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DESCRIPCION

Composicién que contiene derivados fosfato de aminoalquil glucosaminida tamponados y su uso para potenciar una
respuesta inmunitaria

Campo de la invencién

La presente invencidn se refiere a una composicion que comprende compuestos fosfato de aminoalquil
glucosaminida (AGP) y al uso de la composicién como adyuvante de vacuna o en un adyuvante de vacuna o en
tratamientos profilacticos o terapéuticos. Se desvelan también procedimientos para el uso de las composiciones.

Declaracion relativa a la investigacion patrocinada por el gobierno federal

Aspectos de esta invencion se realizaron con el apoyo del gobierno de los Estados Unidos segun el contrato #
HHSN272200900008C del Instituto Nacional de Salud (National Health Institute o NIH), por ello el gobierno de los
Estados Unidos puede tener determinados derechos sobre la invencién.

Antecedentes de la invencion

Los fosfatos de aminoalquil glucosaminida (AGP) son ligandos sintéticos del receptor 4 de tipo Toll (TLR4). Los AGP
y sus efectos inmunomoduladores a través del TLR4 se desvelan en publicaciones de patente tales como WO
2006/016997, WO 2001/090129 y/o la patente de Estados Unidos con n.° 6 113 918 y se ha informado sobre los
mismos en la bibliografia. Se han desvelado derivados AGP adicionales en la patente de Estados Unidos con n.°
7 129 219, la patente de Estados Unidos con n.° 6 525 028 y la patente de Estados Unidos con n.° 6 911 434.
Determinados AGP actian como agonistas del TLR4 mientras que otros son reconocidos como antagonistas del
TLR4. Los AGP son conocidos por ser utiles como adyuvantes de vacuna y como inmunomoduladores para
estimular la produccion de citocinas, activar macrofagos, promover la respuesta inmunitaria innata y aumentar la
produccién de anticuerpos en animales inmunizados. Los AGP se han usado con anterioridad principalmente como
adyuvantes y/o inmunomoduladores en forma de una emulsion de aceite en agua, empleando normalmente agua y
glicerol (aproximadamente un 2 %). Sigue existiendo la necesidad de identificar tampones que se puedan emplear
con estos AGP en composiciones farmacéuticas y/o adyuvantes.

Sumario de la invencién

De acuerdo con esto, la presente invencion proporciona una composicion que tiene un pH de 7 y que comprende (i)
un fosfato de aminoalquil glucosaminida o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y (ii) una cantidad eficaz
de tampén HEPES suficiente para proporcionar un pH de 7, en la que dicho fosfato de aminoalquil glucosaminida
tiene la estructura
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Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra la estructura del CRX-601 y del producto de degradacion del CRX-601 de los ejemplos.

La Figura 2 muestra la tasa acelerada de degradacion para tampones formulados con CRX-601 a un pH neutro o
proximo al fisiolégico.

La Figura 3 muestra la tasa acelerada de degradacién para tres tampones formulados con CRX-601 a un pH
préximo al 6ptimo para cada tampén.

La Figura 4 muestra la estructura del CRX-527 y del producto de degradacion del CRX-527 de los ejemplos.

La Figura 5 muestra la tasa acelerada de degradacion usando tampones fosfato y HEPES en CRX-527 y CRX-
601, respectivamente.

La Figura 6 muestra la estabilidad a largo plazo del CRX-601 formulado en tres tampones.

Las Figuras 7 a 9 muestran la potencia relativa entre los tres tampones (HEPES, acetato, citrato) formulados con
CRX-601 a un pH proximo al 6ptimo para cada tampoén.

Descripcion detallada de la invenciéon

Compuestos fosfato de aminoalquil glucosaminida Los AGP son moduladores del receptor 4 de tipo Toll (TLR4). El
receptor 4 de tipo Toll reconoce a los LPS (lipopolisacaridos) bacterianos y cuando se activa inicia una respuesta
inmunitaria innata. Los AGP son un monosacarido imitador de la lipoproteina A de los LPS bacterianos y se han
desarrollado con enlaces éter y éster en las "cadenas acilo" del compuesto. Son conocidos procedimientos para
preparar estos compuestos y se desvelan, por ejemplo, en el documento WO 2006/016997, las patentes de Estados
Unidos con n.°s 7 288 640 y 6 113 918, y en el documento WO 01/90129. Se han desvelado otros AGP y procesos
relacionados en la patente de Estados Unidos con n.° 7 129 219, la patente de Estados Unidos con n.° 6 525 028 y
la patente de Estados Unidos con n.° 6 911 434. Los AGP con enlaces éter en las cadenas acilo empleados en la
composicion de la invencion son conocidos y se desvelan en el documento WO 2006/016997. Son de particular
interés los compuestos fosfato de aminoalquil glucosaminida expuestos y descritos de acuerdo con la formula (Ill) en
los parrafos [0019] a [0021] del documento WO 2006/016997.

Ejemplos de los AGP incluyen los desvelados en el presente documento denominados CRX-601 y CRX-527. Las
estructuras de los mismos se exponen a continuacion:

o OH

Ho\u

Ho” o

)

o
o/\‘/
NH
NH
ozé
o)
o)
o
(CRX-601)

COH



10

15

20

ES 2743 465 T3

o OH
Ho\u .
o o CoH
o} o) 2
o NH
o NH
0
0
0
o)
o 0
o)

(CRX-527)

Tampones La composicién que comprende un AGP se tampona usando el tampén zwitterionico HEPES, adecuado
para uso humano, tal como para su uso en un producto comercial para inyeccion.

El tampdn se puede usar con una cantidad adecuada de soluciéon salina u otro excipiente para conseguir la
isotonicidad deseada. En una realizacion preferente, se usa solucion salina al 0,9 %.

HEPES: Numero de registro CAS: 7365-45-9 CgH1gN204S

El acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico, HEPES, es un tampén zwitteriénico disefiado para tamponar en
el intervalo del pH fisioldégico de aproximadamente 6 a aproximadamente 8 (por ejemplo, 6,15 - 8,35). El HEPES es
normalmente un polvo cristalino blanco y tiene la formula molecular: CgH1gN204S con la siguiente estructura:

O\\ _OH

N/\/S\\O
e
HEPES

El HEPES es bien conocido y esta disponible en el mercado (véase, por ejemplo, Good y col. Biochemistry 1966).

