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DESCRIPCION
Composiciones para la vacunacion por via cutanea

La invencion se refiere al desarrollo de un método y de un sistema de administracion de vacunas por via cutanea. La
invencion se refiere mas particularmente a la utilizacién de un dispositivo que comprende un compartimento de
condensacién para la vacunacioén epicutanea. La invencion se refiere también a protocolos de vacunacion
epicutanea que permiten la obtencion de una respuesta inmune eficaz sin tratamiento de la piel. La invencién se
puede poner en practica en cualquier mamifero, preferentemente en el ser humano, para la inducciéon de una
respuesta inmune terapéutica o preventiva contra cualquier tipo de antigeno.

La mayoria de los patdgenos penetran en el organismo a través de las mucosas o de la piel. Asi, tanto la piel como
las mucosas poseen todas las herramientas necesarias para detectar los patégenos y defenderse. Esta linea de
defensa comprende principalmente un contingente de células presentadoras de antigenos (CPA) profesionales
residentes. Las Unicas CPA presentes en la epidermis en condiciones normales son las células de Langerhans (LC),
células dendriticas (DC) derivadas de la médula ésea. Después de la captura del antigeno, las LCs activadas migran
en los ganglios linfaticos drenantes en los que inician una respuesta inmune sistémica potente. Asi, la piel
representa una alternativa potencial al modo de administracion por inyeccion tradicional para el desarrollo de
vacunas mas eficaces. Ademas, el sistema inmunitario de la piel puede igualmente ser un blanco ideal para la
induccion de una tolerancia en diferentes patologias tales como las enfermedades autoinmunes, las alergias y
eventualmente el cancer.

Sin embargo, la capa cornea (CC), la capa mas superficial de la piel, es una barrera fisicoquimica eficaz para la
penetracion de fluidos, de moléculas grandes (polipéptidos y proteinas), de particulas o incluso de microbios. Asi, se
han ensayado varias técnicas para intentar obtener una respuesta inmune eficaz por via epicutanea, es decir por
aplicacion de un antigeno sobre la piel. Todas estas técnicas implican una alteracion fisica de la capa cornea, por
ejemplo por abrasion ligera o moderada (después de la aplicacion de bandas adhesivas o utilizando papel de lija),
por aplicacion de ultrasonidos o de microagujas. Estas diferentes técnicas han demostrado una eficacia en grados
diversos, como etapa previa a la aplicacion del antigeno, para favorecer su penetracion en las capas superficiales de
la piel (epidermis), que contiene las células inmunoldgicas, y la inducciéon de una respuesta inmune. Asi, se ha
demostrado que la aplicacion conjunta de un antigeno y de un adyuvante como la toxina del célera (CT) o la toxina
labil de E. Coli (LT) sobre una piel previamente raspada es eficaz para la generacion de una respuesta inmune de
anticuerpo (Glenn G. M., Rao M., Matyas G. R., Alving C. R. Skin immunization made possible by cholera toxin.
Nature 1998, 391: 851. Glenn G. M., Scharton-Kersten T., Vassell R., Matyas G. R., Alving C. R. Transcutaneous
immunization with bacterial ADP-ribosylating exotoxins as antigens and adyuvants. Infect Immun. 1.999, 67: 1.100-
6). Por el contrario, la simple hidratacion de la piel, previa a la aplicacion de un antigeno, seguida o no de un
tratamiento oclusivo no ha dado nunca lugar a una respuesta de anticuerpo especifica. Esta se obtiene Unicamente
en el caso de un tratamiento previo de la piel que lleve a la perturbacion fisica de la capa cérnea o de la co-
administracion del antigeno con un adyuvante potente (CT o LT).

Otros trabajos han mostrado a continuacion que la utilizacion de un sistema oclusivo para mantener una formulacion
de vacuna depositada en forma liquida sobre la piel de animales durante un periodo que va de 1 a 24 horas,
permitia inducir una respuesta inmune en animales y en humanos, pero Unicamente después del tratamiento de la
piel. Sin embargo, las respuestas inducidas usando un contacto por un periodo de 0 a 24 horas no varian de forma
cualitativa y/o cuantitativa.

En la solicitud WO 2004/030696 se ha considerado inducir una reaccién inmunitaria con ayuda de una composicion
que comprende un antigeno y un compuesto inmunoestimulador, en forma seca, usando un sistema PosIntro o
ISCOM.

La utilizacion de parches dérmicos para obtener una reaccion inmunitaria ha sido propuesta igualmente en la
solicitud internacional WO 2007/122226. Sin embargo, el método descrito en este documento utiliza un adyuvante.

Asi, sin tratamiento fisico o fisicoquimico previo (papel de lija, etanol, acetona, banda adhesiva, glicerol) o la
utilizacion de adyuvantes potentes (LT o CT) u otro excipiente facilitador, no se ha detectado ninguna respuesta de
anticuerpo especifica del antigeno.

La presente invencion describe por primera vez un método que permite la inducciéon de una respuesta inmune
especifica de antigeno por via cutanea, sin que sea necesario utilizar un adyuvante (CT o LT) o tratar previamente o
perforar la piel. Mas particularmente, la invenciéon describe un método de vacunacion epicutanea, eficaz incluso en
ausencia de adyuvante, que se basa en la utilizacion de una formulacion de vacuna seca aplicada sobre la piel en
condiciones que permiten la formacién de un compartimento de condensacién. La invencién muestra que la creacién
y el mantenimiento de una hidratacién de la piel inducen una perturbacién de la CC que permite el paso de
antigenos. Ademas, el agua acumulada en el sistema de liberacién permite también que la formulacion de vacuna
seca se rehidrate y se solubilice, y que entre en contacto con la piel. Se ha demostrado en ensayos preclinicos que
la invencién permitia, contrariamente a los diferentes sistemas cutaneos descritos hasta ahora, inducir una
respuesta inmune de anticuerpo especifica del inmundégeno, sin co-administracion de adyuvante (del tipo CT o LT) ni
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preparacion (abrasion o perforacion) de la piel. De forma particularmente sobresaliente, la invencion permite la
transferencia cutanea de macromoléculas (principalmente de polipéptidos y proteinas) sin ningun tratamiento activo,
lo que no habias sido nunca descrito en el estado de la técnica. Como se muestra en los ejemplos, se ha observado
una respuesta inmune particularmente fuerte después de tres aplicaciones de la vacuna segun el procedimiento de
la invencion.

Un objetivo de la invencion se refiere por lo tanto a la utilizacion de una formulacion de vacuna para la preparacion
de una composicion para la vacunacioén epicutanea de un mamifero, preferentemente un humano, caracterizada por
que la formulacion de vacuna esta en forma seca y desprovista de adyuvante, y por que se administra por aplicacion
sobre la piel del mamifero por medio de un dispositivo cutaneo que forma en contacto con la piel un compartimento
de condensacion que posee un volumen comprendido entre 1 y 300 mm3/cm? de superficie del dispositivo,
conteniendo dicho dispositivo una cantidad de formulacion de vacuna comprendida entre 0,1 ug y 500 pg por cm? de
superficie, manteniéndose el dispositivo sobre la piel durante un periodo de 6 a 72 horas, e induciendo dicha
aplicacion de la formulacion en forma seca y desprovista de adyuvante sobre la piel intacta una respuesta inmune
especifica de antigeno caracterizada por la produccién de anticuerpos del tipo IgG.

La descripcion se refiere igualmente a la utilizacion de un dispositivo de administraciéon cutanea para la preparacion
de una composicion destinada a la administracion de una formulaciéon de vacuna que comprende un antigeno, sin
tratamiento previo de la piel ni co-administracion de adyuvante, conteniendo el dispositivo de administracion cutanea
la formulacion de vacuna en forma seca sin compuesto adyuvante, y formando en contacto con la piel un
compartimento de condensacion que contiene la formulacion de vacuna, permitiendo asi la penetracion del antigeno
en la epidermis y la induccion de una respuesta inmune en ausencia de adyuvante o de tratamiento previo de la piel.

