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DESCRIPCION
Procedimiento para la prevencién de la gripe utilizando una vacuna para administracion intranasal
Sector técnico

La presente invencion se refiere a una vacuna para la prevencién de la gripe y a un procedimiento para la
prevencion de la gripe.

Antecedentes técnicos

La gripe es una enfermedad infecciosa viral que se vuelve epidémica de manera repetitiva con diferentes antigenos
cada afio. Las vacunas aprobadas en Japdn para la prevencion de la gripe son aquellas para la administracién
subcutanea. Dado que la vacunacion induce un anticuerpo IgG que tiene una actividad neutralizante en el suero, es
altamente eficaz para prevenir la progresion de la enfermedad a una mas grave, tal como neumonia y similar. En la
mucosa de las vias respiratorias superiores, que es el sitio de la infeccion, sin embargo, la IgA es el principal
componente profilactico. Dado que la IgA no es inducida mediante la administracion subcutanea, el efecto preventivo
de la infeccién no es suficiente. Por lo tanto, durante mucho tiempo se ha deseado el desarrollo de una vacuna
preventiva de la infeccién.

Los inventores de la presente invencién han desarrollado una vacuna contra la gripe para administracion a través de
la mucosa que comprende un ARN de doble cadena y un antigeno del virus de la gripe, que es superior en el efecto
preventivo de la infeccion (documento W0O2005/014038).

Descripcion de la invencion

Por lo tanto, un objetivo de la presente invencidn es dar a conocer una nueva vacuna que es Util para la prevencién
de la gripe y un procedimiento para la prevencion de la gripe.

Para lograr el objetivo mencionado anteriormente, los inventores de la presente invencion han tratado de examinar
los efectos de las vacunas mediante la adicién de diversos componentes, y han desarrollado la presente invencion.

Por consiguiente, la presente invencion da a conocer lo siguiente.

[1] Una composicion de vacuna para administracion a través de la mucosa nasal, que comprende (i) un antigeno del
virus de la gripe, (ii) &cido polirriboinosinico polirribocitidilico (poli (1:C)), poli (I:CxU) o poli (I;U:C), y (iii) un polimero
de carboxivinilo, en la que x es de promedio un nimero de 3 a 40.

[2] La composicién del punto [1], en la que el antigeno mencionado anteriormente es un antigeno subunidad o un
antigeno inactivado.

[3] La composicion del punto [2], en la que el antigeno subunidad mencionado anteriormente comprende, como
minimo, un antigeno subunidad seleccionado del grupo que comprende HA, NA, M1, M2, NP, PB1, PB2, PA y NS2
del virus de la gripe.

[4] La composicion del punto [2], en la que el antigeno subunidad mencionado anteriormente comprende, como
minimo, un antigeno subunidad seleccionado del grupo que comprende HA y NA.

[5] La composicion del punto [1], en la que el poli (I:CU) mencionado anteriormente es poli (1:C12U).

[6] Una composicion de vacuna que comprende una cantidad eficaz de (i) un antigeno del virus de la gripe, (ii) poli
(I:C), poli (I:CxU) o poli (IxU:C), y (iii) un polimero de carboxivinilo, en la que x es en promedio un nimero de 3 a 40,
siendo dicha composicion para utilizar en un procedimiento de prevencién de la gripe, que comprende una etapa de
administrar dicha composicién, como minimo, una vez a la mucosa nasal de un paciente con necesidad de la misma.

[7] La composicién para la utilizacién, segun el punto [6], en la que el antigeno mencionado anteriormente es un
antigeno subunidad o un antigeno inactivado.

[8] La composicion para la utilizacién, segun el punto [7], en la que el antigeno subunidad mencionado anteriormente
comprende, como minimo, un antigeno subunidad seleccionado del grupo que comprende HA, NA, M1, M2, NP,
PB1, PB2, PA y NS2 del virus de la gripe.

[9] La composicion para la utilizacién, segun el punto [7], en la que el antigeno subunidad mencionado anteriormente
comprende, como minimo, un antigeno subunidad seleccionado del grupo que comprende HA y NA.
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[10] La composicion para la utilizacion, segun el punto [6], en la que el poli (1:CxU) mencionado anteriormente es poli
(|ZC12U).

[11] La composicién para la utilizacién, segun el punto [6], en la que el procedimiento mencionado anteriormente
comprende administrar la composiciéon, como minimo, dos veces.

[12] La composicion para la utilizacion, segun el punto [11], en la que el procedimiento mencionado anteriormente
comprende administrar la composicién en un intervalo, como minimo, de una semana.

Las caracteristicas y las ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la descripcion detallada de la
presente invencion a continuacion.

Descripcion breve de los dibujos

La figura 1 muestra la respuesta inmunitaria en una prueba de administracién nasal de una vacuna contra la gripe
que comprende Ampligen y una base CVP combinados.

La figura 2 es un diagrama de flujo de una prueba de inmunidad de ratén en el ejemplo 2.

La figura 3 es un resumen de la prueba de administracién de la vacuna en el ejemplo 2.

La figura 4 es un diagrama de flujo de la prueba de inmunidad de mono en el ejemplo 3.

La figura 5 muestra los resultados de un ELISA de IgG en suero en el ejemplo 3.

La figura 6 muestra los resultados de un ELISA de IgA de un hisopo nasal en el ejemplo 3.
La figura 7 muestra un resumen de la prueba de administracion de la vacuna en el ejemplo 3.
Descripcion detallada de la invencion

En la presente invencion, el virus de la gripe incluye cualquier subtipo conocido en la actualidad, y los subtipos que
se aislaran e identificaran en el futuro. Dado que hasta ahora no se han observado epidemias en seres humanos y la
infeccion humana necesita evitarse de manera eficaz por adelantado, el virus de la gripe es, de manera preferente,
un subtipo que consiste en una combinacion de un tipo seleccionado entre H1-H16, excluyendo H1 y H3 (es decir,
H2 y H4-16) y un tipo seleccionado entre N1-N9. Estos subtipos también son llamados nuevo tipo de virus de la
gripe. El subtipo mencionado anteriormente es, de manera mas preferente, un subtipo que consiste en una
combinacién de un tipo seleccionado entre H5, H7 y H9 y un tipo seleccionado entre N1-N9. El virus de la gripe
puede ser un tipo de cepa perteneciente al mismo subtipo, 0 dos 0 mas tipos de cepas que pertenecen al mismo
subtipo, o dos 0 mas tipos de cepas que pertenecen a diferentes subtipos.

El antigeno del virus de la gripe contenido en la composicién de vacuna de la presente invencién se divide, en
general, en un antigeno inactivado y un antigeno subunidad.

La expresion "antigeno inactivado”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un antigeno
desprovisto de capacidad de infeccién, utilizado como un antigeno de vacuna; entre dichos antigenos se incluyen,
pero sin limitacién a los mismos, viriones de particulas de virus completas, particulas de virus incompletas, particulas
que constituyen viriones, proteinas no estructurales de virus, antigenos que protegen contra las infecciones,
epitopos neutralizantes de reaccién y similares. La expresion "antigeno inactivado”, tal como se utiliza en el presente
documento, se refiere a un antigeno desprovisto de capacidad de infeccion, pero que conserva la inmunogenicidad;
cuando dicho antigeno se utiliza como una vacuna, se denomina una "vacuna inactivada." Entre los ejemplos de los
procedimientos de inactivacién de antigenos se incluyen, pero sin limitacion a los mismos, procedimientos fisicos
(por ejemplo, irradiacién de rayos X, calor, ultrasonido), procedimientos quimicos (formalina, mercurio, alcohol, cloro)
u otros procedimientos. El antigeno subunidad per se también se encuentra dentro de la definicion de antigeno
inactivado porque, en general, han perdido capacidad de infeccién. De manera alternativa, también puede utilizarse
un virus muerto.