Mezcla/solucién de nanoparticulas Cuando se forma, la composicién de la invencién puede ser una dispersion o una
solucién. De forma adecuada, la composicién es una solucién de nanoparticulas con tamafos de particula de <
200 nm. En una realizacion adecuada, la composicién es una solucién de nanoparticulas con tamafios de particula
de < 200 nm que muestra caracteristicas micelares o liposomales. En una realizacion, la solucién o dispersion es
adecuada para uso farmacéutico como inmunomodulador. El tamafio de las particulas en solucién se determina en
parte por la longitud del tiempo durante la cual la composicién de la solucién o dispersion esta sometida a
tratamiento con ultrasonidos.

Las composiciones de la presente invencion se pueden usar para proteger o tratar un mamifero mediante
administracion por via sistémica o via mucosa. Estas administraciones pueden incluir la inyeccion por via
intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o subcutanea; o la administracion por via mucosa a los tractos
oral/digestivo, respiratorio, genitourinario. La composicién de la invencion se puede administrar en forma de dosis
Unica o de dosis multiples. Ademas, las composiciones de la invencidon se pueden administrar por diferentes vias
para el cebado y el refuerzo, por ejemplo, dosis de cebado IM y dosis de refuerzo IN.
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La composicion de la presente invencion se puede administrar sola o con vehiculos farmacéuticos adecuados, y se
puede usar en la fabricacién de una forma sélida o liquida, tal como comprimidos, capsulas, polvos, soluciones,
suspensiones o emulsiones. La composicion se puede formular en una “vacuna” y se puede administrar en solucién
libre, o se puede formular con un adyuvante o excipiente. La preparacion de la vacuna se describe de manera
general en Vaccine Design ("The subunit and adjuvant approach" (Eds. Powell M. F. & Newman M.J.) (1995)
Plenum Press Nueva York). Fullerton, en la patente de Estados Unidos n.° 4 235 877, describe la encapsulacion
dentro de liposomas. Las vacunas se pueden almacenar en solucion o liofilizadas.

Las dosis eficaces de los tratamientos que incorporan las composiciones de la presente invenciéon para el
tratamiento de un sujeto varian dependiendo de muchos factores diferentes, que incluyen el medio de
administracion, el sitio objetivo, el estado fisiolégico del paciente, otras medicaciones administradas, el estado fisico
del paciente con relacion a otras complicaciones médicas, y de si el tratamiento es profilactico o terapéutico. La
posologia de tratamiento debera valorarse para optimizar la seguridad y la eficacia. Las dosis al paciente descritas
en el presente documento varian normalmente de aproximadamente 0,1 uyg a 50 mg por administracion que,
dependiendo de la aplicacion, se podrian administrar diariamente, semanalmente o mensualmente y en cualquier
otro periodo de tiempo entre ellos. Mas normalmente, las dosis mucosas o locales varian de aproximadamente 10 ug
a 10 mg por administracion y, opcionalmente, de aproximadamente 100 ug a 1 mg, con 2-4 administraciones con un
espacio de dias o semanas entre ellas. Mas normalmente, las dosis inmunoestimulantes varian de 1 ug a 10 mg por
administracion y, mas normalmente, de 10 ug a 1 mg, con administraciones diarias o semanales. Las dosis que
incorpora la invencion descritas en el presente documento para administracion parenteral, por ejemplo, para inducir
una respuesta inmunitaria innata, o en vehiculos de administracion especializados varian normalmente de
aproximadamente 0,1 uyg a 10 mg por administracion que, dependiendo de la aplicacién, se podrian administrar
diariamente, semanalmente o mensualmente y en cualquier otro periodo de tiempo entre ellos. Mas normalmente,
las dosis parenterales para estos fines varian de aproximadamente 10 ug a 5mg por administracion y, mas
normalmente, de aproximadamente 100 yg a 1 mg, con 2-4 administraciones con un espacio de dias o semanas
entre ellas. En algunas realizaciones, sin embargo, las dosis parenterales para estos fines se pueden usar en un
intervalo de 5 a 10 000 veces mas que las dosis normales descritas anteriormente.

En el presente documento se desvela un procedimiento para mejorar o prevenir esencialmente una enfermedad
infecciosa, una enfermedad autoinmunitaria, un trastorno neurolégico o una afeccién alérgica o inflamatoria en un
sujeto que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de la composicién farmacéutica. En algunos casos,
se puede administrar un antigeno exogeno al sujeto junto con la composicion farmacéutica. En composiciones para
inducir o potenciar una respuesta inmunitaria, las composiciones de la invencion objeto se administran a un animal
de sangre caliente, tal como un ser humano u otro mamifero, con un antigeno tal como un antigeno de proteina o
polipéptido o un polinucleétido que expresa un antigeno de proteina o polipéptido. La cantidad de antigeno
administrado para inducir una respuesta deseada puede ser determinada facilmente por el experto en la técnica y
variara en funcion del tipo de antigeno administrado, la via de administracion y el programa de inmunizacién. Las
composiciones de la presente invencidon se pueden administrar también sin un antigeno exégeno, a fin de inducir
una proteccién inmediata mediante un efecto de resistencia no especifico. Las composiciones que tienen la
capacidad de estimular un efecto de resistencia no especifico y/o inducir un efecto adyuvante se pueden usar en
formulaciones de vacuna de accion rapida.

Términos/Definiciones Tal como se discute en el presente documento, el término "alifatico” como tal o como parte de
otro sustituyente significa, a menos que se indique lo contrario, un radical hidrocarburo ciclico o de cadena lineal o
ramificada, o una combinacion de los mismos, que puede ser totalmente saturado o mono- o poliinsaturado y que
puede incluir radicales di- y multivalentes, con el nimero de atomos de carbono designado (es decir, C1-C1o 0 C1.10
significa de uno a diez atomos de carbono). Ejemplos de radicales hidrocarburo saturados incluyen grupos tales
como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, t-butilo, isobutilo, sec-butilo, ciclohexilo, (ciclohexil)metilo,
ciclopropilmetilo, homdlogos e isémeros de n-pentilo, n-hexilo, n-heptilo, n-octilo, por ejemplo, y similares. Un grupo
alifatico insaturado es un grupo que tiene uno o mas dobles enlaces o triples enlaces. Ejemplos de grupos alifaticos
insaturados incluyen vinilo, 2-propenilo, crotilo, 2-isopentenilo, 2-(butadienilo), 2,4-pentadienilo, 3-(1,4-pentadienilo),
etinilo, 1- y 3-propinilo, 3-butinilo y los homdlogos e isémeros superiores. Normalmente, un grupo alifatico tendra de
1 a 24 atomos de carbono. Un grupo "alifatico inferior" es un grupo alifatico de cadena mas corta, que tiene por lo
general ocho o menos atomos de carbono.