La descripcion se refiere igualmente a la utilizacion de un dispositivo de administracion cutanea para la
administracion de una formulacién de vacuna que comprende un antigeno, sin tratamiento previo de la piel ni co-
administracion de adyuvante, conteniendo el dispositivo de administracion cutanea la formulacién de vacuna en
forma seca sin compuesto adyuvante, y formando en contacto con la piel un compartimento de condensacion que
contiene la formulacion de vacuna, permitiendo asi la penetracion del antigeno en la epidermis y la induccion de una
respuesta inmune en ausencia de adyuvante o de tratamiento previo de la piel.

La descripcion se refiere igualmente a un método para inducir una respuesta inmune especifica de antigeno en un
mamifero, comprendiendo el método la aplicacién sobre la piel del mamifero, sin tratamiento previo de la piel, de un
dispositivo de administracién cutanea que contiene una formulacién de vacuna en forma seca que comprende el
antigeno sin compuesto adyuvante, formando el dispositivo en contacto con la piel un compartimento de
condensaciéon que contiene la formulacién de vacuna, durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la
penetracion del antigeno en la epidermis y la induccién de una respuesta inmune en ausencia de adyuvante o de
tratamiento previo de la piel.

La descripcion se refiere igualmente a un método para inducir por via cutanea una respuesta inmune especifica de
antigeno, comprendiendo el método la creacion y el mantenimiento de una hidratacion local de la piel y la puesta en
contacto de la piel hidratada con una formulacién de vacuna seca desprovista de adyuvante, durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir la penetracion del antigeno y la induccion de una respuesta inmune.

La descripcion se refiere igualmente a un método para inducir una respuesta inmune sistémica contra un antigeno
proteico en un sujeto, comprendiendo el método la administracion de dicho antigeno a dicho sujeto por via
epicutanea por medio de un dispositivo cutaneo que comprende una pared de fondo (backing), estando adaptada la
parte periférica de dicha pared del fondo para crear con la piel una camara hermética, en la que la pared de fondo
mantiene dicho antigeno sobre su cara en contacto con la piel, en el interior de la camara, siendo dicho antigeno
extraido de la pared del fondo después de la aplicacion del dispositivo sobre la piel y a continuaciéon administrado al
sujeto por via epicutanea, llevando dicha administracion a la induccién de una respuesta inmune sistémica en el
sujeto.

En un modo de realizaciéon particular, la parte periférica de la pared del fondo del dispositivo cutaneo posee
propiedades adhesivas sobre la piel hUmeda.

En otro modo de realizaciéon de la invencién, la respuesta inmune sistémica inducida después de la administracion
de un antigeno por medio de un dispositivo cutaneo, comprende una respuesta humoral.

En un modo de realizaciéon preferido, se forma una condensacién en el interior de la camara después de la
aplicacion del dispositivo cutaneo sobre la piel, causando o aumentando dicha condensacion el desplazamiento y la
liberacién epicutanea del antigeno. En particular, esta condensacion puede estar formada debido a la transpiracion.

La descripcion se refiere igualmente a un método para inducir una respuesta inmune sistémica contra un antigeno
proteico en un sujeto, en la que dicho antigeno esta en forma seca o en forma de particulas. Mas particularmente, el
antigeno puede estar unido al soporte sin adhesivo por medio de fuerzas electrostaticas y/o de fuerzas de Van der
Waals o por medio de un revestimiento adhesivo sobre el soporte.
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El antigeno puede aplicarse sobre el soporte por medio de un procedimiento de pulverizacién/secado. Dicho
antigeno se puede igualmente disolver o dispersar en un liquido, en este caso se mantiene sobre el soporte en un
depodsito de material absorbente.

La descripcion se refiere igualmente a la utilizacion de una formulacién de vacuna en forma seca para la preparacion
de un medicamento para la induccidon de una respuesta inmune en un mamifero, caracterizada por que la
formulacién de vacuna se aplica por medio de un dispositivo cutaneo sin compuesto adyuvante sobre la piel no
tratada del mamifero, durante un periodo de aproximadamente 48 horas.

La descripcion se refiere igualmente a la utilizacion de una formulacién de vacuna en forma seca para la induccion
de una respuesta inmune en un mamifero, caracterizada por que la formulacién de vacuna se aplica por medio de un
dispositivo cutaneo sin compuesto adyuvante sobre la piel no tratada del mamifero, durante un periodo de
aproximadamente 48 horas.

La descripcion se refiere igualmente a un método para la induccidon de una respuesta inmune en un mamifero, que
comprende la aplicacién de una formulacién de vacuna en forma seca por medio de un dispositivo cutaneo sin
compuesto adyuvante sobre la piel no tratada de un mamifero, durante un periodo de aproximadamente 48 horas.

La descripcion se refiere igualmente a un dispositivo cutaneo que comprende una pared de fondo (backing), estando
adaptada la parte periférica de dicha pared del fondo para crear con la piel una camara hermética, en la que la pared
de fondo mantiene dicho antigeno sobre su cara en contacto con la piel, en el interior de la camara, siendo dicho
antigeno extraido de la pared de fondo después de la aplicacion del dispositivo sobre la piel y a continuacion
administrada al sujeto por via epicutanea.

La descripcion se refiere igualmente a una composicion de vacuna, caracterizada por que comprende un dispositivo
de administracién cutanea que forma un compartimento de condensacion después de la aplicacion sobre la piel de
un sujeto, comprendiendo dicho compartimento una formulacién de vacuna en forma seca y desprovista de cualquier
compuesto adyuvante.

La invencion se produce por el descubrimiento inesperado de que se puede inducir una respuesta inmune por via
cutanea sobre piel intacta (es decir, sin tratamiento perforante o por abrasion fisica y/o quimica) y sin utilizacion de
adyuvante. Este efecto se ha obtenido usando una formulacién de vacuna en forma seca y aplicandola por medio de
un dispositivo que forma un compartimento de condensacion cuando se aplica sobre la piel y/o durante un periodo
de tiempo adaptado.

Sin estar sujeto a un mecanismo de accion particular, se propone que la hidratacion de la piel permite el
hinchamiento de los corneocitos de la capa coérnea, asi como la integracion de las moléculas de agua entre los
dominios lipidicos de los espacios intercelulares. Esta hidratacion induciria ademas una perturbacién de la
homeostasis cutanea traduciéndose, entre otras, por modificaciones del perfil de las citosinas producidas,
alteraciones morfologicas y fenotipicas de las células de Langerhans o bien incluso por el aumento del nimero de
células mononucleadas en la epidermis.

A pesar de su papel de barrera, se establece a través de la piel entre el organismo y la atmdsfera, y en condiciones
fisioldgicas, un flujo de agua dirigido hacia la atmoésfera. Este flujo se conoce con el nombre de pérdida insensible de
agua (PIA). El procedimiento de la invencidén, que pone en realizacién un compartimento de condensacion,
contribuye a aislar una parte de la piel del medio que lo rodea. En el transcurso de este fendmeno, se perturban los
intercambios de vapor de agua entre el cuerpo y la atmodsfera, lo que llevaria a la acumulacion del agua en el
compartimiento y también a un aumento de la hidratacién de la piel, de toda la epidermis y en particular de la capa
cornea (stratum corneum) que constituye la principal barrera a la absorcion de sustancias. Los resultados sugieren
que, en los humanos, el gran flujo de agua medido después de la retirada del compartimento de condensacion
refleja la evaporacion del agua acumulada en la superficie cutanea. El compartimento de condensacion del
dispositivo lleva, segun el tiempo, a la saturacién en vapor de agua (proveniente de la PIA) del volumen del
compartimento, y después a la condensacion, llegando a un estado de equilibrio. En efecto, al principio de la
aplicacion, este volumen no esta saturado en vapor de agua, ya que contiene aire ambiente. Una vez que se alcanza
la saturacion de la atmodsfera, el agua en estado de vapor podria entonces condensarse en forma de agua liquida.
Esta condensacion seria entonces alimentada por el flujo de agua residual proveniente de la piel. En estas
condiciones, se obtiene un estado de equilibrio que produce la acumulacion de agua en el dispositivo estanco (véase
la figura 1B).