La expresion "antigeno subunidad", tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a un componente
derivado de un virus de la gripe. El antigeno subunidad incluye hemaglutinina (HA), neuraminidasa (NA), matrices
(M1, M2), no estructuras (NS), polimerasas (PB1, PB2: polimerasas basicas 1y 2, polimerasa acida (PA)), proteinas
nucleares (NP) y similares, con preferencia por HA o NA, que esta expuesto a la superficie de la particula de virus.
Los tipos actualmente conocidos de HA son de HA1 a HA16 y los tipos conocidos de NA son de NA1 a NA9. El
antigeno subunidad se puede purificar a partir de un patdgeno, tal como un virus de origen natural, o se puede
preparar mediante una tecnologia sintética o recombinante. Dichos procedimientos son bien conocidos y se utilizan
habitualmente en la técnica, y se pueden realizar utilizando equipos, reactivos, vectores y similares disponibles
comercialmente.
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La cantidad de antigeno del virus de la gripe que debe contener la composicién de vacuna de la presente invencion
no esta particularmente limitada, siempre y cuando sea suficiente para producir IgA secretora, y pueda determinarse
de manera apropiada al considerar la proporcién con respecto al poli (1:C) mencionado a continuacién o un derivado
del mismo. Cuando se utiliza HA como antigeno, por ejemplo, su concentracién es, de manera preferente, 10-500 ug
HA/ml (basandose en HA), de manera mas preferente, 30-400 ug HA/ml (basandose en HA). La concentracion
mencionada anteriormente se obtiene mediante la medicion de la concentracién de proteina HA.

El poli (I:C) tal como se encuentra en la composicién de vacuna de la presente invencién es un ARN de doble
cadena (dsARN) que comprende acido poliinosinico (pl) y acido policitidico (pC).

Un derivado de poli (I:C) es poli (1:CxU) o poli (IxU:C) (en el que X es de promedio un nimero de 3 a 40). De manera
preferente, un derivado de@poli (I:C) es poli (I:C12U) o poli (C:l12U), que esta disponible comercialmente bajo el
nombre comercial Ampligen™.

Poli (I:C) o un derivado del mismo se suministra en un tamafno suficiente para producir IgA secretora. Entre los
ejemplos de dichos tamanos se incluyen 100 pb o mas, con preferencia a los tamafios de 300 pb o mas, cuyos
tamanos, sin embargo, no deben interpretarse como limitantes. Entre los ejemplos del limite superior del tamario se
incluye, pero sin limitacién al mismo, 10° pb.

Poli (I:C) o un derivado del mismo esta presente a una concentracion suficiente para producir IgA secretora. Dicha
concentracion de poli (I:C) o un derivado del mismo es, por ejemplo, de 0,1 a 10 mg/ml, de manera mas preferente,
de 0,5 a 2 mg/mly, de manera aun mas preferente, aproximadamente 1 mg/ml (por ejemplo, de 0,8 a 1,2 mg/ml).

La proporcion en peso de antigeno del virus de la gripe y poli (I:C) o un derivado del mismo que debe contener la
composicion de vacuna de la presente invencion se recomienda que sea 1:1-1:50.

Un polimero de carboxivinilo (CVP) contenido en la composicién de vacuna de la presente invencién es un polimero
hidrofilo que se produce mediante la polimerizacién de acido acrilico, como el componente monomeérico principal, e
incluye los polimeros de carboxivinilo convencionales, tales como Carbopol®, disponible comercialmente de Lubrizol
Advanced Materials, Inc. US, y similares. La concentracién de CVP utilizada en la presente invencién se encuentra,
en general, en el intervalo del 0,1 al 2,0% en peso.

La composicion de vacuna de la presente invencién puede contener una sustancia basica soluble en agua con el fin
de espesar el CVP. La sustancia basica soluble en agua incluye, por ejemplo, bases inorganicas (por ejemplo,
hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, amoniaco, etc.) y bases organicas, tales como alquilaminas (por ejemplo,
metilamina, etilamina, propilamina, etc.), dialquilaminas (por ejemplo, dimetilamina, dietilamina, dipropilamina, etc.),
trialquilaminas (por ejemplo, trimetilamina, trietilamina, tripropilamina, etc.), alcanolaminas (por ejemplo,
metanolamina, etanolamina, propanolamina, etc.), dialcanolaminas (por ejemplo, dimetanolamina, dietanolamina,
dipropanolamina, etc.), trialcanolaminas (por ejemplo, trimetanolamina, trietanolamina, tripropanolamina, etc.),
aminoacidos (por ejemplo, arginina, lisina, ornitina, etc.) y similares. Estas bases solubles en agua se utilizan en una
cantidad que es necesaria para la neutralizacion para ajustar el valor de pH de la solucién acuosa de CVP a un pH
deseado.

El valor de pH de la composicion de vacuna de la presente invencion se ajusta al pH deseado con una sustancia
basica soluble en agua o con otros ajustadores de pH, teniendo en cuenta la estabilidad o la absorcién del antigeno
del virus de la gripe. El intervalo de pH preferente es de 6,0-8,0.

El ajuste de la viscosidad se puede realizar dependiendo de la forma de dosificacién de la vacuna. Por ejemplo, el
CVP correspondiente al 0,1-2,0% en peso se espesa con una sustancia basica soluble en agua y la viscosidad se
ajusta mediante la aplicacién de una fuerza de cizalla exterior, o se ajusta con un agente modulador de la viscosidad
y una fuerza de cizalla exterior, mediante lo cual se prepara una base dispuesta para ser adecuada para el angulo
de pulverizacion y la densidad de pulverizacion de un pulverizador. A continuacién, se mezclan el antigeno del virus
de la gripe y el poli (I:C).

La composicién de vacuna de la presente invencion puede contener un medicamento activo, diluyente, bactericida,
conservante, surfactante, estabilizador adecuados, y similares, que pueden utilizarse junto con la vacuna.

La presente invencion se refiere a un procedimiento de prevencién de la gripe, que comprende una etapa de
administrar una composicion de vacuna que comprende una cantidad eficaz de un antigeno del virus de la gripe y
poli (I:C) o un derivado del mismo, y un polimero de carboxivinilo, como minimo, una vez a través de la mucosa
nasal de un paciente con necesidad de la misma.

Entre los individuos de administracion de la composicién de vacuna de la presente invencion se incluyen, pero sin
limitacion a los mismos, mamiferos, incluyendo humanos, aves y similares.
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La administracion a través de la mucosa nasal de la composicion de vacuna se puede realizar en una forma
apropiada. Se pueden utilizar varios procedimientos, tales como pulverizacién, recubrimiento o goteo directo de una
vacuna liquida.

La frecuencia de administraciéon de la composicién de vacuna de la presente invencion es, como minimo, una vez,
de manera preferente, como minimo, dos veces, segun la eficacia. La administracién adicional a veces se denomina
inmunizacién de refuerzo. La inmunizacion de refuerzo permite conseguir un mayor efecto de proteccion frente a la
infeccion. El intervalo de inmunizacién de refuerzo recomendado es, como minimo, de 1 semana, de manera
preferente, de 1 a 4 semanas.