El término "acilo" se refiere a un grupo derivado de un acido organico por eliminacion del grupo hidroxilo. Ejemplos
de grupos acilo incluyen acetilo, propionilo, dodecanoilo, tetradecanoilo, isobutirilo y similares. De acuerdo con lo
anterior, el término "acilo", tal como se usa en el presente documento, pretende incluir un grupo definido también
como -C(O)-alifatico, en el que el grupo alifatico es preferentemente un grupo alifatico saturado.

El término "sales farmacéuticamente aceptables" pretende incluir sales de los compuestos activos que se preparan
con acidos o bases relativamente no toxicos, dependiendo de los sustituyentes particulares encontrados en los
compuestos descritos en el presente documento. Cuando los compuestos de la presente invencién contienen
funciones relativamente acidas, se pueden obtener sales de adicion de base poniendo en contacto la forma neutra
de tales compuestos con una cantidad suficiente de la base deseada, ya sea pura o en un disolvente inerte
adecuado Ejemplos de sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables incluyen sales de sodio, potasio,
calcio, amonio, amino organico o magnesio, o una sal similar. En una realizacion, la sal es una sal de etanolamina,
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tal como monoetanolamina (MEA) o trietanolamina (TEA). Cuando los compuestos usados en la composicion de la
presente invencién contienen funciones relativamente basicas, se pueden obtener sales de adicién de acido
poniendo en contacto la forma neutra de tales compuestos con una cantidad suficiente del acido deseado, ya sea
puro o en un disolvente inerte adecuado. Ejemplos de sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables
incluyen aquellas derivados de acidos inorganicos como los acidos clorhidrico, bromhidrico, nitrico, carboénico,
monohidrogenocarbdnico, fosférico, monohidrogenofosforico, dihidrogenofosférico, sulfurico, monohidrogeno-
sulfurico, yodhidrico o fosforoso y similares, asi como las sales derivadas de acidos organicos relativamente no
téxicos como los acidos acético, propidnico, isobutirico, maleico, malénico, benzoico, succinico, suberico, fumarico,
lactico, mandélico, ftalico, bencenosulfénico, p-tolilsulfonico, citrico, tartarico, metanosulfénico y similares. También
se incluyen sales de aminoacidos tales como el arginato y similares, y sales de acidos organicos como los acidos
glucurénico o galacturénico y similares (véase, por ejemplo, Berge, S.M., y col., "Pharmaceutical Salts," Journal of
Pharmaceutical Science, 66, 1-19, 1977). Determinados compuestos especificos usados en la composicion de la
presente invencion contienen funciones tanto basicas como acidas que permiten que los compuestos se conviertan
en sales de adicion de base o sales de adicion de acido.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable” significa un medio
que no interfiere en la actividad inmunomoduladora del principio activo y que no es toxico para el paciente al que se
le administra.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen emulsiones de aceite en agua, emulsiones de agua en aceite,
emulsiones multiples (por ejemplo de agua en aceite en agua) microemulsiones, liposomas, microperlas,
microesferas, microsomas y similares. Por ejemplo, el vehiculo puede ser una microesfera, o preferentemente una
nanoesfera, o puede ser una microparticula, o preferentemente una nanoparticula, que tiene un compuesto de la
presente invencién dentro de la matriz de la esfera o particula o adsorbido sobre la superficie de la esfera o
particula. El vehiculo puede ser también una solucién acuosa o una dispersion micelar que contiene trietilamina,
trietanolamina u otro agente que hace que la formulacion sea de naturaleza alcalina, o una suspension que contenga
hidréxido de aluminio, hidroxido de calcio, fosfato de calcio o adsorbato de tirosina. Los vehiculos pueden incluir
también todos los disolventes, medios de dispersion, portadores, revestimientos, diluyentes, agentes antibacterianos
y antifingicos, agentes isoténicos y retardantes de la absorcion, tampones, soluciones vehiculo, suspensiones,
coloides y similares. El uso de tales medios y agentes para sustancias farmacéuticas activas es bien conocido en la
técnica. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente sea incompatible con el principio activo, se
contempla su uso en las composiciones terapéuticas.

En determinadas realizaciones, se usan liposomas, nanocapsulas, microparticulas, particulas lipidicas, vesiculas y
similares, para la introduccién de las composiciones de la presente invencion en organismos/células huésped
adecuados. En particular, las composiciones de la presente invencion se pueden formular para su administracion
encapsuladas en una particula lipidica, un liposoma, una vesicula, una nanosfera, o una nanoparticula o similares.

La formacion y el uso de preparaciones de liposomas y de tipo liposomas como potenciales vehiculos de farmacos
son conocidos generalmente por los expertos en la técnica (véanse, por ejemplo, Lasic, Trends Biotechnol 1998 Jul;
16(7):307-21; Takakura, Nippon Rinsho 1998 Mar;56(3): 691-5; Chandran y col., Indian J Exp Biol. 1997 Aug; 35(8):
801-9; Margalit, Crit Rev Ther Drug Carrier Syst. 1995; 12(2-3): 233-61; patente de Estados Unidos n.° 5 567 434;
patente de Estados Unidos n.° 5 552 157; patente de Estados Unidos n.° 5 565 213; patente de Estados Unidos n.°
5 738 868 y patente de Estados Unidos n.° 5 795 587).

Los liposomas se han usado con éxito con un numero de tipos de células que son normalmente dificiles de
transfectar mediante otros procedimientos, incluyendo suspensiones de células T, cultivos de hepatocitos primarios y
células PC 12 (Renneisen y col., J Biol Chem. 1990 Sep 25; 265(27): 16337-42; Muller y col., DNA Cell Biol. 1990
Abr; 9(3): 221-9). Ademas, los liposomas no tienen las restricciones de longitud del ADN que son caracteristicas de
los sistemas de administracion basados en virus. Los liposomas se han usado eficazmente para introducir genes,
diversos farmacos, agentes radioterapéuticos, enzimas, virus, factores de transcripcion, efectores alostéricos y
similares, en una variedad de lineas celulares cultivadas y animales. Asimismo, el uso de liposomas no parece estar
asociado a respuestas autoinmunitarias o a una toxicidad inaceptable tras su administracién sistémica.

En determinadas realizaciones, los liposomas se forman a partir de fosfolipidos que se dispersan en un medio
acuoso y forman espontaneamente vesiculas de doble capa concéntricas multilamelares (denominadas también
vesiculas multilamelares (MLV)).

