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DESCRIPCION
Formulaciones para vacunacion oral especifica a sitio gastrointestinal activas sobre el ileo y el apéndice
Campo de la invencion

La invencion proporciona formulaciones de vacuna oral que administra un antigeno en la proximidad del ileo distal
(en ciertas realizaciones, en el coldn, en la proximidad del apéndice) y el area del freno ileal. Estas vacunas son
utiles en el tratamiento y/o prevencion de diversidad de trastornos, incluyendo infecciones viricas y bacterianas y
canceres.

También se proporcionan métodos de tratamiento relacionados que usan las formulaciones de vacuna oral de la
invencion.

Antecedentes de la invencion

El tracto gastrointestinal (Gl) tiene varias regiones claramente demarcadas por el pH local que oscila de 5,5 a 8,2. El
ileo distal ademas contiene excepcionalmente una regidon en la que el pH habitual estd entre 7,3 y 8,2.
Particularmente, este area esta relativamente desprovisto de rutas de degradaciéon para antigenos tales como
construcciones de vacuna, incluso mucho mas sensible a su presencia.

Muchos antigenos se degradan por las condiciones acidas y proteoliticas del estdmago y el tracto Gl anterior, las
condiciones que hacen a la vacunacién oral poco factible a casi imposible desde un punto de vista técnico. Por tanto,
el ileo distal y el area del freno ileal, que es éptimo para un sensor de control para el equilibrio nutricional, también
contiene excepcionalmente tanto las condiciones de pH Optimas para la vacunacion (estabilidad de la sustancia
antigénica) como contiene numerosas células sensoriales (tales como placas de Peyer), que ayudan a definir la
respuesta del sistema inmune a los patégenos invasores extrafios y en algunos casos, tumores.

El apéndice, a modo de ejemplo en la técnica, es un sensor especializado localizado distal al ileo en el colon
derecho. Contiene tejido linfoide y se ha creido durante mucho tiempo que esta implicado en la activacion de la
respuesta del linfocito B a antigenos de todos los tipos. Debido a la inaccesibilidad relativa a formulaciones, ni el ileo
distal ni el apéndice se han usado como sitio objetivo para la vacunacion oral, y aunque el uso de estas areas del
tejido linfoide son objetivos légicos para la administracion de vacuna, se ha creido imposible de alcanzar.

Por consiguiente, existe la necesidad de vacunas orales que sean capaces de administracion eficaz de una amplia
diversidad de antigenos en la region del ileo distal y el freno ileal, evitando de ese modo la degradacion del antigeno
encontrada con vacunas de dosificadas oralmente conocidas.

Compendio de la invencion

En una realizacion, la invencion proporciona una formulacién de vacuna oral que administra un antigeno en la
proximidad del ileo distal, comprendiendo la formulacién:

(a) una pluralidad de nucleos, cada uno de los cuales comprende:

(1) un antigeno;

(2) un primer revestimiento entérico que encapsula el antigeno, el cual es basicamente insoluble a un pH de
menos de un intervalo de entre aproximadamente 7,0 a aproximadamente 7,6, y el cual preferiblemente esta
comprendido por una o mas composiciones seleccionadas del grupo que consiste en poli(dl-lactido-co-glicélido,
quitosano (Chi) estabilizado con APV (alcohol poli-vinilico), un lipido, un alginato, carboximetiletilcelulosa
(CMEC), celulosa acetato trimelitato (CAT), hidroxipropilmetilcelulosa ftalato (HPMCP), hidroxipropilmetilcelulosa,
etil celulosa, colorcon, glaseado alimenticio y mezclas de hidroxipropilmetilcelulosa y etil celulosa, polivinil
acetato ftalato (PVAP), celulosa acetato ftalato (CAP), shellac, copolimeros de acido metacrilico y acrilato de
etilo, y copolimeros de acido metacrilico y acrilato de etilo a los cuales se ha afiadido un monédmero de acrilato
de metilo durante la polimerizacion; y opcionalmente

(3) un segundo revestimiento entérico que es composicionalmente igual o diferente del primer revestimiento, el
cual es basicamente insoluble en un pH de menos de un intervalo de entre aproximadamente 5,5 a
aproximadamente 6,0, el cual esta contenido dentro del revestimiento de encapsulacién de la primera
formulacion, y el cual preferiblemente esta comprendido por una o mas composiciones seleccionadas del grupo
que consiste en polivinil acetato ftalato (PVAP), celulosa acetato ftalato (CAP), shellac, copolimeros de acido
metacrilico y acrilato de etilo, y copolimeros de acido metacrilico y acrilato de etilo al cual se ha afadido un
monomero de acrilato de metilo durante la polimerizacién; y opcionalmente

(b) un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, el antigeno se selecciona del grupo que consiste en:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 692 068 T3

(a) un virus inactivado o fragmento adecuado antigeno del mismo (por ejemplo, un fragmento peptidico que tiene un
epitopo que provoca una respuesta inmunogénica en un paciente) seleccionado del grupo que consiste en
Adenoviridae, Flaviviridae, Herpesviridae, Herpadnaviridae, Orthomyxoviridae, Papovaviridae, Paramyxoviridae,
Picornaviridae, Poxviridae, Reoviridae, Retroviridae, Rhabdoviridae, Togaviridae, adenovirus, herpes simplex,
varicella zoster, citomegalovirus, virus de Epstein Barr, virus de la gripe de tipo H 1-7 y tipo N 1-9, virus del papiloma
humano, virus de la parainfluenza, virus del sarampién, virus sincitial respiratorio, poliovirus, virus Coxsackie,
rinovirus, vacuna, viruela, rotavirus, virus-1 linfotrépico T humano, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus
de la rabia, virus de la rubeola, arbovirus, enterovirus tales como polio, cocksackie, virus de Ebstein-Barr,
citomegalovirus (CMV), mononucleosis, rotavirus, virus de Norwalk, y virus de la Hepatitis A, Hepatitis B, Hepatitis C;
o]

(b) patogenos intracelulares inactivados o fragmentos adecuados antigenos parasitos de los mismos (por ejemplo,
un fragmento peptidico como se describié anteriormente) seleccionados del grupo que consiste en Afipia ssp,
Brucella spp, Burkholderia pseudomallei, Chlamydia, Coxiella burnetti, Francisella tularensis, Legionella
pneumophila, Listeria monocytogenes, Mycobacterium avium, Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis,
Neisseria gonorrhoeae, Rickettsiae, Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, Yersinia pestis, Plasmodium spp,
Theileria parva, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium parvum, Leishmania, Trypanosoma cruzi y Cryptococcus
neoformans, Giardia, Cryptosporidia; o

(c) inactivados o fragmentos adecuados antigenos de un antigeno transmitido por vector que incluye Plasmodium o
borrelia; o

(d) bacterias inactivadas o fragmentos adecuados antigenos de las mismas que incluyen célera, salmonela, Shigella,
Campylobacter, Leptospirosis, Helicobacter pyloriy E. coli enterotoxigénica incluyendo E. coli 0157, y Listeria ssp, o
bacterias patdégenas humanas o fragmentos adecuados antigenos de bacterias que incluyen Staphylococcus aureus
y Streptococcus neumoniae; o

(e) un antigeno relacionado con cancer o derivado de célula cancerosa, que incluye, pero no se limita a, antigenos
relacionados con cancer seleccionados del grupo que consiste en el antigeno NY-ESO-1 para tumores de vejiga,
cerebro, mama, esofagicos, gastrointestinales, hepatocelulares, de rifion, pulmén, melanoma, de ovario, prostata,
sarcoma, cervical y uterino, gangliésido GD2, mimotopo 47-LDA de GD2, proteinas de choque térmico, antigenos de
testiculos cancerosos (TC), antigeno de cancer de ovario epitelial (COE); la vacuna terapéutica de Oncothyreon
ONT-10, dirigida a MUC1, y otras vacunas terapéuticas dirigidas de Oncothyreon con o sin el lipido A PET
adyuvante acompanante; y otros antigenos relacionados con cancer (por ejemplo, cancer de ovario, cervical,
pancreatico, hepatocelular, de colon, mama, pulmén, y cerebro) especificamente descritos o si no revelados en
referencias citadas en el presente documento.

En una realizacion preferida, el antigeno es un virus o bacteria viva atenuada.

En una realizacion preferida, el antigeno esta acompafado en la formulacion oral por un adyuvante especifico que
se propone aumentar la respuesta inmune resultante del antigeno, y liberado en el ileo del sujeto mediante la
formulacion como se ilustra en las figuras 2 a 3.

En otra realizacion mas: (1) el antigeno se combina con (por ejemplo, se mezcla con) un adyuvante no especifico
que puede servir como una sustancia liberadora de hormona de freno ileal que es una sustancia seleccionada del
grupo que consiste en azucares, acidos grasos libres, polipéptidos, aminoacidos, y composiciones que producen
azucares, acidos grasos libres, polipéptidos, o aminoacidos tras la digestion; y (2) el antigeno combinado y la
sustancia liberadora de hormona de freno ileal estan encapsulados por el primer revestimiento entérico.

En ofra realizacién mas, la invencion proporciona una formulacién de vacuna oral que administra un antigeno en la
proximidad del ileo distal, comprendiendo la formulacién:

(a) una primera poblacion nucleo que comprende una pluralidad de nucleos, cada uno de los cuales comprende:

(1) un antigeno y opcionalmente, un adyuvante;

(2) un primer revestimiento entérico que encapsula el antigeno y el adyuvante opcional, el cual es basicamente
insoluble a un pH de menos de un intervalo de entre aproximadamente 7,0 a aproximadamente 7,6, y el cual esta
preferiblemente comprendido por una o mas composiciones seleccionadas del grupo que consiste en poli(dl-
lactido-co-glicolido), quitosano (Chi) estabilizado con APV (alcohol polivinilico), un lipido, un alginato,
carboximetiletilcelulosa (CMEC), celulosa acetato trimelitato (CAT), hidroxipropilmetilcelulosa ftalato (HPMCP),
hidroxipropilmetilcelulosa, etil celulosa, colorcon, glaseado alimenticio y mezclas de hidroxipropilmetilcelulosa y
etil celulosa, polivinil acetato ftalato (PVAP), celulosa acetato ftalato (CAP), shellac, copolimeros de acido
metacrilico y acrilato de etilo, y copolimeros de acido metacrilico y acrilato de etilo a los cuales se ha afiadido un
monomero de acrilato de metilo durante la polimerizacién; y opcionalmente (véase las figuras 4 a 6)

(3) una dosificacion dirigida a apéndice adicional del antigeno y el adyuvante opcional, en la que un segundo
revestimiento entérico que es composicionalmente igual o diferente del primer revestimiento, el cual es
basicamente insoluble en un pH de menos de un intervalo de aproximadamente 5,5, y el cual preferiblemente
esta comprendido por una o mas composiciones seleccionadas del grupo que consiste en copolimeros de acido
metacrilico y acrilato de etilo a los cuales se ha afadido un monémero de acrilato de metilo durante la
polimerizacién para asegurar la liberacion de los contenidos a pH 5,5 a 6,0;
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(b) una segunda poblacion nucleo que comprende una pluralidad de nucleos, cada uno de los cuales comprende:

(1) el antigeno y un adyuvante opcional; y

(2) un revestimiento entérico que encapsula el antigeno, el cual es basicamente insoluble a un pH de menos de
un intervalo de entre aproximadamente 5,0 a aproximadamente 6,5, y el cual preferiblemente esta comprendido
por una o mas composiciones seleccionadas del grupo que consiste en shellac, copolimeros de acido metacrilico
y acrilato de etilo, y copolimeros de acido metacrilico y acrilato de etilo a los cuales se ha afiadido un monémero
de acrilato de metilo durante la polimerizacion; y opcionalmente

(b) un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En ofra realizacién mas, la invencion proporciona una formulacién de vacuna oral que administra un antigeno en la
proximidad del apéndice y/o el colon derecho de una manera ilustrada en las figuras 4 a 6, por ejemplo,
comprendiendo la formulacion:

(a) una pluralidad de nucleos, cada uno de los cuales comprende:

(1) un antigeno y opcionalmente un adyuvante;

(2) una primera capa revestimiento o interior que (i) es entérica (ii) encapsula el antigeno y el adyuvante opcional
(iii) es basicamente insoluble a un pH de menos de un intervalo de entre aproximadamente 1,0 a
aproximadamente 5,0, y (iv) la cual esta preferiblemente comprendida por una o mas composiciones
seleccionadas del grupo que consiste en shellac, copolimeros de acido metacrilico y acrilato de etilo, y
copolimeros de acido metacrilico y acrilato de etilo a los cuales se ha afiadido un monémero de acrilato de metilo
durante la polimerizacion;

(3) opcionalmente, una segunda capa de revestimiento que encapsula la primera capa de revestimiento entérica
y que comprende una sustancia nutricional seleccionada del grupo que consiste en azucares, acidos grasos
libres, polipéptidos, aminoacidos y composiciones que producen azucares, acidos grasos libres, polipéptidos, o
aminoacidos tras la digestion que puede funcionar como adyuvante; y

(4) una segundaltercera capa de revestimiento que (i) es entérica (ii) encapsula la primera o segunda capa de
revestimiento (i) es basicamente insoluble a un pH de menos de un intervalo de entre aproximadamente 7,0 a
aproximadamente 7,6, y (iv) la cual esta preferiblemente comprendida por una o mas composiciones
seleccionadas del grupo que consiste en poli(dl-lactido-co-glicélido), quitosano (Chi) estabilizado con APV
(alcohol poli-vinilico), un lipido, un alginato, carboximetiletilcelulosa (CMEC), celulosa acetato trimelitato (CAT),
hidroxipropilmetilcelulosa ftalato (HPMCP), hidroxipropilmetilcelulosa, etil celulosa, colorcon, glaseado alimenticio
y mezclas de hidroxipropilmetilcelulosa y etil celulosa, polivinil acetato ftalato (PVAP), celulosa acetato ftalato
(CAP), shellac, copolimeros de acido metacrilico y acrilato de etilo, y copolimeros de acido metacrilico y acrilato
de etilo a los cuales se ha afiadido un mondmero de acrilato de metilo durante la polimerizacion; y opcionalmente

(b) un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En una realizaciéon de una formulacién de vacuna oral como se describe en el presente documento, los nucleos
estan preparados en forma de microparticulas que tienen un didametro promedio de entre aproximadamente 1
nanometro a aproximadamente 100 micras de diametro (como se expone en la figura 5, por ejemplo).

En una realizacion de una formulacion de vacuna comprende una primera y segunda poblacién nucleo como se
describe en el presente documento y como se ilustra en la figura 5, por ejemplo, los nucleos de la primera poblacién
nucleo y la segunda poblacion nucleo son microparticulas, el diametro promedio de los nucleos de la primera
poblacién nucleo es mayor que el diametro promedio de los nucleos de la segunda poblacion nucleo, los nucleos de
la segunda poblacion nudcleo tienen un diametro promedio de entre aproximadamente 1 nandémetro a
aproximadamente 99 micras de diametro, y los nucleos de la primera poblacion nucleo tienen un diametro promedio
de entre aproximadamente 2 nanémetros a aproximadamente 100 micras.

Los nucleos descritos en el presente documento pueden comprender un componente inerte, por ejemplo, perlas de
nonpareil o un polimero biocompatible como se describe mas adelante en el presente documento.

En otra realizacion, los nucleos son nanoparticulas y el diametro medio de los nucleos esta entre 0,5 y 100 nm, mas
preferiblemente entre 1 y 50 nm, y aun mas preferiblemente entre 1 y 20 nm. El diametro medio se puede medir
usando técnicas bien conocidas en la técnica tales como la microscopia electrénica de transmision.

En otra realizacion mas, la invencion proporciona métodos de tratamiento y/o prevencion de trastornos viricos,
patégenos, parasitarios, bacterianos, asociados a transmision por vector, o relacionados con el cancer mediante la
administracion a un sujeto en necesidad de los mismos de una cantidad farmacéuticamente eficaz de una
formulacién de vacuna oral comprendida por un antigeno apropiado y de otra manera como se describe en el
presente documento.

Por ejemplo, en una realizacion, la invencion proporciona un método de provocaciéon de una respuesta inmune a un
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antigeno virico, bacteriano, parasitario, microbiano o asociado a cancer en un sujeto, comprendiendo el método
administrar al sujeto una formulacién de vacuna oral comprendida por un antigeno apropiado y de otra manera como
se describe en el presente documento.

En otra realizacion, la invencion proporciona un método de provocacion de una respuesta inmune a un antigeno
asociado a cancer en un sujeto, comprendiendo el método coadministrar al sujeto una formulacion de vacuna oral
comprendida por un antigeno anticanceroso apropiado como se describe en el presente documento y una o mas
proteinas de choque térmico.

Estos y otros aspectos de la invencion se describen mas en la Descripcion detallada de la invencion.
Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 es un esquema de liberaciéon entérica convencional - objetivo duodenal, que es proximal al nuevo
objetivo para la vacunacion oral segun la presente invencion.

La Figura 2 representa la administracion al freno ileal de vacunas: pH objetivo para la liberacion es de
aproximadamente 7,2 a 7,5. Los aspectos de la localizacion del tracto Gl y los pH objetivos en el ileo estan
proporcionados en el diagrama.

La Figura 3 ilustra el detalle de formulacién aplicado para asegurar la liberacion al ileo de los antigenos vacuna
reivindicados y algunos adyuvantes y/o sustancias liberadoras de hormona de freno ileal que comprende la
vacuna. La propia formulacién puede ser mezclas de microgranulos, granulos o polvos, cada uno de los cuales
se pueden combinar dentro de la formulacién y proteger por el revestimiento hasta que alcance el valor de pH
por encima de 7,3 y el objetivo de la liberacion Gl al menos inicialmente en el ileo.

La Figura 4 ilustra que debido a la liberaciéon del revestimiento entérico a pH 5,5 solo se dirige al duodeno y el
antigeno liberado en el duodeno no sobreviviria al transito para alcanzar el colon, la administracion en colon
derecho y apéndice requiere una pildora exterior y una interior. La estrategia de la pildora interior es requerida
para evitar el duodeno con el revestimiento exterior que se disuelve solamente a pH de aproximadamente 7,3 a
7.6, el cual puede liberar sus contenidos activos, si es necesario, en el ileo. De ese modo, la pildora interior se
libera intacta en el ileo, pero no se disuelve alli; pasa dentro del colon donde el pH es 5,5 a 6,0 y en el que libera
sus contenidos.

La Figura 5 ilustra el concepto de “pildora de vacuna dentro de una pildora de vacuna”: liberacion dirigida en
freno ileal (pH 7,3 a 7,5) y liberacién en colon/apéndice de la pildora de vacuna interior, la cual contiene la
formulacién de vacuna para la liberacion dirigida en apéndice a pH de aproximadamente 5,5 a 6,2.

La Figura 6 ilustra los dos nuevos sitios de disolucion gastrointestinal de la pildora de vacuna dentro de una
pildora de vacuna.

Descripcion detallada de la invencién

Como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones adjuntas, las formas del singular “un”, una” y “el”,
“la” incluyen la referencia al plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Por tanto, por ejemplo, una
referencia a “un compuesto” u otro elemento de la presente invencion incluye una pluralidad (por ejemplo, dos o mas
elementos) de tales elementos, y demas. En ninguna circunstancia se ha de interpretar que la patente esta limitada
a los ejemplos o realizaciones especificas o métodos especificamente descritos en el presente documento.

El término “compuesto”, como se usa en el presente documento, a menos que se indique lo contrario, se refiere a
cualquier compuesto quimico especifico, incluyendo un antigeno descrito en el presente documento e incluye
tautémeros, regioisémeros, isdmeros geométricos, y cuando sea aplicable, sus isbmeros opticos, asi como sus sales
farmacéuticamente aceptables. Dentro de su uso en el contexto, el término compuesto generalmente se refiere a un
compuesto sencillo, incluyendo un antigeno, pero también puede incluir otros compuestos como estereoisémeros,
regioisémeros y/o isémeros opticos (incluyendo mezclas racémicas) asi como enantidmeros especificos o mezclas
enantioméricamente enriquecidas de compuestos descritos.

El término “antigeno” o “inmundgeno” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier compuesto (por
ejemplo, péptido, carbohidrato, fragmento de una célula, un microbio o un virus (con frecuencia atenuado o inactivo),
o fragmento de ADN o ARN que se puede usar para provocar una respuesta inmunogénica en el apéndice o el ileo
de un paciente al que se administran las presentes composiciones. Hay que indicar que los fragmentos de ADN o
ARN se consideran antigenos en ciertas estrategias de vacuna o se pueden administrar para expresar un antigeno,
cada uno de los cuales se define por lo demas como un compuesto en el presente documento. El término
“composiciéon antigénica” se refiere a una composicion que contiene uno o mas antigenos. Las composiciones
antigénicas se usan para generar una respuesta inmunogénica en un paciente o sujeto tras la administracion o
introduccion.

Hay que indicar que la presente invencion contempla la administracion de composiciones antigénicas que
comprenden microbios atenuados (especialmente incluyendo bacterias) o virus que estan disefiados para provocar
una respuesta inmunogénica sin causar enfermedad. La cepas de vacuna de microbios o virus atenuados son
especies intrinsecamente invasivas, en muchos casos altamente virulentas y pueden causar enfermedades graves
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con incluso un pequefio indculo tan pequefio como 103. Por consiguiente, las cepas de microbios vacuna, en
particular, bacterias, nunca se dan en grandes cantidades, preferiblemente entre aproximadamente 102 a
aproximadamente 5x10% o aproximadamente 102 a aproximadamente 5x10° microbios por dosis, incluso a
superficies no estériles tales como el tracto gastrointestinal humano, debido a la probabilidad de que grandes
numeros causasen enfermedad invasiva y/o dafio tisular. Ademas, las cepas bacterianas que se usan en la presente
invencion son o bien inactivas o atenuadas. El uso de microbios atenuados, incluyendo bacterias atenuadas, para
provocar una respuesta inmunogénica en un paciente o sujeto se encuentra en contraste con el uso de una bacteria
viva, por ejemplo, una poblacién bacteriana probidtica que se administra a un sujeto para un fin completamente
diferente y que tiene caracteristicas basicamente diferentes de la presente invencion. En el caso de la administracion
de organismos probidticos, los organismos estan vivos y animados y se administran en grandes cantidades (hasta
aproximadamente 102 organismos o mas) para repoblar el tracto gastrointestinal de un paciente o sujeto con los
organismos. Por tanto, la naturaleza del organismo y el nimero de organismos a administrar en una estrategia de
reposicion tal como se usa con probidticos se colocan en completo contraste al uso de microbios, incluyendo
microbios atenuados, para provocar una respuesta inmunogénica conforme a la presente invencion.

Un antigeno preferido puede o no puede contener una sustancia adyuvante, pero en cualquier caso de la aplicacion
por los expertos en la técnica debe demostrar una respuesta protectora suficiente en el paciente al cual se da.

El término “paciente” o “sujeto” se usa a lo largo de la memoria dentro del contexto para describir un animal,
generalmente un mamifero, incluyendo con frecuencia un animal domesticado (incluyendo animales de granja), pero
o un animal de ensayo de laboratorio y preferiblemente un ser humano, al cual se proporciona tratamiento,
incluyendo tratamiento profilactico, con las composiciones y/o métodos segun la presente invencion. Para el
tratamiento de una afeccion particular o patologia que es especifica para un animal especifico tal como un paciente
humano, el término paciente se refiere al animal especifico.

El término “eficaz” se usa en el presente documento, a menos que se indique lo contrario, para describir una
cantidad de un compuesto, composicion o componente y durante un periodo apropiado de tiempo de exposicion que,
en el contexto, se usa para producir o efectuar un resultado deseado, si ese resultado se relaciona con la
provocacion de una respuesta inmunogénica, provocando una respuesta inmune especifica al antigeno
administrado, o si ese resultado se relaciona con el tratamiento o prevencién/profilaxis de un trastorno o afecciéon
asociada con la presente invencion o alternativamente, se usa para producir otro compuesto, agente o composicion.
Este término subsume todos los otros términos de cantidad eficaz o de concentracion eficaz que son por lo demas
descritos en la presente solicitud.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, a la décima de la unidad del
limite inferior a menos que el contexto dicte claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior de ese intervalo
y cualquier otro valor indicado o intermedio en el intervalo indicado es abarcado dentro de la invencién. También se
abarca dentro de la invencién los limites superiores e inferiores de estos intervalos menores que se pueden incluir
independientemente en los intervalos menores, sujetos a cualquier limite especificamente excluido en el intervalo
indicado. Cuando el intervalo indicado incluye uno o ambos de los limites, los intervalos que excluyen cualquiera de
ambos de aquellos limites incluidos también son incluidos en la invencién.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que el comunmente entendido por el experto en la técnica a la cual pertenece esta invencion.
Aunque algunos métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos en el presente documento
también se usan en la practica o ensayo de la presente invencion, los métodos y materiales preferidos se describen
mas adelante.

El término “sustancia nutricional” se usa de manera sinénima a “composicion farmacéutica” y “sustancia liberadora
de hormona de freno ileal” en ciertos contextos en el presente documento y se refiere a la sustancia que produce el
efecto deseado en el ileo de un paciente o sujeto conforme a la presente invencion.