La presente invencion se describe a continuacién con més detalle mediante los siguientes ejemplos, que, sin
embargo, no deben interpretarse como limitantes de la presente invencion.

(Ejemplo 1)

Prueba de administracién nasal de la vacuna de virion completo que contiene Ampligen y CVP combinados para el
nuevo tipo de gripe utilizando un raton.

En el desarrollo de una vacuna contra la gripe para la administracion nasal, es muy importante y muy urgente una
vacuna correspondiente a la gripe pandémica, en comparacion con una vacuna para la gripe estacional, y necesita
ser desarrollada de manera preferente. Por lo tanto, se prepard una vacuna de muestra que contenia una vacuna
para el nuevo tipo de gripe (cepa PR8-IBCDC-RG2: cepa del virus atenuado de A/Indo/5/2005 (H5N1)) y Ampligen
en una cantidad de 10 veces de antigeno HA, de la misma manera que para la vacuna de HA de la gripe estacional.
La vacuna de muestra contenia, como aditivo para aumentar la respuesta inmunitaria en la mucosa nasal mediante
el retraso de la depuracion de la vacuna de la mucosa nasal, una base de CVP [mezcla de CVP al 0,55%, L-arginina
al 1,2%, glicerina al 1%] también aplicada a medicamentos para la alergia.

Para una prueba de administracién nasal, se utilizaron ratones BALB/c hembras de 7 semanas de vida (5 por grupo)
y se administré el antigeno a 0,033-1 ug HA/cabeza. Como control de comparacién, se prepararon un grupo para el
que se anadié Ampligen a la vacuna en una cantidad de 10 veces de antigeno HA y no se afiadié base de CVP, un
grupo para el que se afadié Ampligen a la vacuna en una cantidad de 20 veces de antigeno HA y no se afiadi6 base
de CVP, un grupo para el que se afadié CVP solo a la vacuna, un grupo al que la vacuna sin adicion se administro
por via nasal y un grupo al que la vacuna sin adicion se administré por via intramuscular. La vacuna se administro
dos veces en intervalos de 3 semanas, y se recuperaron los lavados nasales y el suero 2 semanas después de la
dosis de refuerzo. Se midio el titulo de anticuerpo especifico en ELISA especifico de IgA de los lavados nasales y se
midieron los titulos de anticuerpo de la inhibicion de la hemaglutinacion (HI), anticuerpo neutralizante y ELISA
especifico de IgG del suero. Dado que la vacuna de muestra presentaba una alta viscosidad, el procedimiento de
administracion se cambi6é de goteo nasal convencional utilizando una micropipeta a inyeccién mediante la insercién
de aproximadamente 4 mm de una aguja de punta roma (27G, 0,4 mm x 38 mm) fijada a una microjeringa.

Los resultados se muestran en las tablas 1-9.
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Vacuna de HA A/Hiroshima + poli (1:C) o Ampligen (grupo de comparacion)

antigeno
grupo antigeno adm\i/r;ia}stdrz cion | dosis | nimeros/grupo (ﬁ%%e Poli (I:C) A(r:upé'\?g’)n
ptn)
1 2ulen 0,1
2 cada 0,1 0,1
cavidad
nasal 0.1 1
2,7u
. A/H\/acupa de HA in en cada
iroshima/52/2005 ; 0,1 10
(H3N2) cavidad 5
nasal
> 0,1 0,1
6 0,1 1
7 0,1 10
8 sC 100 0,1
9 virién completo in 0,2
10 ninguno (control) 10

12: 1/28 ratones Balb/c (hembras de 7 semanas de vida)

2°:2/18

Muestreo: 2/28
El antigeno fue la vacuna de HA A/Hiroshima/52/2005 (H3N2) FTHAGO0712 (1205 ug HA/ml) o la vacuna de virion
completo (344 ug ptn/ml)
poli (I:C) [SIGMA P-0913] se ajust6 a 1,88 mg/ml
Ampligen (nuevo) fue Lot0701HE
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Vacuna de HA A/Hiroshima experimental + poli (I:C) o Ampligen de HI en suero

grupo 1 [ 2 1 3 ] 4 5 6 7 | 8 9 10
antigeno vacuna Ha A/Hiroshima /52/2005 covr::;gto (nc'ggturgg
via L de in sc in
administracion
2,7u
en cada
2 ul en cada fosa
. 2 ul en cada fosa nasal fosa 2 ul en cada fosa nasal -
dosis (cavidad nasal) nasal (cavidad nasal) 100 ul nasal (calwdad
(cavidad nasal)
nasal)
numeros/grupo 5 10
antigeno - (ug de | 454 | g4 | g4 0,1 01 | o1 | o1 | o1 0,2
HA o ptn)
Poli (I1:C) 0,1 1 10
Ampligen 0.1 1 10
(nuevo)
1 5 5 5 40 5 5 5 160 5 5
No. de 2 5 5 5 5 5 5 5 320 5 5
animal 3 5 5 5 40 5 5 5 320 5 5
4 5 5 5 20 5 10 5 160 5 5
5 5 5 5 5 5 10 5 80 5 5
media geométrica 5,0 5,0 5,0 15,2 5,0 6,6 5,0 183,8 5,0 5,0
SD 0,0 0,0 0,0 17,5 0,0 2,7 0,0 107,3 0,0 0,0
media geométrica
del titulo (GMT,| 2,3 2,3 2,3 3,9 2,3 2,7 2,3 7,5 2,3 2,3
2'n)
tasa de
seroconversién 0,0 0,0 0,0 40,0 0,0 0,0 0,0 100,00 0,0 0,0
(240%)
[Tabla 5]
Prueba preliminar del efecto farmacologico del Ampligen: virion completo de H5 de Indonesia (25/09/2008)
constitucion del grupo de prueba
grupo antigeno Ampligen CVP (%) n via de | dosis (ul) nota
(ug/dosis) (ug/dosis) administracion
1 0,3 3,00 5 in 2,0 antigeno:
2 0,1 1,00 5 in 2,0 Ampligen =
3 0,033 0,33 5 in 2,0 1:10
4 0,3 3,00 0,55 5 in 2,0 antigeno:
5 0,1 1,00 0,55 5 in 2,0 Ampligen =
6 0,033 0,33 0,55 5 in 2,0 1:10 + CVP
7 0,3 6,00 5 in 2,0 antigeno:
8 0,1 2,00 5 in 2,0 Ampligen =
9 0,033 0,67 5 in 2,0 1:10
10 0,3 0,55 5 in 2,0 antigeno  +
11 0,1 0,55 5 in 2,0 CVP
12 0,033 0,55 5 in 2,0
13 0,3 5 in 2,0 antigeno solo
14 0,1 5 in 2,0
15 0,033 5 in 2,0
antigeno
16 0,3 5 in 50,0 solo, control
intramuscular
control de
17 10 in 2,0 solucion
salina
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30/09/2008 Primera inmunizacién

21/10/2008 Segunda inmunizacién

04/11/2008 Muestreo

El antigeno era la cepa del virus atenuado de PR8-IBCDC-RG2

cepa: A/Indo/5/2005 (H5N1), Lote FPBMWO0612-0 3.110 ug PTN/ml. Aproximadamente 1.048 pg HA/ml))
Ampligen esta fabricado por Hemispherx, Lote R-01: 45,7 mg/ml