Como alternativa, en oftras realizaciones, la invencién proporciona formulaciones de nanocapsulas
farmacéuticamente aceptables de las composiciones de la presente invencidén. Las nanocapsulas pueden atrapar
generalmente compuestos de una manera estable y reproducible (véase, por ejemplo, Quintanar-Guerrero y col.
Drug Dev Ind Pharm. 1998 Dic; 24(12): 1113-28). Para evitar efectos secundarios debidos a la sobrecarga
polimérica intracelular, tales particulas ultrafinas (con tamafios de aproximadamente 0,1 um) se pueden disefar
usando polimeros que son capaces de ser degradados in vivo. Tales particulas se pueden preparar tal como
describen, por ejemplo, Couvreur y col., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst. 1988; 5(1): 1-20; Muhlen y col., Eur J
Pharm Biopharm. 1998 Mar; 45(2): 149-55; Zambaux y col. J Controlled Release. 1998 Enero; 2; 50(1-3): 31-40; y la
patente de Estados Unidos con n.° 5 145 684.
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El término "inmunomodulador”, tal como se usa en el presente documento, significa una sustancia que altera la
respuesta inmunitaria en un sujeto, tal como aumentando, reduciendo, modificando o afectando de otro modo la
respuesta inmunitaria del sujeto.

VIAS DE ADMINISTRACION

Las composiciones de la invencion objeto que se pueden administrar por via parenteral, es decir, por via
intraperitoneal, subcutanea o intramuscular incluyen los siguientes vehiculos preferentes. Ejemplos de vehiculos
adecuados para uso subcutaneo incluyen, si bien no se limitan a los mismos, solucion salina tamponada con fosfato
(PBS), o cloruro sédico al 0,9 % en agua USP para inyeccion, y trietanolamina al 0,01-0,1 % en agua USP para
inyeccion. Vehiculos adecuados para inyeccion intramuscular incluyen, si bien no se limitan a los mismos, etanol
USP al 10 %, propilenglicol al 40 % vy el resto una solucion isoténica aceptable tal como dextrosa al 5 %, o cloruro
sadico al 0,9 % en agua USP para inyeccion. Ejemplos de vehiculos adecuados para uso intravenoso incluyen, si
bien no se limitan a los mismos, etanol USP al 10 %, propilenglicol USP al 40 % vy el resto agua USP para inyeccion,
o cloruro sodico al 0,9 % en agua USP para inyeccion. En una realizacion, el vehiculo incluye etanol USP al 10 % y
agua USP para inyeccion; otro vehiculo aceptable adicional es trietanolamina al 0,01-0,1 % en agua USP para
inyeccion. Los disolventes parenterales farmacéuticamente aceptables son tales que proporcionan una solucion o
dispersion que se puede filtrar a través de un filtro de 5 micrometros, preferentemente un filtro de 0,2 micrémetros,
sin eliminar el principio activo.

Otra via de administraciéon de las composiciones de la presente invencién es la administracién por via mucosa,
particularmente la administracion intranasal o, en algunos casos, la administracion por inhalaciéon (administracion
pulmonar). La administraciéon pulmonar de farmacos se puede conseguir segun varios enfoques diferentes,
incluyendo nebulizadores liquidos, inhaladores dosificadores (MDI) basados en aerosoles, y dispositivos de
dispersion de polvo seco. Las composiciones para su uso en administraciones de este tipo son por lo general polvos
secos o aerosoles.

Los polvos secos contienen, ademas de la composicion de la invencion, un vehiculo, un potenciador de la absorcion
y, opcionalmente, otros ingredientes. El vehiculo es, por ejemplo, un mono-, di- o polisacarido, un alcohol de aztcar
u otro poliol. Los vehiculos adecuados incluyen lactosa, glucosa, rafinosa, melecitosa, lactitol, maltitol, trehalosa,
sacarosa, manitol; y almidon. Particularmente preferente es la lactosa, especialmente en forma de su monohidrato.
También se incluyen agentes potenciadores de la absorcion tales como polipéptidos, tensioactivos, alquil glucésidos,
sales de amina de acidos grasos o fosfolipidos. Los ingredientes de la formulacién normalmente deben estar en una
forma finamente dividida, es decir, su diametro medio en volumen debe ser por lo general de aproximadamente 30 a
aproximadamente 200 micrometros, tal como se mide mediante un instrumento de difracciéon de laser o un contador
Coulter. El tamano de particula deseado se puede producir usando procedimientos conocidos en la técnica, por
ejemplo, molienda, micronizacion o precipitacion directa.

La via de administracion intranasal proporciona numerosas ventajas con respecto a muchas otras formas de
administracion para los compuestos de la presente invencion. Por ejemplo, una ventaja de la administracion
intranasal es su conveniencia. Un sistema inyectable requiere la esterilizacion de la jeringa hipodérmica y en el
entorno institucional, conlleva la preocupacion, entre el personal médico, del riesgo de contraer enfermedades por
pincharse accidentalmente con una aguja contaminada. En el entorno institucional se deben imponer también
requisitos estrictos para la eliminacion segura de la aguja y la jeringa usadas. Por el contrario, la administracion
intranasal requiere poco tiempo por parte del paciente y del personal médico responsable, y es mucho menos
onerosa para las instituciones que los inyectables.

Una segunda ventaja importante de la administracion intranasal es la aceptacion por parte del paciente del sistema
de administraciéon del farmaco. La administracién intranasal se percibe como no invasiva, no viene acompafada de
dolor, no tiene efectos secundarios significativos y produce la gratificacion de un alivio inmediato en el paciente que
presenta el sintoma. Esto es particularmente ventajoso cuando el paciente es un nifio. Otra consideracion importante
es que el paciente puede ser capaz de autoadministrarse la dosis o las dosis prescritas de pulverizacion nasal.

Para administracion intranasal, las composiciones de la presente invencién se pueden formular en forma de liquidos
o de sdlidos. Dichas composiciones pueden contener uno o mas adyuvantes adicionales, agentes para potenciar la
absorcion de los ingredientes activos por permeacion a través de la membrana nasal y, para composiciones liquidas,
un tampoén acuoso adicional u otros vehiculos farmacéuticamente aceptables. La composicién puede incluir ademas,
opcionalmente, uno o mas alcoholes polihidricos y uno o mas agentes conservantes Los conservantes adecuados
incluyen, por ejemplo, gentamicina, bacitracina (0,005 %) o cresol. Las composiciones se pueden administrar a la
cavidad nasal en forma de pulverizacion usando un atomizador, nebulizador, pulverizador, cuentagotas u otro
dispositivo que asegure el contacto de la solucién con la membrana mucosa nasal. El dispositivo puede ser uno
sencillo, tal como un pulverizador nasal simple que puede ser usado por el paciente, o puede ser un instrumento
mas complejo para una dispensacion mas precisa de las composiciones, que se puede usar en un consultorio de un
médico o en un centro médico.