Una “sustancia nutricional” incluye, pero no se limita a, proteinas y aminoacidos asociados, grasas que incluyen
grasas saturadas, grasas monosaturadas, grasas poliinsaturadas, acidos grasas basicos, acidos grasos Omega-3 y
Omega-6, acidos grasos trans, colesterol, sustitutos de grasa, carbohidratos tales como fibra dietética (fibra tanto
soluble como insoluble), almidéon, azucares (incluyendo monosacaridos, fructosa, galactosa, glucosa, dextrosa,
disacaridos, lactosa, maltosa, sacarosa, y alcohol), azlicares poliméricos que incluyen inulina y polidextrosa,
sustitutos naturales del azicar (incluyendo brazzeina, Curculina, eritritol, fructosa, glicirrizina, glicirrizina, glicerol,
hidrosilatos de almidon hidrogenados, maltosa, isomaltosa, lactitol, mabinlina, maltitol, manitol, miraculina, monelina,
pentadina, sorbitol, estevia, tagatosa, taumatina y xilitol), sahlep, y extracto de raiz de halwa. La D-glucosa
(dextrosa) es una sustancia nutricional preferida. Las sustancias nutricionales incluyen todas las composiciones que
proporcionan los nutrientes anteriormente mencionados tras la digestion o que contienen tales nutrientes, incluyendo
las formas poliméricas de estos nutrientes.

Componentes nutricionales adicionales que se pueden incluir en las composiciones segun la presente invencion
incluyen, cebada, conocida por ser un fuente rica de vitaminas altamente metabolizables y minerales tales como



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 692 068 T3

vitaminas A, B1, B2, B6 y C, potasio, magnesio y zinc. Ademas, la cebada también tiene una alta concentracion de
la enzima superéxido dismutasa (SOD), la cual se ha mostrado que tiene altos niveles de actividad antioxidante. La
cebada y derivados se clasifican como “Generally Regarded Safe” (Generalmente Considerados como Seguros)
(GRAS) por la FDA. La cebada se cree que es un nutriente importante en la regulacién del proceso digestivo debido
a que se cree que los micronutrientes, enzimas (por ejemplo, SOD), y fibra contenidos en la cebada mejoran las
funciones inmunes intestinales y de reparacion.

El té de hoja de alfalfa fresca o seca también es utilizable en la invencion, para estimular el apetito, y como buena
fuente de clorofila y fibra. La Alfalfa contiene biotina, calcio, colina, inositol, hierro, magnesio, PABA, fosforo, potasio,
proteina, sodio, azufre, triptéfano (aminoacido), y vitaminas A, complejo B, C, D, E, K, P y U. Los suplementos de
alfalfa se recomiendan para tratar la mala digestion, y se muestran que bajan los niveles de colesterol en estudios
con animales. La alfalfa se clasifica como “Generally Regarded Safe” (Generalmente Considerada como Segura)
(GRAS) por la FDA. Las dosis pueden oscilar desde 25 a 1.500 mg, preferiblemente 500 a 1.000 mg de hoja secada
por dia.

La Chlorella es otra sustancia mas utilizable en la invencién en combinacién con la sustancia nutricional
(preferiblemente D-glucosa o dextrosa), que es un género de alga verde unicelular, crecida y cultivada en tanques,
purificada, procesada y secada para formar un polvo. La Chlorella es rica en clorofila, carotenos y contiene el
complejo de vitamina B completo, vitaminas E y C, y tiene un amplio rango de minerales, incluyendo magnesio,
potasio, hierro y calcio. La Chlorella también proporciona fibra dietética, acidos nucleicos, aminoacidos, enzimas,
CGF (Factor de Crecimiento de la Chlorella) y otras sustancias. Las dosis pueden oscilar de 300 a 1.500 mg/dia.

La Clorofilina es otra sustancia nutricional mas, que es un aditivo alimenticio conocido y se ha usado como una
medicina alternativa. La Clorofilina es un derivado de sodio/cobre semisintético, soluble en agua de la clorofila, y el
principio activo en un nimero de preparaciones internamente tomadas previstas para reducir olores asociados con
procedimientos de incontinencia, colostomias y similares, asi como olor corporal en general. También esta
disponible como una preparacion tépica, supuestamente Util para el tratamiento y el control del olor de heridas,
lesiones y otras afecciones de la piel, tales como para quemaduras por radiacion.

El alginato de sodio también se puede usar como una sustancia nutricional, preferiblemente en combinacién con D-
glucosa o dextrosa.

El término “ileo” se usa para describir la tercera (de tres) parte del intestino delgado justo antes de que el intestino
delgado llegue a ser el intestino grueso en el tracto gastrointestinal. El ileo es la seccion final del intestino delgado
en la mayoria de los vertebrados superiores, incluyendo mamiferos. El ileo sigue al duodeno y yeyuno en el intestino
delgado, y esta separado del “Ciego” por la valvula ileocecal (VIC). En seres humanos, el ileo es de
aproximadamente 2 a 4 metros de longitud, y el pH normalmente oscila entre 7 y 8 (neutro o ligeramente alcalino).
La funcion del ileo es principalmente absorber la vitamina B12, sales biliares y cualquier producto de la digestion que
no fue absorbido por el yeyuno. La propia pared esta compuesta por pliegues, cada uno de los cuales tiene muchas
proyecciones similares a pequefios dedos conocidos como “vellosidades” sobre su superficie. Sucesivamente, las
células epiteliales que cubren estas vellosidades poseen incluso mayores nimeros de microvellosidades. Las areas
dentro de estas vellosidades contienen los componentes importantes del sistema inmune denominados placas de
Peyer. Las células del SNED (sistema neuroendocrino difuso) que recubren el ileo contienen cantidades menores de
las enzimas proteasa y carbohidrasa (gastrina, secretina, colecistoquinina) responsables de las fases finales de la
digestion de proteina y carbohidrato. Estas enzimas estan presentes en el citoplasma de las células epiteliales.

Retrasar la liberacion in vivo de la mayoria de la sustancia nutricional y/o antigeno hasta que la forma farmacéutica
alcance el ileo del sujeto o el apéndice y el colon derecho significa: (1) que no menos de alrededor el 50 % en peso,
no menos de alrededor del 70 % en peso, mas preferiblemente no menos de alrededor del 80 % en peso, y mas
preferiblemente no menos de alrededor del 90 %, de la sustancia nutricional y/o antigeno permanece sin liberarse in
vivo antes de la llegada de la forma farmacéutica al ileo o apéndice y colon derecho de un sujeto; y (2) que no
menos de alrededor del 50 %, no menos de alrededor del 70 % en peso, mas preferiblemente no menos de
alrededor del 80 % en peso, y mas preferiblemente no menos de alrededor del 90 %, de la sustancia nutricional
permanece sin liberarse in vivo para cuando la forma farmacéutica entra en el ileo o apéndice y colon derecho del
sujeto.

En aspectos preferidos de la invencién esta cantidad de sustancia nutricional es al menos aproximadamente 1
gramo, al menos aproximadamente 2,5 gramos, al menos aproximadamente 3 gramos, al menos aproximadamente
5 gramos, al menos aproximadamente 7,5 gramos, preferiblemente aproximadamente 10 gramos a
aproximadamente 12 a 12,5 gramos o mas (aproximadamente 12,5 a aproximadamente 20 gramos, especialmente
de materiales poliméricos tales como polidextrosa u otros compuestos de mayor peso molecular) de la sustancia
nutricional y en particular, glucosa, se libera dentro del intestino delgado en el ileo para estimular las hormonas del
ileo y hormonas relacionadas y lograr un resultado secundario asociado con la induccion de la saciedad y/o la
influencia de una o mas de resistencia a insulina (disminuir la resistencia), azicar en sangre (disminuir /estabilizar
los niveles de glucosa), leptina (incrementar), secreciéon de glucagén (disminuir), liberacion de insulina (disminuir y/o
estabilizar la liberacion y/o niveles), liberacion de hormona de ileo (incrementar) u otra liberaciéon de hormona, en
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particular, una o mas de GLP-1, glicentina, GLP-1 extendida a glicina C-terminalmente (7 37), (PG (78 108); C-
péptido, péptido-2 intermedio (PG (111 122) amida); GLP-2 (PG (126 158), GRPP (PG (1 30), oxintomodulina (PG
(33 69), y otras fracciones peptidicas para ser aisladas, PYY (1-36), PYY (3-36), colecistoquinina (CCK), gastrina,
enteroglucagodn, secretina, asi como leptina, IGF-1 y IGF-2, y preferiblemente, una o mas, dos o mas, tres 0 mas,
cuatro o mas, cinco o mas, seis 0 mas, siete o0 mas, o todas de GLP1, GLP2, C-péptido, PYY (1-36 y/o 3-36),
glucagon, leptina, IGF-1y IGF-2.

En la presente invencion todos los antigenos, adyuvantes y principios activos coadministrados se usan en
cantidades eficaces para proporcionar actividad relevante al uso del compuesto. Por ejemplo, en terapia de
combinacién, un antigeno canceroso, un adyuvante opcional y agente de liberacién de hormona de freno ileal
opcional se usan todos en cantidades eficaces. La cantidad de tales composiciones usadas en la presente invencion
puede variar segun la naturaleza de la composicion, la edad y el peso del paciente y otros numerosos factores que
pueden influir en la biodisponibilidad y las farmacocinéticas de la composicion, la cantidad de la composiciéon que se
administra a un paciente generalmente oscila de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg o
mas, aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg, aproximadamente 0,1 a aproximadamente 15
mg/kg, aproximadamente 1 mg a aproximadamente 10 mg/kg por dia y de otra manera descrito en el presente
documento. El experto puede reconocer facilmente las variaciones en los calendarios de dosificacion o las
cantidades a realizar durante el trascurso de la terapia.

El término “hormonas del ileo” incluye todas las hormonas que estan asociadas con sustancias alimenticias
intraluminales que estimulan la liberacién de dichas hormonas, podrian estar asociadas con la retroalimentacion de
saciedad a partir del ileo o estimulacion relacionada con el ileo de la secrecién de insulina o inhibicién de la
secrecion de glucagoén. Por lo tanto, las “hormonas del ileo” incluyen, pero no se limitan a, GLP-1, glicentina, GLP-1
extendida a glicina C-terminalmente (7 37), (PG (78 108); péptido-2 intermedio (PG (111 122) amida); GLP-2 (PG
(126 158), GRPP (PG (1 30)), oxintomodulina (PG (33 69), y otras fracciones peptidicas a aislar, PYY (PYY 1-36) y
(PYY 3-36), colecistoquinina (CCK), gastrina, enteroglucagén y secretina.

El término “cantidad estimulante de la hormona de ileo de una sustancia nutricional” o “sustancia liberadora de
hormona de freno ileal” significa cualquier cantidad de una sustancia nutricional que es eficaz para inducir la
liberacién de la hormona medible en el ileo, particularmente en ciertos aspectos de la presente invencién la
produccion de interferdn (IFN) y la reduccién de la liberacion de endotoxina. Muchas de las hormonas del freno ileal
inducen saciedad en el paciente mediante retroalimentacion a partir del ileo o estimulacion relacionada con el ileo de
la secrecion de insulina o inhibicién de la secrecién de glucagon, u otros efectos tales como parada o disminucion de
la resistencia a insulina e incrementacion de la tolerancia a glucosa. Por consiguiente, una “cantidad estimulante de
la hormona del ileo de una sustancia nutricional” puede variar mucho en dosis dependiendo de los factores tales
como el nutriente especifico en cuestion, el efecto deseado de administracion, el objetivo deseado de minimizar la
ingesta caldrica, y las caracteristicas del sujeto al que se administra la sustancia nutricional. Por ejemplo, se usa al
menos aproximadamente 500 mg de D-glucosa, y una cantidad estimulante de hormona del ileo particularmente
preferida de D-glucosa incluye entre aproximadamente 7,5 a 8 g a aproximadamente 12 a 12,5 g (preferiblemente
alrededor de 10 g).

Las formas farmacéuticas usadas en los métodos de la invencion pueden estar en forma adecuada para el uso oral,
por ejemplo, como comprimidos, trociscos, grajeas, suspensiones, microsuspensiones, polvos dispersables o
granulos, emulsiones, microemulsiones, capsulas duras o blandas. Las formas farmacéuticas utiles incluyen
sistemas de administraciéon osmaética como se describe en los documentos de Patente americana N.° 4.256.108;
5.650.170 y 5.681,584, sistemas multiparticulados como se describe en el documento de Patente americana N.°
4.193.985; sistemas en los que la sustancia nutricional se reviste con una pelicula mezclada de un compuesto
organico hidréfobo-polimero entérico como se describe en el documento de Patente americana N.° 6.638.534;
sistemas tales como los descritos en los documentos de Patente americana N.° 7.081.239; 5.900.252; 5.603.953; y
5.573.779; formulaciones de emulsion seca revestidas entéricas (por ejemplo, Journal of Controlled Release, vol.
107, articulo 1 20 de Septiembre, paginas 91-96), y emulsiones tales como el sistema de emulsion de Olibra® y las
descritas en el documento de Patente americana N.° 5.885.590. Los expertos en la técnica anterior saben como
formular estas diversas formas farmacéuticas y modificar estas formas de modo que liberen la mayoria de su
sustancia nutricional en el ileo o duodeno de un sujeto como por lo demas se describe en el presente documento
ajustando las caracteristicas de solubilidad y pH de liberacion de las formas farmacéuticas una vez que la presente
invencion llegue a ser conocida para ellos.

Formas farmacéuticas como ejemplo que liberaran la mayoria de la sustancia nutricional in vivo tras alcanzar el ileo
incluyen formas farmacéuticas orales tales como comprimidos, trosciscos, grajeas, polvos o granulos dispersables, o
capsulas duras o blandas que estan formadas revistiendo la sustancia nutricional con un revestimiento entérico (por
ejemplo, un derivado de la celulosa entérico, un copolimero acrilico entérico, un copolimero maleico entérico, un
derivado de polivinilo entérico, o shellac). Los revestimientos entéricos preferidos tienen un perfil de disolucion de pH
que retrasa la liberacion in vivo de la mayoria de la sustancia nutricional hasta que la forma farmacéutica alcanza el
ileo. Los revestimientos entéricos pueden consistir en una composicién Unica, o pueden comprender dos o mas
composiciones, por ejemplo, dos o mas polimeros o composiciones de compuesto organico hidréfobo-polimero
entérico como se describe en el documento de Patente americana N.° 6.638.534).
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Un material que tiene un perfil de disoluciéon de pH que retrasa la liberacion in vivo de la mayoria de la sustancia
nutricional y/o antigeno hasta que la forma farmacéutica alcanza el ileo, ileo distal o colon en la proximidad del
apéndice incluye pero no se limita a celulosa acetato trimelitato (CAT), hidroxipropilmetilcelulosa ftalato (HPMCP),
polivinil acetato ftalato (PVAP), celulosa acetato ftalato (CAP), shellac, copolimeros de acido metacrilico y acrilato de
etilo, copolimeros de acido metacrilico y acrilato de etilo al cual se ha afiadido un monémero de acrilato de metilo
durante la polimerizacion, una mezcla del complejo de amilosa-butan-1-ol (amilosa vitrea) con dispersion acuosa de
Ethocel® (Milojevic y col., Proc. Int. Symp. Contr. Rel. Bioact. Mater. 20, 288, 1993), una formulaciéon de
revestimiento que comprende un revestimiento interior de amilosa vitrea y un revestimiento exterior de celulosa o
material de polimero acrilico (Allwood y col. GB 9025373.3), pectinato de calcio (Rubenstein y col., Pharm. Res., 10,
258, 1993) pectina, sulfato de condroitina (Rubenstein y col. Pharm. Res. 9, 276, 1992), almidones resistentes (PCT
WO 89/11269), hidrogeles de dextrano (Hovgaard, y col., 3rd Eur. Symp. Control. Drug Del., Abstract Book, 1994,
87) goma guar modificada tal como goma guar modificada con bdrax, (Rubenstein y Gliko-kabir, S.T.P. Pharma
Sciences 5, 41-46, 1995), beta-ciclodextrina (Sidke y col., Eu. J. Pharm. Biopharm. 40 (supl), 335, 1994), polimeros
que contienen sacarido, por ejemplo, una construccidon polimérica que comprende un biopolimero que contiene
oligosacarido sintético incluyendo polimeros metacrilicos covalentemente acoplados a oligosacaridos tales como
celobiosa, lactulosa, rafinosa y estaquiosa, o que contienen sacarido, polimeros naturales incluyendo
mucopolisacaridos modificados tales como pectato reticulado (Sintov y Rubenstein PCT/US 91/03014); metacrilato-
galactomanano (Lehmann y Dreher, Proc. Int. Symp. Control. Rel. Bioact. Mater. 18, 331,1991) e hidrogeles
sensibles a pH (Kopecek y col., J. Control. Rel. 19, 121,1992), y almidones resistentes, por ejemplo, amilosa vitrea.

Los metacrilatos de metilo o copolimeros de acido metacrilico y metacrilato de metilo son materiales preferidos que
tienen un perfil de disolucion de pH que retrasa la liberacion in vivo de la mayoria del antigeno hasta que la forma
farmacéutica alcanza el apéndice y/o el colon derecho. Tales materiales estan disponibles como polimeros
Eudragit® (Rohm Pharma, Darmstadt, Alemania). Por ejemplo, se pueden usar Eudragit® L100 y Eudragit® S100, o
bien solos o en combinacion. Eudragit® L100 se disuelve a pH 6 para arriba y comprende 48,3 % de unidades de
acido metacrilico por g de sustancia seca; Eudragit® S100 se disuelve a pH 7 para arriba y comprende 29,2 % de
unidades de acido metacrilico por g de sustancia seca. Generalmente, el polimero de encapsulamiento tiene una
cadena principal polimérica y acido u otros grupos funcionales solubilizador. Los polimeros que se han encontrado
adecuados con el fin de la presente invencion incluyen poliacrilatos, polimero de acrilato ciclico, acidos poliacrilicos y
poliacrilamidas. Otro grupo preferido de polimeros de encapsulamiento son los acidos poliacrilicos Eudragit® L y
Eudragit® S que se pueden combinar opcionalmente con Eudragit® RL o RS. Estos acidos acrilicos modificados son
utiles puesto que se pueden hacer solubles a un pH de 6 o 7,5, dependiendo del Eudragit particular elegido, y en la
proporcion de Eudragit® S y Eudragit® L, RS y RL usados en la formulacion. Combinando uno o ambos de
Eudragit® L y Eudragit® S con Eudragit® RL y RS (5 a 25 %), es posible obtener una pared de capsula mas fuerte y
aun conserva la solubilidad dependiente de pH de la capsula. En aspectos preferidos adicionales de la invencién, se
puede usar un revestimiento de shellac (que también incluye uno o mas emulsionantes tales como hipromelosa y/o
triacetina) que es elegido para tener un perfil de disolucion dependiente de pH adecuado para liberar los contenidos
de una forma farmacéutica tal como un comprimido dentro del ileo de un paciente o sujeto. Este tipo de
revestimiento proporciona un planteamiento nutrateric para liberacion retrasada y/o controlada usando componentes
de origen natural no sintéticos.

En algunas realizaciones, el perfil de revestimiento que retrasa la liberacion in vivo de la mayoria del antigeno hasta
que la forma farmacéutica alcance el apéndice y/o colon derecho comprende Eudragit® L100 y shellac o glaseado
alimenticio/farmacéutico, Eudragit® S100 en el intervalo de 100 partes L100:0 partes S100 a 20 partes L100:80
partes S100, mas preferiblemente 70 partes L100:30 partes S100 a 80 partes L100:20 partes S100. Cuando el pH al
cual el revestimiento comienza a disolverse incrementa, el espesor necesario para alcanzar la administracion
especifica a ileo disminuye. Para formulaciones en las que la relacién de Eudragit® L100:S100 es alta, se puede
usar un espesor de revestimiento del orden de 150 a 200 um. Para revestimientos en los que la relacién de
Eudragit® L100:S100 es baja, se puede usar un espesor de revestimiento del orden de 80 a 120 ym. Las formas
farmacéuticas usadas en los métodos de la invencién pueden incluir uno o mas vehiculos, aditivos o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

El término “farmacéuticamente aceptable” se refiere a un vehiculo, aditivo o excipiente que no es inaceptablemente
toxico al sujeto al cual se administra. Los excipientes farmacéuticamente aceptables se describen en detalle por
E.W. Martin, en “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, entre otros bien conocidos en la técnica. vehiculos
farmacéuticamente aceptables, tales como citrato de sodio o fosfato de dicalcio, y/o cualquiera de los siguientes: (1)
cargas o prolongadores, tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol, y/o acido silicico; (2)
aglutinantes, tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa, y/o
acacia; (3) humectantes, tales como glicerol; (4) agentes desintegrantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio,
almidon de patata o tapioca, acido alginico, ciertos silicatos, y carbonato de sodio; (5) agentes retardantes de
solucion, tales como parafina; (6) aceleradores de la absorcion, tales como compuestos de amonio cuaternario; (7)
tensioactivos, tales como, por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; (8) absorbentes, tales como
caolin y arcilla de bentonita; (9) lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio,
polietilenglicoles sélidos, lauril sulfato de sodio, y sus mezclas; y (10) agentes colorantes. En el caso de capsulas,
comprimidos y pildoras, las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes tampones. Las
composiciones solidas de un tipo similar también se pueden emplear como cargas en capsulas de gelatina
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rellenadas blandas y duras que usan tales excipientes como lactosa o azucares de la leche, asi como
polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Las emulsiones y microemulsiones pueden contener diluyentes inertes comunmente usados en la técnica, tales
como agua u otros disolventes, agente solubilizadores y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol
isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-
butilenglicol, aceites (en particular, aceites de semilla de algodén, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo),
glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de acido graso de sorbitan y sus mezclas. Ademas de
los diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir adyuvantes tales como tensioactivos,
emulsionantes y agentes de suspension, edulcorantes, aromatizantes, colorantes, de aromatizacion y agentes
conservantes.

Las suspensiones, ademas de la sustancia nutricional, pueden contener agentes de suspension tales como
alcoholes isostearilicos etoxilados, polioxietileno sorbitol, y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina,
metahidroxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y sus mezclas.

Las técnicas para formular las formas farmacéuticas Utiles anteriormente mencionadas o bien estan descritas en las
referencias anteriormente citadas o son bien conocidas por los expertos en la técnica. La pildora de vacuna en una
forma farmacéutica de pildora de vacuna como se ilustra en las figuras 5 a 6 o como se modifica es una forma
farmacéutica particularmente preferida que es Util en los métodos de tratamiento de la invencion.

“Polimero biocompatible” como se usa en el presente documento se pretende que describa polimeros que no son
téxicos a células. Los compuestos son “biocompatibles” si su adicion a células in vitro da como resultado menos de o
igual al 20 % de muerte celular y no inducen inflamacion significativa u otros efectos adversos significativos in vivo.

Los polimeros biocompatibles se pueden clasificar como biodegradables y no biodegradables. Los polimeros
biodegradables se degradan in vivo en funcién de la composicidon quimica, método de fabricacion, y estructura
implante. Se pueden usar polimeros sintéticos y naturales aunque los polimeros sintéticos son preferidos debido a la
degradacién mas uniforme y reproducible y otras propiedades fisicas. Ejemplos de polimeros sintéticos incluyen
polianhidridos, polihidroxiacidos tales como acido polilactico, acidos poliglicélicos y sus compolimeros, poliésteres,
poliamidas, poliortoésteres y algunos polifosfacenos. Ejemplos de polimeros de origen natural incluyen proteinas y
polisacaridos tales como colageno, acido hialurénico, albumina y gelatina. El antigeno y/o farmaco puede estar
encapsulado dentro, por toda y/o sobre la superficie del implante. El antigeno y/o farmaco se libera por difusion,
degradacién del polimero, o una combinaciéon de los mismos. Hay dos clases generales de polimeros
biodegradables: aquellos que se degradan por erosion en masa y los que se degradan por erosion superficial. Las
patentes americanas que describen el uso de polianhidridos para la administracién controlada de sustancias
incluyen el documento de Patente americana N.° 4.857.311 de Domb y Langer, documento de Patente americana
N.° 4.888.176 de Langer, y col., y documento de Patente americana N.° 4.789.724 de Domb y Langer.

Otros polimeros tales como acido polilactico, acido poliglicolico y sus copolimeros han estado comercialmente
disponibles como materiales de sutura durante un ndmero de afios y facilmente se pueden formar en dispositivos
para la administracion de farmaco.

Los polimeros no biodegradables permanecen intactos in vivo durante periodos de tiempo prolongados (por ejemplo,
al menos aproximadamente uno o mas afos). El antigeno y/o farmaco cargados dentro de la matriz de polimero no
biodegradable se libera por difusién a través del entramado microporo del polimero de un modo constante y
predecible, el cual se puede confeccionar para proporcionar un tasa de liberacién rapida o una mas lenta alterando
el porcentaje de carga de farmaco, porosidad de la matriz, y estructura de implante. El copolimero etilen-vinil acetato
(EVAC) es un ejemplo de un polimero no biodegradable que se ha usado como un sistema de administracion local
para proteinas y otras micromoléculas, como se publicé por Langer, R., y J. Folkman, Nature (London) 263:797-799
(1976). Otros incluyen poliuretanos, poliacrilonitrilos, y algunos polifosfacenos.