La invencién permite asi resolver los inconvenientes de los métodos de vacunacién epicutanea de la técnica
anterior, proponiendo un método utilizable con cualquier tipo de antigeno, compatible con la produccion de
dispositivos preparados para el uso, y que no necesita tratamiento de la piel. La gran hidratacion inducida en la
epidermis, con acumulacion de agua en y sobre la superficie del stratum corneum, permite modular el coeficiente de
reparto entre las moléculas de la vacuna y la piel en presencia de agua, hinchar los corneocitos o también alterar la
organizacion de la fase lipidica intercelular. Esta modificacion permite la disolucion del principio activo en los liquidos
presentes en la superficie de la piel y su paso (por difusidon pasiva) a través de la piel, sin que sea necesario perforar
o raspar la piel.
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La invencién se puede realizar con cualquier dispositivo de administracion cutanea que forme un compartimento de
condensacion. Se trata preferentemente de dispositivos del tipo parche, sellos o apdsitos, preferentemente parches.
El dispositivo segun la invencién es tipicamente de naturaleza transdérmica con difusion pasiva, es decir que no
contiene medios para producir una perforacién o una abrasién de la piel. Se trata ventajosamente de un dlsp05|t|vo
de tipo parche oclusivo, como por ejemplo un parche electroestatico producido segun la tecnologia VIASKIN®
descrita en la solicitud de patente WO02/071950.

En el sentido de la invencion se denomina compartimento al espacio dejado libre entre la piel y el fondo (“backing”)
del dispositivo después de la aplicacion del dispositivo sobre la piel, no estando este backing pegado sobre la piel y
dejando asi sitio para la acumulacion de una pequefia cantidad de agua sobre la piel (véanse por ejemplo las figuras
1Ay 1B). Los resultados obtenidos muestran que la utilizacion de un compartimento de condensacion ahora, durante
la duracion de la aplicacién, cierto grado de hidratacion debido a la expresion natural de liquido por la piel en
direccion del compartimento, permite el paso de antigenos macromoleculares y la induccion de una respuesta
especifica. Estos resultados son particularmente sorprendentes teniendo en cuenta los datos de la técnica anterior
que subrayan la necesidad de recurrir a adyuvantes particulares y a un tratamiento de la piel para obtener una
respuesta satisfactoria.

En la invencion, el dispositivo es tal que forma en contacto con la piel, un compartimento de condensacion que tiene
un volumen comprendido entre 1y 300 mm? por cm? de superficie del dispositivo. Dicho volumen corresponde a una
altura del compartimento que va de 0,01 mm a 3 mm aproxmadamente En un modo mas preferido, el volumen del
compartimento esta comprendldo entre 2 y 200 mm? por cm? de superficie del dispositivo, todavia mas
preferentemente entre 2 y 100 mm? por cm? de superficie del dispositivo, que corresponde a una altura de 0,02 a 1
mm aproximadamente. La superficie de difusion sobre Ia piel del dispositivo puede ser adaptada por el experto en la
técnica y esta tipicamente comprendida entre 0,2y 5 cm?, mas generalmente entre 0,5y 3 cm?.

No es necesario que las paredes del compartimento de condensacion (el backing del dispositivo) sean totalmente
impermeables. Por el contrario, cierta permeabilidad al vapor de agua en las condiciones normales de temperatura y
de presion es aceptable, como es el caso para los polietilenos, puesto que esta evaporacién no impide el
mantenimiento de una atmosfera saturada en vapor de agua, gracias a la presencia de agua liquida en el
compartimento.

En un modo particular de realizacion, las paredes del compartlmento de condensacién comprenden un material que
presenta un grado de permeabllldad inferior a 15 g/m 2124 horas, preferentemente inferior a 10 g/m 224 horas, por
ejemplo del orden de 9 g/m 2/24 horas, aproximadamente.

Dichos materiales pueden ser elegidos, por ejemplo, entre los polimeros, copolimeros, plasticos, ceramicas,
cualquier material biocompatible (por ejemplo, el grafito), etc. Ejemplos de polimeros biocompatibles son
principalmente el polietileno (PE), policarbonato, poliéster (PET), los plasticos celulésicos (CA, CP), el cloruro de
polivinilo (PVC), el polimetiimetacrilato (PMMA), el poliuretano (PUR), las siliconas (PTFE) o el polifluoruro de
vinilideno (PVDF). Ejemplos de copolimeros biocompatibles son principalmente el copolimero de etileno-acetato de
vinilo (EVA).

Como ejemplos de polimeros que presentan grados de permeabilidad al vapor de agua (abreviado generalmente
como MVTR por sus iniciales en inglés moisture vapor t transmISSIon rate) compatibles con la presente invencion, se
pueden citar principalmente el CoTran® 9706 (MVTR = 26,4 g/m?%24 horas), el CoTran® 9720 (MVTR = 9,4 g/m2/24
horas) y el CoTran® 9722 (MVTR = 7,9 g/m%/24 horas).

En un modo de realizacion preferido, el compartimento de condensacion esta formado por un disco en polimero, por
ejemplo en polietileno, de forma esencialmente circular (el backing) y de diametro comprendido entre 2 y 100 mm
aproximadamente, preferentemente entre 5 y 70 mm aproximadamente, que esta fijado (por ejemplo, pegado) sobre
un anillo de material biocompatible, por ejemplo en polietileno, que presenta un diametro exterior esencialmente
idéntico al del disco y un diametro interno comprendido entre 1 y 50, preferentemente entre 2 y 20 mm
aproximadamente. El espesor del disco y el del anillo estan comprendidos, por ejemplo, entre 0,01 y 2 mm
aproximadamente, lo que define un compartimento de una altura comprendida entre 0,01 y 2 mm, siendo el volumen
del compartimento pequefio pero nunca nulo, incluso si la flexibilidad del backing determina en algunos lugares un
contacto de este ultimo con la piel. El disco puede estar fijo sobre el anillo por cualquier medio adaptado.
Tipicamente, el anillo es adhesivo o se hace adhesivo para permitir su fijacion al disco.

Como se muestra en la figura 1A, un prototipo particular de dispositivo segun la invencién esta compuesto por:

- un anillo [1] de material biocompatible, de diametro variable y de altura de 0 01 a 2 mm aproximadamente,
dependiente del volumen del compartimento de condensacién por cm? de superficie. En el modo
representado en la figura 1A, el anillo es adhesivo por su cara externa al menos, destinado a entrar en
contacto con la piel;

- un disco [2] de material biocompatible, que hace las veces de limite superior del compartimento (contenedor
del principio activo en forma seca), pegado sobre el anillo (por ejemplo, por medio de un adhesivo). La
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superficie del disco es tipicamente de 5 mm de diametro minimo. El MVTR (moisture vapor transmission)
del disco (“backing”) es preferentemente inferior a 10 g/m?/24 horas);

- una arandela [3] de “release liner’ que protege la superficie adhesiva del anillo y destinada a ser pelada
antes de la aplicacion sobre la piel. Esta arandela es ventajosamente un disco que recubre el
compartimento para cerrarle antes de la aplicacion del dispositivo.