Las composiciones de polvo nasal se pueden preparar mediante liofilizacién de la composicion de la presente
invencion o mediante adsorcién de la composicién sobre polvos nasales adecuados (por ejemplo lactosa) y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2743 465 T3

moliendo, si es necesario, hasta el tamafio de particula deseado. Como alternativa, se puede preparar una solucién
de la composicion y excipientes de ciclodextrina, seguido de precipitacion, filiracion y pulverizacion. También es
posible eliminar el disolvente mediante liofilizacién, seguida de la pulverizacién del polvo al tamafio de particula
deseado usando técnicas convencionales, conocidas en la literatura farmacéutica. La etapa final es la clasificacion
por tamarios, por ejemplo, mediante tamizado, a fin de obtener particulas que tienen preferentemente un diametro
de entre 30 y 200 micrometros. Los polvos se pueden administrar usando un insuflador nasal, o se pueden colocar
en una capsula fijada en un dispositivo de inhalacion o de insuflacion. Una aguja penetra la capsula para crear poros
en la parte superior y en la parte inferior de la capsula y se envia aire para que esta se rompa y salgan las particulas
de polvo. La formulacién en polvo también se puede administrar en un pulverizador de chorro de un gas inerte o
suspendido en fluidos organicos liquidos.

Las composiciones de la invencion objeto se administran a un individuo en una cantidad eficaz o una cantidad
farmacéuticamente eficaz, a fin de inducir o potenciar la respuesta inmunitaria del individuo. Tal como se usa en el
presente documento, la expresion "cantidad eficaz" o "cantidad farmacéuticamente eficaz" es aquella cantidad que
muestra una respuesta superior a la del vehiculo o de los controles negativos. Una "cantidad eficaz de adyuvante" es
la cantidad del compuesto en cuestion que, cuando se administra junto con un antigeno, muestra una respuesta
superior a la producida por el antigeno solo. La dosificacion precisa de la composicion de la invencién objeto que se
va a administrar a un paciente dependera del compuesto particular usado, de la via de administracion, de la
composicion farmacéutica y del paciente.

Ensayo de potencia en MM6

El ensayo de potencia en MonoMac 6 se usa para medir cuantitativamente la potencia relativa entre dos lotes
diferentes de un producto biolégico. Se incuban conjuntamente una serie de dosis de los compuestos de ensayo y
de referencia con células MonoMac 6, una linea celular monocitica humana, y se recogen los sobrenadantes de las
células para un ensayo posterior. Un marcador quimocina (MIP-1f), medido en los sobrenadantes de las células
mediante un ensayo ELISA anidado, sirve como lectura. Se construyd una plantilla de analisis de la potencia en la
que se incluyeron las densidades opticas brutas y el andlisis se efectud automaticamente. En base a la pendiente y
al paralelismo entre las curvas de respuesta del compuesto de ensayo y de la referencia, los criterios establecidos
en las medidas definidas determina si se puede producir o no una determinacién de la potencia con éxito. Si se
cumplen satisfactoriamente estos criterios, el analisis proporcionara un valor de la potencia relativa del producto de
ensayo frente al producto de referencia.

La presente invencion se describe adicionalmente por medio de los siguientes Ejemplos y Ejemplos de ensayo no
limitantes que se dan exclusivamente con fines ilustrativos.

PARTE EXPERIMENTAL

Ejemplo 1: Formulacién de HEPES a pH = 7,0. El peso molecular del HEPES es de 238,3 g/mol. Por tanto, se
pesaron 6,044 g de HEPES y se afiadieron 200 ml de agua estéril y la mezcla se agitdé usando un agitador
magnético. Se midi6 el pH de la solucién y era de 5,2. Se afiadié después gota a gota NaOH 5 N hasta conseguir un
pH final de 7,0. El volumen de la solucién se llevé hasta 250 ml dando como resultado un tampén HEPES 100 mM a
pH = 7,0. Este tampdn se filtr6 de forma estéril para su futuro uso. Para preparar tampén HEPES 10 mM, se
diluyeron 10 ml de tampéon HEPES 100 mM en 90 ml de agua estéril (volumen total = 100 ml). El tamp6n HEPES
10 mM resultante a pH = 7,0 se filtré también de forma estéril para ser usado con CRX-601 que se obtuvo en GSK
Vaccines Hamilton, Montana.

Ejemplo 2 (Comparativo): Formulacion de HEPES a pH = 8,0. El peso molecular del HEPES es de 238,3 g/mol. Por
tanto, se pesaron 6,044 g de HEPES y se afiadieron 200 ml de agua estéril y la mezcla se agité usando un agitador
magnético. Se midio el pH de la solucién y era de 5,2. Se afiadié después gota a gota NaOH 5 N hasta conseguir un
pH final de 8,0. El volumen de la solucion se llevé hasta 250 ml dando como resultado un tampén HEPES 100 mM a
pH = 8,0. Este tampdn se filtr6 de forma estéril para su futuro uso. Para preparar tampén HEPES 10 mM, se
diluyeron 10 ml de tampén HEPES 100 mM en 90 ml de agua estéril (volumen total = 100 ml). El tamp6n HEPES
10 mM resultante a pH = 8,0 se filtré también de forma estéril para ser usado con CRX-601.

Ejemplo 3: Formulacién de los AGP y HEPES a pH = 7,0. Se formulé el CRX-601 en HEPES 10 mM tamponado a
pH = 7,0 con una concentracion deseada de 2 mg/ml pesando 3,99 mg de CRX-601 y afiadiendo 1,877 ml de
HEPES 10 mM seguido de tratamiento con ultrasonidos en un bafio de ultrasonidos en agua. Al cabo de 25 minutos
la solucién era visiblemente transparente, aunque se continu6 el tratamiento con ultrasonidos ya que las otras
formulaciones del CRX-601 con los otros tampones empleados en el presente documento no habian conseguido aun
un aspecto visual similar. Esto se efectud ya que el fin era someter a cada formulacion de CRX-601 tamponada a la
misma cantidad de energia de procesamiento.

Ejemplo 4 (Comparativo): Formulacién de los AGP y HEPES a pH = 8.

Se formulé el CRX-601 en HEPES 10 mM tamponado a pH = 8,0 con una concentracién deseada de 2 mg/ml
pesando 3,99 mg de CRX-601 y afiadiendo 1,877 ml de HEPES 10 mM seguido de tratamiento con ultrasonidos en
un bafio de ultrasonidos en agua. Al cabo de 25 minutos la solucién era visiblemente transparente, aunque se
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continué el tratamiento con ultrasonidos ya que las otras formulaciones de CRX-601 con los otros tampones
empleados en el presente documento no habian conseguido aun un aspecto visual similar. Esto se efectué ya que el
fin era someter a cada formulacion de CRX-601 tamponada a la misma cantidad de energia de procesamiento.

