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Ciudad Habana 10400, CUBA 
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Vedado., 10400 Ciudad delaHabana (CU). GUILLtNNI-
ETO, Gerardo, Enrique (CU/CU]; Lfnea No.6 entre N   
0, Pho 4, Vedado, Plaza do In Revolncidn., 10400 Ciudad 
do Is Habana (CU). DUARTE CANO, Caries [CUU]; 
Ave. 31 entzc 182 y 184, Playa., 10600 Ciudad do Is Ha-
bana (CU). PENTÔN ARIAS, Eduardo [CU/CU]; Ave. 
31 No 18207 entre 182y 184, Apto 49 Playa, 10600 Ciu-
dad do Is Habana (CU). 

(81) Estados desigaudos (naclona): All, AG, AL, AM, AT, 
AU, AZ BA, BB, BO, BR, B’4 BZ CA, CE, CN, CO. CR, 
CU, CZ, DE, DX, DM, DZ EC, BE, ES, Fl, GB, GD, GE, 
GH, GM, BR, HU, ID, IL, IN, IS, JF, KB, KG, XP, KR, KZ, 
LC, LX, LR, LS, IT, LU, LV, MA, MD, MG, ML MN, 
MW, MX, MZ, NO, NZ PH, PL, PT, ED, RU, SD, SE, SO, 
SL SL SL, Ti, TM, TR, TI’, 1Z UA., hG, US, 114 VN, 
YU, ZA, ZW 

(84) Estados designados (regional): patente ARIPO (GE, GM, 
XE, IS, MW, MZ, SI), SL, SZ, 14 UG, ZW), patente 
euroasilica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, Ti, TM) 
patente europea (AT, BE, CE, CY DE, DX, ES, FL PR, 
GB, GR, lB. IT, LU, MC, NL, F1’, SE, TR), patente OAF! 
(BF, Bi, CF, CO. CL CM, GA, GN, GQ, G4 M. Mit, NE, 
SN, ID, TG). 

(Continda en lapdgina siguiente) 

(54) Title: METHOD FOR OBTAINING ANTIGENIC STRUCTURES ENHANCING SPECIFIC CROSS REACTIViTY 

(54) Tftulo; MEIODO DE OBTENC!ON DE ESTRUCFLJRAS ANTIGENZCAS QUE POTENCIAN LA REAC’IlVIDAD CR11-
ZADA ESPEcIFICA 

(57) Abstract: The invention relates to a method for obtaining high cross reactivity antigenic structures that are capable of enhanc-
ing an humane response to peptidic antigens administejud systemically and/or mucosally and to the chemical structures obtained 
with said method and the formulations obtained from said structures and their utilization. The method describes the obtenlion of 
new dendrimeric structures from the selection and synthesis of dendrimers that are subsequently coupled to carrier molecules. The 
resulting structures can be used conveniently adjuvaterl or In a formulation In which several antigens of this type can be introduced, 
a syneIistic effect taking place between these components in relation to the cross reactivity and the immunogeni city of the response 
obtained. The preparation may also contain stabilizers and preserving agents. The resulting antigenic structures can be used In the 
pharmaceutical industry as vaccine formulations for human and veterinary use and as part of diagnostic systems. 

(57) Resumea: La presente invenciÆn so relaciona con an mØtodo para In obtención do estructuras  antigØnicas do alta reaclividad 
cruzada, capaces do potenciar In respuesta inmune a antfgenos peptfdicos adminisirados por via sistØmica y/o mucosal, asf como 
con In estructuras qufmicas obtenidas a partir este nultodo, y con las formulaclones obtenidas a partir do dichas estructuras y an 
uso,El mØtodo describe Is obtención do nuevas estructuras dendrim6iicas, partlendo do la selección y sintesis do dendrfmeros, qua 
posteriormente son acoplados a mol6culas portadores. Las estructuras resuitantes pueden uiilizarse coiwenlentemente adyavadaso 
en una formulación donde puedon introducirse varios antigenos do este tipo, enconlr6ndose an efecto sindrgico entre estos compo-
nentes con respecto ala reactividad cruzada yIn inmunogenicidad do In respuesta obtenida. Ademds Is preparaciôn puede contenei, 
estabilizadores y preseivos. Las estructuras antigØnicas resultantes son aplicables on is industria farmacØutica como formulaciones 
vacunales tanto para uso humano como veterinatio y come paste do sistemas de diagnóstico. 