Los polimeros catidnicos se han usado mucho como vectores de transfeccion debido a la facilidad con la que
pueden condensar y proteger las cadenas de ADN negativamente cargadas. Los polimeros que contienen amina
tales como poli(lisina) (Zauner y col., Adv. Drug Del. Rev., 30:97-113, 1998; Kabanov y col., Bioconjugate Chem.,
6:7-20, 1995, las ensefianzas enteras de cada una de las anteriores referencias se incorporan en el presente
documento como referencia), poli(etilenimina) (PEI) (Boussif y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92:7.297-7.301,
1995, las ensefianzas enteras de las que se incorporan en el presente documento como referencia), y
poli(amidoamina) dendrimeros (Kukowska-Latallo y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 93:4.897-4.902, 1996; Tang y
col., Bioconjugate Chem. 7:703-714, 1996; Haensler y col., Bioconjugate Chem., 4:372-379, 1993; las ensefianzas
enteras de cada una de las referencias anteriores estan incorporadas en el presente documento como referencia)
estan positivamente cargadas a pH fisiolégico, forman pares de iones con los acidos nucleicos, y median la
transfeccion en una diversidad de lineas celulares.

También se han desarrollado poliésteres degradables que portan cadenas laterales cationicas (Putnam y col.,
Macromolecules, 32:3.658-3.662, 1999; Barrera y col., J. Am. Chem. Soc. 115:11.010-11.011, 1993; Know y col.,
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Macromolecules, 22:3.250-3.255, 1989; Lim y col., J. Am. Chem. Soc., 121:5.633-5.639, 1999; Zhou y col.,
Macromolecules, 23:3.399-3.406, 1990, las ensefanzas enteras de cada una de las referencias anteriores estan
incorporadas en el presente documento como referencia). Ejemplos de estos poliésteres incluyen poli(L-lactido-co-L-
lisina) (Barrera y col., J. Am. Chem. Soc., 115:11.010-11.011, 1993; las ensefianzas enteras de las que estan
incorporadas en el presente documento como referencia), poli(serina éster) (Zhou y col., Macromolecules, 23:3.399-
3.406, 1990, la ensefanza entera de cada una de las referencias anteriores estan incorporadas en el presente
documento como referencia), poli(4-hidroxi-L-prolina éster) (Putnam y col., Macromolecules, 32:3.658-3.662, 1999;
Lim y col., J. Am. Chem. Soc., 121:5.633-5.639, 1999, las ensefianzas enteras de cada una de las referencias
anteriores estan incorporadas en el presente documento como referencia). Recientemente se demostré que el
poli(4-hidroxi-L-prolina éster) condensa ADN plasmido a través de interacciones electroestaticas, y media la
transferencia génica (Putnam y col, Macromolecules, 32:3.658-3.662, 1999; Lim y col.,, J. Am. Chem. Soc.,
121:5.633-5.639, 1999, las ensefianzas enteras de cada una de las referencias anteriores estan incorporadas en el
presente documento como referencia). Importantemente, estos nuevos polimeros son significativamente menos
toxicos que la poli(lisina) y PEI, y se degradan en metabolitos no toxicos.

Los revestimientos entéricos se pueden aplicar mediante técnicas de revestimiento convencionales, tales como
revestimiento en bombo o revestimiento en lecho fluidizado, usando soluciones de polimeros en agua o disolventes
organicos adecuados o usando dispersiones de polimero acuosas. Como realizacion alternativa, el revestimiento
entérico de control de liberacion puede separar las capas de antigeno y/o farmaco adicionales sobre el nucleo; por
ejemplo, después del revestimiento con la sustancia controladora de la liberacién, se puede aplicar otra capa de
antigeno y/o farmaco, que es seguida por otra capa controladora de la liberacion, etc. Por ejemplo, materiales
adecuados para la capa controladora de la liberacién incluyen EUDRAGIT® (copolimeros de ésteres de acido
acrilico y metacrilico), Eudragit®RS (copolimeros de ésteres de acido acrilico y metacrilico), derivados de celulosa
tales como dispersiones acuosas de etilcelulosa (AQUACOAT®, SURELEASE®), hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, polivinilpirrolidona, copolimero de polivinilpirrolidona/ acetato de
vinilo, OPADRY®, y similares.

El espesor del revestimiento afecta al perfil de liberacion en el yeyuno e ileo, y asi se puede usar este parametro
para personalizar el perfil. Los niveles de revestimiento sugeridos son de aproximadamente 1 % a aproximadamente
5 %, preferiblemente aproximadamente 5 % a aproximadamente 10 % (p/p), y aproximadamente 6 % o
aproximadamente 8 % como las realizaciones mas preferidas. Un revestimiento al 8 % p/p deberia liberar
aproximadamente el 80 % del antigeno y/o farmaco en 3 a 3,5 horas después de la ingestion, y un revestimiento al 6
% p/p deberia dar como resultado la liberacion de aproximadamente 80 % del antigeno y/o farmaco en 2,8 a 3,2
horas después de la ingestion. Con frecuencia, en muchos aspectos de la invencion, el espesor del revestimiento
objetivo entre 6 a 10 % en peso, y el tiempo objetivo de absorcion es tan largo como 3,5 horas.

Los métodos descritos en el presente documento también pueden comprender la administracion de uno u otros mas
agentes terapéuticos o farmacos, incluyendo sin limitacion agentes antiviricos, antibacterianos, agentes antifingicos,
agentes anticancerosos y antimicrobianos. Con el fin de la presente invencion, los términos agentes terapéuticos o
farmacos se pretende que abarquen organismos vivos tales como bacterias probidticas y tal interpretacion esta
especificamente excluida en el presente documento.

Ejemplos de agentes antiviricos incluyen, sin limitacion, inhibidores de la transcriptasa inversa tales como, por
ejemplo, zidovudina, didanosina, zalcitabina, estavudina, lamivudina, abacavir, nevirapina, delavirdina, y efavirenz;
inhibidores de la proteasa tales como, por ejemplo, saquinavir, ritonavir, nelfinavir, indinavir, amprenavir y lopinavir;
agentes para tratar el virus del herpes tales como, por ejemplo, aciclovir, valaciclovir, valaciclovir, famciclovir,
ganciclovir, foscarnet y cidolovir; y, agentes para tratar la gripe tales como, por ejemplo, oseltamivir, amantadina,
rimatadina, y zanamivir. Ejemplos de agentes antibacterianos incluyen, sin limitacién, penicilinas, cefalosporinas,
quinolonas, tetraciclinas, macrolidos. Ejemplos de agentes antifingicos incluyen, sin limitacion, anfotericina B,
fluconazol, voriconazol y similares.

El término “cancer” se usa por toda la memoria para referirse al proceso patolégico que da como resultado la
formacién y el crecimiento de un neoplasma canceroso o maligno, es decir, tejido anormal que crece mediante
proliferacion celular, con frecuencia mas rapidamente de lo normal y contintia creciendo después de que cese los
estimulos que iniciaron el nuevo crecimiento. Los neoplasmas malignos muestran carencia parcial o completa de la
organizacion estructural y coordinacién funcional con el tejido normal y la mayoria invaden los tejidos de alrededor,
sufren metastasis en varios sitios, y es probable que se repitan después de intentar la eliminaciéon y causen la
muerte del paciente a menos que se trate adecuadamente. Como se usa en el presente documento, el término
neoplasia se usa para describir todas las patologias cancerosas y abarca o incluye el proceso patolégico asociado
con tumores hematogenos, ascéticos y solidos malignos.

Un planteamiento prometedor para utilizar la presente invencién es incorporar antigenos cancerosos ya
caracterizados (1-10) y administrarlos al ileo y apéndice para aumentar la respuesta inmune resultante. Los
antigenos especificos se describen en los ejemplos, los cuales se presentan en la presente memoria, pero no
significa que sean limitantes, ya que la formulacion descrita en el presente documento se puede adaptar facilmente a
cualquier antigeno de tumor existente o nuevamente descubierto por un experto en la técnica.
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Los antigenos tumorales reconocidos por linfocitos T CD8+ autdlogos y/o anticuerpos se han clasificado dentro de
una o mas de las siguientes categorias a) antigenos de diferenciacion, por ejemplo, tirosinasa, Melan-A/MART-1,
gp100; b) antigenos mutacionales, por ejemplo, CDK4, beta-catenina, caspasa-8 y P53;c) antigenos de
amplificacién, por ejemplo, Her2/neu y P53, d) antigenos de variante de corte y empalme, por ejemplo, NY-CO-
37/PDZ-45 y ING1; e) antigenos viricos, por ejemplo, virus del papiloma humano y VEB; y f) antigenos de TC, por
ejemplo, MAGE, NY-ESO-1 y LAGE-1.(7) Los antigenos de TC son una clase distinta y unica de antigenos de
diferenciacion. Las caracteristicas que definen estos antigenos son los altos niveles de expresion en células
germinales de macho adulto, pero generalmente no en otros tejidos adultos normales, y la expresion aberrante en
una proporcion variable de un amplio rango de diferentes tipos de cancer.

Las formulaciones y métodos de la invencién, ademas de la inmunogenicidad por instilacion y/o inmunidad frente a
infeccion, también se puede usar para “inmunoterapia” para tratar una patologia cancerosa, en particular, un cancer
resistente a farmaco, un cancer resistente a farmaco multiple, una leucemia o cancer hematopoyético relacionado,
incluyendo LLA-T y leucemias relacionadas, especialmente leucemias resistentes a farmaco (mdultiple), tal como
LLA-T, y numerosos tumores cancerosos como se describe por lo demas en el presente documento. Estas
enfermedades pueden incluir un cualquiera o mas de neoplasmas hematopoyéticos y metastasis de tales
neoplasmas, incluyendo enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, leucemias, incluyendo leucemias no agudas y
agudas, tales como leucemia mielégena aguda, leucemia linfocitica aguda, leucemia promielocitica aguda (LPA),
leucemia linfoblastica de linfocito T aguda, leucemia linfoblastica aguda de linaje T (LLA-T), leucemia de linfocito T
adulta, leucemia basofila, leucemia eosindfila, leucemia granulocitica, leucemia de célula pilosa, leucemia
leucopénica, leucemia linfatica, leucemia linfoblastica, leucemia linfocitica, leucemia megacariocitica, leucemia
micromieloblastica, leucemia monocitica, leucemia neutrofila y leucemia de célula madre. Oftros canceres,
incluyendo tumores cancerosos, que se pueden tratar usando la presente invencion incluyen, por ejemplo, cancer de
estomago (especialmente incluyendo células estromales gastricas), colon, rectal, de higado, pancreatico, de pulmon,
mama, cuello del Utero, cuerpo del Utero, ovario, prostata, testiculos, vejiga, renal, de cerebro/SNC, cabeza y cuello,
garganta, enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, mieloma multiple, leucemia, cancer de piel, incluyendo
melanoma y no melanoma, leucemia linfocitica aguda, leucemia mielégena aguda, sarcoma de Ewing, cancer de
pulmén de célula pequeia, coriocarcinoma, rabdomiosarcoma, tumor de Wilms, neuroblastoma, leucemia de célula
pilosa, cancer de bocalfaringe, eséfago, laringe, de rifién y linfoma, entre otros. Canceres adicionales que pueden
ser particularmente responsables para métodos terapéuticos segun la presente invencion incluyen, por ejemplo,
leucemia linfoblastica aguda de linaje T (LLA-T), linfoma linfoblastico de linaje T (LL-T), linfoma de linfocito T
periférico, leucemia de linfocito T adulta, Pre-B LLA, Pre-linfomas B, linfoma de linfocito B grande, linfoma de
Burkitts, LLA de linfocito B, LLA positivo de cromosoma de Philadelphia y LMC positiva de cromosoma de
Philadelphia, cancer de mama, sarcoma de Ewing, osteosarcoma y sarcomas de alto grado no diferenciados, entre
otros.

El término “neoplasia” o “neoplasma” se usa por toda la memoria para referirse al proceso patolégico que da como
resultado la formacion y el crecimiento de un neoplasma canceroso o maligno, es decir, tejido anormal que crece
mediante proliferacion celular, con frecuencia mas rapidamente de lo normal y continua creciendo después de que
cesen los estimulos que iniciaron el nuevo crecimiento. Los neoplasmas malignos muestran carencia parcial o
completa de la organizacion estructural y la coordinacion funcional con el tejido normal y pueden invadir tejidos de
alrededor. Como se usa en el presente documento, el término neoplasia/neoplasma se usa para describir todas las
patologias cancerosas y abarca o incluye el proceso patolégico asociado con el cancer, incluyendo canceres
hematopoyéticos, numerosos tumores cancerosos y su metastasis.

Un “neoplasma hematopoyético” o “cancer hematopoyético” es un neoplasma o cancer de células hematopoyéticas
del sistema sanguineo o linfatico e incluye patologias tales como enfermedad de Hodgkin, linfoma no Hodgkin,
leucemias, incluyendo leucemias no agudas y agudas, tales como leucemia mielégena aguda, leucemia linfocitica
aguda, leucemia promielocitica aguda (LPA), leucemia de linfocito T adulto, leucemia linfoblastica aguda de linaje T
(LLA-T), leucemia basdfila, leucemia eosindfila, leucemia granulocitica, leucemia de célula pilosa, leucemia
leucopénica, leucemia linfatica, leucemia linfoblastica, leucemia linfocitica, leucemia megacariocitica, leucemia
micromieloblastica, leucemia monocitica, leucemia neutréfila y leucemia de célula madre entre otros.

El término “profilactico” se usa en el contexto de esta descripcion con un significado similar como “proporcionar una
respuesta inmunogénica” o alternativamente, “vacunacion” se usa para describir el uso de un compuesto descrito en
el presente documento que reduce la probabilidad de una ocurrencia de una afeccién o enfermedad en un paciente
o sujeto. El término “reducir la probabilidad” se refiere al hecho de que en una poblacién dada de pacientes, se
puede usar la presente invenciéon para reducir la probabilidad de una ocurrencia, recurrencia o metastasis de
enfermedad en uno o mas pacientes dentro de la poblacién de todos los pacientes, mas que prevenir, en todos los
pacientes, la ocurrencia, recurrencia o metastasis de una enfermedad.

En ciertos aspectos segun la presente invencion, en los que diversos canceres son a tratar, las formulaciones se
pueden co-administrar con al menos otro agente anticanceroso tal como antimetabolitos, Ara C, etopdsido,
doxorubicina, taxol, hidroxiurea, vincristina, cytoxan (ciclofosfamida) o mitomicina C, entre numerosos otros,
incluyendo inhibidores de la topoisomerasa | y topoisomerasa Il, tales como adriamicina, topotecan, campotecina e
irinotecan, otro agente tal como gemcitabina y agentes basados en campotecina y cisplatina. Por “coadministrador”

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 692 068 T3

se quiere decir que los presentes compuestos se administran a un paciente de modo que los presentes compuestos
asi como el compuesto coadministrado se puede encontrar en la corriente sanguinea al mismo tiempo, sin reparar
en cuando los compuestos se administran realmente, incluyendo simultaneamente. En muchos casos, la
coadministracion de los presentes compuestos con agentes anticancerosos tradicionales produce un resultado
sinérgico (es decir, mas que aditivo) el cual es inesperado.

Compuestos adicionales que se pueden usar en combinaciéon con las formulaciones de la presente invencion
incluyen, por ejemplo: adriamicina, anastrozol, trioxido arsénico, asparaginasa, azacitidina, BCG vivo, bevacizumab,
capsulas de bexaroteno, gel de bexaroteno, bleomicina, bortezombi, busulfan intravenoso, busulfan oral,
calusterona, campotecina, capecitabina, carboplatina, carmustina, carmustina con implante de polifeprosan 20,
celecoxib, cetuximab, clorambucilo, cisplatina, cladribina, clofarabina, ciclofosfamida, citarabina, cytoxan, citarabina
liposomal, dacarbazina, dactinomicina, actinomicina D, dalteparina sodica, darbepoetina alfa, dasatinib,
dauronorrubicina liposomal, dauronobicina, daunomicina, decitabina, denileuquina, denileuquina diftitox,
dexrazoxano, dexrazoxano, docetaxel, doxorubicina, doxorubicina liposomal, propionato de dromostanolona,
eculizumab, soluciéon B de Elliott, epirubicina, hidrocloruro de epirubicina, epoetina alfa, erlotinib, estramustina,
etoposido fosfato, etopdsido VP-16, exemestano, citrato de fentanilo, filgrastim, floxuridina (intraarterial), fludarabina,
fluorouracilo 5-FU, fulvestrant, gefitinib, gemcitabina, hidrocloruro de gemcitabina, gemicitabina, gemtuzumab
ozogamicina, gleevac, acetato de goserelina, acetato de goserelina, acetato de histrelina, hidroxiurea, ibritumomab
tiuxetan, idarubicina, ifosfamida, mesilato de imatinib, interferon alfa 2a, interferon alfa-2b, irinotecan, irinotecan-
PEG, ditosilato de lapatinib, lenalidomida, letrozol, leucovorina, acetato de leuprolida, levamisol, lomustina CCNU,
mecloretamina, mostaza de nitrogeno, acetato de megestrol, melfalan L-PAM, mercaptopurina 6-MP, mesna,
metotrexato, metoxsaleno, mitomicina C, mitotano, mitoxantrona, fenpropionato de nandrolona, nelarabina,
nofetumomab, oprelvekina, oxaliplatina, paclitaxel, particulas unidas a proteina de paclitaxel, palifermina,
pamidronato, panitumumab, pegademasa, pegaspargasa, pedfilgrastim, peginterferén alfa-2b, disodio pemetrexado,
pentostanina, pipobroman, plicamicina, mitramicina, porfimero sdédico, procarbazina, quinacrina, rasburicasa,
rituximab, sargramostim, sorafenib, estreptozocina, sunitinib, maleato de sunitinib, talco, tamoxifeno, temozolomida,
tenipésido VM-26, testolactona, talidomida, tioguanina 6-TG, tiotepa, topotecan, topotecan hcl, toremifeno,
tositumomab, tositumomab/I-131 tositumomab, trastuzumab, tretinoina ATRA, mostaza de uracilo, valrubicina,
vinblastina, vincristina, vinorelbina, vorinostat, zoledronato, acido zoledrénico y sus mezclas.

Como se describe en el presente documento, otras enfermedades que se pueden tratar o frente a las que se puede
vacunar usando formulaciones de la invencion incluyen, sin limitacion, cualquier infeccion y las enfermedades
causadas por las infecciones. En una realizacion, la infeccion es una infeccion grave. En una realizacion, la infeccion
es una infeccidon bacteriana. En otra realizacién, la infeccién es una infeccion virica. En otra realizacion, la infeccion
es una infeccién fangica. En una realizacion, la enfermedad es sepsis. En ofra realizacion, la enfermedad es una
infeccion que conduce a una enfermedad respiratoria (o una enfermedad respiratoria resultante de una infeccion),
que incluye sin limitacion, infecciones y enfermedades causadas por bacterias gram positivas y gram negativas,
micobacterias (tales como Mycobacterium tuberculosis), infecciones fungicas (por ejemplo, infecciones de
Pneumocystis, Candida e Histoplasma) e infecciones virales (por ejemplo, infecciones de la gripe, varicela y corona
virus tales como coronavirus asociados a SARS). En otra realizacion, la enfermedad es meningitis. En otra
realizacion, la enfermedad es gripe. En una realizacion, la enfermedad es neumonia (sin reparar en si esta causada
por una infeccién bacteriana, virica o fungica). En una realizacién especifica, la neumonia es Neumonia Adquirida en
la Comunidad (NAC). En una realizacion, la infeccion virica es una infeccion retrovirica. En una realizacion, la
infeccion retrovirica es infeccion por VIH. En oftra realizacion, la infeccion es Hepatitis de cualquier variedad,
incluyendo A, B, C u otra. En ofra realizacion, la enfermedad asociada esta asociada con baja expresion de MIF y es
infeccion por un virus u otro patdgeno que usa el receptor de CCRS5 para la infeccion, incluyendo, sin limitacion, VIH-
1, VHC, CMV, virus de Epstein-Barr y Yersinia pestis.

Las formulaciones de la invencion también se pueden administrar en combinacion con un antagonista del factor-a. de
necrosis tumoral (TNFa) o un antagonista del interferén (IFN) (por ejemplo, un antagonista de IFNy) a un sujeto.
Ejemplos de antagonistas de TNFa y IFNy incluyen, sin limitacion, anti-TNF, receptor de TNF soluble, anti-IFNy,
receptor de IFNy soluble, inhibidores de p38 MAPK, e inhibidores de JAK-STAT.

Por tanto, las formulaciones de la invencién pueden tratar y/o prevenir, por ejemplo, infecciones viricas (incluyendo
infecciones retroviricas), infecciones bacterianas, infecciones fungicas, infecciones que conducen a enfermedad
respiratoria, infecciones con VIH, infecciones con CMV, infecciones con el virus de la Hepatitis (especialmente A, B o
C), neumonia, Neumonia Adquirida en la Comunidad (NAC), meningitis y gripe. En ciertas realizaciones, una
formulacién de la invencion se usa para tratar y/o prevenir infecciones patégenas durante las fases agudas de la
infeccion, incluyendo durante un rebrote de la infeccidon, durante un cambio de terapia, cuando se manifiestan
sefiales de resistencia a terapia en el sujeto, o como una intervencion temprana.

En una realizacion, la invencion proporciona un método de tratamiento y/o prevencion de una infeccion que conduce
a una enfermedad respiratoria que comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una
formulacién de la invencion. Las infecciones que conducen o pueden conducir a enfermedad respiratoria incluyen,
sin limitacién, infecciones por bacterias gram positivas y gram negativas, micobacterias (tales como Mycobacterium
tuberculosis), infecciones fungicas (por ejemplo, infecciones de Pneumocystis, Candida e Histoplasma) e infecciones
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viricas (por ejemplo, infecciones de la gripe, varicela y corona virus tales como coronavirus asociados a SARS).

La invencién también proporciona un método de tratamiento y/o prevencion de una enfermedad respiratoria
resultante de una infeccién que comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una
formulacion de la invencion.

En ciertas realizaciones, la invencién proporciona un método de tratamiento y/o prevencion de neumonia en un
sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacion de la
invencion. Las infecciones microbianas que conducen a neumonia incluyen, sin limitacién, infecciones bacterianas
(por ejemplo, infecciones de bacterias gram positivas, bacterias gram negativas y micobacterias tales como
Mycobacterium tuberculosis), infecciones flngicas (por ejemplo, infecciones de Pneumocystis, Candida e
Histoplasma) e infecciones viricas (por ejemplo, infecciones de la gripe, varicela y corona virus tales como
coronavirus asociados a SARS).

En ciertas realizaciones, la invenciéon proporciona un método de tratamiento y/o prevencion de una infeccion
retrovirica que comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacion de la
invencion.

En ciertas realizaciones, la invencion proporciona un método de tratamiento y/o prevencion de infeccion por VIH que
comprende administrar a un sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacién de la invencion.

La invencion también comprende el uso de una formulacion de la invencion como un inmunoadyuvante, también
simplemente denominado un adyuvante. Ejemplos de adyuvantes que se han empleado en vacunas disponibles
incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: Alumbre, fosfato de aluminio, hidroxido de aluminio, polisorbato 80,
virosomas en particular para aumentar la respuesta a las vacunas de la gripe y hepatitis, escualeno, adyuvante de
Freund, el sistema adyuvante AS03, el cual es una emulsién de aceite en agua que contiene Vitamina E, escualeno
y polisorbato 80. Esto con frecuencia se usa para las vacunas de la gripe. La endotoxina o el lipopolisacarido
bacteriano o sus derivados con frecuencia se usa como adyuvante para las vacunas cancerosas; las vacunas de
ADN con vectores adenoviricos son hasta ahora altamente inmunogénicas frente a los virus de la Hepatitis C en
ensayo.

De nuevo, los métodos descritos en el presente documento también comprenden la administracién de uno u otros
mas agentes terapéuticos, que incluyen sin limitacién agentes antibacterianos, agentes antifungicos y agentes
antimicrobianos. Ejemplos adicionales de agentes antiviricos incluyen, sin limitacion, inhibidores de la transcriptasa
inversa tales como, por ejemplo, zidovudina, didanosina, zalcitabina, estavudina, lamivudina, abacavir, nevirapina,
delavirdina, y efavirenz; inhibidores de la proteasa tales como, por ejemplo, saquinavir, ritonavir, nelfinavir, indinavir,
amprenavir y lopinavir; agentes para tratar virus del herpes tales como, por ejemplo, aciclovir, valaciclovir,
valaciclovir, famciclovir, ganciclovir, foscarnet y cidolovir; y, agentes para tratar la gripe tales como, por ejemplo,
oseltamivir, amantadina, rimatadina, y zanamivir. Ejemplos de agentes antibacterianos incluyen, sin limitacion,
penicilinas, cefalosporinas, quinolonas, tetraciclinas, macrdlidos. Ejemplos de agentes antifungicos incluyen, sin
limitacion, anfotericina, fluconazol.

En ofra realizacion, la invencion proporciona un método de inhibicion del ciclo de vida de un virus en un sujeto
infectado con dicho virus o en riesgo de estar infectado con dicho virus que comprende administrar al sujeto una
formulacion de la invencion. En una realizacion, el patégeno es VIH-1.

Como se usa en el presente documento la “inhibicion del ciclo de vida de un virus” incluye, inhibir la replicacion
virica, inhibir la infeccidn virica, latencia y oncogénesis.