Formulacién de tampones distintos al HEPES. ElI pH de cada tampoéon estaba dentro de la capacidad de
tamponamiento para el tampdn respectivo. El modo de preparacion de cada tampén se describe a continuacion.

Ejemplo 5 (Comparativo): Tampén acetato a pH = 5,0. El peso molecular del acetato de amonio es de 77,08 g/mol.
Por tanto, se pesaron 1,927 g de acetato de amonio y se afiadieron 200 ml de agua estéril y la mezcla se agitd
usando un agitador magnético. Se midié el pH de la solucién y era de 6,6. Se afadié gota a gota acido acético hasta
conseguir un pH final de 5,0. El volumen de la solucién se llevé hasta 250 ml dando como resultado un tampdn
acetato 100 mM a pH = 5,0. Este tampodn se filtré de forma estéril para su futuro uso. Para preparar tampoén acetato
10 mM, se diluyeron 10 ml de tampoén acetato 100 mM en 90 ml de agua estéril (volumen total = 100 ml). El tampdn
acetato 10 mM resultante a pH = 5,0 se filtré también de forma estéril para ser usado con CRX-601.

Ejemplo 6 (Comparativo): tampdn acetato a pH = 5,5. El peso molecular del acetato de amonio es de 77,08 g/mol.
Por tanto, se pesaron 1,927 g de acetato de amonio y se afiadieron 200 ml de agua estéril y la mezcla se agitd
usando un agitador magnético. Se midié el pH de la solucion y era de 6,6. Se afiadié gota a gota acido acético hasta
conseguir un pH final de 5,5. El volumen de la solucién se llevé hasta 250 ml dando como resultado un tampdn
acetato 100 mM a pH = 5,5. Este tampodn se filtré de forma estéril para su futuro uso. Para preparar tampoén acetato
10 mM, se diluyeron 10 ml de tampoén acetato 100 mM en 90 ml de agua estéril (volumen total = 100 ml). El tampdn
acetato 10 mM resultante a pH = 5,5 se filtré también de forma estéril para ser usado con CRX-601.

Ejemplo 7 (Comparativo): Tampdn citrato a pH = 5,0. El peso molecular del citrato trisédico (deshidratado) es de
294,1 g/mol y el del acido citrico (monohidrato) de 210,14 g/mol. Por tanto, se pesaron 3,670 g de citrato trisédico y
2,627 g de acido citrico y se afiadieron 200 ml de agua estéril y la mezcla se agité usando un agitador magnético. Se
midio el pH de la solucion y era de 4,1. Se afnadié después gota a gota NaOH 5 N hasta conseguir un pH final de
5,0. El volumen de la solucién se llevo hasta 250 ml dando como resultado un tampén citrato 100 mM a pH = 5,0.
Este tampon se filtré de forma estéril para su futuro uso. Para preparar tampon citrato 10 mM, se diluyeron 10 ml de
tampon citrato 100 mM en 90 ml de agua estéril (volumen total = 100 ml). El tampén citrato 10 mM resultante a pH =
5,0 se filtré también de forma estéril para ser usado con CRX-601.

Ejemplo 8 (Comparativo): Tampdn citrato a pH = 6,0. El peso molecular del citrato trisédico (deshidratado) es de
294,1 g/mol y el del acido citrico (monohidrato) de 210,14 g/mol. Por tanto, se pesaron 3,670 g de citrato trisédico y
2,627 g de acido citrico y se afiadieron 200 ml de agua estéril y la mezcla se agité usando un agitador magnético. Se
midio el pH de la solucion y era de 4,1. Se anadié después gota a gota NaOH 5 N hasta conseguir un pH final de
6,0. El volumen de la solucién se llevé hasta 250 ml dando como resultado un tampén citrato 100 mM a pH = 6,0.
Este tampon se filtré de forma estéril para su futuro uso. Para preparar tampodn citrato 10 mM, se diluyeron 10 ml de
tampon citrato 100 mM en 90 ml de agua estéril (volumen total = 100 ml). El tampdn citrato 10 mM resultante a pH =
6,0 se filtré también de forma estéril para ser usado con CRX-601.

Ejemplo 9 (Comparativo): Tampdn citrato a pH = 6,1. El peso molecular del citrato trisédico (deshidratado) es de
294,1 g/mol y el del acido citrico (monohidrato) de 210,14 g/mol. Por tanto, se pesaron 3,670 g de citrato trisédico y
2,627 g de acido citrico y se afiadieron 200 ml de agua estéril y la mezcla se agitdé usando un agitador magnético. Se
midio el pH de la solucion y era de 4,1. Se anadié después gota a gota NaOH 5 N hasta conseguir un pH final de
6,1. El volumen de la solucién se llevé hasta 250 ml dando como resultado un tampén citrato 100 mM a pH = 6,1.
Este tampon se filtré de forma estéril para su futuro uso. Para preparar tampon citrato 10 mM, se diluyeron 10 ml de
tampon citrato 100 mM en 90 ml de agua estéril (volumen total = 100 ml). El tampdn citrato 10 mM resultante a pH =
6,1 se filtrd también de forma estéril para ser usado con CRX-601.

Ejemplo 10 (Comparativo): Tampodn citrato a pH = 7,0. El peso molecular del citrato trisddico (deshidratado) es de
294,1 g/mol y el del acido citrico (monohidrato) de 210,14 g/mol. Por tanto, se pesaron 3,670 g de citrato trisdédico y
2,627 g de acido citrico y se afiadieron 200 ml de agua estéril y la mezcla se agité usando un agitador magnético. Se
midio el pH de la solucion y era de 4,1. Se anadié después gota a gota NaOH 5 N hasta conseguir un pH final de
7,0. El volumen de la solucion se llevé hasta 250 ml dando como resultado un tampén citrato 100 mM a pH = 7,0.
Este tampon se filtré de forma estéril para su futuro uso. Para preparar tampon citrato 10 mM, se diluyeron 10 ml de
tampon citrato 100 mM en 90 ml de agua estéril (volumen total = 100 ml). El tampdn citrato 10 mM resultante a pH =
7,0 se filtré también de forma estéril para ser usado con CRX-601.