El CVP esté fabricado por Toko Yakuhin Kogyo, Lote No. INF-9B8, la base para la preparacion (# 03-01)
Nota 1: preparado para 300 ratones

antigeno: 300 ratones x 0,3 pug/cabeza/1,048 ug/ul = 85,9 ul

Se utilizaron ratones BALB/c hembra de 7 semanas de vida.
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[Tabla 7]

Prueba preliminar del efecto farmacologico del Ampligen: virion completo de H5 de Indonesia (25/09/2008)
NT en suero (19/11/2008)

grupo 4 5 6 13 16

antigeno (ug/dosis) 0,3 0,1 0,033 0,3 0,3

Ampligen (ug/dosis) 3,00 1,00 0,33

CVP (%) 0,55 0,55 0,55

Poli L-Arg (ug/dosis)

via de administracion in in in in im
1 80 160 80 20 160
2 1.280 10 40 10 80

No. de animal 3 80 160 40 10 320
4 160 160 160 10 80
5 160 160 40 10 640

media geométrica del titulo 183,8 91,9 60,6 11,5 183,8

(GMT)

titulo promedio (2"n) 7,5 6,5 5,9 3,5 7,5

12
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(Resultados)

Prueba de administracion nasal de la vacuna de virion completo para el nuevo tipo de gripe, que contiene Ampligen
y la base de CVP combinados, y utilizando un ratén.

Se confirmé un efecto inmunopotenciador destacable en la mucosa y en suero en el grupo administrado con una
vacuna que contenia Ampligen y una base de CVP combinados, que no se encontré en el grupo administrado con
Ampligen solo. El titulo de anticuerpos especificos de IgG, HI y neutralizantes (NT) del suero aument6 hasta niveles
equivalentes a los del grupo de inyeccion intramuscular (sin adyuvante).

Se prepard una vacuna contra la gripe pandémica de muestra que contenia, como aditivo para aumentar la
respuesta inmunitaria en la mucosa nasal, una base de CVP también aplicada combinada a medicamentos para la
alergia, y se utilizd para una prueba de administracion nasal.

Los presentes inventores investigaron la conveniencia del procedimiento de administracion nasal en este punto y se
obtuvieron efectos inesperados de una respuesta inmunitaria notablemente aumentada de la mucosa nasal, un titulo
de anticuerpos especificos del suero, que es equivalente al de la inyeccion intramuscular sin adyuvante, y similares.
Por lo tanto, se obtuvo una vacuna mas practica.

(Ejemplo 2)

Sistema de evaluacion a través de la inmunidad transnasal en raton (consideracion de la dosis éptima y la frecuencia
de administracion para el ratén)

Se examinaron la dosis y frecuencia de administracion 6ptimas para el raton basandose en las mediciones en suero
del titulo de anticuerpos especificos de IgG y del titulo de anticuerpos para HI después de la adicion de Ampligen,
CVP y similares, a un antigeno, y la comparacion con las vacunas existentes que tienen una composicién conocida y
una via de administracion conocida, y utilizando un "antigeno del nuevo tipo de virus de la gripe a concentracién
elevada".

(Materiales)

1. Solucién madre de la vacuna contra el nuevo tipo de gripe y virus para la evaluacion del titulo de anticuerpos de
reaccion cruzada:

Soluciéon madre de la vacuna contra el nuevo tipo de gripe: No. de lote: FPBMW0612-c

(concentraciéon de proteina: 3110 pg/ml, contenido de HA 992 ug HA/ml, cepa del virus de origen: A/Indo/5/2005
(H5N1)/PR8-IBCDC-RG2) (“Instituto de investigacién de enfermedades microbianas” (“The Research Foundation for
Microbial Diseases”) de la universidad de Osaka)

2. Cepa original del virus y antigeno de vacuna inactivado:
para la medicion del titulo de anticuerpos especificos:

cepa A/Indo/5/2005 (H5NI)/PR8-IBCDC-RG2: cepa atenuada (clado 2.1) de A/Indonesia/5/2005 (H5N1)

para la medicion del titulo de anticuerpos de reaccion cruzada:

cepa A/Anhui/01/2005 (H5NI)/PR8-IBCDC-RG5 cepa: cepa atenuada (clado 2.3) de A/Anhui/01/2005 (H5N1)
cepa A/ansar indio/Qinghai/1A/2005: cepa atenuada (clado 2.2) de A/Qinghai/1A/2005 (H5N1)

cepa NIBRG-14: cepa atenuada (clado 1) de A/Vietnam/1194/2004 (H5N1)

3. Adyuvante:

Ampligen®: que contiene Ampligen (2,5 mg/ml) fabricado por Hemispherx

4. Procedimiento de prueba

La figura 2 muestra una vista esquematica de los diagramas de flujo de la prueba.

Se administr6 por via transnasal una vacuna que contenia el antigeno del virus A/Indo/5/2005
(H5N1)/PR8-IBCDC-RG2 (obtenida mediante la adicion de Ampligen a una concentracion de 20 veces de antigeno
HA y la adicion de base de CVP (polimero de carboxivinilo al 1,1%, L-arginina al 2,4%, glicerol al 2,0%) hasta el
50,0% v/v de la cantidad total) a ratones BALB/c y se tomaron muestras (frotis nasal y suero) 3 semanas mas tarde.
En este caso, las muestras no se tomaron de una parte de los ratones y se administrd una dosis de refuerzo a los
mismos de una a tres veces. El intervalo entre las dosis de refuerzo para los ratones sometidos a dosis de refuerzo
dos o tres veces fue de 2 semanas. Se tomaron muestras a las 2 semanas desde de la Gltima dosis de refuerzo y se
confirm6 la respuesta inmunitaria cuando se tomaron todas las muestras. Como controles de comparacién para la
confirmacion de los efectos de Ampligen y de la base de CVP afnadidos, se establecié un grupo de administracion
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transnasal de una vacuna sin adicién (dosis alta, dosis media, dosis baja) con la misma dosis de antigeno, pero libre
de Ampligen y base de CVP y un grupo de control negativo (administracion transnasal (una vez) de solucién salina),
y se establecié un grupo de administracién intramuscular de una vacuna sin adicion (dosis alta) para la comparacién
con vacunas que tienen una forma de dosificacién conocida y una via de administracion conocida. A partir de la
prueba mencionada anteriormente, se evalu6 la relacion entre la dosis y la frecuencia de administracion, y la
respuesta inmunitaria. Ademas, también se investigd la respuesta inmunitaria con una cepa de virus que tenia
diferente antigenicidad para obtener resultados en cuanto a la reactividad cruzada.