PODER 

E1(los) suscrito(s) �P?--. L 

2Contro de Ingenieria Genetica 

� ...................... 

domiciliado(s) en  

� 1.90... . Cubaxac.ai.. .PLaya- . Ciudad... 
de la Habana. Cuba. 

nombra por ci presente a Ximena Castel la 

nos A. y10 Margarita Castell.anos A. 
abogaclos, con ozcmas en .................. 

.9. NA-. ,93P9Bogota, Colombia 
para ... o1icitu..d. de. p.ten.th........ 

ypara obtener Ia protección de mi (nues-
tra) propiedad industrial y con este fin au-
torizamos a dichos apoderados para que nos 
representen ante cualesquiera autoridades o 
personas de los órdenes administrativo, con-
tencioso-admjnistratjvo y judicial en todo to 
relacionado con los siguientes actos y gestio-
nes: a) Obtención de patentes de invención, 
modelos y dibujos industriales; registro de 
marcas de fÆbrica, de servicio, colectjvas o 
defensivas; depOsito de nombres y enseæas 
comerciales; su renovación, prórroga, inscrip-
don de su traspaso y camblo de nombre o 
domicilio, cancelaciOn voluntaria y el registro 
de licencia de uso de esos derechos; b) accio-
nes de oposiciOn, cancelaciOn, nulidad, mcdi-
das cautelares y en general los juicios civiles, 
penales, administrativos o contencioso-admi-
nistrativos que promovamos o se nos promue-
van, pudiendo en todos los actos y gestiones 
arriba determinados sustituir este rnandato, 
transigir, desistir, recibir, cancelar, renunciar, 
aceptar notificaciones y nombrar apoderaclos 
judiciales y extrajudiciales. 

POWER OF ATTORNEY d 

I (we) the undersigned ................... 

Of........................................ 

hereby grant(s) Ximena Castellanos A. yb 
Margarita Castellanos A. 

attorneys residing at ..................... 
cra. � . Bogota, COLOMTIA to..... 

and to obtain the protection of my (our) in-
dustrial property, for wich purpose we autho-
rize the said attorneys to represent us before 
any authorities or persons, specially those, 
administrative, administrative contentious and 
judicial, in all matters concerning the follo-
wing: a) Obtainment of patents, models and 
designs; the registration of trademarks, ser-
vice, collective and defensive marks; the de-
posit of commercial names and ensigns; its 
renewal, extensiOn, recordal of assignments, 
change of name or domicile, voluntary cance-
llation; and the registration of licences of use 
of the above rights; b) Actions of opposition. 
cancellation, nullity, infringement, granting of 
licences; and in general the civil, penal an ad-
ministrative suits relating to those rights; ac-
tions and suits instituted by us or against us; 
and that in all the above matters they may 
substitute this Power of Attorney, compromi-
se. desist, cancel, receive, renounce, accept no-
tifications and appoint attorneys- infact in or 
out of Court. 

Dado y firmado boy . $.mar.zo. de..1993Given and signed this ...................... 

on .Ci.id&1 . d.e . La. 1-Labana.,. - C.ubu. .....in ........................................ 

CENTRO DE INGENIERIA GENETICA V BIOTECNOLOGIA 

By:  

(Notary should execute on other side) 

(Consular legalization necessary) 
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CERTIFIcADO NOTARIAL NOTARIAL. CERTIFICATE TION) 

Boy...... de . de 19 On this � day of . �.. 19.. 
couiparcció(eron) personairnent....personally appeared .................... 
Dr. Manuel Linionta Vidal whom I know to be the person(s) who signed this docients as representativ (s) of the 

Corooration/Comnanv named 
a quien(es) conozco como la(s) persona(s) que 
firma(n) este documento en repesentación  de 
la SociedadlCompafifa denominida 

Centro de Ingeniera Gentoa 
Bthe:ftb2oa........ 

Certifico 
a) Que Pm 
es una sociedad/Compafifa lega ente consti-
tuida 

y 

existente de acuerdo co las leyes de 
1aReb1&oade Cub... 