El compartimento formado por el dispositivo es un compartimento de condensacién que tiene propiedades de
hidratacion. El poder hidratante se traduce por la capacidad de actuar sobre la integridad de la epidermis bajo el
compartimento de condensacion del dispositivo induciendo un aumento del grado de hidratacion de la epidermis,
ventajosamente desde la primera hora de aplicacién sobre la piel, que va de 30% a 100% y mas precisamente de
50% a 70%. Preferentemente, el poder hidratante del compartimento de condensacion debe ser tal que permite
inducir, en la superficie externa de la epidermis y en el compartimento de condensacion del dispositivo, un aumento
de la cantidad relativa de agua que va de 40% a mas de 100% a partir de la primera hora de aplicaciéon y, mas
preferentemente, superior a 50%.

En un modo de realizacion preferido, el dispositivo se mantiene sobre la piel por medios que aseguran un
estanqueidad al compartimento de condensacion. A este efecto puede utilizarse cualquier medio adhesivo, incluidos
materiales del tipo goma, polimero o plastico que tengan un gran poder adhesivo.

La invencion presenta la ventaja de permitir la vacunacion incluso sobre la piel intacta, es decir una piel que no haya
sufrido tratamiento particular. En el sentido de la invencién, se entiende por tratamiento de la piel cualquier
tratamiento abrasivo o perforante que lleve a una destruccion al menos parcial de la capa superficial al menos de la
piel.

Por otra parte, otra ventaja de la invencion es que permite obtener una respuesta inmune importante, incluso sin co-
administracion de adyuvante. El término adyuvante denomina, en el sentido de la invencion, cualquier compuesto
que ejerza una accion fisicoquimica y/o bioldgica sobre la piel, facilitando la penetracion del antigeno en la piel, y
que aumente la respuesta inmunitaria contra el antigeno. Por accién fisicoquimica y/o biolégica, el adyuvante, tal
como se define en la presente memoria, es un compuesto que altera la permeabilidad de la epidermis por
perturbacion de la capa coérnea, permitiendo asi el paso del antigeno y su contacto con las células
inmunoldgicamente activas de la epidermis. Ejemplos de compuestos adyuvantes son principalmente la toxina del
célera (CT) o la LT (toxina termolabil de E. coli). Otros ejemplos son las transfersomas descritas por Paul ef al. (Paul
A., Cevc G., Bachlawat B. K. Trandermal immunization with large proteins by ultradeformable drug carriers, Eur. J.
Immunol. 1995, 25 (12): 3521-4), que permiten transportar un antigeno en las membranas.

La invenciéon se puede realizar con cualquier formulaciéon de vacuna en forma seca. El término formulacién de
vacuna denomina cualquier formulacion que contiene elementos antigénicos. Se trata tipicamente de una
formulacién que comprende uno o varios antigenos, por ejemplo de naturaleza peptidica, polipeptidica (o proteica),
lipidica y/o sacaridica, o mezclas sencillas o conjugados quimicos de estos compuestos. Una formulacion de vacuna
preferida comprende una o varias moléculas antigénicas: moléculas con una masa molecular superior a 500 Da, la
mayoria de las veces polipéptidos y proteinas superiores a 1.500 Da que tengan una actividad o un objetivo de
vacuna preventiva o terapéutica, o moléculas con una masa molecular superior a 500 Da destinadas a una accién
local (terapéutica) sobre la epidermis. Tipicamente, la formulacion de vacuna comprende al menos un antigeno de
naturaleza peptidica o polipeptidica. Puede tratarse, por ejemplo, de antigenos bacterianos, antigenos virales,
antigenos tumorales, etc. como por ejemplo un antigeno del virus de la gripe, un antigeno del virus de la hepatitis (o
C), un antigeno de Haemophilus Influenzae, un antigeno del virus respiratorio sincitial, un antigeno de salmonella
(Shigella) o de tuberculosis (Tiphy), o también antigenos caracteristicos de enfermedades autoinmunes, cancer,
enfermedad de Alzheimer, alergias, etc. La formulacion de vacuna puede comprender ademas cualquier excipiente o
vehiculo adaptado a un uso farmacéutico, asi como cualquier compuesto con actividad inmuno-moduladora, como
por ejemplo una citocina, un compuesto ligando de receptores Toll, etc.

La formulacion de vacuna realizada se presenta en “forma seca’, es decir en una forma deshidratada y
principalmente una forma de polvo, particulas, aglomerantes, torta, forma desecada, etc. La forma seca se puede
obtener por liofilizacién o por simple evaporacion.

En un modo de realizacioén particular, la formulaciéon de vacuna esta en forma de polvo.

En otro modo de realizacion particular, la formulacion de vacuna se mantiene sobre una superficie del dispositivo,
tipicamente sobre el backing del compartimento, por fuerzas de naturaleza quimica o fisicoquimica, en ausencia de
material adhesivo sobre esta superficie. Preferentemente, la formulacion de vacuna se mantiene sobre una
superficie del dispositivo, tipicamente sobre el backing del compartimento, por fuerzas electrostaticas o fuerzas de
Van der Waals.

En la invencion, el dispositivo contiene una cantidad de formulacion de vacuna comprendida entre 0,1 pg/cm? y 500
pg/cm?, preferentemente entre 20 ug y 300 pg por cm?, mas preferentemente entre 20 ug y 100 pg por cm’. Se
entiende que esta cantidad puede ser adaptada por el experto en la técnica en funcidon de los objetivos, de la
patologia, de la duracion del tratamiento, del sujeto, etc.
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La invencion permite inducir una respuesta inmune significativa, incluso en ausencia de adyuvante y de tratamiento
de la piel. La invencion se puede utilizar para la vacunacion preventiva o terapéutica contra cualquier tipo de agente
patégeno (virus, parasitos, bacterias, proteinas, etc.) contra células tumorales o contra antigenos de uno mismo o
tratamientos de individuos alérgicos. Los resultados presentes muestran la induccion de una respuesta especifica de
antigeno, principalmente una respuesta de anticuerpos del tipo IgG.

La amplitud de la respuesta inmune puede ser adaptada modificando los tiempos de colocacion del dispositivo y/o
procediendo a aplicaciones repetidas. Como se ilustra en los ejemplos, la respuesta inmune inducida, después de
tres aplicaciones de la vacuna de solamente 6 horas, es equivalente a la observada para una duracién de aplicaciéon
de 24 horas (ejemplo 2). Se ha demostrado también que una hidratacion mantenida durante periodos que van de 6
horas a 24 horas era suficiente para desarrollar una respuesta inmunitaria, incluso sin tratamiento previo de la piel ni
co-administracion de adyuvante.

Por otra parte, se ha prolongado igualmente el periodo de aplicacion a 48 y a 72 horas (ejemplo 5). Los resultados
obtenidos muestran que el tiempo de 48 horas da resultados sorprendentes ya que la respuesta de anticuerpo
especifica aumenta casi un orden de magnitud con respecto al tiempo de colocacién de 24 horas. Una aplicacion
mantenida mas alla de 48 horas, por ejemplo un tiempo de colocacidon de 72 horas, parece que no contribuye a
aumentar mas la respuesta de anticuerpo.

En un modo de realizacion preferido, la invencion comprende la aplicacion sucesiva al sujeto de dos dispositivos al
menos, preferentemente tres al menos, estando cada aplicacién espaciada de 7 a 30 dias aproximadamente,
preferentemente de 10 a 20 dias, tipicamente aproximadamente 15 dias.

Preferentemente para cada aplicacién el dispositivo se mantiene sobre la piel durante un periodo de 6 a 72 horas
aproximadamente, preferentemente de 6 a 48 horas aproximadamente, mas preferentemente 48 horas
aproximadamente.