5. Animales y vacuna (tabla 10)

animales de prueba: ratdbn BALB/c (hembra, 6 semanas de vida cuando se inicio la prueba), 10 ratones/grupo
vacuna experimental para considerar en una prueba y dosis de adyuvante:

grupo de dosis alta: [0,3 pg de HA + 6 pg de Ampligen]/dosis

grupo de dosis media: [0,1 ug de HA + 2 ug de Ampligen]/dosis

grupo de dosis baja: [0,033 pug de HA + 0,66 ug de Ampligen]/dosis

Como control negativo, se establecié un grupo de administracién de solucién salina. Ademas, para la confirmacion
de los efectos de la adicion de la vacuna, se establecidé un grupo de administracién transnasal de una vacuna sin
adicién (dosis alta, dosis media, dosis baja) con la misma dosis de antigeno, pero libre de Ampligen y base de CVP,
y se estableci6 un grupo de administraciéon intramuscular (dosis alta) para la comparacién con las vacunas
convencionales (forma de dosificacién y via de administracion conocidos).

composicion de la vacuna:

grupo de dosis alta: [0,3 pl de vacuna + 2,4 ul de Ampligen + 2,5 ul de base de CVP]/dosis

grupo de dosis media: [0,1 ul de vacuna + 0,8 ul de Ampligen + 1,6 ul de M/75 PBS (pH 7,2) + 2,5 pul de base de
CVP]/dosis

grupo de dosis baja: [0,033 ul de vacuna + 0,26 ul de Ampligen + 2,207 ul de M/75 PBS (pH 7,2) + 2,5 ul de base de
CVP]/dosis

La vacuna para la administracién transnasal sin adicion utilizada como control negativo se obtuvo mediante la
eliminacién de Ampligen y la base de CVP de la composicion mencionada anteriormente, y la adicion de M/75 PBS
(pH 7,2) en un volumen correspondiente a la misma. Ademas, la vacuna para la administracién intramuscular sin
adicion era [0,3 pl de vacuna + 49,7 ul de M/75 PBS (pH 7,2)]/dosis.

volumen de administracion de la vacuna: (tabla 11)

El grupo de administracion transnasal fue administrado con 6 pl en una fosa nasal, y el grupo de administracion
subcutanea de vacuna sin adicion fue administrado con 50 pl en el &rea femoral unilateral.

6. Elementos de medicién (tablas 12-19)

frotis nasal: titulo de anticuerpos especificos de IgA en ELISA vy titulo de anticuerpos en ELISA IgG de reactividad
cruzada:

se midieron el titulos de anticuerpos especificos de IgG en ELISA en suero, titulo de anticuerpos especificos de Hl
(inhibicion de la hemaglutinacion) y titulo de anticuerpos de HI de reactividad cruzada, titulo de anticuerpos
neutralizantes especificos y titulo de anticuerpos neutralizantes de reactividad cruzada. Entre los elementos de
medicién mencionados anteriormente, el resumen del procedimiento de medicién de los titulos de anticuerpos en
ELISA fue tal como se describe a continuacion.

El antigeno de la vacuna (diluido con tampdn carbonato 100 mM (pH 9,6) hasta una concentracion de proteina de 1
ug/ml) se dispuso en fase solida (4°C, durante la noche) sobre una placa de 96 pocillos para ELISA a 100 pl/pocillo,
y se lavo 3 veces con PBS que contenia Tween 20 al 0,1%. Se afadié una muestra diluida 2 veces en serie 0 un
control negativo a 100 pl/pocillo. A continuacién, la placa se incubd a 37°C durante 1 hora y se lavé 3 veces con PBS
que contenia Tween 20 al 0,1%. Se anadi6 un anticuerpo para la deteccion (IgG contra ratén marcada con fosfatasa
alcalina o IgA contra ratobn marcada con biotina) a 100 pl/pocillo. La placa se incubé a 37°C durante 1 hora y se lavo
3 veces con PBS que contenia Tween 20 al 0,1% (para la deteccion de IgA se afiadié estreptavidina marcada con
fosfatasa alcalina a 100 pl/pocillo, se incub6 a 37°C durante 1 hora y se lavo 3 veces con PBS que contenia Tween
20 al 0,1%). A continuacion, se afnadioé 4-nitrofenilfosfato (1 mg/ml, diluido con dietanolamina 0,1 M (pH 9,8)) a 100
w/pocillo y se protegié la placa de la luz solar. Después de la incubacion a temperatura ambiente durante 30 min, se
midio la absorbancia a 405 nm.

La tasa de dilucion maxima que permite una absorbancia de la muestra superior a la absorbancia promedio del

control negativo + 2SD se tomd como el titulo de anticuerpos de la muestra. Para el titulo de anticuerpos especificos,
se utilizo la misma cepa que el antigeno de la vacuna de administracién, para el titulo de anticuerpos de reactividad
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cruzada, se utilizé un antigeno de vacuna de una cepa diferente. A continuacion, se midieron de la misma manera el
titulo de anticuerpos neutralizantes de Hl.

Titulo de anticuerpos especificos de HI (inhibicion de la hemaglutinacion) y titulo de anticuerpos de HI de reactividad
cruzada:

La prueba se realizé segun la descripcion en el "Manual para la deteccién de patdégenos" (editado por el Instituto
Nacional de Enfermedades Infecciosas). Los glébulos rojos utilizados derivaban de pollo.

Titulo de anticuerpos neutralizantes especificos y titulo de anticuerpos neutralizantes de reactividad cruzada:

La prueba se realizé segun la descripcion en el "Manual para la deteccién de patdégenos" (editado por el Instituto
Nacional de Enfermedades Infecciosas). El cultivo después de la infeccion del virus se llevd a cabo durante 4 dias.
Ademas, se utilizd un procedimiento que comprende tefiir las células con azul negro de naftol al 0,1%/acetato de
sodio al 0,1%/&cido acético al 9%, secar la placa de cultivo celular, anadir hidréxido de sodio 0,1 M y medir la
absorbancia a 630 nm para la distincién entre células infecciosas y células no infecciosas del virus.

(Resultados)

Se utilizaron ratones BALB/c (hembra, 6,5 semanas de vida cuando se inici6 la prueba) y se examiné la respuesta
inmunitaria cuando se administrd por via transnasal de 1 a 4 veces el antigeno (A/Indonesia/5/2005 (H5N1))
suplementado con ampligen a una proporcion de 20 veces de antigeno HA y CVP, utilizando como control de
comparacion un grupo de administracion transnasal de antigeno + Ampligen + CVP para la primera mitad del grupo
de prueba y administracion transnasal del antigeno solo/administracion intramuscular de antigeno
solo/administracién transnasal de solucion salina para la segunda mitad. Los resultados se muestran en las tablas
12-19y la figura 3.

En el grupo de antigeno + Ampligen + CVP, se observaron de varias a una docena de veces los titulos de anticuerpo
de IgG y NT en suero/IgA en membrana de mucosa en comparaciéon con el grupo de administracién transnasal de
antigeno solo, y la diferencia era destacable en los grupos con una dosis mas baja y una menor frecuencia de
administracion.

El conocimiento comudn convencional sostiene que, en comparacién con las vacunas para administracion
subcutanea o intramuscular, las vacunas del tipo de administracién transnasal muestran menos titulos de
anticuerpos neutralizantes especificos, titulos de anticuerpos especificos de IgG en suero y titulos de anticuerpos de
HIl. Sin embargo, se descubri6 que la vacuna evaluada en este documento conseguia titulos de anticuerpos
neutralizantes especificos, titulos de anticuerpos especificos de IgG en suero y titulos de anticuerpos de HI
equivalentes o superior a los de las vacunas con una composicion y via de administracion convencionales, mediante
la adicion de Ampligen® y similares.