En una realizacion especifica, la invencion proporciona un método para tratar o prevenir la infeccion de VIH (VIH 1 o
2) en un sujeto infectado o en riesgo de estar infectado con VIH, que comprende administrar al sujeto una
formulacion de la invencion. En ciertas realizaciones, el antigeno es gp120 o gp41 o la estructura trimérica entera del
virus VIH, o particulas similares a virus (PSV). Una pequefia proporcién de individuos infectados por VIH generan
una respuesta de anticuerpo neutralizante (AcN) de magnitud y amplitud excepcional. Un analisis detallado de los
epitopos criticos dirigidos por anticuerpos en lineas generales neutralizantes deberian ayudar a definir los objetivos
optimos para el disefio de vacuna. Los sujetos infectados por VIH-1 con anticuerpos neutralizantes de suero de
reaccion cruzada potentes se identificaron analizando sueros de 308 sujetos frente al panel multiclado de 12 virus
“tier 2” (4 de cada uno de los subtipos A, B y C). Diversas especificidades de epitopo neutralizante se determinaron
para los 9 neutralizadores superiores, incluyendo los donantes infectados por el clado A, clado B, clado C, y clado
A/C, usando un conjunto completo de ensayos. En algunos sujetos, la amplitud de neutralizaciéon se midié por dos o
mas especificidades de anticuerpo. Aunque se identificaron los anticuerpos a la region externa proximal de la
membrana (RPEM) de gp41 en algunos sujetos, los sujetos con la mayor amplitud de neutralizacion dirigida a
epitopos gp120, incluyendo el sitio de uniéon de CD4, un epitopo cuaternario que contiene glicano formado por los
bucles V2 y V3, o un epitopo de dominio exterior que contiene un glicano en el residuo N332. La neutralizacion de
VIH-1 en lineas generales reactiva observada en algunos sujetos se mide por anticuerpos que se dirigen a varias
regiones conservadas sobre la glicoproteina de la cubierta del VIH-1.(11, 12). El virus VIH tiene muchas estrategias
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para evitar la respuesta mediada por linfocito T e incluso la respuesta del linfocito B humoral a su invasion,(13-19) y
sus rutas son bien conocidas por los expertos en la técnica. Se incorporan en el presente documento como
referencia.

En ciertas realizaciones, se administra una formulacion de la invencion a un sujeto durante infeccion por VIH aguda
o durante un rebrote. Estos métodos también pueden comprender la administracion de uno u otros mas agentes
terapéuticos. En una realizacién, los métodos descritos en el presente documento comprenden la administracion de
una formulacién de la invencidon en combinacién con agentes antiviricos. Ejemplos de agentes antiviricos incluyen,
sin limitacion, inhibidores de la transcriptasa inversa tales como, por ejemplo, zidovudina, didanosina, zalcitabina,
estavudina, lamivudina, abacavir, nevirapina, delavirdina, y efavirenz; inhibidores de la proteasa tales como, por
ejemplo, saquinavir, ritonavir, nelfinavir, indinavir, amprenavir y lopinavir; agentes para tratar los virus del herpes
tales como, por ejemplo, aciclovir, valaciclovir, valaciclovir, famciclovir, ganciclovir, foscarnet y cidolovir; y, agentes
para tratar la gripe tales como, por ejemplo, oseltamivir, amantadina, rimatadina, y zanamivir.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método de tratamiento o prevencion de infeccidon por VIH en un sujeto
que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una formulacion de la invencién. En
una realizacion, la infeccion por VIH esta en una fase aguda. En una realizacion, el método comprende ademas
administrar al sujeto otro agente antivirico.

En una realizacién especifica, la invencion proporciona un método de tratamiento y/o prevencién de infecciones de
la Hepatitis lo mas normalmente Hepatitis B o Hepatitis C en un sujeto infectado o en riesgo de estar infectado con
Hepatitis B o C, que comprende administrar al sujeto una formulacion de la invencion que administra el medicamento
al ileo y/o apéndice del paciente.

El término “Virus de la Hepatitis C” 0 “WVHC” se usa para describir diversas cepas del virus de la Hepatitis C. VHC es
uno de los varios virus que pueden causar hepatitis. No esta relacionado con los otros virus de la hepatitis comunes
(por ejemplo, hepatitis A o hepatitis B, entre otros). VHC es un miembro de la familia Flaviviridae de virus. Otros
miembros de esta familia de virus incluyen aquellos que causan fiebre amarilla y dengue. Los virus que pertenecen a
esta familia todos tienen acido ribonucleico (ARN) como su material genético. Todos los virus de la hepatitis C estan
compuestos de una capa exterior (cubierta) y contiene enzimas y proteinas que permiten que el virus se reproduzca
dentro de las células del cuerpo, en particular, las células del higado. Aunque esta estructura basica es comun a
todos los virus de la hepatitis C, hay al menos seis cepas claramente diferentes del virus que tienen perfiles
genéticos diferentes (genotipos). El tratamiento de VHC segun la presente invencién se dirige a todas las cepas de
VHC, incluyendo las seis cepas o mas distintas anteriormente descritas, asi como las cepas relacionadas que son
cepas resistentes a farmaco y resistentes a farmaco multiple. En los EE.UU, el genotipo 1 es la forma mas comun de
VHC. Incluso dentro de un genotipo Unico puede haber algunas variaciones (genotipo 1a y 1b, por ejemplo). La
genotipificacion es vista como importante para guiar el tratamiento debido a que algunos genotipos viricos
responden mejor a terapia que otros. La diversidad genética de VHC es una razén por la que ha sido dificil
desarrollar una vacuna eficaz puesto que la vacuna debe proteger frente a todos los genotipos.

Una “infeccion por virus de la Hepatitis C” o “infeccion de la Hepatitis C” es una infeccién del higado causada por el
virus de la hepatitis C (VHC).

En ciertas realizaciones, una formulacién de la invencion se administra a un sujeto durante la infeccion de la
hepatitis C aguda (semanas 12 a semana 42) o durante un rebrote.(20) Raghuraman y col. examinaron el curso
temporal de la hepatitis C y su interaccion con las células del sistema inmune hospedador. Indicaron que el virus de
la Hepatitis C establece facilmente infeccidn crénica con agotamiento de los linfocitos T especificos a VHC y escapa
de los anticuerpos neutralizantes. La recuperacion espontanea a partir de la infeccion cronica es rara y se ha
estudiado de manera incompleta en el pasado. Estudiaron prospectivamente, desde antes de a >2 afios de
seguimiento, las citoquinas, los linfocitos T especificos a VHC y anticuerpos, asi como la evolucion de la secuencia
virica en un hombre blanco que aclaré espontaneamente el genotipo VHC 1a después de 65 semanas. La elevacion
significativa de la alanina aminotransferasa y la citoquina en plasma y las amplias respuestas del linfocito T
especifico a VHC de los linfocitos T CD4 y CD8 no dieron como resultado el aclaramiento del VHC en la fase aguda.
La frecuencia y la funcion efectora de los linfocitos T especificos a VHC disminuyeron mas adelante, y los titulos de
VHC se estabilizaron como es normal para la fase crénica. El aclaramiento de VHC después de 65 semanas siguid
la apariciéon de anticuerpos neutralizantes en la semana 48 y se asocié con la inversion del agotamiento de linfocito
T especifico a VHC, como se evidencia por la expresion reducida de la muerte programada-1 (MP-1) y la funcién
mejorada de linfocito T. El aclaramiento se dio sin inflamacion o superinfeccion con el virus de la hepatitis B, virus de
citomegalovirus humano, gripe, y virus de Epstein-Barr. Concluyeron que el agotamiento de linfocito T es reversible
al menos en los 2 primeros afios de infeccion por VHC croénica, y esta inversiéon junto con los anticuerpos
neutralizantes puede aclarar VHC(20). Indicaron que la Hepatitis C generalmente no aclara de manera espontanea,
y se atribuyeron los defectos de linfocito T a deficiencia de reconocimiento y a agotamiento de linfocito T, entre otros.
El hecho de que una proporcion significativa de las personas infectadas controla espontaneamente la infeccién por
VHC en el marco de una respuesta inmune apropiada sugiere que una vacuna para VHC es un objetivo realista.(21)
Un analisis comparativo de las personas infectadas con distintos resultados clinicos ha permitido la caracterizacion
de muchos procesos inmunes innatos y adaptivos importantes asociados con el control virico. Esta claro que una
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vacuna de VHC exitosa necesitara explotar y aumentar estos mecanismos de defensa inmune naturales. Nuevos
planteamientos de vacuna de VHC, incluyendo péptido, proteina recombinante, vacunas basadas en vector y ADN,
han alcanzado recientemente ensayos clinicos humanos en Fase I/ll. Algunas de estas tecnologias han generado
inmunidad antivirica fuerte en voluntarios sanos y pacientes infectados.

El papel del interferon IFN esta aun bajo estudio intenso; claramente, esta citoquina, un producto de linfocitos T
CD8* activados (ausentes durante el agotamiento de linfocito T) tiene propiedades antiviricas asi como inhibe
facilmente la replicacion de la Hepatitis C en células de hepatoma.(21). Claramente estos descubrimientos justifican
el uso continuado de productos de IFN como parte de las estrategias de tratamiento con farmaco totales para la
Hepatitis C. También esta claro que muchos regimenes orales estan siendo usados sin IFN adicional son incapaces
de aclarar completamente el virus de la Hepatitis C(22). Se ha postulado por Grafmueller que IL-17 tiene un papel
similar al de IFN en la Hepatitis C asi como en VIH. Encontré que un subconjunto de linfocitos T CD8(+) pueden
secretar interleuquina 17 (IL-17). Para dirigir los asuntos de la especificidad de antigeno, distribuciéon de tejido y
relevancia bioldgica, analizé exhaustivamente las respuestas del linfocito T CD8(+) periférico e intrahepatico en una
cohorte de pacientes con infeccion por virus de la hepatitis C (VHC) cronica para la produccion especifica a antigeno
de IL-17 e interferon (IFN) gama. Los linfocitos T CD8(+) que producen IL-17 especifico a VHC y que expresan
receptor gama huérfano relacionado con el receptor del acido retinoico eran detectables en sangre e higado y se
dirigen a epitopos diferentes, en comparacion con los linfocitos T CD8(+) que producen IFN gamma. Se encontrd su
mayor frecuencia en pacientes con baja actividad inflamatoria, sugiriendo un papel protector para IL-17 en infeccion
por VHC crénica.(23)

Es un objetivo de la presente invencion aumentar la accién de IFN y posiblemente IL-17 mediante el uso de
sustancias liberadoras de hormona de freno ileal como reguladores del linfocito T CD4 y CD8, combinados con
vacunas de la Hepatitis C activas para estimular los linfocitos T CD8+ para aumentar la produccién endégena de
IFN, combinados con antivirales altamente activos frente al virus de la Hepatitis C.

Estos descubrimientos son relevantes para la vacunacion de la Hepatitis C, la eleccion del momento de vacunacion,
y también siguen la inmunoterapia de las infecciones de Hepatitis C cronicas. La eleccion del momento de
vacunacion a la fase de la infeccién de la Hepatitis C es claramente una parte importante de la realizacién preferida
de la invencion. Estos métodos también pueden comprender la administracion de uno u otros mas agentes
terapéuticos durante o después del uso de una vacuna con o sin dosis de inmunoterapia. La légica de combinar una
vacuna o inmunoterapia con un farmaco para reducir la carga virica de la Hepatitis C es conocida por el experto en
la técnica, pero de hecho no ha sido el caso cuando el tratamiento antivirico solo ha conferido larga duracion de la
inmunidad a Hepatitis C. A modo de ejemplo, Rahman y col. examinaron la recuperacion en pacientes seleccionados
con hepatitis C aguda.(24) En la mayoria de los casos la recuperacion espontanea se asocié con respuestas
inmunes celulares vigorosas y de larga duracién. La recuperacion inducida por tratamiento con farmaco se puede
alcanzar en la mayoria de los pacientes que se tratan en la fase aguda, particularmente con regimenes que
contienen interferén, pero las cinéticas y los mecanismos de aclaramiento virico y capacidad de reaccién inmune no
son bien entendidos. Se han propuesto tanto los efectos antiviricos directos como los efectos inmuno-mediados
indirectos, tales como la modulaciéon inmune de respuestas de Th2 a Th1 y la prevencion de agotamiento de
respuestas celulares mediante rapida reduccion de titulo virico. Para investigar como afecta la terapia antivirica
temprana a las respuestas del linfocito T especificas al virus de la Hepatitis C (VHC), Rahman realizé estudios
clinicos, virolégicos e inmunolégicos prospectivos detallados sobre 7 pacientes con hepatitis C aguda quienes
recibieron terapia antivirica y se siguieron a intervalos de 2 a 4 semanas durante 1 a 2 afios. Se analiz6 la respuesta
de célula CD4(+) y CD8(+) total con 600 péptidos de VHC de superposicion y 6 proteinas por inmunoabsorcion
ligada a enzima (ELISpot) ex vivo, tincion de citoquina intracelular, y ensayos de proliferacion. Al contrario que los
estudios anteriores con epitopos de VHC seleccionados, este analisis prolongado detectd respuestas
multiespecificas de interferon gamma (+) (IFN-gamma (+)) en cada paciente, incluso en ausencia de proliferacion de
linfocito T. Después de la iniciacion de la terapia antivirica (a una media de 20 semanas después de la infeccion),
todas los pacientes que responden confirmados demostraron gradualmente disminucion, después respuestas de
linfocito T especifico a VHC casi ausentes, mientras que el paciente Unico que desarrollé avance virico después del
control inicial de VHC mantuvo las respuestas inmunes celulares. Su trabajo apunta al problema fundamental de los
farmacos antiviricos solos en hepatitis C, es decir, la carencia de asociacion entre la reduccion de la carga virica con
los medicamentos y la ausencia de un aumento de la duraciéon de la capacidad de respuesta del linfocito T
especifico a VHC en sangre(24).

Tales observaciones provocan la combinacién de un ileo o apéndice derivado de la vacuna de la hepatitis C con
terapia de farmaco oral convencional o nueva, una estrategia reivindicada en el presente documento en
realizaciones especificas de la invencion. Tales combinaciones descritas son necesarias para superar la respuesta
del linfocito T débil total del hospedador al virus de la hepatitis C durante la infecciéon, la inmunidad afadida
insignificante que esta conferida por agentes antiviricos, y la necesidad de exponer tejidos linfoides alternativos a
Hepatitis C para producir una respuesta de linfocito T duradera que, a continuacion, se pueda amplificar y transferir a
linfocitos B de memoria de larga vida en el bazo, timo y médula 6sea.

Recientemente se han revisado vacunas candidatas por Strickland y col., y el listado entero contenido en el mismo
se reivindica como antigenos/adyuvantes candidatos para la administracion oral al ileo y/o apéndice(25). Esta lista
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no significa que sea limitante puesto que la formulacién se podria emplear para cualquier antigeno disponible.

Recientemente se ha desarrollado una vacuna oral por Rajkannan y col. para la Hepatitis B.(26) La formulacion de
vacuna de la Hepatitis B oral se prepard mediante encapsulacion exitosa de residuos que representaban péptido
inmunogénico 127-145 del epitopo de linfocito B inmuno-dominante de antigeno de superficie de la hepatitis B
(HbsAg) en microparticulas de poli(D,L-lactido-co-glicolido) (PLG). Las microparticulas de PLG esféricas, lisas con
un diametro de alrededor de 10 micras se prepararon usando el método de evaporacion de disolvente de emulsién
doble Agua/Aceite/Agua. La eficacia de atrapamiento del péptido de epitopo de linfocito B (PELB) dentro de las
microparticulas de PLG era del 64 %. Estudios in vitro mostraron que las microparticulas de PLG cargadas con
epitopo del linfocito B (MELB) liberaban el péptido en perfil constante y alcanzaban la eficacia del 64,9 % en el Dia
25. La inmunizacion oral sencilla de ratones con MELB conducia a la induccion significativa de 1gG en suero
especifico y anticuerpos anti-HB IgM. Después de la finalizacién de la induccién de anticuerpo, los ratones oralmente
inmunizados se infectaban con HBsAg, lo cual daba como resultado la produccién rapida de anticuerpos frente a
HBsAg como resultado de la respuesta inmune secundaria. El planteamiento de la formulaciéon de microparticulas de
PLG puede tener potencial en el incremento de la eficacia de los sistemas microparticulados para la administracion
oral de vacuna de la hepatitis B(26). Este planteamiento es destacado debido a que es un producto de liberaciéon
duodenal pero producia buena inmunidad. No esta claro si la estrategia crearia la misma cantidad de inmunidad a la
Hepatitis C.

En una realizacién, los métodos descritos en el presente documento comprenden la administracion de una
formulacion de la invencidon antes de o en combinacién con agentes antiviricos. Ejemplos de agentes antiviricos
usados para la Hepatitis B o C incluyen, sin limitacion, agentes antiviricos que incluyen agentes antihepatitis B y
agentes antihepatitis C estan por lo demas descritos en el presente documento e incluyen, por ejemplo, Hepsera
(adefovir dipivoxil), lamivudina, entecavir, telbivudina, tenofovir, emtricitabina, clevudina, valtoricitabina, amdoxovir,
pradefovir, racivir, BAM 205, nitazoxanida, UT 231-B, Bay 41-4109, EHT899, zadaxin (timosina alfa-1) y sus mezclas
para las infecciones de la hepatitis B y ribavirina, interferon pegilado, boceprevir, daclatasvir, asunapavir, INX-189,
FV-100, NM 283, VX-950 (telaprevir), SCH 50304, TMC435, VX-500, BX-813, SCH503034, R1626, ITMN-191
(R7227), R7128, PF-868554, TT033, CGH-759, Gl 5005, MK-7009, SIRNA-034, MK-0608, A-837093, GS 9190, GS
9256, GS 9451, GS 5885, GS 6620, GS 9620, GS9669, ACH-1095, ACH-2928, GSK625433, TG4040 (MVA-VHC),
A-831, F351, NS5A, NS4B, ANA598, A-689, GNI-104, IDX102, ADX184, ALS-2200, ALS-2158, Bl 201335, BI
207127, BIT-225, BIT-8020, GL59728, GL60667, PSI-938, PSI-7977, PSI-7851, SCY-635, agonista de TLR9,
PHX1766, SP-30 y sus mezclas para las infecciones de la hepatitis C.

Como se usa en el presente documento, el término “respuesta inmune” se refiere a una respuesta inmune humoral
y/o respuesta inmune celular que conduce a la activacion o proliferacion de linfocitos B y/o T y/o células que
presentan antigeno. En algunos ejemplos, sin embargo, las respuestas inmunes pueden ser de baja intensidad y
llegan a ser detectables solamente cuando se usa al menos una sustancia de acuerdo con la invencion.
“Inmunogénico” se refiere a un agente usado para estimular el sistema inmune de un organismo vivo, de manera
que una o mas funciones del sistema inmune se incrementan y dirigen hacia el agente inmunogénico. Un
“polipéptido inmunogénico” es un polipéptido que provoca una respuesta inmune celular y/o humoral, tanto solo o
ligado a un vehiculo en presencia o ausencia de un adyuvante. Preferiblemente, se pueden activar células que
presentan antigeno.

Para valorar la inmunogenicidad (por ejemplo, si una formulacién ha inducido una respuesta de anticuerpo de alto
titulo frente a virus, se puede medir un titulo medio geométrico (TMG) antivirico, por ejemplo, después de unas
pocas semanas de tratamiento (por ejemplo, 3 0 4 semanas) y después de la administracion de unas pocas dosis
(por ejemplo, 3 o 4). El porcentaje de sujetos que se seroconvierten para virus después de unas pocas semanas de
tratamiento (por ejemplo, 3 0 4 semanas) y después de la administracion de unas pocas dosis (por ejemplo, 3 0 4)
también se puede determinar para valorar la inmunogenicidad.

Para determinar la eficacia profilactica, se puede conducir un analisis de inmunogenicidad sobre sujetos que
permanecen seronegativo a virus y PCR-negativo a virus (frotis y biopsia) en diversos criterios de valoracion
después de la exposicion.

La invencion se ilustra mas mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplos

Antecedentes

La inmunidad de la mucosa derivada del intestino y asi la respuesta a vacunas depende de la estimulacion del
antigeno en estructuras linfoepiteliales especializadas tales como las placas de Peyer (27,28). La diseminacion
integrada de células de memoria a partir de estos tejidos linfoides activos del Gl a todos los tejidos exocrinos es la
base funcional para las vacunas orales. Hay buena evidencia de que los determinantes endoteliales con afinidad

para células linfoides asociadas a Gl se comparten entre las placas de Peyer, nddulos linfaticos mesentéricos y la
lamina propria intestinal (29-39). Las células dendriticas aisladas de estas placas de Peyer regulan el sistema
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inmune, y se ha mostrado que estimulan los linfocitos T en una reaccion de linfocito mezclado, y soportan el
desarrollo de linfocito B con IgA (40-48). Los linfocitos B terminalmente diferenciados de la médula 6sea y el timo
son responsables de la memoria del sistema inmune a largo plazo, estas células se denominan con frecuencia
células plasma en la técnica.

El contacto inicial de la formulacion dirigida oral del antigeno y el adyuvante administrados, es con las células
dendriticas del sistema inmune, generalmente con linfocitos T especificos tales como CD4 y CD8. El procesamiento
del antigeno se realiza mediante estas células iniciales y a continuacién el mensaje del antigeno se pasa a los
linfocitos B de memoria y la diseminacién de la memoria entre las células linfoides en el bazo, higado, timo y médula
Osea.

Con el conocimiento de estas ensefianzas en mano, es curioso que las estrategias de vacuna oral se han limitado
en su direcciéon a estas placas de Peyer, y que en gran parte solamente ha habido revestimientos entéricos
aplicados a antigenos en la técnica anterior. Estas vacunas revestidas entéricas evitan el acido del estébmago y
normalmente liberan los contenidos a pH de 5,6 a 6,0, una ruta de formulacién que se ilustra en la figura 1. Por otro
lado, no hay revestimientos entéricos usados como farmacos o vacunas que tengan pH de liberacién sobre 7,0
debido a que la opinidon es que estos eviten el duodeno, y el duodeno es el sitio principal de la absorcion del
farmaco. Tampoco se aprecia generalmente que el intestino delgado distal tenga valores de pH sobre 7,3 y que
oscile hasta 8,0 en individuos normales. Ademas no hay mecanismo o explicacién generalmente aceptada para este
pH alto en el ileo. En general, de podria indicar que el ileo distal es un objetivo de administraciéon de farmaco
especifico a sitio novedoso, hasta ahora no estudiado en la técnica, y debido a que las propiedades de
administracion de farmaco no estan exploradas, el ileo y el apéndice también se consideran que son objetivos de
administracion de vacuna completamente novedosos. Este ultimo concepto surge debido a las acciones reguladoras
inmunes conocidas de las placas de Peyer y las acciones recientemente descubiertas de las sustancias liberadoras
de hormona de freno ileal que mimetizan RYGB sobre la inmunidad derivada del tracto Gl, ambas de las cuales
estan incorporadas como referencia en esta descripcion.

Sin embargo, queda un hecho abandonado de que el intestino distal, ya identificado por nuestro trabajo como el
sensor principal para la regulacion de la nutricion, saciedad, y control del sindrome metabdlico es (debido a las
células sensores denominadas Placas de Peyer y otro tejido linfoide en el apéndice, el ileo y el apéndice),
aparentemente el guarda de la respuesta inmune a la invasion por patégenos a través del tracto Gl. Actuando via
células dendriticas en las placas de Peyer y en el apéndice, los antigenos y adyuvantes impactan tanto en las rutas
inmunes celulares como humorales, las cuales estan controladas de una a una por las células del ileo distal y el
apéndice. El apéndice (parte del colon derecho) se ha conocido durante mucho tiempo como un regulador principal
de la inmunidad innata, y todavia no hay vacuna propuesta para dirigirse al apéndice directamente. En realidad no
se ha creido posible tomar como objetivo el apéndice y sin embargo somos capaces de inventar una estrategia de
formulacion eficaz y fiable de pildora dentro de pildora para la administracion en apéndice y colon derecho basada
en las caracteristicas Unicas de pH de estos sitios en el intestino.

Ejemplo 1
Preparacion de material antigeno para la inclusion en formulaciones de vacuna que se dirigen al ileo y el apéndice

Los antigenos y su potencial inmunogénico asociado son el componente clave de una respuesta de vacuna 6ptima
en tanto vacunacion profilactica como para tratamiento inmunoterapéutico de enfermedad. Hay métodos
comunmente empleados para preparar antigenos para vacuna, todos los cuales se consideran dentro del alcance de
esta descripcion de nueva formulacion. Los antigenos son fragmentos generalmente no invasivos o inactivos de
células o ADN/ARN bacteriano o virico que tiene las propiedades de inmuno reconocimiento de las células
completas. Se preparan a partir de células completas mediante fragmentacion celular y a continuacion la separacion
del componente, con un foco sobre los componentes de la pared celular. Ya que se define la secuencia precisa del
fragmento antigénico, se puede preparar en cantidad en lineas celulares bacterianas, vegetales o linfociticas.
Ejemplos de todas estas preparaciones de antigeno y antigenos seleccionados se reivindican como elementos para
la nueva administracion a Gl especifica a sitio al ileo y apéndice.