Un protocolo particularmente preferido para la inducciéon de una respuesta inmune comprende tres aplicaciones
sucesivas al menos de un dispositivo, durante un periodo de 48 horas aproximadamente, estando espaciada cada
aplicacion aproximadamente 15 dias.

En la parte anterior, el término “aproximadamente” denomina una variacion de + o — 10% con respecto al valor dado.

La invencidon muestra también que se obtiene una respuesta de anticuerpo grande por vacunacion epicutanea sobre
piel intacta cuando la formulaciéon de vacuna esta en forma seca y se aplica durante uno o varios periodos de 48
horas aproximadamente, preferentemente durante periodos repetidos de 48 horas aproximadamente.

La invencion es utilizable para la vacunacién contra cualquier antigeno a cualquier mamifero. Se puede realizar en
nifios o adultos, es esencialmente no invasiva y no necesita del empleo de adyuvantes.

Otros aspectos y ventajas de la presente invencidon apareceran mediante la lectura de los ejemplos siguientes que
se deben considerar como ilustrativos y no limitativos.

Leyenda de las figuras

Figura 1: A.- Esquema del dispositivo cutaneo con compartimento de condensacion: [1] anillo de material
biocompatible, [2] disco del “backing” pegado mediante un adhesivo de doble cara sobre el disco, [3] arandela de
release liner para ser pelada antes de la aplicacién, que protege al adhesivo. B.- Esquema de los flujos de vapor de
agua en el compartimento de condensacion.

Figura 2: Induccion de una respuesta inmune de anticuerpo especifica del antigeno por via epicutanea sobre la piel
intacta, sin co-administracion de adyuvantes usando un dispositivo que contiene un compartimento de
condensacion.

Figura 3: Induccién de una respuesta inmune de anticuerpo anti-ovoalbumina por via epicutanea después de 6 6 24
horas de aplicacién sobre la piel de un dispositivo que contiene un compartimento de condensacion.

Figura 4: Relaciéon entre la cantidad de vapor de agua que entra en el compartimento y la cantidad de agua
condensada en funcién del tiempo: B: cantidad de agua acumulada en el compartimento y #: cantidad de agua
condensada en el compartimento.

[[] Cantidad de agua en estado de vapor después de 20 horas.

Cantidad de agua que ha condensado después de 20 horas.
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Figura 5: Aumento del porcentaje de hidratacion de las diferentes capas de la epidermis (superficial, superficial y
media, epidermis entera) en funcién del tiempo de aplicacion del dispositivo que contiene el compartimento de
condensacion.

Figura 6: Aumento de la cantidad de agua acumulada en la superficie de la piel en funciéon del tiempo de aplicacion
del dispositivo que contiene el compartimento de condensacion.

Figura 7: Potenciacién de la respuesta inmune de anticuerpo anti-ovoalbumina inducida por via epicutanea
prolongando la duracién de aplicacion del dispositivo que contiene un compartimento de condensacién sobre la piel.

Figura 8: Inducciéon de una respuesta inmune de anticuerpo potente especifica del inmundgeno por via epicutanea
sin compuesto adyuvante ni tratamiento perforante o abrasivo de la piel en comparacién con un sistema de parche.

Figura 9: Induccién de una respuesta inmune de anticuerpo anti-TT por via epicutanea sin compuesto adyuvante con
dosis pequeiias de antigeno.

Figura 10: Inducciéon de un espesamiento de la epidermis, con respecto a una ruptura de la homeostasis cutanea,
proporcional a la prolongacion de la duracion de aplicacion del dispositivo que contiene un compartimento de
condensacion sobre la piel.

Figura 11: Induccion de la penetracion del antigeno en la piel y de la absorcion por las células dendriticas,
proporcionales a la prolongacion de la duracion de aplicacion del dispositivo que contiene un compartimento de
condensacion sobre la piel.

Figura 12: Induccion de la modificacion de la red de células de Langerhans epidérmicas, con respecto a una
activacion de estas células, proporcional a la prolongacion de la duracion de aplicacion del dispositivo que contiene
un compartimento de condensacioén sobre la piel.

Figura 13: Induccién de la produccion de anticuerpos especificos de un antigeno tumoral capaces de dirigir in vitro
las células que expresan este antigeno después de aplicaciones de 24 horas sobre la piel de un dispositivo que
contiene un compartimento de condensacion cargado con el antigeno tumoral.

Figura 14: Induccion de una proteccion parcial contra una infeccion por el virus respiratorio sincitial (VRS) de crias
de ratén después de una aplicaciéon de 48 horas sobre la piel de un dispositivo que contiene un compartimento de
condensacion cargado con un antigeno del VRS.

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacion de un dispositivo cutaneo que contiene un compartimento de condensacion

Se han preparado dispositivos de aplicacion cutanea que poseen un compartimento de condensacién usando como
“backing” una pelicula de polietileno (origen 3M) que esta recubierta con un anillo de espuma, que da la altura
deseada al compartimento, hecho adheswo en sus dos caras (espesor = 0,7 mm). Este dispositivo presenta asi una
superf|0|e de difusion sobre la piel de 1 cm? y un compartimento de expansion del aire difundido a través de la piel de
70 mm?® (véase la figura 1A).

Se han usado varios polimeros que presentan diferentes permeabllldades al vapor de agua (MVTR: moisture vapor
transm:ss:on rate), principalmente el CoTran® 9706 (MVTR = 26,4 g/m%/24 horas), el CoTran® 9720 (MVTR = 9,4
g/m?/24 horas) y el CoTran® 9722 (MVTR = 7,9 g/m%/24 horas).

Ejemplo 2: Induccion de una respuesta inmune de anticuerpo especifica del antigeno por via epicutanea sin
compuesto adyuvante ni tratamiento perforante o abrasivo de la piel.

Dispositivos de administracion cutanea que contlenen un compartimento de condensacion, preparados segun el
ejemplo 1 pero con un volumen de 10 mm®*cm? cargados con un antigeno modelo ovoalbtimina (OVA), toxina
tetanica (TT), un antigeno tumoral o una vacuna comer0|al contra la gripe, en forma seca, se han aplicado durante
24 horas en el lomo de ratones BALB/c hembras (n = 6 a 10), rasurado y depilado la vispera de las aplicaciones. Las
aplicaciones han sido renovadas 2 y 4 semanas después de las primeras. Los anticuerpos anti-antigenos del tipo
IgG totales has sido dosificados por ELISA en los sueros de los animales extraidos 2 semanas después de la ultima
aplicacion. Los resultados presentados en la figura 2 se expresan en titulo de anticuerpo especifico del antigeno. Se
trata para el suero de cada animal de la inversa de la dilucién a la que la absorbancia medida a 450 nm es igual al
punto de corte determinado a partir del suero de ratones no tratados. Los resultados obtenidos muestran la
induccion de una gran respuesta inmune especifica de antigeno, y esto sin que se haya utilizado ningun adyuvante.
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Ejemplo 3: Inducciéon de una respuesta inmune de anticuerpo anti-ovoalbimina por via epicutanea sin
compuesto adyuvante después de 6 6 24 horas de aplicacion sobre la piel intacta

Dispositivos de administracion cutanea que contienen un compartimento de condensacioén, preparados segun el
ejemplo 1 pero con un volumen de 10 mm*cm?, cargados con OVA (100 ug) en forma seca, se han aplicado durante
6 0 24 horas en el lomo de ratones BALB/c hembras (n = 10), rasurado y depilado la vispera de las aplicaciones. Las
aplicaciones han sido renovadas 2 y 4 semanas después de las primeras. Los anticuerpos anti-antigenos del tipo
IgG totales han sido dosificados por ELISA en los sueros de los animales extraidos 2 semanas después de la ultima
aplicacion Los resultados presentados en la figura 3 se expresan en titulo de anticuerpo especifico del antigeno. Se
trata para el suero de cada animal de la inversa de la dilucién a la que la absorbancia medida a 450 nm es igual al
punto de corte determinado a partir del suero de ratones no tratados. Los resultados obtenidos muestran la
induccion de una gran respuesta inmune especifica de antigeno después de tiempos de colocacion de 6 6 24 horas.