1,) Que el doniicilio de dicba ociedad/Com-
pa1a es . A’vs.. .3i... . Cuban u.,. .P.1al,a 

c) Que ci objeto u objetos para los cuales se 
otorga ci presente poder estÆn omprendidos 
dentro del objeto social de la m ncionada So-
ciedad/Compa1a. 
d) Que ci St.’- . .. Mant?A. .&m.qt’ 
�Vid.a]. 

estÆ autorizado para otorgar ci presente Po-
der. Lo anterior estÆ probado or medio de 
los siguientes documentos, qu certifico be 
v.isto:* 

(Ciudad) 
(Estadó) 
Hoy: 

* Los documentos deben identificarse cdn 

de 19 

I Certify: 
a) That ............ ............... 

� is a Corpoi-ation/Company1egall constituted 
and in existence in accordance with the laws 
of 

b) That the domicil--- oI:said Corpoziation/Com-
panyis ............... ..................... 

c) That the purpose or purposes fo- which the 
present Power of Attorney is grant   are com-
prised within the object set forth ii the char-
ter of the mentioned Corporation Company. 
d) That Mr. ................................ 
........................................... 
is (are) authorized to grant the present Power 
of Attorney. The aforementioned was duly 
proven through the following doci4ments and 
I duly certify having seen them:* 

(City) 
(State) 
this ..........day ......of .......19.... 
(Notary Public) 

y origen. 
* Documents must be Identified: with date and 

UO. 

Notail deV-,Notar lspclal a cargo 
de la Direccidn th Reglutros y NotarIn 
del Mlnht de .Iustida de ha Repübuca 
de Cuba. I........- - 

:.-) fj/’rt uitŒnticas pot la - 
0 U 

neme�n.. wrdan con La mlsrna 
que cotu :brau a ussr en todos sus 
aetos. 

La I a 1(35 C cJias del mes 

_de 199, 

origin 
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� CONS ULADO GENERAL DR COLOMBIA 
CUBA 

No. JOfl/90 
4 4 

(Lugar y (etha) 
El suscrjtp C5ul dc Colombia CER7/FJcA: 
que ci seæor, . 

- 

quien autoriza ci presense documento, ejercia 
legalmente, en la (celia a/Il expedªja, las funciongs 
de____ yy 
y que la firma g 30b que ’ri ci uparecen 
COmb sugos SOil /08 

q’ic u.a , :’c.ci.P,hra en 

sus actos o(lciales, de aue � ci, ottupi rrgistro 
que se Ileuti en esti (ofl5u.j, 
iI Consul no asume responsab,r4ad a’gtna por 
el con1’iii,J/deI 

01. 

,x_ 1 

t’selio 
(Firma U selbo del Con4 

AREA r’- r-10 ’3 r�

ILACE COX ST&R 
.Quo ci soier (a) 

Cuya firma prcca’ 
documcrk, d wrnp2nEdya erj ta Iucbg, 
hs Iuncjons dli indkadas. 
5nnt d ogoi, D. C., 

I! _________ 
El suzcrio io!c de 110 

pnrnd responsbjHdJ aliia per ci 
cnpcnjdoo csh � ck,utnenio. 

NE130i4 SANCHEZ 
JEFE LEI3ALIZA 





WO 02/36160 
1 

PCT/CU01/00007 I
METODO DE OBTENCON DE ESTRUCTURAS ANTh3ENICAS QUE POTENCIAN 

LA REACTMDAD CRUZADA ESPECIFICA. 

Sector TŒcnlco 

5 La presents invención estÆ relacionada con la rama do la medicina, particulamiente con 

formulaciones vacunales basadas an nuovas estructuras antigØnicas quo potencian la 

reactividad cruzada. 

TØcnlca Anterior 

Los pØptidos tienen por si solos muy baja inmunogenicidad por lo que generalmente 

10 son conjugados a protelnas portadoras quo aportan epitopos para cØlulas T 

auxiUadoras (efecto portador) (Herrington, D.A. at at. 1987 Nature 328:257-259). En el 

procoso de conjugaciOn los pØptidos pueden perder las propiedades antigØnicas 

deseadas debido entre otras cosas a quo los mØtodos de conjugación, at resultar 

relativamente inespecificos, pueden erilazar at peptido par parte do la secuencia 

15 relevante para el reconocimlento del sistema inmun3. Para evitar los problemas 

asociados a la conjugaclon do pØptidos a protelnas portadoras so goneró otra  forma de 

presentar secuencias peptidicas al sistema inmune Ilamada sistemas peptidicos 

multiantigOnicos (MAPs) los cuales se basan an la incluslón do epitopos para cØlulas B 

y I dentro de tin nócleo ramilicado do Ilsinas (Tam, J. P.et at. 1988 Proc. Nall. Acad. 

