capacidad de la composicion tratada mediante el uso de los métodos descritos anteriormente, de desencadenar
una respuesta inmunitaria y/o de establecer una exposicion eficaz frente a la infeccion por micobacterias en un
hospedador.

Los términos "composicion bacteriana inmundgena", "composicion inmundgena" y "vacuna" se usan de forma
intercambiable en este documento para significar una preparacion capaz de desencadenar una respuesta
inmunitaria celular y/o humoral en un sujeto cuando es administrada en una cantidad suficiente para desencadenar
una respuesta inmunitaria frente a los epitopos presentes en dicha preparacion.

La potencia inmunégena de la molécula antigénica expresada por la preparacién de células o extractos celulares de
micobacterias puede ser determinada monitorizando la respuesta inmunitaria de los animales de prueba después de
la inmunizacién con las bacterias que expresan al antigeno recombinante. Los animales de prueba pueden incluir
ratones, cobayas, conejos, bovidos, primates no humanos, y finalmente, sujetos humanos.

La respuesta inmunitaria del sujeto de prueba puede ser adicionalmente analizada mediante diversas metodologias
tales como: (a) la produccion de citocinas asociadas a los linfocitos T (b) la produccion de citocinas plasmaticas (c)
los perfiles de proliferacion de linfocitos T, la citotoxicidad, los perfiles de citocinas (d) el repertorio de antigenos de
los linfocitos T (e) los perfiles reguladores de los linfocitos T (f) los perfiles de ARNm (g) los perfiles de inmunidad
innata (h) los perfiles de anticuerpo (i) la genética y (j) la proteccién frente a la enfermedad y/o la mitigacién de los
sintomas de la infeccién en los animales inmunizados.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende Mycobacterium tuberculosis (M. tb) inactivada completa, en la que
dicha composicion esta formulada para una administracion intranasal, mucosal o intrapulmonar a un hospedador
mamifero, y en la que dicha composicion comprende una dosis inmunolégicamente protectora cuando es
administrada a dicho hospedador, y en la que dicha M. tb esté inactivada con irradiacion.

2. Una composicion que comprende M. tb inactivada completa para su uso en la vacunacion de un mamifero frente a
la Tuberculosis (TB), en la que dicha vacunacién de dicho mamifero es intranasal o intrapulmonar, y en la que dicha
composicién comprende una dosis inmunoldgicamente protectora cuando es administrada a dicho hospedador, y en
la que dicha M. tb esta inactivada con irradiacion.

3. La composicién de la reivindicacién 1 o la composicién para el uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en la que el
100 % de dichas M. tb estan inactivadas.

4. La composicién de la reivindicacion 1 o la composicién para el uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en la que
dicha irradiacion es una radiacion gamma.

5. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 1 o la composicién para el uso de acuerdo con la reivindicacion
2, que comprende adicionalmente lisados de células de Mycobacterium.

6. La composicion de la reivindicaciéon 1, que comprende adicionalmente un adyuvante para mejorar la respuesta
inmunitaria en dicho hospedador.

7. La composicion de la reivindicacion 1 o la composicion para el uso de acuerdo con la reivindicacién 2, que
comprende adicionalmente un portador farmacéuticamente aceptable.

8. La composicion de la reivindicacion 1, en la que dicha composicion esta liofilizada.
9. Un aerosol o un envase de pulverizador que comprende la composicién farmacéutica de la reivindicacion 1.

10. La composicion de la reivindicacion 7 o la composicion para el uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que
dicha composicion es para su uso profilactico o terapéutico en dicho mamifero.

11. Un método para la preparacion de una composicion farmacéutica, que comprende la formulacion de una dosis
inmunolégicamente protectora de una M. tb inactivada completa para su administracién intranasal o pulmonar a un
hospedador mamifero, y en el que dichas M. tb estan inactivadas por irradiacion.

12. La composicion para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 2, que comprende adicionalmente un adyuvante
para mejorar la respuesta inmunitaria en dicho hospedador sin provocar una inflamacién debilitante.

13. La composicion para el uso de acuerdo con la reivindicacion 12, para su uso simultaneo o secuencial con el
bacilo de Calmette-Guerin (BCG).

14. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 - 8 0 10, o la composicion para el uso
de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 - 5, 7, 10, 12 0 13, el envase de pulverizador de aerosol de
acuerdo con la reivindicacion 9, o el método de acuerdo con la reivindicacion 11, en los que la dosis de M. tb es de
entre 0,1 y 50 microgramos.

15. La composicion de acuerdo con las reivindicaciones 10 o 14, o la composicion para el uso de acuerdo con las
reivindicaciones 10, 12 o 13, el envase de pulverizador de aerosol de acuerdo con la reivindicacion 9 o 14, o el
método de acuerdo con la reivindicacion 11 o 14, en los que la composicion se proporciona liofilizada.

16. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 3 - 8, 10, 14 0 15 o la composicién para
el uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 - 5, 7, 10, 12, 13, 14 o 15, el envase de pulverizador
de aerosol de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9, 14 o 15, o el método de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 11, 14 0 15, en los que el mamifero es un ser humano.
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