Ejemplo 4: Estudio de la cantidad y del estado fisico del agua disponible en el compartimento de
condensacion

La piel deja evaporar una cantidad fisioldgica de vapor de agua. Esta evaporacion se expresa mediante la PIA.
Provoca un aumento de la cantidad de vapor de agua en el compartimento de condensacion. El aumento de la
cantidad de vapor provoca a su vez un aumento de la presion parcial de vapor de agua en el compartimento. A partir
de una presion de 53,75 mbares a 35°C, el compartimento esta en condicién de saturacion. Mas alla de esta presion,
el vapor se condensa en agua liquida que se deposita en la superficie de la piel y puede llenar el compartimento de
condensacion. Por otra parte, en la composicion del compartimento de condensacion, el polimero del backing
utilizado en este ejemplo no es totalmente impermeable y deja escapar una cierta cantidad de vapor definida por su
permeabilidad al vapor de agua (moisture vapor transmission rate, MVTR).

Asi, en este sistema, existe un equilibrio entre por una parte la cantidad de agua que entra en el compartimento en
forma de vapor de agua y la que sale de él, bien por transmisién a través de la pelicula polimérica o bien por
condensacion. Estas diferentes cantidades han sido evaluadas de la forma siguiente:

Q1 = PIA*S*t
Q2 = MVTR*S™t
Q=Q1-Q2

P =nRT/NV

Siendo Q1 = masa de vapor de agua cada vez que entra en el compartimento; Q, = cantidad de vapor de agua que
se escapa del polimero; Q = cantidad de vapor de agua que queda en el compartimento; P = presion en el
compartimento; S = superficie de liberacion del vapor de agua a través de la piel; S* = superficie de liberacion del
vapor de agua a través del polimero; t = tiempo.

Las cantidades de agua antes y después de 20 horas de aplicacion del compartimento de condensacion han sido
evaluadas por medidas de PIA en pieles extraidas de lomos de ratas sin pelo. Las determinaciones han sido
realizadas en comparacion con las zonas de la piel no sometidas al dispositivo. Los fragmentos de piel han sido
montados en células de difusién de Franz. En el compartimento receptor, un tampén de PBS pH = 7,4 permite
conservar la piel en un estado de hidratacion comparable con el estado fisiolégico. Cuando las células de Franz
estan preparadas, se colocan en un bafio maria a 37°C y se conservan asi durante dos horas antes de cualquier otra
manipulacion, de forma que se equilibre la temperatura con la de los flujos fisiolégicos.

Los resultados, presentados en la figura 4, muestran que el agua introducida en forma de vapor en el compartimento
comienza a condensarse bastante rapidamente después de la aplicacion del dispositivo. Segun estos resultados,
que expresan los datos iniciales y finales del sistema, las cantidades de vapor de agua y de agua liquida calculados
al final de las 20 horas son, respectivamente, de 1,08 mg/cm2 de agua liquida y de 0,3 mg/cm2 en forma de vapor de
agua. Segun el examen visual en el transcurso de la experiencia, el agua parece acumularse en forma liquida en la
superficie de la piel.

Ejemplo 5: Aumento del porcentaje de hidratacion de diferentes capas de la epidermis (superficial,
superficial y media, epidermis completa) a lo largo del tiempo después de la aplicacion del dispositivo con
compartimento de condensacion.

El Hydras,an® es un dispositivo de medida de la hidratacion de la epidermis puesto a punto por la sociedad
Dermscan®. El principio de las medidas se basa en la transferencia térmica de paso (TTT): se genera un pulso de
calor constante por un estimulador cercano al detector térmico y se propaga a través de la epidermis. Cada cambio
de temperatura en la piel es proporcional a la cantidad de agua en la piel (Girard P., Beraud A. y Sirvent A. Study of
three complementary techniques for measuring cutaneous hydratation in vivo in human subjects: NMR spectroscopy,
transient termal transfer and corneometry — application to xerotic skin and cosmetics — Skin Research and
Technology, 2000, 6: 205-213).
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Las medidas se dan en mW/°C (es la conductancia térmica, que mide la facultad de conducir el calor entre dos
puntos en funcién de la diferencia de temperatura entre estos dos puntos).

El dispositivo permite medir la hidratacion en la epidermis distinguiendo 3 capas: la capa superficial, la capa
intermedia y la capa profunda de la epidermis.

Este estudio ha sido realizado en un grupo de 15 voluntarlos mujeres de 18-50 afios, caucasicas, de piel normal,
dispositivo con compartimento de condensacién de 70 mm?® aplicado sobre el antebrazo a 28°C. La cinética de
hidratacion se ha realizado con medidas de Hydrascan a los tiempos: 0 horas, 1 hora, 2 horas, 3 horas y 4 horas. La
determinacion de la hidratacion de la epidermis en el compartimento de condensacion ha sido realizada para cada
tiempo en comparacién con una determinacién en una zona de la piel no sometida a la aplicacién del compartimento
de condensacion. Los resultados obtenidos se presentan en la figura 5 y muestran un aumento del grado de
hidratacién en el compartimento de condensacién, desde la primera hora de aplicacién, hidrataciéon que puede ser
mantenida a lo largo del tiempo.

Ejemplo 6: Aumento de la hidratacion en la superficie de la piel a lo largo del tiempo después de la
aplicacion del dispositivo con compartimento de condensacion.

Este estudio ha sido realizado en un grupo de 15 voluntarlos mujeres de 18-50 afios, caucasicas, de piel normal,
dispositivo con compartimento de condensacion de 70 mm? aplicado sobre el antebrazo a 26°C. La determinacion de
la pérdida insensible de agua (PIA) ha sido realizada con un dispositivo Tewameter® 210 (Courage and Khazaka
Electronic Gmbh, KoIn, Alemania).

La determinacion de la cantidad de agua acumulada en el compartimento de condensacion, y por lo tanto sobre la
piel, ha sido calculada mediante medidas de PIA registradas cada segundo durante 90 segundos después de que el
dispositivo habia sido retirado. Para cada tiempo de medida se han calculado las areas bajo la curva. Las medidas
han sido realizadas a 0 horas, 1 hora, 2 horas, 3 horas y 4 horas después de la aplicaciéon del compartimento de
condensacion.

Los resultados obtenidos se presentan en la figura 6 y muestran un aumento de la cantidad de agua acumulada en
la superficie de la piel en el transcurso del tratamiento.

Ejemplo 7: Potencializacion de la respuesta inmune de anticuerpo anti-ovoalbimina inducida por via
epicutanea prologando la duracién de la aplicacion sobre la piel.

Dispositivos que contienen un compartimento de condensacion, preparados segun el ejemplo 1 pero con un volumen
de 10 mm®cm?, cargados con OVA (100 ug) o TT (100 pg) en forma seca, se han aplicado durante 24 ¢ 48 horas en
el lomo de ratones BALB/c hembras (n = 6 para la figura 7A, n = 10 para la figura 7B), rasurado y depilado la vispera
de las aplicaciones. Las aplicaciones han sido renovadas segun dos regimenes diferentes:

- Protocolo 1: 2 y 4 semanas después de las primeras (figura 7A y 7B),
- Protocolo 2: 2,7, 9, 14, 21 y 28 dias después de las primeras (figura 7B).