Preparacioén de adyuvantes para la inclusiéon en formulaciones que se dirigen al ileo y apéndice

Cuando la respuesta inmune a un antigeno aplicado es débil, efimera o si no insuficiente, es comun en la técnica de
desarrollo de vacuna para reforzar la respuesta al antigeno afiadiendo un adyuvante al antigeno en la formulaciéon
aplicada. El elemento clave de un adyuvante exitoso es una respuesta inmunogénica resultante a un antigeno
especifico que sea mayor que al antigeno solo. Una respuesta reforzada a un antigeno o bien puede prolongar la
duracion de la proteccion de la vacuna o puede incrementar la cantidad de proteccion, o ambas. El beneficio neto es
un mejoramiento en la respuesta de la vacuna total en tanto vacunacion profilactica como para tratamiento
inmunoterapéutico de la enfermedad. Hay métodos comunmente empleados para preparar adyuvantes para las
vacunas, Y la inclusidon de todas las combinaciones de antigeno-adyuvante conocidas o nuevamente desarrolladas
se consideran dentro del alcance de esta nueva descripcion de formulacion. Composiciones exactas de antigeno-
adyuvante formuladas estan en su totalidad dentro del alcance de la formulacion descrita, y se eligen materiales
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especificos para evitar la inactivacion de o bien el antigeno o el adyuvante.
Metodologia de formulacién general:

La metodologia de formulacién general proporcionada en el presente documento administrara antigenos, con o sin
adyuvantes, y con o sin sustancias liberadoras de hormona de freno ileal, los cuales optimizan por si mismos la
respuesta inmune de las células dendriticas del ileo y de ese modo la funcion en el papel de los adyuvantes no
especificos. Todas las formulaciones descritas en el presente documento se dirigen a sitio en el tracto Gl que es
diferente de las formulaciones de revestimiento entérico que se aplican en la técnica de la administraciéon de vacuna
oral, las cuales son por definicién dirigidas a liberar antigenos en el duodeno (véase la figura 1). Los estudios
conducidos que usan la tecnologia SmartPill usada para estudiar pacientes establecen las lecturas de pH del tracto
de Gl entero y revelan un pH objetivo para la disoluciéon en el duodeno de 5,5 a 6,0.(49, 50). Se descubri6 que las
lecturas de pH del intestino mas alla del duodeno podrian permitir una estrategia de formulacién avanzada para la
administracion de vacuna oral especifica a sitio descrita en el presente documento. La formulaciéon de la vacuna
dentro de una pildora dentro de una pildora tiene algunos elementos comunes asi como algunos materiales que son
especificos al antigeno a usar. Los elementos comunes se describen en este ejemplo y la estrategia para los
antigenos especificos se muestra en los ejemplos posteriores.

La formulacioén 1, ilustrada por las figuras 2 a 3, demuestra los medios mas simples de administracion especifica a
sitio de Gl de antigenos con o sin adyuvantes al ileo y freno ileal:

1. Identificar y producir cantidades de vacuna del antigeno a usar en la estimulacién de las células diana del ileo
distal del sistema inmune.

2. Ahadir algunos adyuvantes que pueden aumentar mas la capacidad de respuesta de la célula diana.

3. Incorpora algunos elementos nutricionales para mantener la viabilidad de un antigeno de organismo vivo.

4. Asegurar que la mezcla es estable a valores de pH de 7,3 a 8,0.

5. Encapsular los componentes de la mezcla dentro de los microgranulos, polvos o granulos.

6. Revestir la superficie de la capsula para ser insoluble a pH<7,3.

7. Administrar esta capsula a los sujetos con el fin de determinar la dosis de vacunacion eficaz basada en la
respuesta de anticuerpo resultante medida.

Modificaciones del sistema adicionales (evolucion de la formulacion 2, “pildora dentro de una pildora”), como se
ilustra en la figura 4 a 6:

1. Desarrollar una segunda formulaciéon de antigeno vacuna que sea estable a valores de pH de
aproximadamente 5,5 a 6,0.

2. Encapsular dicha mezcla con revestimiento con pH de liberaciéon de aproximadamente 5,5.

3. Anadir esta segunda pildora interior mas pequefia a la capsula que contiene la mezcla antigénica principal y
que libera a aproximadamente pH 7,3. La segunda capsula permanecera intacta en el ileo distal. Pasara dentro
del colon derecho y alcanzara el pH de 5,5, liberando de ese modo los contenidos en el colon derecho y
alcanzando directamente el apéndice.

4. El fin de la encapsulacion interior del antigeno y adyuvante es presentar los contenidos al colon derecho,
exponer tejidos linfoides conocidos del colon derecho y apéndice a los antigenos vacuna.

5. Administrar esta mezcla de pildora doble a los sujetos con el fin de determinar la dosis de vacunacion eficaz
basada en la respuesta del anticuerpo resultante medida.

Realizacion adicional que combina elementos de la formulacion 1 y formulacion 2:

1. Crear microgranulos de la mezcla de formulacion 1, encapsular para liberar los antigenos contenidos a
aproximadamente pH 7,0 a 7,6, propagando de ese modo los microgranulos en el yeyuno e ileo e incrementando
de ese modo el contacto de las superficies de Gl tales como las placas de Peyer a la mezcla de antigeno.

2. Estos microgranulos se pueden tomar oralmente con cualquier liquido o comida, tal como compota de
manzana o yogur, y alcanzaran el sitio de liberacion en el ileo y freno ileal.

3. Alternativamente, estos microgranulos se podrian encerrar en una capsula y liberar a pH 7,0.

4. Como una realizacion adicional, esta capsula también podria contener una segunda capsula mas pequefa
como en la formulacién 2, que a continuacion se liberaria en el colon derecho y cerca del apéndice.

5. O bien la formulacion 1 o la formulacion 2 podria contener sustancias liberadoras de hormona de freno ileal, ya
que estas son estimulantes de la respuesta inmune beneficiosa necesaria para la regulacion del reconocimiento
de antigeno y respuesta inmune a los mismos.

6. O bien la formulacién 1 o la formulacién 2 podria contener sustancias terapéuticamente activas en cantidades
activas dirigidas frente a la enfermedad, y de ese modo se usa para la inmunoterapia de combinacioén y la
prevencién de infecciones o canceres.

Compendio — Ventajas de las formulaciones de vacunacion oral especificas a sitio Gl:

1. Dosis de antigeno inferior durante la dosis parenteral, especialmente cuando el objetivo de vacunacion es ileo
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y areas inmuno sensibles asociadas en las que hay una pluralidad de receptores de antigeno del sistema inmune
tales como células dendriticas, linfocitos T y linfocitos B.

2. Las vacunas orales presentan menos problemas de estabilidad que las vacunas inyectables, y facilitan el uso
de vacuna en paises pobres en recursos. En algunos casos, el uso de vacunas orales y las estrategias pueden
incluso evitar cualquier necesidad de refrigeracion.

3. No agujas o acceso a personal especializado para las inyecciones, cuando todas las vacunaciones se usan
como productos orales.

4. Las ventajas de seguridad se maximizan debido a que se pueden usar menos cantidades de antigeno para
vacunar por el tracto Gl, frente a mayores cantidades que circulan en el cuerpo.

5. Las dosis orales de refuerzo son técnicamente mas faciles de administrar en casos en los que mas de una
dosis es necesaria para maximizar la respuesta inmune.

6. Es mas facil dar las dosis orales de refuerzo en los periodos regulares, incluso para casos cuando se inyecta
la primera dosis de vacuna, proporcionando un medio de proteccion facil y segura de una poblacién en riesgo.

7. Se necesitan cantidades menores de antigeno para la aplicacion selectiva derecha a las células de inmuno
vigilancia en el ileo distal y apéndice.

8. Esta seria la primera vacuna oralmente administrada que realmente podria alcanzar el apéndice y ser activa
alli en la estimulacion del sistema inmune.

9. Con vacunaciones orales, hay menos preocupaciones o incluso ninguna de componentes extrafios afiadidos
como conservantes o de reacciones inmunes sistémicas a proteinas que se inyectan en el cuerpo.

10. Las capsulas orales facilitan estrategias de vacuna de refuerzo, no necesitan tener una inyeccion, justo
toman una segunda capsula varias semanas después. De esta manera las capsulas orales son adecuadas para
el uso serial en situaciones en las que la respuesta de antigeno es débil o efimera (VIH, estafilococos, gripe,
Hepatitis C y canceres).

Ejemplo 2
Desarrollo de formulaciones que usan la bibliografia de soporte o antigenos descritos
Estafilococos

Se ha examinado el potencial de las microesferas biocompatibles y biodegradables como un sistema de
administracion de vacuna oral de liberacion controlada. Las microesferas de 1 a 10 micras oralmente administradas
compuestas de poli(DL-lactido-co-glicélido) se absorbian especificamente dentro del tejido linfoide de las placas de
Peyer del intestino, en el que aquellas mayores de o igual a 5 micras permanecian durante hasta 35 dias. Las
microesferas de menos de 5 micras se diseminaban dentro de los macréfagos a los nédulos linfaticos mesentéricos
y el bazo. Al contrario del toxoide de enterotoxina B estafilococica soluble, la inmunizacion oral con enterotoxoide en
microesferas inducia anticuerpos especificos a toxina circulantes y una respuesta de antitoxina IgA secretora
simultanea en saliva y fluido intestinal.(51)

Theilacker y col. recientemente desarrollaron nuevos antigenos vacuna alrededor de modificaciones estructurales
del acido lipoteicoico, e interesantemente se mostré que estos desarrollaban amplia protecciéon frente a varias
especies gram positivas patégenas. El acido lipoteicoico tipo 1 (ALT) esta presente en muchas bacterias gram
positivas clinicamente importantes, incluyendo enterococos, estreptococos, y estafilococos, y se ha mostrado que
anticuerpos frente a ALT que someten a opsonizacién cepas de Enterococcus faecalis no encapsuladas. En el
presente estudio, muestran que los anticuerpos frente a ALT de E. faecalis también se unen a ALT tipo 1 de otras
especies gram positivas y someten a opsonizacion cepas de Staphylococcus epidermis y Staphylococcus aureus asi
como estreptococos del grupo B. Los estudios de inhibicidon que usan oligdmeros de acido teicoico indicaron que los
anticuerpos opsonicos con reactividad cruzada se unen a la cadena principal del acido teicoico. La inmunizaciéon
pasiva con anticuerpos de conejo frente a ALT de E. faecalis promovieron el aclaramiento de la bacteriemia por E.
faecalis y S. epidermis en ratones. Ademas, la proteccion pasiva también redujo la mortalidad en un modelo de
peritonitis por S. aureus murino. La eficacia del anticuerpo de conejo frente a ALT sugiere que esta estructura
bacteriana conservada podria funcionar como un antigeno vacuna unico que se dirige a patdgenos gram positivos
multiples.(52). A modo de ejemplo especifico, la aplicacion oral de este antigeno en una formulacién de tracto Gl
distal esta dentro del alcance de la presente invencion, ya que se administra al ileo o apéndice del sujeto a vacunar.

Otro ejemplo de una vacuna candidata adecuada para la administracion oral al ileo y apéndice es StaphVAX.
StaphVAX es una vacuna conjugada con polisacarido y proteina bivalente, dirigida frete a Staphylococcus aureus
capsular tipos 5 y 8, que estan asociados con el 80 a 90 % de las infecciones clinicas por S. aureus. La vacuna esta
siendo desarrollada por Nabi para el tratamiento potencial de infecciones en el rindn de pacientes que estan
recibiendo didlisis peritoneal y son propensos a infecciones estafilocdcicas serias. StaphVAX, en comun con otras
vacunas frente a S. aureus, no es altamente inmunogénica y la proteccion es mas efimera. En febrero de 2001, la
compafiia patrocinadora Nabi reveld planes para conducir un estudio de refuerzo de StaphVAX en pacientes con
enfermedad renal en fase terminal (ERFT). Este estudio se conduciria en pacientes que estan inscritos en el primer
ensayo de fase Ill y la compafiia esperaba la finalizacion para principios de 2002[283114]. La compafiia también
estaba progresando con el aumento a escala de los procesos de fabricacion para la produccion comercial de la
vacuna. El resultado de los posteriores ensayos era una confirmacion de la inmunogenicidad débil total y la
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respuesta efimera, y en este momento esta vacuna estd esperando una estrategia para incrementar su
inmunogenicidad y duracion(53-57).

Una cepa de vacuna dirigida frente a acido lipoteicoico (ALT), un componente principal de la pared celular de las
bacterias gram positivas, recientemente ha completado un estudio en Fase |l que sugiere eficacia y esta siendo
desarrollada mas para investigacion clinica(58).

Difteria

Los liposomas se han usado para encapsular antigenos y adyuvantes desde 1974. Una limitacion importante para el
uso de liposomas en vacunas orales es la inestabilidad de la estructura lipidica causada por actividades enzimaticas
en el duodeno. La reivindicacion de los autores era combinar liposomas que pudieran encapsular antigenos (es
decir, Dtxd, toxoide de difteria) con quitosano, que protege las particulas y promueve la mucoadhesibilidad.
Emplearon técnicas fisicas para entender el proceso por el cual los liposomas (SPC: Cho, 3:1) se pueden intercalar
con quitosano (Chi) y estabilizar por APV (alcohol polivinilico), que son polimeros biocompatibles biodegradables. Se
obtuvieron particulas de superficie lisa redondas de REV-Chi (vesiculas de fase inversa intercaladas por Chi)
estabilizadas por APV. Las eficacias de encapsulacion de las REV (Dtxd se usé como antigeno) eran directamente
dependientes de Chi y APV presentes en la formulaciéon. La adsorcion de Chi sobre la superficie de las REV se
acompano por un incremento de zeta-potencial. Al contrario, la adsorcién de APV sobre la superficie de las REV-Chi
estaba acompafada por un descenso del potencial zeta. La presencia de Dtxd incrementé la eficacia de adsorcion
de superficie de Chi. La afinidad de APV por mucina era 2.000 veces mayor que la observada con Chi solo y no
dependia de la molécula que estaba en solucién o era adsorbida sobre la superficie liposomal. La liberaciéon de Dtxd
encapsulada se retrasd por encapsulacion dentro de las REV-Chi-APV. Estos resultados nos conducen a concluir
que estas nuevas particulas estabilizadas eran capaces de ser adsorbidas por las superficies intestinales, resistir a
la degradacion, y de liberacion de antigeno controlada. Por lo tanto, las particulas REV-Chi-APV se pueden usar
como adyuvantes de la administracion oral.(59)

Se realizé un estudio doblemente ciego en 12 voluntarios sanos para determinar si los inmunocitos circulantes estan
presentes después de la inmunizacién oral. Se recogieron muestras secuenciales de sangre periférica en diversos
momentos después de la ingestion de una vacuna ribosoma (D53) o placebo. Se identificaron las células que
contenian inmunoglobulina en inmunofluorescencia y se detectaron las células formadoras de anticuerpo especifico
en ELISA-spot en agarosa. Se observaron numeros superiores de ambos tipos de células en el grupo de individuos
que recibieron extractos ribosémicos. Un estudio abierto permiti6 un mejor acercamiento a las cinéticas de este
fendmeno, relacionado con la liberacién de linfocitos B activados de placas de Peyer tras la estimulacion antigénica.
Este acercamiento metodoldgico se ha descrito en modelos animales pero raramente informado en seres
humanos.(60)

Para elucidar la base fisiologica para la inmunidad de la mucosa de la vacunacion oral y presentar el vehiculo
esencial de microparticulas o nanoparticulas usadas para investigar la vacuna de administracién oral, se analizaron
las caracteristicas de la presentacion de antigeno y la reaccion inmune de la mucosa en tejidos linfoides asociados a
intestino. Considerada las barreras morfoldgicas vy fisiologicas del tracto gastrointestinal, se discutieron mas la
absorcion y transporte de las particulas, y los estudios sobre las formas farmacéuticas particuladas para la
administracion de vacuna oral también se resumieron en esta revision. Las placas de Peyer y las células M,
implicadas en la inmuno-regulacion son areas significativas que juegan el papel critico en las estrategias de
administracion de vacuna oral. La vesicula aplicada de microparticulas podria superar las barreras y rutas de
degradacioén del tracto gastrointestinal. La vacunacion oral se doté con nueva connotacion, especialmente las
eficacias de transporte e inmunizacién aumentadas promovidas por las particulas ancladas a lectina. En conclusién,
la vacunacion oral mediada por el vehiculo particulado por el sistema inmune de la mucosa contribuiria al
desencadenamiento especifico a sitio y aumento de la sefal. Para las vacunas, las perspectivas de la aplicacion de
estos sistemas vehiculo prometedores podrian tener atraccion potencial para la investigacion cientifica y el
desarrollo comercial.(61). El uso descrito en el presente documento de la formulacion 1 y la formulacién 2 permite
estas vacunas especificas a sitio objetivo de GI y proporcionan una manera especifica de reducir estas para
practicar. En este ejemplo, reivindicamos una manera oral de administracion de cualquier vacuna dirigida a ileo dista
o colon derecho a aquellos sitios especificos en el tracto Gl, para la respuesta a vacuna del sistema inmune
optimizada.

Hepatitis

Se ha descrito por Pniewski(62) inmunizacion eficaz frente al virus de la hepatitis B (VHB) y otros patdgenos con
vacunas orales basadas en planta, y requiere expresantes vegetales apropiados y la optimizacion de composiciones
de vacuna y protocolos de administracion. A continuaciéon, estos componentes inmunogénicos requieren
formulaciones dirigidas especificas a sitio de Gl para la producciéon de respuesta inmune 6ptima en el sujeto.
Estudios de inmunizacion previos se basaban principalmente en una combinacion de la inyeccion de un antigeno de
superficie pequefio de VHB (S-HBsAg) y el suministro con tejido crudo que contenia el antigeno, complementado
con un adyuvante, y que procedia de plantas que conferian resistencia a kanamicina. El objetivo de su estudio era
desarrollar una formula de vacuna oral prototipo para la inmunizacion humana. Se produjo por modificacion por
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ingenieria lechuga resistente a herbicida, expresando establemente a través de microgramos de generacion
progenie de S-HBsAg por g de peso fresco y formados dentro de particulas similares a virus (PSV). El tejido
liofilizado que contenia una dosis de antigeno ensamblado a PSV de 100 ng, relativamente baja, administrado
solamente de manera oral a ratones con un largo intervalo de 60 dias entre las inmunizaciones principales y de
refuerzo y sin adyuvante exdgeno, provoco respuestas anti-HB humorales sistémicas y de la mucosa al nivel
nominalmente protector. El tejido liofilizado se convirtid6 en comprimidos, que conservaron el contenido de S-HBsAg
durante al menos un afio de almacenamiento a temperatura ambiente. Los resultados del estudio proporcionan
indicaciones sobre la metodologia de inmunizaciéon usando una vacuna oral prototipo derivada de planta duradera,
eficaz y conveniente frente a la hepatitis B.(62)

Programas de inmunizacién actuales frente al virus de la hepatitis B (VHB) implican con frecuencia cada vez mas
nuevas vacunas tricomponente que contienen junto con los antigenos de superficie pequefios (S-HBsAg)-también
medios y grandes de VHB (M- y L-HBsAg). Las plantas productoras de todas las proteinas HBsAg pueden ser una
fuente de componentes para una vacuna anti-VHB “triple” oral potencial. El objetivo de la investigacion presentada
era estudiar el potencial de expresion de M/L-HBsAg en tejido de hoja y condiciones de su procesamiento para una
vacuna oral prototipo. El tabaco y la lechuga que portan genes de M- o L-HBsAg y son resistentes al herbicida
glufosinato se modificaron por ingenieria y se verifico la integracion de los transgenes por PCR e hibridaciones
Southern. Se confirmo la expresion de M- y L-HBsAg por transferencia Western y se analizé por ELISA al nivel de
microgramos por g de peso fresco. Los antigenos manifestaron un dominio S comun y dominios caracteristicos
preS2 y preS1 y se ensamblaron dentro de las particulas similares a virus (PSV). Tejidos de hoja que contenian M-y
L-HBsAg se liofilizaron para producir un material de partida de una férmula de vacuna oralmente administrada. Los
antigenos eran claramente sensibles a las condiciones de liofilizacién y temperatura de almacenamiento, en el
aspecto de la estabilidad de los dominios S y preS y la formacién de particulas multiméricas. La eficacia de la
liofilizacion y el almacenamiento dependia también del contenido de antigeno inicial en el tejido vegetal, todavia M-
HBsAg parecia ser aproximadamente 1,5 a 2 veces mas estable que L-HBsAg. Los resultados del estudio
proporcionan indicaciones que conciernen a la preparacion de otros dos constituyentes, proximos a S-HBsAg, para
una vacuna tricomponente oral prototipo derivada de planta frente a la hepatitis B.(63)

Se preparé una formulacién de vacuna de la hepatitis B mediante la encapsulacién exitosa de residuos que
representan péptido inmunogénico 127-145 del epitopo de linfocito B inmunodominante del antigeno de superficie de
la hepatitis B (HBsAg) en microparticulas de poli(D,L-lactido-co-glicolido)(PLG). Las microparticulas de PLG
esféricas lisas con un diametro de alrededor de 10 micras se prepararon usando el método de evaporacion de
disolvente de emulsion doble (Agua/Aceite/Agua). La eficacia de atrapamiento del péptido de epitopo de linfocito B
(PELB) dentro de microparticulas de PLG era del 64 %. Estudios in vifro mostraron que las microparticulas de PLG
cargadas con epitopo de linfocito B (MELB) liberaban el péptido en perfil constante y alcanzaban 64,9 % de eficacia
el Dia 25. La inmunizacion oral sencilla de ratones con BCME condujo a la induccién significativa de anticuerpos
anti-HB IgG y IgM de suero especificos. Después de la finalizacion de la induccién de anticuerpo, los ratones
oralmente inmunizados se infectaron con HBsAg, que dieron como resultado la produccién rapida de anticuerpos
frente a HBsAg como un resultado de la respuesta inmune secundaria. Las formulaciones de microparticula de PLG
pueden tener potencial para incrementar la eficacia de los sistemas microparticulados para la administracién oral de
la vacuna de la hepatitis B.(26)

Una formulacién de vacuna oral comprendida por microparticulas de almidén con antigenos conjugados esta siendo
desarrollada, y los autores han examinado la absorcion de tales microparticulas por la mucosa intestinal y
examinaron si el antigeno conjugado puede influir en la absorcién. Se usaron dos antigenos modelo: subunidad B de
la toxina del colera recombinante (TCBr), que se sabe que se une al receptor GM1 ubicuo, y albumina de suero
humana (HSA) que no se sabe que tenga ninguna propiedad de unidn especifica. La absorcién se estudio en bucles
intestinales ligados de raton dentro de los cuales se inyectaron las microparticulas. Los bucles intestinales se
extirparon, fijaron en etanol al 95 % helado. Se montaron especimenes enteros, se expusieron a reactivos marcados
con fluorescencia que tifien el citoesqueleto, las particulas y/o las células M y se examinaron en un microscopio de
barrido laser confocal. Se vio una diferencia cualitativa en la absorcion de las microparticulas conjugadas con TCBry
HSA. Se encontraron microparticulas conjugadas con TCBr tanto en las vellosidades como en los foliculos de las
placas de Peyer. Las microparticulas conjugadas con HSA se pudieron detectar solamente en los foliculos de las
placas de Peyer y no en las vellosidades. La TCBr conjugada a microparticulas no perdié su capacidad de unirse al
receptor GM1, como se muestra con un ELISA de GM1, y la absorcion de microparticulas conjugadas con TCBr en
vellosidades es lo mas probablemente facilitado por la unién de TCBr al receptor GM1. La diferencia cualitativa en la
absorciéon podria ser de importancia para el desarrollo de una respuesta inmune ya que el microambiente de
citoquina y quimioquina durante la presentacion de antigeno decidira la diferenciacion de la respuesta inmune
inducida.(64)

Gripe
La induccion de la inmunidad de la mucosa a través de la inmunizacién oral es un modo eficaz de controlar la
infeccion de la gripe. El planteamiento es tan exitoso que incluso los pacientes con sistemas inmunes

comprometidos como ocurre en VIH y canceres pueden alcanzar inmunidad a la gripe. En trascurso del ensayo con
animales con una realizacion relacionada con el producto, se encapsuld baculovirus que manifestaba hemaglutinina
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de gripe dentro de una estructura micelar inversa de fosfatidilcolina y se administré dentro del tracto intestinal de
ratones para estudiar su eficacia como vacuna oral frente a infeccion de clado cruzado H5N1 . Los ratones
vacunados con baculovirus encapsulados que manifestaban HA (En-BacHA) mostraron IgG en suero especifico a
HA significativamente aumentado y anticuerpos IgG y IgA de la mucosa, y titulos de inhibicion de hemaglutinacion
(IH) superiores, cuando se comparaba con su forma no encapsulada (BacHA). La estimacion de los anticuerpo
neutralizantes en suero también indicé que la formulacién de En-BacHA era capaz de inducir fuerte neutralizacion de
clado cruzado frente a cepas de H5N1 heterdlogas (clado 1.0, clado 2.1, clado 4.0 y clado 8.0). Ademas, los ratones
vacunados con En-BacHA solo eran capaces de conferir proteccion al 100 % frente a 5SMLD50 de cepa de H5N1
heteréloga HPAI (clado 1). La inclusion de la subunidad B de la toxina del célera recombinante como adyuvante de
la mucosa en la formulaciéon de vacuna no mostré ningun efecto significativo en tanto respuestas inmunes sistémicas
como de la mucosa. Los autores concluyeron que la administracion oral de HA de H5 recombinante encapsulado
expresado sobre la superficie de baculovirus era un modo eficaz para preparar el sistema inmune frente a la
infeccion de H5N1 en ratones y no tendria preocupaciones de bioseguridad asociadas con su produccion o
administracion.(65)

Hay productos en necesidad de administracion dirigida. Usando la presente invencion, estos productos se podrian
formular facilmente para la administracion al ileo y apéndice, con el incremento esperado en la respuesta protectora
de anticuerpo, un beneficio directo del antigeno que sobrevive mas alla del acido del estbmago y las proteasas en el
duodeno.