Ademas, se examino la respuesta inmunitaria de las muestras obtenidas mediante esta prueba con la misma cepa
que el antigeno administrado y una cepa con diferente antigenicidad para confirmar la reactividad cruzada.
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[Tabla 15]

Prueba de HI en suero (23/07/2009) reactividad cruzada (A/VN)

ES 2588 183 T3

grupo 4 5 7 8 26 27

cantidad de antigeno

administrado (ng de 0,3 0,1 0,3 0,1 0,3 0,3

HA/dosis)

frecuencia de 3 >

administracion

via de administracion transnasal | transnasal | transnasal | transnasal | inframuscular | intramuscular

?X:T?g%en)fdgvpadyuvante si si si si ninguno ninguno
1 5 20 5 5 5 5
2 5 5 5 5 5 5
3 5 5 5 5 20 5
4 5 5 5 5 10 5

No. de 5 5 10 5 5 5 5

animal 6 5 5 5 5 5 5
7 5 20 5 5 5 5
8 5 20 5 5 5 5
9 5 5 5 10 5 5
10 5 5 5

titulo promedio de

anticuerpo (GMT) 5,0 8.6 50 5.4 6.2 50

varianza 0,0 7,3 0,0 1,7 4.8 0,0

tasa de seroconversion

(titulo de anticuerpos no 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

inferior al 40%)
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(Ejemplo 3)

Administracion de una vacuna contra la gripe (tipo H5N1) del tipo administracién transnasal y prueba de la
evaluacion de la respuesta inmunitaria utilizando monos Cynomolgus (Macaca fascicularis)

Basandose en la relacion entre la dosis de administracién, la utilizacién y la respuesta inmunitaria obtenidas
mediante los experimentos con ratones en el ejemplo 2, se realizaron pruebas de administracién utilizando monos
Cynomolgus (Macaca fascicularis) como animal préximo al ser humano, y se buscaron la forma de dosificacion y la
composicion éptimas como vacuna del tipo de administracién transnasal y se investigo la utilidad desde el punto de
vista de la defensa contra la infeccion.

Para ser exactos, se realizaron (1) una busqueda de la forma de dosificacion/composicién 6ptimas mediante la
comparacion de las respuestas inmunitarias después de la administracién de las vacunas candidatas del tipo de
administracion transnasal, y (2) una evaluacion de la practicidad de la capacidad de defensa contra la infeccién
mediante la medicion de titulos de anticuerpo en suero y membrana de mucosa después de la inoculacién de la
vacuna.

La busqueda se realizé mediante una prueba inmunoquimica del suero (titulo de anticuerpos HI de la gripe, titulo de
anticuerpos IgG en ELISA vy titulo de anticuerpos neutralizantes) y una prueba inmunoquimica de un frotis nasal
(titulo de anticuerpos IgA en ELISA especificos contra la gripe).

(Procedimiento de prueba)

1. Soluciéon madre de la vacuna contra la gripe:

Soluciéon madre de la vacuna contra la gripe (cepa H5N1) (No. de lote, FPBMQI0813, concentracion de proteina: 816
ug/ml, contenido de HA 324 ug HA/ml, origen de la cepa del virus A/ansar indio/Qinghai/1A/2005 (H5N1))

2. Origen de la cepa del virus y antigeno de vacuna inactivado que se utilizara para la prueba

(para la medicion del titulo de anticuerpos especificos)
cepa A/ansar indio/Qinghai/1A/2005 (H5N1): cepa atenuada (clado 2.2) de A/Qinghai/1A/2005 (H5N1)

(para la medicion de titulos de anticuerpos de reactividad cruzada)

cepa A/Indo/5/2005 (H5N1)/PR8-IBCDC-RG2: cepa atenuada (clado 2.1) de A/Indonesia’/5/2005 (H5N1)
cepa A/Anhui/01/2005 (H5N1)/PR8-IBCDC-RG5: cepa atenuada (clado 2.3) de A/Anhui/01/2005 (H5N1)
cepa NIBRG-14: cepa atenuada (clado 1) de A/Vietnam/1194/2004 (H5N1)

3. Adyuvante y aditivo que se utilizaran para la prueba

Ampligen: fabricado por Hemispherx, (que contiene 10,61 mg/ml de Ampligen)

polimero de carboxivinilo (CVP): fabricado por Toko Yakuhin Kogyo Kabushiki Kaisya, lote INF-619 (que contiene
CVP al 1,1%, L-arginina al 2,4% y glicerol al 2%)

poli L-arginina: fabricada por SIGMA, No. de catalogo P-3892, lote 107K5103 (PM > 70.000)

4. Procedimiento de prueba

La figura 4 muestra un diagrama de flujo de la prueba.

[Tabla 20]

Constitucion del grupo de prueba:

antigeno HA

Ampligen Poli L-Arg adicion de
grupo ?sg‘;gggig? (ug/dosis) (ug/dosis) CVP cabeza nota
1 30 - 4 vacuna sola
vacuna
2 30 600 0 4 experimental
3 30 1.500 0 4 Poli L-Arg
| i grupo de
4 1 control
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Se administraron por via transnasal monos Cynomolgus (Macaca fascicularis) anestesiados con una vacuna que
contenia el antigeno del virus de cepa A/Ansar indio/Qinghai/1A/2005 (H5N1) o solucion salina en intervalos de 3
semanas, utilizando un dispositivo de administracion transnasal con activador de prueba (activador de prueba:
fabricado por Toko Yakuhin Kogyo Kabushiki Kaisya, bomba de pulverizador, Apta Pharma, tipo VP-7, utilizacién
para pulverizacién) seis veces mediante 150 pl (50 pl x 3) en cada cavidad nasal (un total de 300 pl), y se tomaron
muestras (frotis nasal y suero) en el momento de cada administracion, y cada 2 semanas a partir de la dosis de
refuerzo hasta 12 semanas desde la dosis de refuerzo. Ademas, en caso necesario, a partir de entonces, se
tomaron muestras de sangre y frotis nasales cada dos semanas.

Animal y vacuna:

animal: monos Cynomolgus (Macaca fascicularis) (17 monos Cynomolgus macho, 46 - 58 meses de vida cuando se
inici6 la prueba, peso corporal de 2,8 - 3,5 kg en noviembre de 2009), grupo 1 - grupo 4: 4 monos cynomolgus/grupo,
grupo 5 (control negativo): mono cynomolgus/grupo

vacuna experimental para la prueba y dosis de adyuvante:

(1) grupo de la vacuna sin adicion: [30 ug de HA)/dosis

(2) grupo de la vacuna con adicién de Ampligen + CVP: [30 ug de HA + 600 ug de Ampligen + CVP al 0,55%)/dosis
(3) grupo de la vacuna con adicién de poli L-arginina + CVP: [30 ng de HA + poli L-arginina al 0,5% + CVP al
0,55%]/dosis

(4) Grupo de control negativo: solucién salina

volumen de administracion de la vacuna: 150 pl para cada cavidad nasal, un total de 300 pl
5. Elementos de medicién de cada muestra
frotis nasal: titulo de anticuerpos especificos de IgA en ELISA y concentracion de IgA

Con el frotis nasal se midi6 la concentracion total de IgA y el titulo de anticuerpos especificos de IgA en ELISA
calculado de la misma manera que en el ejemplo 2 se modifico para que el valor numérico por concentracion total de
IgA fuera de 1 pug/ml.

suero: titulo de anticuerpos especificos de IgG en ELISA, titulo de anticuerpos especificos de HI (inhibicion de la
hemaglutinacién) de reactividad cruzada, titulo de anticuerpos neutralizantes especificos/de reactividad cruzada

Entre los elementos de medicion mencionados anteriormente, la descripcién del procedimiento de medicion de los
titulos de anticuerpos en ELISA fue tal como se describe a continuacion.