Los anticuerpos anti-OVA de tipo IgG totales han sido dosificados por ELISA en los sueros de los animales extraidos
2 semanas después de la ultima aplicacion Los resultados presentados en las figuras 7A 'y 7B se expresan en titulo
de anticuerpo especifico del antigeno. Se trata para el suero de cada animal de la inversa de la dilucion a la que la
absorbancia medida a 450 nm es igual al punto de corte determinado a partir del suero de ratones no tratados. Los
resultados muestran una respuesta de anticuerpo especifica particularmente pronunciada para tiempos de
colocacion de 48 horas.

Ejemplo 8: Induccion de una respuesta inmune de anticuerpo potente especifica del inmunégeno por via
epicutanea sin compuesto adyuvante ni tratamiento perforante o abrasivo de la piel en comparacion con un
sistema de tipo parche.

Dispositivos de administracion cutanea que contlenen un compartimento de condensacion, preparados segun el
ejemplo 1 pero con un volumen de 10 mm %/em?, cargados con un inmunégeno modelo de la toxina del célera, en
forma seca, se han aplicado durante 24 horas en el lomo de ratones BALB/c hembras (n = 10), rasurado y depilado
la vispera de las aplicaciones. Las aplicaciones han sido renovadas 2 y 4 semanas después de las primeras. Por
otra parte, sistemas tipo parche compuesto por una gasa sobre la que se ha adsorbido el inmunégeno en forma
liquida, recubierta con un esparadrapo comun han sido aplicados sobre el lomo de ratones BALB/C hembras en las
mismas condiciones que el dispositivo descrito precedentemente. Los anticuerpos anti-antigeno de tipo IgG totales
han sido dosificados por ELISA en los sueros de los animales extraidos 2 semanas después de la ultima aplicacion
Los resultados presentados en la figura 8 se expresan en titulo de anticuerpo especifico del antigeno. Se trata para
el suero de cada animal de la inversa de la dilucién a la que la absorbancia medida a 450 nm es igual al punto de
corte determinado a partir del suero de ratones no tratados.
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Los resultados muestran la induccién de una respuesta inmune especifica del inmunégeno mayor cuando se
utilizaba el dispositivo de administracién cutanea que contiene un compartimento de condensacién en comparacion
con el sistema de tipo parche.

Ejemplo 9: Induccion de una respuesta inmune de anticuerpos anti-TT por via epicutanea sin compuesto
adyuvante para una dosis de antigeno pequena

Dispositivos de administracion cutanea que contienen un compartimento de condensacién, preparados segun el
ejemplo 1 pero con un volumen de 10 mm®cm? cargados con la TT (10 6 100 pg) en forma seca, se han aplicado
durante 24 6 48 horas en el lomo de ratones BALB/c hembras (n = 10), rasurado y depilado la vispera de las
aplicaciones. Las aplicaciones han sido renovadas 2 y 4 semanas después de las primeras. Los anticuerpos anti-
antigeno de tipo IgG totales han sido dosificados por ELISA en los sueros de los animales extraidos 2 semanas
después de la ultima aplicaciéon Los resultados, presentados en la figura 9, se expresan en titulo de anticuerpo
especifico del antigeno. Se trata para el suero de cada animal de la inversa de la dilucién a la que la absorbancia
medida a 450 nm es igual al punto de corte determinado a partir del suero de ratones no tratados.

Los resultados muestran una induccion de titulo de anticuerpos especifica de antigeno equivalente para dispositivos
de administracion cutanea que contienen un compartimento de condensacion cargados con 100 ug y aplicados
durante 24 horas y para dispositivos de administracion cutanea que contienen un compartimento de condensacion
cutanea cargados con 10 pg y aplicados durante 48 horas.

Ejemplo 10: Induccion de un espesamiento de la epidermis proporcional a la prolongacion de la duracién de
la aplicacion del dispositivo que contiene un compartimento de condensacion sobre la piel

Dispositivos de administracion cutanea que contienen un compartimento de condensacién, preparados segun el
ejemplo 1 pero con un volumen de 10 mm*cm? cargados con la OVA (100 pg/cm?) en forma seca, se han aplicado
durante 0, 24 6 48 horas en el lomo de ratones BALB/c hembras (n = 8 a 16), rasurado y depilado la vispera de las
aplicaciones. Se ha extraido y congelado la zona de piel bajo el compartimento de condensacion. Los cortes de piel
obtenidos a partir de las muestras han sido coloreados con Hemalum-eosina. Los resultados, presentados en la
figura 10, son representativos de las observaciones hechas en el microscopio con un aumento x200.

Los resultados muestran que la aplicacién del dispositivo de administracién cutanea que contiene un compartimento
de condensacion cargado con OVA induce un espesamiento de la epidermis visible después de 24 horas de
aplicacién y mayor después de 48 horas de aplicacion.

Ejemplo 11: Induccién de la penetracion del antigeno en la piel y de la absorcion por las células dendriticas,
proporcionales a la prolongacion de la duracion de la aplicacion del dispositivo que contiene un
compartimento de condensacion sobre la piel

Dispositivos de administracion cutanea que contienen un compartimento de condensacioén, preparados segun el
ejemplo 1 pero con un volumen de 10 mm%cm?, cargados con OVA (100 pg/cm?) acoplada con Alexa 488 (Asgs) en
forma seca, se han aplicado durante 6, 24 6 48 horas en el lomo de ratones BALB/c hembras (n = 10 a 20), rasurado
y depilado la vispera de las aplicaciones. Se ha extraido la zona de piel bajo el compartimento de condensacion.
Después de la separacion de la epidermis y la dermis (tripsina 0,5%), se han aislado las células epidérmicas por re-
suspension mecanica y las células de la dermis por digestion enzimatica (colagenasa/DNasa). La OVA-Asgs ha sido
detectada en las suspensiones celulares y entre las células dendriticas, células identificadas mediante el marcador
CD11c, por citometria de flujo (FACscallibur y el programa Cell quest). Los resultados, presentados en la figura 11,
se expresan en porcentaje de células fluorescentes (OVA-A4ss’) entre las células totales y entre las células
dendriticas (CD11c") de cada suspension celular (epidermis y dermis).

Los resultados muestran que células epidérmicas y dérmicas son OVA-Asgs’ y que su proporcién aumenta con la
prolongacién de la duracidon de la aplicacion del dispositivo de administracion cutanea que contiene un
compartimento de condensacién cargado con OVA-Asss. Una parte de estas células OVA-Ass’ son células
dendriticas (CD11c’) y, de la misma forma, el porcentaje de células dendriticas OVA-Asss’ aumenta con la
prolongacién de la duracidon de la aplicacion del dispositivo de administracion cutanea que contiene un
compartimento de condensacion.

- Dispositivos de administracion cutanea que contienen un compartimento de condensacion, preparados segun el
ejemplo 1 pero con un volumen de 10 mm*cm?, cargados con OVA (100 pg/cm?) acoplada con Alexa 488 (Asgs) en
forma seca, se han aplicado durante 24 horas en el lomo de un cerdo (n = 1), rasurado y depilado la vispera de las
aplicaciones.

Se ha extraido la zona de piel bajo el compartimento de condensacion. Después de la separacion de la epidermis y
la dermis (tripsina 0,5%), se han aislado las células epidérmicas por re-suspension mecanica y las células de la
dermis por digestion enzimatica (colagenasa/DNasa). La OVA-Asgs ha sido detectada en las suspensiones celulares
y entre las células dendriticas, células identificadas mediante el marcador SLA-Il, por citometria de flujo
(FACscallibur y el programa Cell quest). Los resultados, presentados en la figura 11, se expresan en porcentaje de
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células fluorescentes (OVA-A4ss’) entre las células totales y entre las células dendriticas (SLA-II") de cada
suspension celular (epidermis y dermis).

Los resultados muestran que células epidérmicas y dérmicas son OVA-Asss” después de una aplicacién de 24 horas
del dispositivo de administracion cutanea que contiene un compartimento de condensacion cargado con OVA-Asgs.
Una parte de estas células OVA-Asss” son células dendriticas (SLA-II).