Una vacuna experimental eficaz puede fallar en llegar a ser una realidad terapéutica por un nimero de razones
cientificas, reguladoras o comerciales. En esta revision, los autores comparten algo de sus experiencias personales
como investigadores de la Universidad y proporcionan un recuento de algunos de los problemas encontrados
durante el aumento a mayor escala y la valoracion preliminar de una formulacién de vacuna oral de la gripe. Muchos
de los problemas afrontados han sido no cientificos, y han estado relacionados con la identificacion de fuentes de
financiacion del proyecto, el encuentro de compaiiias de fabricacion de contrato adecuado que estén conforme a la
GMP, y la protecciéon de la propiedad intelectual de los estudios cientificos. La revision pretende ser una guia
practica que permitirda a otros investigadores adoptar estrategias eficaces para permitir la traduccion de una
formulacion experimental eficaz a un producto comercial viable.(66)

La gripe pareceria un candidato prometedor para la vacunacion oral por el ileo y el apéndice, y hay muchas ventajas
potenciales y obvias para la adopcion de esta via de vacunacién sobre los métodos actualmente disponibles de
inyeccion intramuscular o inhalacion nasal. Cada afio, la FDA convoca un encuentro con fabricantes para definir las
cepas de vacuna a usar en la estacion de otofio. En 2012, el comité de la FDA establecié una vacuna de la gripe
trivalente que contiene 3 cepas: virus similar a Cepa A/California/7/2009 (H1N1); virus similar a Cepa
AlVictoria/361/2011 (H3N2); virus similar a Cepa B/Wisconsin/1/2010 (linaje B/Yamagata). Para producir una vacuna
de la gripe oral que se dirige al ileo y apéndice usando la presente invencion, cada una de estas cepas
seleccionadas por la FDA se encapsularian separadamente dentro de microgranulos. Los microgranulos estarian
mezclados en relacion 1:1:1 y colocados dentro de la capsula antes del revestimiento para pH de liberacion por
encima de 7,3. Para dirigirse al apéndice, la mezcla de microgranulos primero se encapsularia dentro de una pildora
interior con disolucion a pH entre 5,5 y 6,0. De este modo, los contenidos de la pildora interior alcanzaria el apéndice
segun las ensefianzas de las figuras 4 a 6 cuando los microgranulos estan encapsulados dentro de la Formulacion 1
y 2. El uso oral de esta formulacion para la vacuna de la gripe 2012 se propondria como una alternativa a una
mezcla de estas mismas cepas en una vacuna a inyectar o inhalar. Ensayariamos esta formulacion de la gripe con y
sin el adyuvante no especifico. Segun las ensefianzas de este planteamiento de formulacién para gripe, se aplicaria
un planteamiento similar para las cepas seleccionadas por el comité de la FDA en cada afo se hace una seleccion.

La obesidad es probablemente el factor de riesgo mas importante de gravedad incrementada de las infecciones del
virus de la gripe y la mortalidad(67), se cree que tiene impacto negativo sobre la eficacia de la vacuna.
Recientemente, la mortalidad ha surgido como un resultado del subtipo H1N1 del virus de la gripe A pandémica,
necesitando el desarrollo de estrategias de vacuna mas eficaces, quizas dirigiendo la respuesta inmune al tracto
gastrointestinal.

En ratones obesos, Kim y col. investigaron los efectos de la obesidad inducida por dieta sobre las respuestas
inmunes inducidas por vacuna y la eficacia protectora frente a virus de la gripe H1N1 pandémica. Se inmunizaron
ratones C57BL/6J obesos y delgados inducidos por dieta con vacuna 2009 H1N1 monovalente comercial, y se
observaron las respuestas del anticuerpo especifico a antigeno y las actividades neutralizantes. Después de la
vacunacion, los ratones se expusieron a virus H1N1 homdlogo, y se examinaron la patogénesis y la mortalidad. Las
respuestas del anticuerpo especifico a H1N1 inducidas por vacuna y las actividades neutralizantes se redujeron
notablemente en ratones obesos. Coherente con las respuestas del anticuerpo, los titulos de los virus de pulmén
fueron significativamente mayores en ratones obesos que en controles delgados después de la exposicion. Ademas,
el grupo obeso mostré expresion muy incrementada de citoquinas proinflamatorias y quimioquinas en tejido de
pulmon, inflamacion de pulmén grave, y tasa de mortalidad final mayor (100 %) en comparacion con la de los
ratones control delgados (14 %). Los resultados del estudio muestran que las respuestas inmunes profilacticas y la
capacidad de proteccion inducida por la vacuna 2009 H1N1 podian estar extremadamente comprometidas en la
obesidad inducida por dieta. Estos resultados sugieren que se requieren nuevas estrategias de vacunacion para
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grupos en riesgo, incluyendo la poblacién obesa.(68)

Hay que indicar que el pH del ileo es diferente en obesidad del de los normales, y estos resultados ya han conducido
al uso mejorado de las sustancias liberadoras de hormona de freno ileal de la manera de imitacion de cirugia RYGB,
los resultados incorporados por referencia. Claramente, las formulaciones de vacuna oral para la gripe y
potencialmente otras vacunas orales dirigidas a ileo se deberian ajustar para el pH de algin modo inferior
encontrado en el ileo de sujetos obesos. Por consiguiente, hemos fijado el objetivo para la liberaciéon a pH de 7,3,
que deberia permitir el uso eficaz de vacunas orales en el paciente obeso asi como normal o delgado.

Otros han indicado una necesidad de una respuesta inmunogénica mejor a la vacuna de la gripe, y Kim y col.
propusieron desarrollar un nuevo método de administracion en piel que es sencillo y permite la facil auto
administracion. Prepararon parches de microaguja con vacuna de la gripe estabilizada e investigaron sus respuestas
inmunes protectoras en ratones. Los ratones vacunados con una dosis de microaguja Unica de la vacuna de la gripe
estabilizada con trehalosa desarrollaron fuertes respuestas a anticuerpo que eran de larga duracion. En
comparacion con la vacunacion intramuscular tradicional, la vacunacion por microaguja estabilizada era superior en
la inducciéon de inmunidad protectora, como se evidencié por el aclaramiento eficaz del virus del pulmén y las
repuestas inmunes de la célula secretora humorales y secretoras de anticuerpo aumentadas después de la
supervivencia al 100 % a la exposicion letal. La estabilizacion de la vacuna se encontré que era importante, debido a
que los ratones vacunados con una vacuna por microaguja no estabilizada provocé una respuesta de anticuerpo 2a
de inmunoglobulina G mas débil, en comparacion con la vacuna por microaguja estabilizada, y se protegian
solamente parcialmente frente a la exposicion virica. Era su hipétesis que el trafico mejorado de las células
dendriticas a los noédulos linfaticos regionales como resultado de la administracion con microaguja a la piel podria
jugar un papel en la contribucion a la inmunidad protectora mejorada. Conclusiones: Estos descubrimientos sugieren
que la vacunacion de la piel que usa un parche de microaguja puede mejorar la eficacia protectora e inducir la
inmunogenicidad constante a largo plazo y también puede proporcionar un método sencillo de administracion para
mejorar la cobertura de la vacunacion de la gripe.(69)

Estos experimentos ofrecen otra ventaja potencial de la administracion dirigida de las vacunas al tracto Gl por una
formulacion oral que se dirige a las células dendriticas y los tejidos linfoides del ileo y el apéndice. Especificamente
la vacunacién sera mas potente cuando se aplica de esta manera.

Colera

La aparicion del serogrupo Vibrio cholerae O139 de V. cholera, capaz de causar célera deshidratante grave ha
conducido durante la década a esfuerzos en la formulacion de vacunas para proteger frente a este patégeno.
Aunque la prevalencia de la diarrea debido a V. cholerae 0139 ha registrado un descenso, los esfuerzos sobre el
desarrollo de vacuna continua para formular una vacuna oral capaz de estimular el sistema mucoso del intestino.
Hemos estudiado la inmunogenicidad mucosa en adultos de Bangladesh a una vacuna del colera bivalente de célula
entera (WC) muerta compuesta de cepas de V. cholerae 0139 asi como V. cholerae O1 junto con la subunidad de la
toxina B del colera recombinante (CTB) (WC-O1/0139/CTB) y en comparacion con las respuestas inmunes a las
obtenidas con la vacuna del célera monovalente autorizada, Dukoral (WC-O1/CTB). La estimacioén directa de las
respuestas de la mucosa especificas a vacuna WC-O1/0139/CTB se llevaron a cabo usando linfocitos aislados de
las biopsias duodenales, fluido de lavado intestinal y heces. Las fuertes respuestas de la célula secretora de
anticuerpo inducidas por vacuna en el duodeno especificas a CTB asi como el lipopolisacarido (LPS) O1y O139. La
magnitud de la respuesta era mayor en el intestino que en la circulacion en todos los tres isotipos de anticuerpo. Las
respuestas de anticuerpo de la mucosa especifico a CTB y LPS también se vieron en fluido de lavado intestinal y
extractos fecales. Las respuestas de anticuerpo de vibrio en plasma se observaron para tanto los serogrupos V.
cholerae O1 como 0139 (tasas de respuesta al 76 % y 57 %, respectivamente). Las respuestas de IgA y IgG en
plasma a CTB vy las respuestas de IgA a tanto LPS O1 como O139 eran elevadas. Las respuestas inmunes eran
comparables a las vistas para los destinatarios de WC-O1/CTB monovalente en todos los componentes estudiados.
En general, la vacuna del cdlera bivalente induce fuertes respuestas de la mucosa y la adicion del componente 0139
no interfiere con las respuestas a la vacuna autorizada Dukoral. Esto fija el terreno para ensayar tales vacunas en
grandes ensayos de campo en Bangladesh y también demuestra que la adicidon de otros componentes vibrio a la
vacuna del colera existente no altera las respuestas a los componentes de vacuna O1.(70)

La reivindicaciéon de este trabajo era evaluar la microencapsulacion mediante secado por pulverizacion de Vibrio
cholerae inactivado, usando copolimeros metacrilicos Eudragit(R) L30D-55 y FS30D. Las microparticulas obtenidas
presentaron un tamafo de particula alrededor de 3,0 mum. La temperatura de preparacion afectd la morfologia y la
antigenicidad de las microparticulas, pero no afecté al contenido de V. cholerae. Los estudios de liberacion in vitro
mostraron que en medio acido se liberaron menos del 5 % de las bacterias, y en medio neutro, las microparticulas
de Eudragit(R) L30D-55 liberaron 86 % después de 24 h, mientras que FS30D liber6 menos del 30 %. Las ratas
inoculadas con microparticulas presentaron titulos de anticuerpo de vibrio. La microencapsulaciéon mediante secado
por pulverizacién de V. cholerae inactivado se podria proponer como un método para obtener una vacuna oral que
proporciona la liberacion controlada de las bacterias.(71)
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BCG para TB

La tuberculosis bovina (bTB) causada por la infeccion con Mycobacterium bovis esta causando pérdida econémica
considerable a los granjeros y el Gobierno en el Reino Unido ya que su incidencia esta incrementando. Los
esfuerzos para controlar la bTB en el RU esta obstruida por la infeccion en tejones euroasiaticos (Meles meles) que
representan un reserva y fuente silvestre de la exposicion de M. bovis recurrente al ganado. La vacunacioén de los
tejones con la vacuna de TB humana., Bacilo de Calmette-Guerin (BCG) de M. bovis, en cebo oral representa una
posible herramienta de control de la enfermedad y tiene la mejor perspectiva para alcanzar las poblaciones de tejon
sobre un area geografica amplia. Usando modelos de ratén y cobaya, evaluamos la inmunogenicidad y la eficacia
protectora, respectivamente, de vacunas orales de tejon candidatas basadas en la formulacién de BCG en matriz
lipidica, perlas de alginato, o un nuevo hibrido microcapsular de tanto lipido como alginato. Dos dosis diferentes
orales de BCG se evaluaron en cada formulacién para su eficacia protectora en cobayas, mientras que unas dosis
Unica se evaludé en ratones. En ratones, las respuestas inmunes significativas (basadas en la proliferacion de
linfocito y la expresion de IFN-gamma) se vieron solamente con la matriz lipidica y el lipido en formulacion
microcapsular de alginato, correspondiente al aislamiento de BCG viable a partir de nédulos linfaticos del tracto
alimentario. En cobayas, solamente BCG formulado en matriz lipidica confirid proteccion al bazo y pulmones
después de la exposicion a la via por aerosol con M. bovis. La proteccion se ve con dosis de administracion en el
intervalo de 10(6)-10(7) UFC, aunque esto era mas coherente en el bazo a la dosis superior. No se vio proteccion en
términos de UFC de érgano con BCG administrado en perlas de alginato o en lipido en microcapsulas de alginato,
aunque 10(7) en la anterior formulacién confirié protecciéon en términos de incremento del peso corporal después de
la exposicion y una relacion de pulmon y peso corporal mas pequefia en autopsia. Estos resultados resaltan el
potencial para las formulaciones de vacuna basadas en lipido, mas que en alginato, como vehiculos de
administracion adecuados para una vacuna BCG oral en tejones.(72)

Las nuevas microparticulas de poli(dl-lactido-co-glicélido) para la administracion de vacuna oral se formularon
usando los polimeros entéricos Eudragit L100-55 y carboximetiletilcelulosa (CMEC) como estabilizadores. Para
servir como control, las microparticulas también se produjeron usando el tensioactivo APV convencional. En todos
los tres casos el antigeno, las microparticulas cargadas con ovoalbumina (OVA) producidas eran menos de 5 micras
de diametro y tenian una apariencia redondeada lisa y esférica. La presencia de tensioactivos en la superficie de
microparticula se demostré por las técnicas de analisis de superficie, XPS y SSIMS. La incubacion de
microparticulas con soluciones de pepsina o tripsina condujeron a la separacion de una proporcion del antigeno
asociado con todos los tres sistemas. Sin embargo, en tres formulaciones de microparticula estabilizadas con CMEC
y una de las tres formulaciones de Eudragit, un alto porcentaje del antigeno asociado se protegié de la separacion
por una solucién de pepsina a pH 1,2 en comparacién con las microparticulas estabilizadas con APV. Ademas, con
ciertas formulaciones de CMEC y Eudragit se proporcioné un grado de protecciéon a la OVA asociada frente a la
separacion por tripsina a pH 7,4. Después de la incubacion de las microparticulas en el fluido gastrico simulado se
detectd un porcentaje mayor de OVA antigénica intacta en microparticulas estabilizadas usando CMEC que en las
formulaciones estabilizadas con APV y Eudragit. La inmunizacién oral de ratones con microparticulas cargadas con
OVA estabilizadas usando cualquiera de los tres surfactantes condujo a la induccién de anticuerpos IgG de suero
especifico y IgA salivar. Los niveles significativamente mayores de anticuerpo IgA salivar especifico a OVA se
midieron en ratones inmunizados con microparticulas estabilizadas con CMEC que con las otras dos formulaciones.
Este nuevo planteamiento en la formulacién de microparticula de PLG puede tener potencial en el incremento de la
eficacia de los sistemas microparticulados para la administracion oral de vacunas.(73)

En resumen, las estrategias para la vacunacion oral son mucho mas comunmente usadas para inmunizar
poblaciones de animales que la inmunizacion humana. Sin embargo, la nueva estrategia de formulacion para los
antigenos descritos en el presente documento permitiran la propagacion del uso de la vacunacion oral para prevenir
enfermedad infecciosa seria, asi como inmunoterapia oral en soporte del tratamiento para infecciones viricas
cronicas o canceres.

Ejemplo 3

Un estimulante general de las respuestas del linfocito B a partir de antigenos cancerosos y fragmentos que se
podrian administrar facilmente al apéndice.

Un gran acuerdo de trabajo sobre antigenos cancerosos se ha llevado a cabo en el “Roswell Park Cancer Center” en
Buffalo NY. Este trabajo ha conducido a un gran niumero de antigenos a tumores sélidos (1-10). El uso de estos
antigenos en una formulacion que los administra al ileo y apéndice (formulacion 2) se revindica por el presente
documento como dentro del alcance de esta tecnologia.

Otros ejemplos de antigenos tumorales son conocidos por los expertos. Por ejemplo, Kozbor estudié el gangliésido
GD2, manifestado por cinco residuos Neu5Acalfa2-8Neu5Acalfa2-3(GalNAcbeta1-4)Galbeta1-4G1cbeta de
carbohidrato unidos a una cadena de ceramida que ancla el gangliésido en la membrana celular, que se expresa
sobre tumores derivados de forma neuroectodermal. GD2 se ha usado como un objetivo para la inmunoterapia
pasiva y activa en pacientes con melanoma maligno y neuroblastoma. Kozbor generd un mimotopo 47-LDA de GD2
investigando una genoteca peptidica de presentacion de fago con AcM anti-GD2 14G2a, y publicé que la vacunacion
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con el mimotopo 47-LDA provocaba respuestas de anticuerpo IgG de reaccion cruzada GD2 asi como linfocitos T
CD8(+) restringidos a MHC clase | a células tumorales de neuroblastoma singénico. La actividad citotoxica de LTC
inducida por vacuna era independiente de la expresion de GD2, sugiriendo el reconocimiento de un nuevo antigeno
asociado a tumor que interacciona con 47-LDA. Los estudios de inmunotransferencia que usan AcM 14G2a
demostraron que este anticuerpo interacciona con una glicoproteina de 105 kDa expresada por células de
neuroblastoma y melanoma GD2(+) y GD2(-). Los estudios funcionales de células tumorales crecidas en cultivos de
colageno tridimensionales (3D) con AcM 14G2a mostraron disminuciones en la activacion de la metaloproteinasa-2
de la matriz, un proceso regulado por moléculas de adhesion de linfocito activado de 105 kDa (ALCAM/CD166). La
glicoproteina CD166 se mostré que es reconocida por el anticuerpo 14G2a, y la inhibicion de la expresion de CD166
por la interferencia de ARN extirp6 la sensibilidad celular a lisis por linfocitos T CD8(+) inducidos por 47-LDA in vitro
e in vivo. Estos resultados sugieren que los LTC inducidos por vacuna reconocen un epitopo de interaccion 47-LDA
expresado por CD166 y revelaron un nuevo mecanismo de induccidon de respuestas celulares especificas a tumor
potentes mediante mimotopos de antigenos de carbohidrato asociados a tumor.(74)

Segal y col. estudiaron las proteinas de choque térmico (HSP), las cuales son inductores potentes de inmunidad y se
han aprovechado como adyuvantes de vacuna dirigida a canceres e infecciones. Las HSP son un grupo de
moléculas intracelulares ubicuas que funcionan como chaperonas moleculares en numeroso procesos, tales como
plegamiento de proteina y transporte, y se inducen bajo condiciones de estrés, tales como fiebre y radiacion. Ciertas
HSP son inductores potentes de inmunidad innata y especifica a antigeno. Activan células dendriticas parcialmente
a través de receptores tipo toll, linfocitos citoliticos naturales activos, incrementan la presentacion de antigenos a
células efectoras y aumentan las respuestas inmunes de linfocito T y humorales frente a sus antigenos asociados.
Sus papeles en la preparacion de rutas de defensa del hospedador multiples estan siendo explotados en el
desarrollo de la vacuna para cancer y enfermedades infecciosas.(75)

Detalles adicionales sobre las proteinas de choque término: Varios estudios han confirmado que ciertas proteinas de
estrés pueden funcionar como vacunas potentes frente a un cancer especifico cuando se purifican a partir del mismo
tumor. Estudios recientes de dos proteinas de estrés reconocidas durante largo tiempo pero no examinadas,
proteina de choque térmico (HSP) 110 y proteina regulada por glucosa (grp) 170, han demostrado que son proteinas
de unién a cadena peptidica eficaces. La presente investigacion examina el potencial de vacuna de HSP110 y
grp170. En primer lugar, se muestra que la vacunacion anterior con HSP110 o grp170 purificada de fibrosarcoma
inducido por metilcolantreno causé regresién completa del tumor. En un segundo modelo tumoral, HSP110 o grp170
purificada de los tumores de colon 26 condujeron a una inhibiciéon del crecimiento significativa de este tumor.
Ademas, la inmunizacion de HSP110 o grp170 prolongé significativamente la vida util de los ratones que portan
tumor de colon 26 cuando se aplica después del trasplante tumoral. Una respuesta de linfocito T citotoxico
especifico a tumor desarrollada en los ratones inmunizados con HSP110 o grp170 derivadas del tumor. Ademas, los
tratamientos de los ratones con células dendriticas derivadas de médula 6sea con estas dos proteinas del tumor
también provocaron una fuerte respuestas antitumoral. Los estudios mostraron que las condiciones hipertérmicas
tipo fiebre suaves aumentan la eficacia de la vacuna de HSP110 asi como el cognado de choque térmico 70, pero
no grp170. Estos estudios indican que HSP110 y grp170 se pueden usar en inmunoterapia de cancer basada en
HSP, que se pueden usar células dendriticas que presentan Ag para mediar este planteamiento terapéutico, y que la
hipertermia de nivel de fiebre puede aumentar significativamente la eficacia de la vacuna de HSP.(76)

Cancer de ovario. Los antigenos de testiculos cancerosos (TC) se expresan en una diversidad de canceres, pero no
en tejidos adultos normales, excepto para células germinales de los testiculos, y por lo tanto parecen ser objetivos
ideales para la inmunoterapia. En un esfuerzo por examinar el potencial de antigenos de TC NY-ESO-1 y LAGE-1
para la inmunoterapia en el cancer de ovario epitelial (COE), examinamos la expresion de estos antigenos por PCR
de transcripcion inversa (RT-PCR) e inmunohistoquimica (IHC) en un gran panel de tejidos con COE vy lineas
celulares. Se ensayaron sueros de un subgrupo de los pacientes para el anticuerpo NY-ESO-1/LAGE-1 por ELISA.
Los datos indicaron que cuatro lineas celulares de cancer de ovario eran positivas para uno o ambos antigenos de
TC. La expresion de NY-ESO-1 en COE se demostr6 por RT-PCR y/o IHC en 82 de 190 (43 %) especimenes. La
expresion de NY-ESO-1 por IHC oscil6 de patron homogéneo a heterogéneo. La expresion de ARNm de LAGE-1
estaba presente en 22 de 107 (21 %) tejidos tumorales. En general, la expresion de ARNm de NY-ESO-1 o LAGE-1
estaba presente en 42 de 107 (40 %) de especimenes con COE vy la co-expresion de ambos antigenos se demostré
en 11 % de los especimenes. El anticuerpo a NY-ESO-1/LAGE-1 estaba presente en 11 de 37 (30 %) de los
paciente cuyos tumores expresaron o bien NY-ESO-1 o LAGE-1. Los anticuerpos detectables se presentaron
durante hasta 3 afios después del diagndstico inicial. Aunque no habia relacion estadisticamente significativa entre
la expresion de antigeno NY-ESO-1/LAGE-1 y supervivencia, los datos mostraron expresion aberrante de NY-ESO-1
y LAGE-1 por IHC/RT-PCR en una proporcion significativa de pacientes con COE. Estos descubrimientos indican
que NY-ESO-1 y LAGE-1 eran objetivos atractivos para la inmunoterapia especifica a antigeno en COE.(77)

Los adyuvantes no tienen que ser proteinas, especialmente si las placas de Peyer asociados a ileo se dirigen por
medio de la invencion reivindicada en este momento.
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Ejemplo 4
Formulacién de la vacuna oral

Se desarroll6 una formulacion de vacuna oral comprendida por microparticulas de almidén con antigenos
conjugados.

La absorcion de tales microparticulas mediante la mucosa intestinal se midié y los autores examinaron si el antigeno
conjugado puede influir en la absorcion.

Se usaron dos antigenos modelo en la preparacion de esta vacuna: subunidad de toxina B del célera recombinante
(TCBr), la cual se sabe que se une al receptor GM-1 ubicuo, y la albimina de suero humana (HSA) que no se
conoce que tenga ninguna propiedades de unidn especifica. La absorcion se estudié en bucles intestinales ligados
de ratén dentro de los cuales se inyectaron las microparticulas. Los bucles intestinales se extirparon, fijaron en
etanol al 95 % helado. Los especimenes enteros se montaron, expusieron a reactivos marcados por fluorescencia
que tifien el citoesqueleto, las particulas y/o las células M y se examinaron en un microscopio de barrido por laser
confocal. Se vio una diferencia cualitativa en la absorcién de las microparticulas conjugadas con TCBr y HSA. Las
microparticulas conjugadas con TCBr se encontraron tanto en vellosidades como en los foliculos de las placas de
Peyer. Las microparticulas conjugadas con HSA solamente podrian detectarse en los foliculos de las placas de
Peyer y no en vellosidades. La TCBr conjugada a las microparticulas no perdieron su capacidad de unirse al
receptor GM1, como se muestra con un ELISA de GM1, y la absorcién de microparticulas conjugadas con TCBr en
vellosidades es lo mas probablemente facilitada por la unién de TCBr al receptor GM1. La diferencia cualitativa en la
absorciéon podria ser de importancia para el desarrollo de una respuesta inmune ya que el microambiente de
citoquina y quimioquina durante la presentacion de antigeno decidira la diferenciacion de la respuesta inmune
inducida.(64) Los descubrimientos experimentales de este trabajo permite el uso de la formulacién 1 en vacunas
dirigidas especificas a sitio de Gl orales, ya que los sitios en el intestino alcanzados en la preparacion experimental
son los mismos que los permitidos en el uso humano de la vacunacion oral por dicha metodologia de liberacion
especifica a sitio.