El antigeno de la vacuna (diluido con tampdn carbonato 100 mM (pH 9,6) hasta una concentracion de proteina de 1
ug/ml) se dispuso en fase sélida (4°C, durante la noche) sobre una placa de 96 pocillos para ELISA a razén de 100
w/pocillo, y se lavé 3 veces con PBS que contenia Tween 20 al 0,1%. Se anadié una muestra diluida 2 veces en
serie 0 un control negativo a 100 pl/pocillo. A continuacion, la placa se incub6 a 37°C durante 1 hora y se lavd 3
veces con PBS que contenia Tween 20 al 0,1%. Se afadié un anticuerpo para la deteccion (IgG contra mono
marcada con fosfatasa alcalina o IgA contra mono marcada con biotina) a 100 pl/pocillo. La placa se incubé a 37°C
durante 1 hora y se lavé 3 veces con PBS que contenia Tween 20 al 0,1%. Se afiadio la solucién de sustrato (4-NPP
o TMB) a 100 pl/pocillo y la mezcla se protegié de la luz solar y se incubd a temperatura ambiente durante 30
minutos. Se afadié una solucion de desactivacion (H.SO4 2M para 4-NPP o solucién de desactivacion de 650 nm
para TMB) y se midié la absorbancia a (405 nm o 655 nm).

La tasa de dilucion maxima que permite una absorbancia de la muestra superior a la absorbancia promedio del
control negativo + 2SD se tomd como el titulo de anticuerpos de la muestra. Para el titulo de anticuerpos especificos,
se utilizo la misma cepa que el antigeno de la vacuna de administracién, para el titulo de anticuerpos de reactividad
cruzada, se utilizé un antigeno de vacuna de una cepa diferente. A continuacién, se midieron de la misma manera el
titulo de anticuerpos de Hl y el titulo de anticuerpos neutralizantes.

titulo de anticuerpos especificos de HI (inhibicion de la hemaglutinacién) y titulo de anticuerpos de HI de reactividad
cruzada: se midieron de la misma manera que en el ejemplo 2.

titulo de anticuerpos especificos neutralizantes y titulo de anticuerpos neutralizantes de reactividad cruzada: se
midieron de la misma manera que en el ejemplo 2.
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(Resultados)
Los resultados se muestran en las tablas 21-30 y las figuras 5-7.
Se confirmd que la administracion por pulverizacion transnasal de una vacuna que contiene Ampligen y CVP a

monos induce la produccion especifica de IgA en la membrana de mucosa y la derivacion de anticuerpos especificos
neutralizantes en el suero. Dado que estos efectos eran insuficientes con una vacuna sin aditivos, se confirmé la
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utilidad de la adicién de Ampligen y CVP.
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Administracion de la vacuna contra la gripe (tipo H5N1) del tipo de administracion transnasal y prueba de evaluacion
de la respuesta inmunitaria (HI) utilizando monos Cynomolgus (Macaca fascicularis); antes de la administracion (se

recogieron muestras de sangre el 28/01/2010/se midieron el 02/02/2010)

anticuerpos no inferior al 40%)

grupo 1 2 3 4
antigeno HA de vacuna (ug/dosis) 30 30 30 -
Ampligen (ug/dosis) 600
Poli L-Arg (ug/dosis) 1.500
adicion de CVP - + + -
1 5 5 5 5
. 2 5 5 5
No. de animal 3 5 5 5
4 5 5 5
titulo promedio de anticuerpo
(GMT) 5,0 5,0 5,0 5,0
varianza 0,0 0,0 0,0
tasa de seroconversion (titulo de 0.0 0.0 0.0 0.0

[Tabla 23]

Administracion de la vacuna contra la gripe (tipo H5N1) del tipo de administracion transnasal y prueba de evaluacion
de la respuesta inmunitaria (HI) utilizando monos Cynomolgus (Macaca fascicularis); después de la administracion

una vez (se recogieron muestras de sangre el 18/02/2010/se midieron el 23/02/2010)

anticuerpos no inferior al 40%)

grupo 1 2 3 4
antigeno HA de vacuna (ug/dosis) 30 30 30 -
Ampligen (ug/dosis) 600
Poli L-Arg (ug/dosis) 1.500
adicién de CVP - + + -
1 20 5 5 5
. 2 10 5 5
No. de animal 3 5 5 5
4 5 10 5
titulo promedio de anticuerpo
(GMT) 8,4 5,9 5,0 5,0
varianza 71 2,5 0,0
tasa de seroconversion (titulo de 0.0 0.0 0.0 0.0

[Tabla 24]

Administracion de la vacuna contra la gripe (tipo H5N1) del tipo de administracion transnasal y prueba de evaluacion
de la respuesta inmunitaria (HI) utilizando monos Cynomolgus (Macaca fascicularis); después de la administracion
dos veces (se recogieron muestras de sangre el 04/03/2010/se midieron el 09/03/2010)

anticuerpos no inferior al 40%)

grupo 1 2 3 4
antigeno HA de vacuna (ug/dosis) 30 30 30 -
Ampligen (ug/dosis) 600
Poli L-Arg (ug/dosis) 1.500
adicion de CVP - + + -
1 5 5 5 5
. 2 5 5 5
No. de animal 3 5 5 5
4 5 5 5
titulo promedio de anticuerpo
(GMT) 5,0 5,0 5,0 5,0
varianza 0,0 0,0 0,0
tasa de seroconversion (titulo de 0.0 0.0 0.0 0.0
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[Tabla 25]

Administracion de la vacuna contra la gripe (tipo H5N1) del tipo de administracion transnasal y prueba de evaluacion
de la respuesta inmunitaria (HI) utilizando monos Cynomolgus (Macaca fascicularis); dos semanas después de la
administracion dos veces (se recogieron muestras de sangre el 18/03/2010/se midieron el 24/03/2010)

grupo 1 2 3 4
antigeno HA de vacuna (ug/dosis) 30 30 30
Ampligen (ug/dosis) 600
Poli L-Arg (ug/dosis) 1.500
adicion de CVP - + + -
1 5 5 5 5
. 2 5 5 5
No. de animal 3 5 5 5
4 5 5 5
titulo promedio de anticuerpo
(GMT) 5,0 7.1 5,9 5,0
varianza 0,0 2,9 2,5
tasa de seroconversion (titulo de 0.0 0.0 0.0 0.0
anticuerpos no inferior al 40%)

[Tabla 26]

Administracion de la vacuna contra la gripe (tipo H5N1) del tipo de administracion transnasal y prueba de evaluacion
de la respuesta inmunitaria (NT) utilizando monos Cynomolgus (Macaca fascicularis); antes de la administracién (se
recogieron muestras de sangre el 28/01/2010/se midieron el 02/02/2010)

grupo 1 2 3 4
antigeno HA de vacuna (ug/dosis) 30 30 30
Ampligen (ug/dosis) 600
Poli L-Arg (ug/dosis) 1.500
adicion de CVP - + +
1 5 10 5 5
. 2 5 10 20
No. de animal 3 5 5 10
4 5 5 20
titulo promedio de anticuerpo
(GMT) 5,0 7,1 11,9 5,0
varianza 0,0 2,9 7,5
[Tabla 27]