20 Sd. 86:5409-54132-5)(Tam, J. P. 1989 Methods Enzymol. 168:7-15) (Tam, J. P. 1990 

WO 90/11778) (Tam, J. P. 1993 WO 93/03766). Enlre las ventajas de este sistema 

portador do antigenos sabre los conjugados do pØptido, a proteinas so encuentran su 

estructura y composlclØn doflnldas asi como la alta prcporción del epItopo do iriterØs 
’.. i respecto del total do la molOcula. En algunos estudios se ha mostrado la superioridad 

25 an cuanto a Inmunogenicidad del sistema portador MAPs sabre (as conjugados (Wang, 

C. Y. at at. 1991 Science 254: 285-288); aunquo esto .o ha sido siempre consisterite 

puss an otros estudios ha sucedido to contrarlo (Rile)’, EM. at at. 1996 Veterinary 

Immunology and Immunopathology 55: 243-253), lo ..ual podria ser un fenómono 

asociado a la protelna portadora. 

30 La reactividad cruzada as una proplodad qua, al Igual qua la neutralizaciôn cruzada, ha 

sido descrita previamente para pØptidos sintØticos (Wang, C. Y. at at. 1991. Science 

254: 285-288). Varios Investigadores han reportado ademÆs qua anticuerpos para 

pØptidos del tazo V3 del HIV-4 presentan neutralización cruzada frente a diferentes 



£ 

WO 02/36160 
2 

PCT/CtJO 1/00007 

aislamientos de campo de HIV-1 (Wang, C. Y. et at. 1991 Science 254: 285-288). En 

resumen, la neutralizaciOn cruzada y.por tanto la reactividad cruzada estØn asociadas a 

Is estructura de pØptidos, como por ejemplo pØptidos del lazo V3 de VIH-1. 

La estrategla de MAPS ha sido usada pars generar una respuesta anti V3 neutralizante 

5 en humanos (Geoffrey, J. at at. 1996 Journal of Infectious Diseases, 173: 330-3398). La 
desventaja de esta estrategia vacunat consistió en que pars obtener una 
Inmunogenicldad y efecto neutralizantes mayores tue necesario inocular una cantidad 

excesivamente alta, 500 j.tg, de MAP (Kahn, J. at al. 1994 Tenth International 

Conference on AIDS Yokohama, Japan 7-12 August., Vol. 1)(1-1, D. at al. 1997 Asian 
10 Pac J Allergy Immunol. 15:105-13). Si se pensara on preparar una mezcla de MAPS 

I basados en la selecciOn de diferentes V3 buscando el mÆs ampilo espectro de 
neutraHzación de aislamientos clinicos Is cantidad necesarla de microgramos totales tie 
MAPS serla incompatible con las prØcticas habituales de inmunización. 

La reactividad cruzada se define como Is habilidad que posee un Inmurtôgeno pam 
15 reacclonar con ligandos relacionados (Paul, W. Fundamental Immunology. 4th edition). 

Aunque el fenórneno de Is reactMdad cruzada se conoce desde los mismos inicios de 

Is Inmunologia, hasta Is fecha ninguna preparación vacunal con probada eficacia se ha 

basado a priori en Is reactividad cruzada. Esto qulzØs exphque en parte por quØ Is 

inmensa mayorla de las vacunas en usa actualmente en los programas de 

20 lnmunización tie diferentes paises protegen contra patOgenos que no presentan una 

site variabilidad entre sus diferentes aislamlentos clinicos. 