El ejemplo 5 esta dirigido a la realizacion y ensayo de una formulacion oral de vacuna para la administracion
especifica a sitio de Gl de antigenos con o sin adyuvantes inicialmente al ileo y después mas tarde al
apéndice para estimular el objetivo del ileo distal y/o células del sistema inmune del apéndice.

Administracion dirigida: vacuna (bacterias atenuadas vivas “Listeria monocytogenes” con/o sin proteinas de fusion
peptidicas como antigenos con “L-leucina” como un ayudante farmacéutico) para la administracion en ileo a pH 7,3 a
7,6 y apéndice a pH 5,5 a 6,2.

Ingrediente farmacéutico activo (IFA):

Bacterias altamente atenuadas vivas: Listeria monocytogenes son proporcionadas por Denisco, CHR Hansen, Institu
Risell-Lallemand y/u otros proveedores globales de alta calidad.

L-leucina (ayudante de dispersabilidad) - suministrada por Ajinomoto y Tyloxapol, USP (ayudante de anti-
acumulacion) suministrado por Sigam Aldrich.

Principios inactivos (excipientes) - celulosa microcristalina, lactosa, almidén pregelatinizado, dioxido de silicio, HPMC
o “polimeros” equivalentes, capsulas de gelatina o HPMC duras, gelatina, aceite vegetal y otras cargas, etc. -
comprada de nuestros suministradores locales como FMC, Capsugel, Colorcon, Evonik, etc.

Proceso de formulacion intermedia/fabricacion (en CMO local, condiciones ambiente y humedad controladas a lo
largo del proceso):

“Formulacion intermedia en polvo (10 a 100 micras) de vacuna seca”

Ingredientes Cantidad (%)
Bacterias vivas y altamente atenuadas, liofilizadas (especie de Listeria monocytogenes) 5%

L-leucina 95 %

Agua como sea requerida 0%

Preparada mezclando I-leucina, bacterias (especie de Listeria monocytogenes) vivas y altamente atenuadas,
liofilizadas, con agua y liofilizada/secada por pulverizacion mas en liofilizador/secador por pulverizacion para separar
el agua.

Producto final ejemplo — capsula en capsula (gelatina dura) — proceso de formulacién/fabricacion (en CMO local,
condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):
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Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 10 %
Excipientes (celulosa microcristalina — carga, diéxido de silicio - sustancia de | 58 %
deslizamiento/ayudante al flujo)

Capsulas de gelatina o HPMC duras 9%
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0%

La anterior formulacion intermedia en polvo de vacuna seca, y una parte de los excipientes se mezclan en un
mezclador de tipo V o similar. Los polvos mezclados se rellena en capsulas de HPMC pequefias (aproximadamente
22 microlitros de capacidad) usando equipo de encapsulacién. Las anteriores capsulas se revisten (revestimiento
barrera) con solucién de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las
capsulas revestidas se revisten con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento
sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento
usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten (barrera) con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o polimeros equivalentes en un bombo de revestimiento o
secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 5,5
a 6,2 se revisten con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros (revestimiento sensible pH 7,2 a
7,6) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones
optimizadas. Finalmente, las capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 se revisten por sellado con soluciéon de revestimiento
acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 pequeias
junto con una parte de los excipientes se rellenan en unas capsulas de gelatina duras mayores usando un equipo de
encapsulamiento. Estas capsulas grandes se revisten (revestimiento barrera) con solucion de revestimiento acuosa
o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten mas con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Finalmente,
las capsulas EC se revisten por sellado con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros”
equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando
condiciones optimizadas.

Producto final ejemplo — capsula en capsula (rellenadas con liquido/polvo) — proceso de formulacién/fabricacion (en
CMO local, condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):

Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 7%
Excipientes (celulosa microcristalina — carga, diéxido de silicio - sustancia de | 5%
deslizamiento/ayudante al flujo)

Aceite vegetal 55 %
Gelatina como polvo (gelatina blanda) 5%
Capsulas de gelatina o HPMC duras 5%
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0%

La formulacion intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla en porciones deseadas con aceite vegetal (liquido
inmiscible) en un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC blandas o duras pequefias usando
equipo de encapsulamiento de gelatina blanda o dura. Las anteriores capsulas se revisten (revestimiento barrera)
con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las
capsulas revestidas se revisten con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento
sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento
usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten (barrera) con
solucién de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o
secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 5,5
a 6,2 se revisten con solucién de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a
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7,6) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones
optimizadas. Finalmente, las capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 son revestidas por sellado con solucién de revestimiento
acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 rellenadas
con liquido pequefias junto con una parte de los excipientes se rellenan en unas capsulas de gelatina duras mayores
usando equipo de encapsulamiento. Estas capsulas grandes se revisten (revestimiento barrera) con solucién de
revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de
lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten mas
con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo
de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.
Finalmente, las capsulas EC se revisten por sellado con soluciéon de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o
“polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento
usando condiciones optimizadas.

Producto final ejemplo — capsula/capsula (co-paquete) — proceso de formulacion/fabricacion (en CMO local,
condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):

Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 10 %
Excipientes (celulosa microcristalina — carga, diéxido de silicio - sustancia de | 58 %
deslizamiento/ayudante al flujo)

Capsulas de gelatina o HPMC duras 9 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0%

Una parte de la anterior formulacién intermedia en polvo de vacuna seca, y una parte de los excipientes se mezclan
en un mezclador tipo V o similar. Los polvos mezclados se rellenan en capsulas de HPMC usando equipo de
encapsulamiento. Las anteriores capsulas se revisten (revestimiento barrera) con solucion de revestimiento acuosa
o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las
capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten (barrera) con solucion de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 5,5 a 6,2 se revisten
con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo
de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.
Finalmente, las capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 se revisten por sellado con solucién de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.

La parte restante de la anterior formulacion intermedia en polvo de vacuna seca, y los excipientes se mezclan en un
mezclador tipo V o similar. Los polvos mezclados se rellenan en capsulas de gelatina/HPMC duras usando el equipo
de encapsulamiento. Estas capsulas se revisten (revestimiento barrera) con solucién de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten mas con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Finalmente,
las capsulas EC se revisten por sellado con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros”
equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando
condiciones optimizadas. Los dos productos capsula se co-empaquetan en un blister (véase empaquetado de
producto final)

Co-paquete capsula/capsula producto final ejemplo (rellenadas con liquido/polvo) — proceso de
formulacion/fabricacion (en CMO local, condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):

Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 7%
Excipientes (celulosa microcristalina — carga, diéxido de silicio - sustancia de | 5%
deslizamiento/ayudante al flujo)

Aceite vegetal 55 %
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Ingredientes Cantidad (%)
Gelatina como polvo (gelatina blanda) 5%
Capsulas de gelatina o HPMC duras 5%

HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %

HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %

HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0%

Una parte de la formulacion intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla con aceite vegetal (liquido inmiscible) en
un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC blandas o duras usando equipo de
encapsulamiento de gelatina blanda o dura. Estas capsulas se revisten (revestimiento barrera) con solucién de
revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de
lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las
capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten (barrera) con solucion de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 5,5 a 6,2 se revisten
con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 o 7,6) en un bombo
de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.
Finalmente, las capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 se revisten por sellado con solucién de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.

La parte restante de la anterior formulacion intermedia en polvo de vacuna seca, y los excipientes se mezclan en un
mezclador tipo V o similar. Los polvos mezclados se rellenan en capsulas de gelatina/HPMC duras usando equipo
de encapsulamiento. Estas capsulas se revisten (revestimiento barrera) con solucién de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten mas con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Finalmente,
las capsulas EC se revisten por sellado con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros”
equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando
condiciones optimizadas. Los dos productos capsula se co-empaquetan en un blister (véase empaquetado de
producto final).

Co-paquete capsula/capsula producto final ejemplo (ambas rellenadas con liquido) — proceso de
formulacion/fabricacion (en CMO local, condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):

Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 7%
Aceite vegetal 60 %
Gelatina como polvo (gelatina blanda) 5%
Capsulas de gelatina o HPMC duras 5%
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0 %

Una parte de la formulacion intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla con aceite vegetal (liquido inmiscible) en
un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC blandas o duras usando equipo de
encapsulamiento de gelatina blanda o dura. Estas capsulas se revisten (revestimiento barrera) con solucién de
revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de
lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las
capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten (barrera) con solucion de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 5,5 a 6,2 se revisten
con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo
de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.
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Finalmente, las capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 se revisten por sellado con solucién de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.

La parte restante de la anterior formulacion intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla en aceite vegetal (liquido
inmiscible) en un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC blandas o duras usando equipo de
encapsulamiento de gelatina blanda o dura. Estas capsulas se revisten (revestimiento barrera) con solucién de
revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de
lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten mas
con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo
de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.
Finalmente, las capsulas EC se revisten por sellado con soluciéon de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o
“polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento
usando condiciones optimizadas. Los dos productos capsula se co-empaquetan en un blister (véase empaquetado
producto final)

Capsula en capsula producto final ejemplo (rellenadas con liquido) — proceso de formulacién/fabricacion (en CMO
local, condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):

Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 7%
Excipientes (celulosa microcristalina — carga, diéxido de silicio - sustancia de | 5%
deslizamiento/ayudante al flujo)

Aceite vegetal 55 %
Gelatina como polvo (gelatina blanda) 5%
Capsulas de gelatina o HPMC duras (pequefias y grandes) 5%
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0 %

Una parte de la formulacion intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla con aceite vegetal (liquido inmiscible) en
un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC blandas o duras pequefias (alrededor de 22
microlitros de capacidad) usando equipo de encapsulamiento de gelatina blanda o dura. Esta capsulas se revisten
(revestimiento barrera) con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en
un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones
optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros”
(revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de
revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten
(barrera) con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las
capsulas EC de pH 5,5 a 6,2 se revisten con solucién de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros”
(revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de
revestimiento usando condiciones optimizadas. Finalmente, la capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 se revisten por sellado
con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.

Una parte restante de la anterior formulacién intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla con aceite vegetal
(liquido inmiscible) en un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC blandas o duras pequefias
(alrededor de 22 microlitros de capacidad) usando equipo de encapsulamiento de gelatina blanda o dura. Estas
capsulas se revisten (revestimiento barrera) con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o
“polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento
usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten mas con soluciéon de revestimiento acuosa o
disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Finalmente, la capsulas se revisten por
sellado con solucién de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Los dos
productos capsula de gelatina/HPMC blanda o dura pequeiios se rellenan junto con los excipientes en una capsula
de gelatina/HPMC mas grande o dura usando un equipo de encapsulamiento.

Capsula en capsula producto final ejemplo (rellenadas con liquido) - proceso de formulacién/fabricacion (en CMO
local, condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):
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Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 7%
Excipientes (celulosa microcristalina — carga, diéxido de silicio - sustancia de | 5%
deslizamiento/ayudante al flujo)

Aceite vegetal 55 %
Gelatina como polvo (gelatina blanda) 5%
Capsulas de gelatina o HPMC duras (pequefias y grandes) 5%
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0%

Una parte de la formulacion intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla con aceite vegetal (liquido inmiscible) en
un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC blandas o duras pequefias (alrededor de 22
microlitros de capacidad) usando equipo de encapsulamiento de gelatina blanda o dura. Esta capsulas se revisten
(revestimiento barrera) con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en
un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones
optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros”
(revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de
revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten
(barrera) con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.

La parte restante de la anterior formulacién intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla con aceite vegetal
(liquido inmiscible) en un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC blandas o duras pequeiias
(alrededor de 22 microlitros de capacidad) usando equipo de encapsulamiento de gelatina blanda o dura. Los dos
productos capsula de gelatina/HPMC blanda o dura pequefios se rellenan junto con los excipientes en una capsula
de gelatina/HPMC mayor o dura que usa un aparato de encapsulamiento blando o duro. Las capsulas mayores se
revisten con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en
un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones
optimizadas. Finalmente, la capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 se revisten por sellado con solucién de revestimiento
acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.

El empaquetado de producto final (en CMO local, condiciones secas de baja humedad y bajo oxigeno (purgacion de
N2) a lo largo del proceso):

Las anteriores capsulas revestidas se empaquetan en botellas con induccién de sellado o en blisteres a condiciones
de temperatura ambiente controladas (a 20 a 25 grados C) y baja humedad (a o por debajo de 40 % de HR).
También pueden empaquetarse en blisteres en la maquina de empaquetado de blister.

Ensayo de liberacion control de calidad (ingredientes farmacéuticos activos (IFA) y medicamento final)

Vacuna
Ensayos Métodos y valoracion
Descripcion Granulos, comprimidos, capsulas en blisteres o botellas, etc.
Apariencia Inspeccion visual del color, forma, etc.
Identificacion Genes, especies, cepas. Apariencia morfoldgica mediante evaluacién microscépica y/o

PCR multiple asi como otros ensayos que incluyen métodos bioquimicos tales como
perfil de fermentacion o métodos genotipicos. Ademas, desarrollar un analisis de
identidad especifica para la actividad biolégica critica. Otros ensayos pueden incluir:
hibridacion de ADN-ADN para especificar cepas en especie; secuencia de ADN
codificada por who; tipificaciéon de la cepa incluye electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE), etc.

Potencia — | Ensayo microscoépico, u opacidad para medir células viables por unidad o dosis, es
organismos viables | decir, unidades formadoras de colonia (ufc)

Ensayo de potencia | Valoracion de ufc (por ejemplo, sobre medio sélido) y ensayos de correlacion con la
actividad. Métodos de revestimiento de viabilidad M u otros de ensayo in vitro.

Pureza Contenido de endotoxina, anticuerpos residuales, y/o la cuantificacion de componentes
toxicos residuales o contaminantes introducidos durante la fabricacion por ELISA o
perfil de aminoacidos.
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Biocarga

microbiana o)
contaminantes y
limites

Materiales extrafios que incluyen patdgenos usando ELISA o perfil de aminoacidos o
SDS PAGE o cromatografia de intercambio iénico, etc. Limites microbianos mediante la
farmacopea americana (USP31 <61>.

Porcentaje de
células viables

Microensayo después de la regeneracion en medios apropiados y ensayos, por
ejemplo, analisis vivo/muerte por ATP. También la determinacion de unidades no
viables por g, es decir, por recuento de electrozona de células no fluorescentes (SDS
PAGE)

Material particulado

USP31 <788>

Pirégenos

Ensayo de pirogenicidad en conejo (USP31 <151>

Ensayo de pH

Medidor de pH

Humedad residual

Contenido en agua, USP31 <921>

Uniformidad de
contenido

Atp u otra metodologia de analisis

Integridad del | Ensayo de fuga en vacio

empaquetado

Estabilidad Potencia, determinacion celular viable, contaminaciéon microbiana, pH y humedad
residual

Ensayo de | Medio: tampoén pH 1 (gastrico simulado), tampén pH 6, tampén pH 7,2 a 7,6 (fluido

liberacion in vitro | intestinal simulado), seguido de tampdn a pH 5,5 a 6,2 (fluido colénico simulado).

(por equipo de | Tiempos de muestra:

ensayo de | Tampdén pH 1 -1 hora

disolucién): pala o
cestillo de USP

Tampoén pH 6 — 1 hora

pH7,2a7,6-1,23y4horas

pH55a6,2—-1,2,4y 8 horas

Ensayo de vacuna:

Ensayo de microbiologia para recuento (ufc/gramo) y otra tecnologia especial

Ensayo de
estabilidad (0, 6, 12,
18 y 24 meses)

Vacuna:
Identificacion, potencia, determinacién celular viable, contaminacion microbiana, pH y
humedad residual, etc.

Ejemplo 6

Formulacion de vacuna para cancer de ovario oral que se dirige a ileo y apéndice

. Vacuna de cancer de ovario con administracion a ileo y apéndice, fuente de material de vacuna:

- antigenos tumorales de ovario quirirgicamente separados se capturan del paciente de origen y se procesan

para volver a usarse en el paciente de origen
- aseguramiento de que los antigenos usados no son en si mismos oncogénicos

- mezclas de antigenos quirdrgicamente separados y procesados de varios pacientes dadas a nuevos

pacientes que portan tumor pero no vacunados anteriormente

- antigenos circulantes capturados y/o células metastaticas de la sangre de uno o mas pacientes, procesados
para la vacunacion oral del paciente indice o mezclados para el uso en pacientes que portan nuevo tumor

pero no vacunados anteriormente

e  Antigeno de cancer de ovario para el uso humano: rCNP-NY-ESO-1/TRICOM para dirigirse al ileo y colon

derecho/apéndice.

. Los adyuvantes se pueden afadir a la formulacion tal como Proteinas de Choque Térmico.

. Algunas o todas las estrategias de pildora interior anteriores combinadas con el uso de sustancias de
pildora exterior en formulaciones que aumentan las funciones del sistema inmune en el eje Gl-pancreatico-

hepatico.

. La pildora exterior puede ser vacuna en combinacion con adyuvantes; la pildora interior que se dirige al

apéndice puede ser una vacuna con o sin un adyuvante.

Administracion dirigida: vacuna (antigeno de cancer de ovario para uso humano: rCNP-NY-ESO-1/TRICOM para
dirigirse a ileo y colon derecho/apéndice con/o sin adyuvantes con “I-leucina” como ayudante farmacéutico) para la
administracion en el ileo a pH 7,3 a 7,6 y el apéndice a pH 5,5 a 6,2.
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Materiales y métodos:
Ingrediente farmacéutico activo (IFA):

Antigeno de cancer de ovario para uso humano: rCNP-NY-ESO-1/TRICOM es proporcionado por proveedores
globales de alta calidad.

L-leucina (ayudante de dispersabilidad) — suministrada por Ajinomoto y Tyloxapol, USP (ayudante a anti-
acumulacion) suministrado por Sigma Aldrich

Principios inactivos (excipientes) — celulosa microcristalina, lactosa, almidon pregelatinizado, diéxido de silicio,
HPMC o “polimeros” equivalentes, capsulas de gelatina o HPMC duras, gelatina, aceite vegetal y otras cargas, etc. —
comprados de nuestro proveedor local tal como FMC, Capsugel, Colorcon, Evonik, etc.

Proceso de formulacion intermedia/fabricacion (en CMO local, condiciones ambiente y humedad controladas a lo
largo del proceso):

Formulacion intermedia en polvo (10 a 100 micras) de vacuna seca”

Ingredientes Cantidad (%)
rCNP-NY-ESO-1/TRICOM 5%

L-leucina 95 %

Agua como sea requerida 0%

Preparada mezclando I-leucina, y rCNP-NY-ESO-1/TRICOM con agua Yy liofilizado/secado por pulverizacion en
liofilizador/secador por pulverizaciéon para separar el agua.

Producto final ejemplo - capsula/capsula (gelatina dura) — proceso de formulacion/fabricacion (en CMO local,
condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):

Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 10 %
Excipientes (celulosa microcristalina — carga, diéxido de silicio - sustancia de | 58 %
deslizamiento/ayudante al flujo)

Capsulas de gelatina o HPMC duras 9 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0%

La anterior formulacion intermedia en polvo de vacuna seca, y una parte de los excipientes se mezclan en un
mezclador tipo V o similar. Los polvos mezclados se rellenan en capsulas de HPMC pequefas (alrededor de 22
microlitros de capacidad) usando equipo de encapsulamiento. Las capsulas anteriores se revisten (revestimiento
barrera) con solucién de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las
capsulas revestidas se revisten con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento
sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento
usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten (barrera) con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o
secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 5,5
a 6,2 se revisten con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a
7,6) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones
optimizadas. Finalmente, la capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 se revisten por sellado con solucién de revestimiento
acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 pequeias
junto con una parte de los excipientes se rellenan en unas capsulas de gelatina duras mayores usando equipo de
encapsulamiento. Estas capsulas grandes se revisten (revestimiento barrera) con solucion de revestimiento acuosa
o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten mas con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Finalmente,
las capsulas EC se revisten por sellado con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros”
equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando
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condiciones optimizadas.

Producto final ejemplo - capsula en capsula (rellenadas con liquido/polvo) - proceso de formulacion/fabricacion (en
CMO local, condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):

Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 7 %
Excipientes (celulosa microcristalina — carga, diéxido de silicio - sustancia de | 5%
deslizamiento/ayudante al flujo)

Aceite vegetal 55 %
Gelatina como polvo (gelatina blanda) 5%
Capsulas de gelatina o HPMC duras 5%
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0%

La formulacion intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla en partes deseadas con aceite vegetal (liquido
inmiscible) en un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de HPMC/gelatina blandas o duras pequefias usando
equipo de encapsulamiento de gelatina blanda o dura. Las capsulas anteriores se revisten (revestimiento barrera)
con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las
capsulas revestidas se revisten con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento
sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento
usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten (barrera) con
solucioén de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o
secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 5,5
a 6,2 se revisten con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a
7,6) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones
optimizadas. Finalmente, la capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 se revisten por sellado con solucién de revestimiento
acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 rellenadas
con liquido pequefias junto con una parte de los excipientes se rellenan en unas capsulas de gelatina duras mayores
usando equipo de encapsulamiento. Estas capsulas grandes se revisten (revestimiento barrera) con soluciéon de
revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de
lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten mas
con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo
de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.
Finalmente, las capsulas EC se revisten por sellado con soluciéon de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o
“polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento
usando condiciones optimizadas.

Producto final ejemplo — capsula/capsula (co-paquete) — proceso de formulacion/fabricacion (en CMO local,
condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):

Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 10 %
Excipientes (celulosa microcristalina — carga, diéxido de silicio - sustancia de | 58 %
deslizamiento/ayudante al flujo)

Capsulas de gelatina o HPMC duras 9%
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0 %

Una parte de la anterior formulacion intermedia en polvo de vacuna seca, y una parte de los excipientes se mezclan
en un mezclador tipo V o similar. Los polvos mezclados se rellenan en capsulas de HPMC usando equipo de
encapsulamiento. Las capsulas anteriores se revisten (revestimiento barrera) con solucion de revestimiento acuosa
o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de
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revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las
capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten (barrera) con solucion de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 5,5 a 6,2 se revisten
con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo
de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.
Finalmente, la capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 se revisten por sellado con solucién de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.

La parte restante de la anterior formulacion intermedia en polvo de vacuna seca, y los excipientes se mezclan en un
mezclador tipo V o similar. Los polvos mezclados se rellenan en capsulas de gelatina/HPMC duras usando equipo
de encapsulamiento. Estas capsulas se revisten (revestimiento barrera) con solucién de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten mas con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible a pH 7,2 a 7,6) en un bombo
de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.
Finalmente, las capsulas EC se revisten por sellado con soluciéon de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o
“polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento
usando condiciones optimizadas. Los dos productos capsula se co-empaquetan en un blister (véase empaquetado
de producto final)

Co-paquete capsula/capsula producto final ejemplo (rellenadas con liquido/polvo) — proceso de
formulacion/fabricacion (en CMO local, condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):

Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 7%
Excipientes (celulosa microcristalina — carga, diéxido de silicio - sustancia de | 5%
deslizamiento/ayudante al flujo)

Aceite vegetal 55 %
Gelatina como polvo (gelatina blanda) 5%
Capsulas de gelatina o HPMC duras 5%
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0%

Una parte de la formulacion intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla con aceite vegetal (liquido inmiscible) en
un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC blandas o duras usando equipo de
encapsulamiento con gelatina blanda o dura. Estas capsulas se revisten (revestimiento barrera) con solucion de
revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de
lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las
capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten (barrera) con solucion de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 5,5 a 6,2 se revisten
con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo
de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.
Finalmente, las capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 se revisten por sellado con solucién de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.

La porcion restante de la anterior formulacion intermedia en polvo de vacuna seca, y los excipientes se mezclan en
un mezclador tipo V o similar. Los polvos mezclados se rellenan en capsulas de HPMC/gelatina duras usando
equipo de encapsulamiento. Estas capsulas se revisten (revestimiento barrera) con solucion de revestimiento
acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten mas con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Finalmente,
la capsulas EC se revisten por sellado con solucién de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros”
equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando
condiciones optimizadas. Los dos productos capsula se co-empaquetan en un blister (véase empaquetado de
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producto final).