Los resultados de la figura 11 muestran que el dispositivo de administracion cutanea que contiene un compartimento
de condensacion favorece la penetracion del antigeno en la piel y su absorcion por las células dendriticas.

Ejemplo 12: Induccién de la modificacion de la red de células de Langerhans epidérmicas, proporcional a la
prolongacion de la duracion de aplicacion del dispositivo que contiene un compartimento de condensacion
sobre la piel

Dispositivos de administracion cutanea que contienen un compartimento de condensacioén, preparados segun el
ejemplo 1 pero con un volumen de 10 mm®cm?, cargados con la OVA (100 pg) en forma seca, se han aplicado
durante 0, 24 6 48 horas en el lomo de ratones BALB/c hembras (n = 5), rasurado y depilado la vispera de las
aplicaciones. Se ha extraido y congelado la zona de piel bajo el compartimento de condensacion. Se han
identificado las células de Langherans en los cortes de piel obtenidos a partir de las muestras mediante el marcador
CD207. Los resultados, presentados en la figura 12, son representativos de las observaciones hechas en el
microscopio con un aumento x200.

Los resultados muestran que la aplicacién del dispositivo de administracion cutanea que contiene un compartimento
de condensacion cargado con OVA induce una modificacion de la red de células de Langherans de la epidermis,
visible después de 24 horas de aplicacion y mayor después de 48 horas de aplicacion. Este fendmeno es
caracteristico de una activacion de estas células.

Ejemplo 13: Induccion de la produccion de anticuerpos especificos de un antigeno tumoral capaces de
dirigir in vitro las células que expresan este antigeno después de aplicaciones de 24 horas sobre la piel de
un dispositivo que contiene un compartimento de condensacion cargado con el antigeno tumoral.

Dispositivos de administracion cutanea que contienen un compartimento de condensacién, preparados segun el
ejemplo 1 pero con un volumen de 10 mm?®cm?, cargados con un antigeno antitumoral en forma seca, se han
aplicado durante 24 horas en el lomo de ratones BALB/c hembras (n = 6), rasurado y depilado la vispera de las
aplicaciones. Las aplicaciones han sido renovadas 2 y 4 semanas después de las primeras. Los anticuerpos anti-
antigeno de tipo IgG totales han sido dosificados por ELISA en los sueros de los animales extraidos 2 semanas
después de la ultima aplicacion. Los sueros de los animales han sido incubados con células que expresan el
antigeno tumoral. La fijacién de los anticuerpos anti-antigeno tumoral sobre las células ha sido detectada después
del marcado con un anticuerpo anti-lg de ratén fluorescente por citometria de flujo (FACscallibur y el programa Cell
quest). Los resultados en la figura 13 se expresan en forma de histograma que presenta la intensidad de la
fluorescencia en funcién del numero de células.

Los resultados muestran que los anticuerpos anti-antigeno tumoral contenido en el suero de ratones inmunizados
por via epicutanea usando un dispositivo de administracién cutanea que contiene un compartimento de
condensacion cargado con el antigeno tumoral, reconocen in vitro las células que expresan el antigeno tumoral.

Ejemplo 14: Induccion de una proteccion parcial contra una infeccion por el virus respiratorio sincitial (VRS)
de crias de raton después de una aplicacion de 48 horas sobre la piel de un dispositivo que contiene un
compartimento de condensacién cargado con un antigeno del VRS.

Dispositivos de administracion cutanea que contienen un compartimento de condensacioén, preparados segun el
ejemplo 1 pero con un volumen de 10 mm%cm?, cargados con un antigeno del virus respiratorio sincitial en forma
seca, se han aplicado durante 48 horas en el lomo de crias de ratén BALB/c (7 dias). El antigeno ha sido co-
administrado con un adyuvante por via intranasal como control. La prueba viral ha sido realizada 23 dias después de
la vacunacion por via nasal. La dosificacion de los ARN virales ha sido realizada a partir de los pulmones extraidos 5
dias después de la infeccion. Los resultados presentados en la figura 14 se expresan en cantidades relativas de
ARN virales en los pulmones en relacion a un gen de referencia y normalizado con respecto a un testigo positivo
(individuo no vacunado).

Los resultados muestran que la carga viral de las crias de raton después de una aplicacion de 48 horas sobre la piel
de un dispositivo que contiene un compartimento de condensacién cargado con un antigeno del VRS disminuye a la
mitad con respecto a las crias de raton no tratadas.
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REIVINDICACIONES

1.- Utilizacién de una formulacién de vacuna para la preparacion de una composicion para la vacunacion epicutanea
de un mamifero, preferentemente un humano, caracterizada por que la formulacién de vacuna esta en forma seca y
desprovista de adyuvante, y por que se administra por aplicacion sobre la piel intacta del mamifero por medio de un
dispositivo cutaneo que forma en contacto con la piel un compartimento de condensacién que posee un volumen
comprendido entre 1 y 300 mm>/cm? de superficie del dispositivo, conteniendo dicho dispositivo una cantidad de
formulacion de vacuna comprendida entre 0,1 pg 'y 500 pg por cm? de superficie, manteniéndose el dispositivo sobre
la piel durante un periodo de 6 a 72 horas, e induciendo dicha aplicacion de la formulacién en forma seca y
desprovista de adyuvante sobre la piel intacta una respuesta inmune especifica de antigeno caracterizada por la
produccion de anticuerpos del tipo IgG.

2.- Utilizacién segun la reivindicacion 1, caracterizada por que las paredes del compartimento de condensacion
comprenden un material que presenta un grado de permeabilidad inferior a 10 g/m2/24 horas.

3.- Utilizacion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que el compartimento de
condensacion posee un volumen comprendido entre 2 y 100 mm? por cm? de superficie.

4.- Utilizacién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que el compartimento de
condensacion permite inducir un aumento del grado de hidratacién en el compartimento de condensacién y a la
superficie externa de la epidermis de 50% al menos después de una hora de aplicacion.

5.- Utilizacidon segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que el dispositivo se
mantiene sobre la piel por medios adhesivos.

6.- Utilizacion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que la formulacion de
vacuna esta en forma de polvo.

7.- Utilizacion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que la formulacion de
vacuna se mantiene sobre una superficie del dispositivo por fuerzas de naturaleza quimica o fisicoquimica, en
ausencia de material adhesivo sobre esta superficie.

8.- Utilizacion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que la formulacion de
vacuna se mantiene sobre una superficie del dispositivo por fuerzas electrostaticas o fuerzas de Van der Waals.

9.- Utilizaciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que el dispositivo
contiene una cantidad de formulacién de vacuna comprendida entre 20 pg y 300 pg por cm? de superficie, mas
preferentemente entre 20 ug y 100 pg por cm? de superficie.

10.- Utilizaciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que la formulacion de
vacuna comprende al menos un antigeno de naturaleza peptidica o polipeptidica o conjugados polipeptidicos con
compuestos de naturaleza quimica diferente.

11.- Utilizacién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que comprende la
aplicacion sucesiva al sujeto de dos dispositivos al menos, preferentemente tres al menos, estando cada aplicacion
espaciada de 7 a 30 dias aproximadamente, preferentemente de 10 a 20 dias, tipicamente 15 dias
aproximadamente.

12.- Utilizacién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que en cada aplicacion
el dispositivo se mantiene sobre la piel durante un periodo de 6 a 48 horas aproximadamente, mas preferentemente
de aproximadamente 48 horas.

13.- Utilizaciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, caracterizada por que comprende tres
aplicaciones sucesivas de al menos un dispositivo, durante un periodo de aproximadamente 48 horas, estando
espaciada cada aplicacién aproximadamente 15 dias.
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