La reactividad cruzada entre pØptidos con secuencias presentando homologla es una 

propledad particular tie cada pØptido y Østa puede ser potenciada de acuerdo a 
diferentes formas de’  presentación del mismo al sistema inmune. Pudiera considerarse 

25 obvlo que el aumento de Is Inmunogenicldad trae consigo una potenciación de la 

reactividad cruzada, sin embargo, no results as!. En un estudio con pØptidos 1-B Be 

dØmostró qua Is inducción de anticuerpos con reactividad y10 neutralización cruzadas 

no correlaclona con Is inmunogeriicldad tie los pØptidos (Kasmi, K.C, et. at. 1998 

Molecular Immunology 35:905-918). 

30 Para poder generar una respuesta lnmunologica capaz de reconocer un gran nClmero 

de varlantes antigenicas de un patógeno se han generado una serie de ideas. Una de 

Østas consiste en Is inclusion dentro de un poHpØptido multiepitoplco de todas las 

varlantes de un epltopo 0 aqueltas mÆs lrnportantes Los pollpØptidos multiepitOpicos 
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generados a partir de secuenclas para epitopos B no han sido slempre una opciôn 
viable (Flynn, J.N, et. al. 1997 J VLrol 71: 7586-92). En pruner tØrmtno la generaciOn de 

un potipØptido quimØrico impilca la producción de una molØcuta de estructura 

tridimensional impredecible que no liene par quØ exponer adecuadamente todos los 

5 epltopos representados to cual favorece la respuesta hacia algunos e impide totalmente 

la respuesta contra otros. Par otro lado, resulta tambiØn impredecible la relaciOn de 

dominancia que se impondrÆ entre los diferentes epitopos, to cual puede silenciar 
� incluso aquellos que se encuentran expuestos adecuadamente. Otra estrategia ha sido 

� la generaclOn de bibliotecas peptidicas que represŒntan en si mismas toda a parte de la 
10 variabHidad posible. Las bibliotecas peptidicas obtenidas de regiones altamente 

variables han tenido un Øxito relativo dado par (a alta representatividad del nmero de 
epitopos que se pretende introducir en la formulación vacunal, sin embargo cada 
epitopo particular queda cliIuido" dentro de un cimuIo muy grande de secuencias 
diferentes to cual hace impredecible si se obtendrÆ una respuesta inmune al nivel 

� is requerido (Allen, D. et at. 1998 J. of Virol. 27: 651-659)(Jerome, E. et at. 1994 Eur. J. 
Immunol. 24: 2789-2795). 

Otra estrategia es la disefiada en el caso del VIH con el objetivo de cubrir un ampilo 
espectro de secuencias V3, es Ia generaciôn de pØptidos consenso. Esta se basa en el 
estudio de la variabilidad de los epitopos en los aislamientos de campo o clinicos, 

20 estabteciencjo para cada posición at aminoÆcido mÆs conservado entre todos los 
aislamientos (Holley, L.H. et al. 1991 Proc. Nall. Acad. Sci. 88:6800-6804). 
Dlvulgacióri  de (a invención 

El objetivo tØcnico que se persigue con la lnvenclôn propuesta es el desarrollo de un 
- mØtodo de obtención de estructuras antigenicas de alta reactividad cruzada y capaces 
25 de potenciar la respuesta inmune a antigenos peptidicas administrados por via 

sistØmica y10 mucosal. Este mØtodo genera estructuras dendrimØ,icas conjugadas que 
cuentan con una parte sintØtica acoplada a protelnas portadoras en proporciones 
adecuadas. La adición de estructuras semejantes po1lando oh-os epitopos B ha 
permitido incrementar la reactividad cruzada, con to que so consigue ademØs un 

30 incremento de la inmunogenicidaci general de los antIgnos coadministrados. Oh-os 
antigenos y adyuvantes pueden ser adicioriados a esta prt.paraciôn. 

U 
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Por lo tanto, uno de los objetos do la presente invenciôn es un mØtodo de obtenciôn do 

estructuras antigØnicas quo potenclan la reactividad cruzada especifica. Dicho mØtodo 

comprende los sigulentes pasos: 

A) Selecclón del epitopo do interØs; 

5 B) Obtención do estructuras dendrimØricas con los epItopos seleccionados en el peso 

(A) mediante un mØtodo do sintesis, el cual puede ser la slntesls sabre un nicJeo do 

Hslnas a Æcldo aspÆrtico; 6 la slntests sobre nücleos do molØculas orgÆnicas; la sintesis 