Ejemplo 11 (Comparativo): Tampén TRIS a pH = 7,0. El peso molecular del TRIS es de 121,14 g/mol. Por tanto, se
pesaron 3,029 g de TRIS y se afiadieron 200 ml de agua estéril y la mezcla se agit6 usando un agitador magnético.
Se midi6 el pH de la solucion y era de 10,5. Se afiadié después gota a gota HCI 6 N hasta conseguir un pH final de
7,0. El volumen de la solucién se llevd hasta 250 ml dando como resultado un tampén TRIS 100 mM a pH = 7,0.
Este tampodn se filtré de forma estéril para su futuro uso. Para preparar tampén TRIS 10 mM, se diluyeron 10 ml de
tampon citrato 100 mM en 90 ml de agua estéril (volumen total = 100 ml). El tampdn TRIS 10 mM resultante a pH =
7,0 se filtré también de forma estéril para ser usado con CRX-601.
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Ejemplo 12 (Comparativo): Tampén succinato a pH = 7,0. El peso molecular del anhidrido succinico es de
100,07 g/mol. Por tanto, se pesaron 2,502 g de anhidrido succinico y se afadieron 200 ml de agua estéril y la
mezcla se agitdé usando un agitador magnético. Se midié el pH de la solucién y era de 2,5. Se afiadié después gota a
gota NaOH 5 N hasta conseguir un pH final de 7,0. El volumen de la solucién se llevé hasta 250 ml dando como
resultado un tampén succinato 100 mM a pH = 7,0. Este tampédn se filtré6 de forma estéril para su futuro uso. Para
preparar tampon succinato 10 mM, se diluyeron 10 ml de tampén succinato 100 MM en 90 ml de agua estéril
(volumen total = 100 ml). El tampon succinato 10 mM resultante a pH = 7,0 se filtr6 también de forma estéril para ser
usado con CRX-601.

Ejemplo 13 (Comparativo): Tampédn fosfato a pH = 7,0. El peso molecular del fosfato de sodio (monobasico) es de
137,99 g/mol y el del fosfato de sodio (dibasico) es de 141,96 g/mol. Por tanto, se pesaron 0,059 g de fosfato de
sodio (monobasico) y 0,082 g de fosfato de sodio (dibasico) y se afiadieron 80 ml de agua estéril y la mezcla se agité
usando un agitador magnético. Se midié el pH de la solucién y era de 7,0. El volumen de la solucion se llevd hasta
100 ml dando como resultado un tampon fosfato 10 mM a pH = 7,0. Este tampdn se filtré de forma estéril para su
futuro uso con CRX-601.

Ejemplo 14 (Comparativo): Tampon fosfato de sodio a pH = 6,1. El peso molecular del fosfato de sodio (dibasico) es
de 141,96 g/mol y el del cloruro de sodio es de 58,5 g/mol. Por tanto, se pesaron 7,098 g de fosfato de sodio
(dibasico) y 5,844 g de cloruro de sodio y se afiadieron 900 ml de agua estéril y la mezcla se agitd usando un
agitador magnético. Se midié el pH de la solucion y era de 9,0. Se afnadid después gota a gota HCl 6 N hasta
conseguir un pH final de 6,1. El volumen de la solucion se llevé hasta 1000 ml dando como resultado un tampdn
NaCl 100 mM y fosfato de sodio (dibasico) 50 mM a pH = 6,1. Este tampon se filtrd6 de forma estéril para su futuro
uso con CRX-601.

Ejemplo 15

Formulacion de los AGP vy los tampones. La Tabla 1 enumera siete tampones comunes considerados Utiles en las
técnicas farmacéuticas. EI CRX-601 se formulé en cada uno de los tampones recogidos en la Tabla 1 con una
concentracion deseada de 2 mg/ml. Los tampones se formularon al pH éptimo, o un pH préoximo al mismo,
comunicado y que se muestra en la Tabla 1.

Todas las muestras se procesaron en las mismas condiciones a fin de cuantificar la degradacion del CRX-601
debida al tampdn especifico y no debida al procesamiento a excepcion del CRX-601 en tampdn acetato que necesitd
un tiempo mas largo de procesamiento.

Tabla 1
Tampén componentes pH Conc. pKa Referencia al
(mM) texto
1 HEPES [acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico| 7,0 10 3,7,6 Ejemplo 1
2 Citrato Citrato sodico (Acido citrico) 6,1 10 3,1, 4,8, Ejemplo 9
6,3
3 Fosfato [Fosfato de sodio monobasico y dibasico 7,0 10 2,1,7,0, Ejemplo 13
12,3
4 Succinato |Anhidrido succinico 7,0 10 42 56 Ejemplo 12
5 [TRIS IAmino-2-hidroximetil-metano (HCI) 71 10 8,3 Ejemplo 11
6 Acetato |Acetato de amonio (Acido aceético) 55 10 47,92 Ejemplo 6
de amonio
7 Fosfato |Fosfato de sodio, NaCl 6,1 50 7,2 Ejemplo 14

Cada una de las soluciones tampodn se sometié después a tratamiento con ultrasonidos para reducir el tamafio de
particula y permitir la filtracion estéril. La Tabla 2 muestra el tiempo de procesamiento para conseguir una solucion
parcialmente transparente (es decir, para conseguir un tamafio de particula de aproximadamente 200 nm) mediante
tratamiento con ultrasonidos de cada una de las formulaciones de CRX-601 tamponadas.
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Tabla 2
Tampones pH del tampdn | Aspecto visual de la solucién transparente
(minutos)
1 HEPES 10 mM 7,00 25
2 Citrato sédico 10 mM 6,10 60
3 Fosfato de sodio 10 mM 7,15 15
4 Succinato de sodio 10m M 7,00 35
5 Cloruro de TRIS 10 mM 7,10 60
6 Acetato de amonio 10 mM 5,50 160
7 Fosfato de sodio 0,1 M en solucion salina 6,10 80
0,5 M (LBH)

Degradacion. Se estudiaron colectivamente los tampones 1-7 de la Tabla 1 a fin de determinar la estabilidad a las
concentraciones mostradas en la tabla usando un ensayo de estabilidad acelerada. Las composiciones tampon se
mantuvieron durante 14 dias a 40 °C. Se determiné la estabilidad del CRX-601 en cada composicién midiendo el
porcentaje de CRX-601 en la composicion con respecto al producto de degradacion comun del CRX-601
(estructuras mostradas en la Figura 1). El grafico de la Figura 2 muestra los datos del primer conjunto de tampones
que fueron estudiados colectivamente con el CRX-601. La pendiente de las lineas de ajuste adaptadas a cada serie
de datos es una medicion de la tasa de degradacion del CRX-601. De modo interesante se encontré que el HEPES
(pH = 7,00), el acetato (pH = 5,50) y el citrato (pH = 6,10) causaban una degeneracion menor del CRX-601 en
solucion tras 14 dias a 40 °C. El fosfato de sodio (pH = 7,15), el succinato (pH = 7,00), el TRIS (pH = 7,10) y el
fosfato de sodio (pH = 6,10) mostraron una estabilidad reducida y, sorprendentemente, una estabilidad menor en
comparacion con el HEPES (pH = 7). No se observaron cambios significativos en el pH durante el estudio. El tamafio
de particula para todas las formulaciones permanecié estable excepto para el CRX-601 en tampoén de hidratacion de
liposomas (LHB o Liposome Hydration Buffer) y tampon acetato que mostraron agregacion.