Co-paquete capsula/capsula producto final ejemplo (ambas rellenadas con liquido) — proceso de
formulacion/fabricacion (en CMO local, condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):

Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 7 %
Aceite vegetal 60 %
Gelatina como polvo (gelatina blanda) 5%
Capsulas de gelatina o HPMC duras 5%
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0%

Una parte de la formulacion intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla con aceite vegetal (liquido inmiscible) en
un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC blandas o duras usando equipo de
encapsulamiento con gelatina blanda o dura. Estas capsulas se revisten (revestimiento barrera) con solucion de
revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de
lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten con
solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las
capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten (barrera) con solucion de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas EC de pH 5,5 a 6,2 se revisten
con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo
de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.
Finalmente, la capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 se revisten por sellado con solucién de revestimiento acuosa o
disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.

La parte restante de la anterior formulacién intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla con aceite vegetal
(liquido inmiscible) en un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC blandas o duras usando
equipo de encapsulamiento con gelatina blanda o dura. Estas capsulas se revisten (revestimiento barrera) con
solucién de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o
secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se
revisten mas con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6)
en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones
optimizadas. Finalmente, la capsulas EC se revisten por sellado con soluciéon de revestimiento acuosa o disolvente
de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de
revestimiento usando condiciones optimizadas. Los dos productos capsula se co-empaquetan en un blister (véase
empaquetado de producto final).

Capsula en capsula producto final ejemplo (rellenadas con liquido) — proceso de formulacién/fabricacion (en CMO
local, condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):

Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 7%
Excipientes (celulosa microcristalina — carga, diéxido de silicio - sustancia de | 5%
deslizamiento/ayudante al flujo)

Aceite vegetal 55 %
Gelatina como polvo (gelatina blanda) 5%
Capsulas de gelatina o HPMC duras (pequefas y grandes) 5%
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0%

Una parte de la formulacion intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla con aceite vegetal (liquido inmiscible) en
un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC duras o blandas pequefias (alrededor de 22
microlitros de capacidad) usando equipo de encapsulamiento con gelatina blanda o dura. Estas capsulas se revisten
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(revestimiento barrera) con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en
un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones
optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros”
(revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de
revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten
(barrera) con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Las
capsulas EC de pH 5,5 a 6,2 se revisten con solucién de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros”
(revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de
revestimiento usando condiciones optimizadas. Finalmente, la capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 se revisten por sellado
con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.

La parte restante de la anterior formulacién intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla con aceite vegetal
(liquido inmiscible) en un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC duras o blandas pequefias
(alrededor de 22 microlitros de capacidad) usando un equipo de encapsulamiento con gelatina blanda o dura. Estas
capsulas se revisten (revestimiento barrera) con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o
“polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento
usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten mas con solucién de revestimiento acuosa o
disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Finalmente, la capsulas EC se revisten por
sellado con solucién de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas. Los dos
productos capsula de gelatina/HPMC blanda o dura pequefia se rellenan junto con excipientes en un capsula de
gelatina/HPMC mayor o dura usando un equipo de encapsulamiento duro.

Capsula en capsula producto final ejemplo (rellenadas con liquido) — proceso de formulacién/fabricacion (en CMO
local, condiciones ambiente y humedad controladas a lo largo del proceso):

Ingredientes Cantidad (%)
Formulacion intermedia en polvo de vacuna seca 7%
Excipientes (celulosa microcristalina — carga, diéxido de silicio - sustancia de | 5%
deslizamiento/ayudante al flujo)

Aceite vegetal 55 %
Gelatina como polvo (gelatina blanda) 5%
Capsulas de gelatina o HPMC duras (pequefias y grandes) 5%
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento barrera) 1%
“Polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) 10 %
HPMC o “polimeros” equivalentes (revestimiento de sellado) 1%
Agua/disolventes como sean requeridos 0%

Una parte de la formulacion intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla con aceite vegetal (liquido inmiscible) en
un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC duras o blandas pequefias (alrededor de 22
microlitros de capacidad) usando equipo de encapsulamiento con gelatina blanda o dura. Estas capsulas se revisten
(revestimiento barrera) con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en
un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones
optimizadas. Las capsulas revestidas se revisten con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros”
(revestimiento sensible pH 5,5 a 6,2) en un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de
revestimiento usando condiciones optimizadas. Las capsulas revestidas entéricas (EC) de pH 5,5 a 6,2 se revisten
(barrera) con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de
revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.

La parte restante de la anterior formulacién intermedia en polvo de vacuna seca se mezcla con aceite vegetal
(liquido inmiscible) en un mezclador. El liquido se rellena en capsulas de gelatina/HPMC duras o blandas pequefias
(alrededor de 22 microlitros de capacidad) usando equipo de encapsulamiento con gelatina blanda o dura. Los dos
productos capsula de gelatina/HPMC blanda o dura pequefios se rellenan junto con excipientes en una capsula de
gelatina/HPMC mayor o dura usando un equipo de encapsulamiento blando o duro. Las capsulas mayores se
revisten con solucion de revestimiento acuosa o disolvente de “polimeros” (revestimiento sensible pH 7,2 a 7,6) en
un bombo de revestimiento o secador de lecho fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones
optimizadas. Finalmente, la capsulas EC de pH 7,2 a 7,6 se revisten por sellado con solucién de revestimiento
acuosa o disolvente de HPMC o “polimeros” equivalentes en un bombo de revestimiento o secador de lecho
fluidizado/maquina de revestimiento usando condiciones optimizadas.
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Empaquetado producto final (en CMO local, condiciones secas de baja humedad y bajo oxigeno (purgando N2) a lo
largo del proceso):

Las anteriores capsulas revestidas se empaquetan en botellas con sellado por inducciéon o en blisteres a baja
humedad (a o por debajo de HR al 40 %) y condiciones de temperatura ambiente controladas (a 20 a 25 grados C).
También se pueden empaquetar en blisteres en la maquina de empaquetado de blister.

Ensayo de liberacién control de calidad (ingrediente farmacéutico activo (IFA) y medicamento final)

Vacuna
Ensayos Métodos y valoracion
Descripcion Granulos en blisteres o botellas, etc.
Apariencia Inspeccion visual del color, forma, etc.
Identificacion Antigeno por ADN
Analisis Metodologia de analisis especifico a antigeno
Pureza Electroforesis en gel SDS

Material particulado

USP31 <788>

Humedad residual

Contenido de agua, USP31 <921>

Uniformidad de contenido

Metodologia de analisis especifico a antigeno

Integridad del empaquetado

Ensayo con fuga en vacio

Estabilidad

Analisis, pureza, contaminaciéon microbiana, pH y humedad residual

Ensayo de liberacion in vitro
(por equipo de ensayo de
disolucion): pala o cesta
USP

Medio: tampén pH 1 (gastrico simulado), tampén pH 6, tampén pH 7,2 a 7,6
(fluido intestinal simulado), seguido de tampoén pH 5,5 a 6,2 (fluido coldnico
simulado).

Tiempos de muestra:

Tampén pH 1 -1 hora

Tampoén pH 6 — 1 hora

pH7,2a7,6-1,2 3y4horas

pH55a6,2—-1,2,4y8horas

Analisis de vacuna:

Metodologia de analisis especifico a antigeno y/o otra tecnologia especial
Vacuna:

Identificaciéon, potencia, determinacion de célula viable, contaminacion
microbiana, pH y humedad residual, etc.

Ensayo de estabilidad (0, 6,
12, 18 y 24 meses)

Ejemplo 7
Vacuna de cancer hepatocelular oral
. Vacuna de cancer hepatocelular con administracion a ileo y apéndice:

- antigenos tumorales quirdrgicamente separados del paciente de origen y procesados para volver a usarse
en el paciente de origen

- mezclas de antigenos quirirgicamente separados y procesados de varios pacientes dadas a pacientes que
portan nuevo tumor pero no anteriormente vacunados

- antigenos circulantes capturados y/o células metastaticas de la sangre de uno o mas pacientes, procesados
para la vacunacion oral del paciente indice 0 mezclados para el uso en nuevos pacientes que portan tumor
pero no vacunados anteriormente

- se pueden afadir adyuvantes a la formulacion tales como Proteinas de Choque Térmico

. Algunas o todas las anteriores estrategias de pildora interior combinadas con el uso de formulaciones
adyuvantes de pildora exterior que aumentan las funciones del sistema inmune en el eje Gl-pancreatico-
hepatico.
- La pildora exterior puede ser material de vacuna combinado con adyuvantes; la pildora interior puede ser
material de vacuna combinado con adyuvantes pero no contendria ninguna de las sustancias liberadoras de
hormona de freno ileal, puesto que no son necesarias para la amplificacién de material de vacuna mediante el
apéndice.
Ejemplo 8
Vacuna de cancer de colon oral

e  Vacuna de cancer de colon con administracion a ileo y apéndice:
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- antigenos tumorales quirdrgicamente separados del paciente de origen y procesados para volver a usarse
en el paciente de origen

- mezclas de antigenos quirdrgicamente separados y procesados de varios pacientes dadas a nuevos
pacientes que portan tumor pero no vacunados anteriormente

- antigenos circulantes capturados y/o células metastaticas de la sangre de uno o mas pacientes, procesados
para la vacunacion oral del paciente indice 0 mezclados para su uso en nuevos pacientes que portan tumor
pero no vacunados anteriormente

- se pueden afadir adyuvantes a la formulacion tales como Proteinas de Choque Térmico

. Algunas o todas las anteriores estrategias de pildora interior combinadas con el uso de formulaciones de
liberacion ileal de pildora exterior que aumentan las funciones del sistema inmune en el eje Gl-pancreatico-
hepatico.

- La pildora exterior puede ser construcciones de vacuna de liberacion ileal con o sin adyuvantes, la pildora
interior es un vacuna dirigida a apéndice.

Ejemplo 9
Vacuna de cancer pancreatico oral
. Vacuna de cancer pancreatico con administracion a ileo y apéndice:

- antigenos tumorales quirdrgicamente separados del paciente de origen y procesados para volver a usarse
en el paciente de origen

- mezclas de antigenos quirdrgicamente separados y procesados de varios pacientes dadas a nuevos
pacientes que portan tumor pero no vacunados anteriormente

- antigenos circulantes capturados y/o células metastaticas de la sangre de uno o mas pacientes, procesados
para la vacunacion oral del paciente indice 0 mezclados para su uso en nuevos pacientes que portan tumor
pero no vacunados anteriormente

- se pueden afadir adyuvantes a la formulacion tales como Proteinas de Choque Térmico

. Algunas o todas las estrategias de pildora interior anteriores combinadas con el uso de formulaciones de
liberacion ileal en pildora exterior que aumentan las funciones del sistema inmune en el eje Gl-pancreatico-
hepatico.

- La pildora exterior puede ser de liberacion ileal con adyuvantes, la pildora interior puede ser una vacuna
dirigida al apéndice.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacion de vacuna oral que administra un antigeno en la proximidad del ileo distal del tracto
gastrointestinal y el apéndice, comprendiendo la formulacién:

(a) una pluralidad de nucleos, cada uno de los cuales comprende:

(1) un antigeno;

(2) un primer revestimiento entérico que encapsula el antigeno, el cual es basicamente insoluble a un pH de
menos de un intervalo de entre aproximadamente 7,0 a aproximadamente 7,6, y el cual esta comprendido por
una o mas composiciones seleccionadas del grupo que consiste en poli(dl-lactido-co-glicélido), quitosano
(Chi) estabilizado con APV (alcohol poli-vinilico), un lipido, un alginato, carboximetiletilcelulosa (CMEC),
celulosa acetato trimelitato (CAT), hidroxipropilmetilcelulosa ftalato (HPMCP), hidroxipropilmetilcelulosa, etil
celulosa, glaseado alimenticio y mezclas de hidroxipropilmetilcelulosa y etil celulosa, polivinil acetato ftalato
(PVAP), celulosa acetato ftalato (CAP), shellac, copolimeros de acido metacrilico y acrilato de etilo, y
copolimeros de acido metacrilico y acrilato de etilo a los cuales se ha afiadido un monémero de acrilato de
metilo durante la polimerizacioén; y

(3) un segundo revestimiento entérico que es composicionalmente diferente del primer revestimiento, el cual
es basicamente insoluble a un pH de menos de un intervalo de entre aproximadamente 5,5 a
aproximadamente 6,5, el cual esta encapsulado dentro del primer revestimiento, y el cual estda comprendido
de una o mas composiciones seleccionadas del grupo que consiste en polivinil acetato ftalato (PVAP),
celulosa acetato ftalato (CAP), shellac, copolimeros de acido metacrilico y acrilato de etilo, y copolimeros de
acido metacrilico y acrilato de etilo al cual se ha afiadido un monémero de acrilato de metilo durante la
polimerizacion.

2. La formulacidon de vacuna oral segun la reivindicacion 1 en la que dicho antigeno es un virus que entra por el
tracto Gl.

3. La formulacién de vacuna oral de la reivindicacion 1, en la que el antigeno se selecciona del grupo que consiste
en:

(a) unvirus o antigeno derivado del mismo, seleccionado del grupo que consiste en Adenoviridae, Flaviviridae,
Herpesviridae, Herpadnaviridae, Orthomyxoviridae, Papovaviridae, Paramyxoviridae, Picornaviridae, Poxviridae,
Reoviridae, Retroviridae, Rhabdoviridae, Togaviridae;

(b) patégenos intracelulares o parasitos o antigeno derivado de los mismos seleccionados del grupo que
consiste en Afipia ssp, Brucella spp, Burkholderia pseudomallei, Chlamydia, Coxiella burnetti, Francisella
tularensis, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes, Mycobacterium avium, Mycobacterium leprae,
Mycobacterium tuberculosis, Neisseria gonorrhoeae, Rickettsiae, Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, Yersinia
pestis, Plasmodium spp, Theileria parva, Toxoplasma gondii, Cryptosporidium parvum, Leishmania,
Trypanosoma cruzi 'y Cryptococcus neoformans, Giardia, Cryptosporidia; o

(c) un antigeno transmitido por vector que incluye Plasmodium o Borrelia; o

(d) bacterias intestinales o antigeno derivado de las mismas, que incluyen cdlera, salmonela, Shigella,
Campylobacter, Leptospirosis, Helicobacter pylori'y E. coli enterotoxigénica incluyendo E. coli 0157, y bacterias
de Listeria, incluyendo Staphylococcus aureus'y Streptococcus neumoniae; y

(e) un antigeno relacionado con cancer mostrado por ser inmunogénico en pacientes humanos, y mas
especificamente seleccionados del grupo que consiste en el ONT-10, dirigido a MUC1, y otras vacunas
terapéuticas dirigidas de Oncothyreon con o sin el lipido A de PET adyuvante acompafante; antigeno NY-ESO-1
para tumores de vejiga, cerebro, mama, esofagicos, gastrointestinales, hepatocelulares, de rifiéon, pulmén,
melanoma, de ovario, prostata, sarcoma, cervical y uterino, gangliésido GD2, mimotopo 47-LDA de GD2,
proteinas de choque térmico, antigenos de testiculos cancerosos (TC), antigeno de cancer de ovario epitelial
(COE); antigenos de cancer cervical y de ovario, pancreatico, hepatocelular, de colon, mama, pulmén, y cerebro.

4. La formulaciéon de vacuna oral de la reivindicacion 2 en la que el antigeno es un componentes de un virus
mostrado por ser inmunogénico en pacientes humanos, y mas especificamente seleccionado del grupo que consiste
en adenovirus, herpes simplex, varicela zéster, citomegalovirus, virus de Epstein Bar, virus de la hepatitis A, virus de
la hepatitis B, virus de la hepatitis C, virus de la gripe, virus del papiloma humano, virus de la parainfluenza, virus del
sarampion, virus sincitial respiratorio, poliovirus, virus Coxsackie, rinovirus, virus vacuna, virus de la varicela,
rotavirus, virus-1 linfotrépico T humano, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus de la rabia, virus de la
rubeola, arbovirus, enterovirus tales como polio, cocksackie y virus de Norwalk.

5. La formulacion de vacuna oral de la reivindicacion 2, en la que el antigeno se un virus vivo atenuado.

6. La formulacién de vacuna oral segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el antigeno se mezcla con
una sustancia adyuvante para respuesta inmune refuerzo.
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7. Una capsula en una formulacion de vacuna oral en capsula que administra un antigeno en la proximidad del ileo
distal y el colon derecho o apéndice, comprendiendo la formulacién:

(a) una primera capsula que comprende:

(1) un antigeno y opcionalmente, un adyuvante;

(2) un primer revestimiento entérico que encapsula la primer capsula, el cual es basicamente insoluble a un
pH de menos de un intervalo de entre aproximadamente 7,0 a aproximadamente 7,6, y el cual esta
comprendido por una o mas composiciones seleccionadas del grupo que consiste en poli(dl-lactido-co)-
glicolido, quitosano (Chi) estabilizado con APV (alcohol poli-vinilico), un lipido, un alginato,
carboximetiletilcelulosa (CMEC), celulosa acetato trimelitato (CAT), hidroxipropilmetilcelulosa ftalato
(HPMCP),  hidroxipropilmetilcelulosa, etil  celulosa, glaseado alimenticio y mezclas de
hidroxipropilmetilcelulosa y etil celulosa, polivinil acetato ftalato (PVAP), celulosa acetato ftalato (CAP),
shellac, copolimeros de acido metacrilico y acrilato de etilo, y copolimeros de acido metacrilico y acrilato de
etilo a los cuales se ha afiadido un monémero de acrilato de metilo durante la polimerizacion; y

(b) una segunda capsula encapsulada en la primera capsula que comprende:

(1) el antigeno y opcionalmente un adyuvante; y

(2) un revestimiento entérico que encapsula la segunda capsula, el cual es basicamente insoluble a un pH de
menos de un intervalo de entre aproximadamente 5,0 a aproximadamente 6,5, y el cual se seleccionada del
grupo que consiste en shellac, copolimeros de acido metacrilico y acrilato de etilo, y copolimeros de acido
metacrilico y acrilato de etilo al cual se ha afadido un monémero de acrilato de metilo durante la
polimerizacion; en la cual la segunda capsula se expone cuando la primera capsula se disuelve en el ileo
distal.

8. La capsula en una formulacion de vacuna oral en capsula de la reivindicacion 7, en la que el antigeno es un virus
vivo atenuado.

9. La formulacién de vacuna oral de la reivindicacion 1, en la que el antigeno se mezcla con una sustancia
nutricional seleccionada del grupo que consiste en azlcares, acidos grasos libres, polipéptidos, aminoacidos y
composiciones que producen azucares, acidos grasos libres, polipéptidos, o aminoacidos tras la digestion y el
antigeno mezclado y la sustancia nutricional estan encapsulados por el primer revestimiento entérico.

10. La formulacién de vacuna oral de la reivindicaciéon 1, en la que los nucleos son microparticulas que tienen un
diametro promedio de entre aproximadamente 1 nandmetro a aproximadamente 100 micras de diametro.

11. La formulacion de vacuna oral de la reivindicacion 10, en la que los nucleos de la primera poblacién ndcleo y la
segunda poblacién nacleo son microparticulas, el diametro promedio de los nucleos de la primera poblacién nucleo
es mayor que el diametro promedio de los nucleos de la segunda poblaciéon nucleo, los nucleos de la segunda
poblacién nucleo tienen un diametro promedio de entre aproximadamente 1 nandmetro a aproximadamente 99
micras de diametro, y los nucleos de la primera poblacion ndcleo tienen un diametro promedio de entre
aproximadamente 2 nanémetros a aproximadamente 100 micras.

12. La capsula en una formulacién de vacuna oral en capsula de la reivindicacion 7, en la que el antigeno se mezcla
con una sustancia nutricional seleccionada del grupo que consiste en azucares, acidos grasos libres, polipéptidos,
aminoacidos, y composiciones que producen azucares, acidos grasos libres, polipéptidos, o aminoacidos tras la
digestion, y en la que el antigeno y la sustancia nutricional mezclados estan encapsulados por el primer
revestimiento entérico.

13. La capsula en una formulacion de vacuna oral en capsula de la reivindicacion 7, en la que el antigeno es un virus
seleccionado del grupo que consiste en adenovirus, herpes simplex, varicela zoéster, citomegalovirus, virus de
Epstein Barr, virus de la hepatitis A, virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C, virus de la gripe, virus del
papiloma humano, virus de parainfluenza, virus del sarampioén, virus sincitial respiratorio, poliovirus, virus Coxsackie,
rinovirus, virus vacuna, virus de la varicela, rotavirus, virus-1 linfotrépico T humano, virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), virus de la rabia, virus de la rubeola, arbovirus, enterovirus tales como polio, cocksackie y virus de
Norwalk.

14. La capsula en una formulacion de vacuna oral en capsula de la reivindicacion 7, en la que el antigeno es un
antigeno a bacterias intestinales seleccionadas del grupo que consiste en colera, salmonela, Shigella,
Campylobacter, Leptospirosis, Helicobacter pyloriy E. coli enterotoxigénica incluyendo E. coli 0157, y bacterias de
Listeria, Staphylococcus aureus 'y Streptococcus neumoniae.

15. La capsula en una formulacién de vacuna oral en capsula de la reivindicacion 7, en la que el agente es un virus

seleccionado del grupo que consiste en Adenoviridae, Flaviviridae, Herpesviridae, Herpadnaviridae,
Orthomyxoviridae, Papovaviridae, Paramyxoviridae, Picornaviridae, Poxviridae, Reoviridae, Retroviridae,
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Rhabdoviridae y Togaviridae.

16. La capsula en una formulacion de vacuna oral en capsula de la reivindicacion 7, en la que el antigeno es un
patégeno intracelular o parasito seleccionado del grupo que consiste en Afipia ssp, Brucella spp, Burkholderia
pseudomallei, Chlamydia, Coxiella burnetti, Francisella tularensis, Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes,
Mycobacterium avium, Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis, Neisseria gonorrhoeae, Rickeltsiae,
Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, Yersinia pestis, Plasmodium spp, Theileria parva, Toxoplasma gondii,
Cryptosporidium parvum, Leishmania, Trypanosoma cruzi y Cryptococcus neoformans, Giardia y Cryptosporidia.

17. La capsula en una formulacion de vacuna oral en capsula de la reivindicacion 7, en la que el antigeno es un
antigeno a las bacterias intestinales que incluyen colera, salmonela, Shigella, Campylobacter, Leptospirosis,
Helicobacter pylori y E. coli enterotoxigénica incluyendo E. coli 0157, y bacterias de Listeria incluyendo
Staphylococcus aureus 'y Streptococcus neumoniae.

18. Una cantidad farmacéuticamente eficaz de una formulacion de vacuna oral segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 para su uso en el tratamiento o prevencién de la aparicién de un trastorno virico.

47



ES 2 692 068 T3

FIGURA 1~

Liberacion entérica convencional - objetivo duodenal, que es proximal al
objetivo para la vacunacion

pH en normales
y diabéticos
55a6,2
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FIGURA 2

Administracién al freno ileal de Vacunas: pH objetivo
para liberaciénes 7,2 a 7,5

Si no se degradan
en/por el ileo estos
cantenidos liberados
alcanzan el Colon
Derecho y Apéndice
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FIGURA 3

Composicion para la liberaciéon en ileo de Antigeno,
Adyuvante, Hormonas de freno ileal

Membrana exterior
Disolucion a valores
depH73a76
Proteqe ntcleo
interior del Duodeno

La composicién de
capa es antigeno +/-
adyuvante, sustancia
liberadora de hormona
de freno ileal

Forma de contenidos de capa
son mezclas de polvos,
granulos, o microgranulos
encapsulados
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FIGURA 4

Debido a la liberacion de revestimiento entérico a pH 5,5 solo se dirige al duodeno y el
antigeno liberado en el duodeno no sobreviviria al transito para alcanzar el colon, la
liberacién en Colon Derecho y Apéndice requiere ambas una pildora interior y una exterior

Estrategia formulacion
Revestida Exterior
para liberacion a pH
7,3-7,5 en ileo;
conteniendo una
segunda Pildora
revestida interior para
liberacién a pH 5,5-6,2
en colon derecho que
se dirige al apéndice

pH de Colen Drch
(cbjetive de
formulacién
interior)5,5 a 6,2

51



ES 2 692 068 T3

FIGURA 5

- Composicidon "Pildora dentro de una Pildora" para ileo
y apéndice

Disolucién membrana
Disolucién de interior a valores de
membrana exterior pH55a6,0
a valores

La composicién de capa

depH7,3a756
es antigeno +/- adyuvante

pratege el nucleo
interior del Duodeno

La composicién de

capa es antigeno +/-

adyuvante, sustancia

liberadora de hormona .

de freno ileal Forma de contenidos de capa
son mezclas de polvos,

granulos, o microgranulos

encapsulados
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FIGURA 6

Pildora dentro de una Pildora: liberacion dirigida a freno ileal (pH 7,3-7,5)
de pildora interior, que contiene formulacién de vacuna para
liberacién en Apéndice a pH 5,5-6,2

Estrategia formulacion
vacuna oral. Revestida
exterior para liberacién a
pH7,3-7,5enileo
conteniendo una
segunda Pildora
revestida interior para
liberacionapH 5,5a6,2
en colon derecho, que
se dirige al apéndice

pH de colon drch
(cbjetivo de
formulacién
interior);5,5a 6.2

pH de ileo en
normales: 7,5a 8,2
pH de ileo en
Sindrome Metabdlico,

Obeso, T2D:7,3a7,5
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