Administracion de la vacuna contra la gripe (tipo H5N1) del tipo de administracion transnasal y prueba de evaluacion
de la respuesta inmunitaria (NT) utilizando monos Cynomolgus (Macaca fascicularis) después de la administracién
una vez en NT (se recogieron muestras de sangre el 18/02/2010/se midieron el 23/02/2010)

grupo 1 2 3 4
antigeno HA de vacuna (ug/dosis) 30 30 30
Ampligen (ug/dosis) 600
Poli L-Arg (ug/dosis) 1.500
adicién de CVP - + +

1 5 10 20 5

. 2 10 20 5

No. de animal 3 20 20 10

4 5 160 140
titulo promedio de anticuerpo 8.4 28 3 193 50
(GMT) ’ ’ ’ ’
varianza 71 71,8 64,5
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[Tabla 28]

Administracion de la vacuna contra la gripe (tipo H5N1) del tipo de administracion transnasal y prueba de evaluacion
de la respuesta inmunitaria (NT) utilizando monos Cynomolgus (Macaca fascicularis); después de la administracion
5 dos veces en NT (se recogieron muestras de sangre el 04/03/2010/se midieron el 09/03/2010)

grupo 1 2 3 4
antigeno HA de vacuna (ug/dosis) 30 30 30
Ampligen (ug/dosis) 600
Poli L-Arg (ug/dosis) 1.500
adiciéon de CVP - + +
1 20 20 80 5
. 2 40 160 5
No. de animal 3 20 160 80
4 10 1.280 40
titulo promedio de anticuerpo
(GMT) 23,8 160,0 33,6 5,0
varianza 15,0 587,1 36,1
[Tabla 29]

10 Titulo de 1gG en ELISA en suero después de la administracién de una vacuna contra la gripe (tipo H5N1) del tipo
administracion transnasal (tipo H5N1) utilizando Macaca fascicularis

grupo 1 2 3 4
previo 1414 168,2 200,0 100,0
despucs de 3 336,4 1.131,2 237,8 50,0
titulo de después de 5
anticuerpos pu 951,4 4.525,5 1.600,0 200,0
semanas
después de 7 400,0 5.381,7 800,0 100,0
semanas
[Tabla 30]
15
Titulo de IgA en ELISA en un frotis nasal después de la administracién de una vacuna contra la gripe (tipo H5N1) del
tipo administracién transnasal (tipo H5N1) utilizando monos Cynomolgus (Macaca fascicularis)
grupo 1 2 3
previo 0,7 1,5 1,4 1,1
gg;p:fass de 3199 16 13 0,5
titulo de después de 5
anticuerpos P 0,7 4.4 29 0,6
semanas
después de 7 29 43 6.5 0.6
semanas
20
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REIVINDICACIONES
1. Composicion de vacuna para administracién a través de la mucosa nasal, que comprende (i) un antigeno del virus
de la gripe, (i) acido polirriboinosinico polirribocitidilico (poli (1:C)), poli (1:CxU) o poli (IxU:C), y (iii) un polimero de
carboxivinilo, en la que x es, de promedio, un numero de 3 a 40.

2. Composiciodn, segun la reivindicacion 1, en la que el antigeno es un antigeno subunidad o un antigeno inactivado.

3. Composicién, segun la reivindicacién 2, en la que el antigeno subunidad comprende, como minimo, un antigeno
subunidad seleccionado del grupo que comprende HA, NA, M1, M2, NP, PB1, PB2, PA y NS2 del virus de la gripe.

4. Composicién, segun la reivindicacién 2, en la que el antigeno subunidad comprende, como minimo, un antigeno
subunidad seleccionado del grupo que comprende HA y NA.

5. Composicion, segun la reivindicacion 1, en la que el poli (1:CxU) es poli (1:C12U).

6. Composicion de vacuna que comprende una cantidad eficaz de (i) un antigeno del virus de la gripe, (ii) poli (I:C),
poli (1:CyU) o poli (IxU:C), y (iii) un polimero de carboxivinilo, en la que x es en promedio un nimero de 3 a 40, siendo
dicha composicion para la utilizacion en un procedimiento de prevencién de la gripe, que comprende una etapa de
administrar dicha composiciéon, como minimo, una vez a la mucosa nasal de un paciente con necesidad de la misma.

7. Composicion para la utilizacién, segun la reivindicacion 6, en la que el antigeno es un antigeno subunidad o un
antigeno inactivado.

8. Composicién para la utilizacién, segun la reivindicacion 7, en la que el antigeno subunidad comprende, como
minimo, un antigeno subunidad seleccionado del grupo que comprende HA, NA, M1, M2, NP, PB1, PB2, PA y NS2
del virus de la gripe.

9. Composicién para la utilizacién, segun la reivindicacion 7, en la que el antigeno subunidad comprende, como
minimo, un antigeno subunidad seleccionado del grupo que comprende HA y NA.

10. Composicion para la utilizacion, segun la reivindicacion 6, en la que el poli (1:CU) es poli (1:C42U).

11. Composicién para la utilizacion, segun la reivindicacion 6, en la que el procedimiento comprende administrar la
composicién, como minimo, dos veces.

12. Composicién para la utilizacién, segun la reivindicaciéon 11, en la que el procedimiento comprende administrar la
composicion en un intervalo, como minimo, de una semana.
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Fig. 1
. IgA en lavado nasal (LN)
; 102
d 512 & &
E 2564 -
= 184 e
E B - s w A L .
‘E 1 L P LA
164 [ a g & YT & & =
& B - Py T L
gg 4 = at. & L T e
EE: 24 e " s 'I': 'l':r : * v;ow
: ; T T L] L] ¥ L] L] T LJ L L L] Li v
Antigene (ugidosieh oM 0 03 G0 B 63 Gf ol 03 Gbd Bl 63 BOA O 03 A) -
Ampligsc [pofdosis) 0ar 1 3 0¥ 1 oo 2 8
VP IM 055 Q58 045 035 08k oA
Vi h b B @w ®m Wb o kh W &w B o@w N I oln im s
HI en suero
Bl
£ 4 L
=
E
£ A . .
&
é 10+ LY - oy - e
5 5 s
Rntdgans (pgfdosis) oM 91 03 oM o @) o al &3 o0 o 01 9 Al 2Fr ey -
Al Lgss [pgfdosis) 333 1 O B | 1 oar 1 ]
CV¥E IR 055 055 058 nss 08 a4
wia Is W & W W @ & W s ;m @m i In in b m
g IgG ¢n suerg
E
=
- - v
- .
A Bl A —-—
g - . oy L
- -t o (T X 2
£ - LA *
E [ A AL e e
£ L .
- A& ¥ ¥ L2 L
Aa ¥ T -
T T T T e e
Antagaena {pdosis) o oA A S0d A 33 A4F B9 A o0 81 63 0 @1 D3 O3 -
Repligen |pafdoals) as 3 &M 1 3 W o: &
VRN LETR LT LICR TR
Via wn h B B B Ok B kR W I w & W W W Wm h
NT ¢n sucrn
1 L]
L
E -
=1 L seDD - -
: @ oo -
s
_!_ cag
=
E *
T o ~FFEE
. & T T T T T
Antigenc (g fdosis) 0033 01 03 03 03
Ampligen (ugfdosis) 033 1 3
CVE(%) | 055 055 .35
Wia in in in in im

36



ES 2588 183 T3

Fig.2
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Fig. 3
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Fig. 4
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Fig. 6
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Fig. 7
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