Ejemplo 16

Estabilidad/Pureza Los tampones se evaluaron para identificar el efecto del pH sobre la tasa de degradacion del
CRX-601; Especificamente, se ensayo la estabilidad del CRX-601 formulado en acetato a pH = 5,0, en HEPES a pH
=7,0y 8,0,y en citrato a pH =5,0, 6,0 y 7,0. Para tal fin se prepararon los siguientes tampones: HEPESapH=7,0y
8,0, citrato a pH =5,0, 6,0 y 7,0, y acetato a pH = 5,0, de acuerdo con los Ejemplos 1, 2, 5,7, 8 y 10, y el CRX-601 se
formul6 en cada uno de ellos y se sometié a degradacion forzada durante 14 dias a 40 °C.

Se determind la pureza para cada solucién tamponada midiendo el porcentaje de CRX-601 en la composicion con
respecto al producto de degradacion comun del CRX-601. Los datos de la pureza se representan en la Figura 3 e
indican que el HEPES a pH = 7,0 lleva a una degradacién minima, mientras que a pH diferente, (pH = 5), tanto el
citrato como el acetato llevan a una degradacion minima del CRX-601.

No se observaron cambios significativos en el tamafo de particula excepto para el CRX-601 en tampén citrato a pH
= 5,0, que mostraba un aumento del tamafio de particula. No se observé ningun cambio significativo del pH para
ninguna de las formulaciones en este estudio.

Ejemplo 17

Ensayo de los tampones con otro AGP. Se estudié colectivamente otro AGP, el CRX-527 (obtenido en GSK
Vaccines, Hamilton, Montana) en el estudio de estabilidad acelerada durante 14 dias a 40 °C con el tampon fosfato y
el HEPES a pH = 7,0. Se determind la estabilidad del CRX-527 en cada composicion midiendo el porcentaje de
CRX-527 en la composicion con respecto al producto de degradacion comun del CRX-527 (estructuras mostradas
en la Figura 4). Analogamente, se determiné la pureza para la soluciéon tamponada midiendo el porcentaje de CRX-
601 en la composicion con respecto al producto de degradacion comun del CRX-601, tal como se ha expuesto
previamente. El grafico de la Figura 5 muestra el perfil de degradacion del CRX-527 en los dos tampones junto con
el del CRX-601. EI HEPES proporcionaba a los AGP una estabilidad potenciada cuando se comparaba frente al
tampon fosfato al mismo pH (pH = 7,0).

Ejemplo 18

Estabilidad a largo plazo/Pureza del CRX-601. Los tampones se evaluaron para identificar el efecto del pH sobre la
estabilidad a largo plazo del CRX-601; especificamente, se ensayo la estabilidad del CRX-601 formulado en acetato
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apH=5,0,en HEPES a pH = 7,0, y en citrato a pH =5,0. Para tal fin se prepararon los siguientes tampones: HEPES
a pH = 7,0, citrato a pH =5,0 y acetato a pH = 5,0, de acuerdo con los Ejemplos 1, 5y 7, y el CRX-601 se formul6 en
cada uno de ellos y se almacend durante > 1 afio a 2-8 °C. Se determind la pureza para cada solucion tamponada
midiendo el porcentaje de CRX-601 en la composicion con respecto al producto de degradacion comun del CRX-
601. Los datos de pureza se representan en la Figura 6 e indican que no hay una degradacion significativa en
ninguno de los tampones ensayados durante un periodo de ~ 1 afio. Asi, el tampon HEPES proporciona a los
compuestos de AGP la estabilidad deseada a valores de pH notablemente diferentes que los tampones acetato y
citrato.

Ejemplo 19

Ensayo de potencia del CRX-601 Se usé un ensayo de potencia en células MonoMac 6 para medir la potencia
relativa del CRX 527 en diferentes tampones a un pH 6ptimo y la potencia relativa del CRX 601 en diferentes
tampones a un pH o6ptimo. Los experimentos iniciales que comparaban la potencia del CRX-527 en HEPES y la del
CRX-527 IN no mostraron diferencias significativas de potencia (datos no mostrados). No obstante, se observaron
diferencias considerables en cuanto a la potencia cuando se efectué el estudio colectivo del CRX-601 en HEPES a
pH = 7,0, en citrato a pH =5,0, y en acetato a pH = 5,0 en el ensayo de potencia en células MM6 frente a
formulaciones de referencia de CRX-601 IN (glicerol acuoso al 2 %). Los resultados de potencia dados en las
Figuras 7 a 9 muestran que el CRX-601 en acetato y el CRX-601 en citrato tenian menos de un 50 % de potencia en
comparacion con el CRX-601 IN. No se observd una muerte celular significativa en las formulaciones tamponadas
con citrato o con acetato cuando se tifieron con azul de tripano. En comparacion, el CRX-601 en HEPES mostraba
un aumento del doble de la potencia del CRX-601 comparado con el CRX-601 IN.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que tiene unpHde 7 y

que comprende (i) un fosfato de aminoalquil glucosaminida o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo vy (ii)
una cantidad eficaz de tampén HEPES suficiente para proporcionar un pH de 7, en la que dicho fosfato de
aminoalquil glucosaminida tiene la estructura

o OH

CO,H

o
O
~ /\(
NH
oi<g
o)
o)
O
CRX601.

2. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que dicha composicién tiene un tamafio de particula de
filtracion estéril, medido mediante dispersion dinamica de luz (DDL) durante un periodo de 14 dias a 40 grados
centigrados, de < 200 nanémetros.

3. La composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que dicha composiciéon presenta una pérdida de pureza
en porcentaje después de 14 dias a 40 grados centigrados, medida mediante cromatografia liquida de alta
resolucion en fase inversa (RP-HPLC), del 4,46 % al 5,93 %.

4. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, para su uso como inmunomodulador.

5. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en la que dicha solucién se usa como adyuvante
de vacuna.

6. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, adecuada para administracion por via mucosa.
7. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, adecuada para administracion por via intranasal.

8. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, administrada a un sujeto en ausencia de un
antigeno exdgeno.

9. La composiciéon de acuerdo con la reivindicacion 1, para su uso en la potenciacién de una respuesta inmunitaria
de un sujeto.

10. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, para su uso en la mejora o la prevencion sustancial de una
enfermedad infecciosa, una enfermedad autoinmunitaria o una afeccion alérgica en un sujeto.
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