Sabre un ntcleo dendrimØrlco; el acoplamiento do pØptidos sobre un nCicleo 

dendrlmØlico; 0 mezclas sabre un mismo nUcleo do epitopos de cØlulas B, do cØlulas I 

10 odeambas; 

(C) ConJugaciOn do una 0 varies do las estructuras dendrimØricas obtenidas en el paso 

(B), a una a varies molØculas portadoras mediante un mØtodo de conjugacion quo 

puede ser la conjugacion utillzando glutaraldehldo, anhldrido succinico, ester do Æcido 

-maleimidopropionico-N -hidroxisucclnimida (MPS) o empleando un espaciador sin 

15 cadenas laterales aromÆticas, ya que so evidenciO quo la presencla de estas cadenas 

elimina la reactividad hacia la estructura dendrimØrica acoplada. 

D) Mezcla de los conjugados obterildos on el peso (C) para la obtenciOn de las 

formulaclones mediante la adlclOn del pØptido del domhiio de unIon at CD4 o un 

conjugado quo contenga este epitope, Jo cual potencla la reactividad cruzada y la 

20 Inmunogenicidad do la estructura antigØnica resultante; y finalmente 

E.) Adyuvar en akmina u afro adyuvanto apropiado. 

En el mØtodo de la invención, los pØptidos quo (orman parte do las estructuras 

obtenidas on el peso (B) pueden ser regiones del Virus do Inmunodeficiencia Humana 

16 2,  especlficamente reglones variables como la regiOn V3. 

25 Igualmente pueden ser empleadas reglones do virus quo poseen determiriado nivel de 

� varlabilidad y diversidad, entre ellos el virus de la Hepatitis C, B y los virus del Dengue. 

Igualmente pueden ser empleados antigenos quo so correspondan con reglones 

polisacaridicas de Neisseria meningitidis, as[ como pØptidos quo mimetizan reglones 

antigØnicas polisacaridlcas, 0 cualquler region de un mlcroorganismo o un patOgeno. 

30 Do Igual modo el mØtodo de la InvenclOn puede utilizer regkines do antigenos propios 0 

antigenos relevantes en la, obtenclOn de vacunas contra el cØncer, como por ejemplo 

las reglones do la hormona Ilberadorade la gonadotropina. 
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Entre las molØculas portadoras que pueden emplearse en el mØtodo de Is invención se 

lncluyen el antigeno de superficie del virus de Is hepatitis B, HbsAg, la proteins p64K 

de Ne/sserla meningitidis, el antigeno de la nucleocÆpsida. del HIV, el antigeno de Is 

nucleocapsida del virus de Is Hepatitis B. TambiØn pueden ser empleadas pars este fin 

5 molØcufas de naturaleza polisacaridica como las particulas de dextrana. 

El mØtodo de Is invenclón tamblØn comprende  Is conjugaciôn de una o varias de las 

estructuras dendrimØricas obtenldas en el paso (B), a una o varias molØculas 

portadoras mediante conjugaciOn covalente o asociación electrostÆtica 0 por 

hidrofobicidad. 

10 Otro objeto de la Invenciôn es la estructura antigenica que se obtiene mediante el 

mØtodo anterior, Is cual potencia la reactividad cruzada especitica de preparados quo 

Is contienen, yque comprende los epitopos antigØnicos descritos previamente en forma 

dendrimØrica y acoplados a molØculas portadoras en una proporción entre I y 30% do 

la estructura resultante. 

15 Los epitopos seleccionados pueden ser de naturaleza oHgosacerldica o peptidica y 

dentro de esta Oltima pueden utilizarse consensos peptidicos do regiones variables 

seleccionados por subtipos, subgrupos, serotipos U otra forma do asociación, as[ como 

son bibliotecas de secuencias peptidicas del microorganismo seleccionado, o peptidos 

mimØticos. 

20 Particularmente los pØptidos quo forman parte de Is region dendrimOrica pueden 

corresponderse con regiones variables del Virus de Inmunodeficiencia Humana 1 6 2, y 

dentro do estas Is regiOn V3, y regiones de otros virus quo poseen determinado nivel 

4 de variabilidad y diversidad, entre ellos el virus de Is Hepatitis C, B y los virus del 

Dengue. 

25 Estas estructuras comprenden antigenos quo so correspondan con regiones 

polisacaridicas de Neisserla meningitidis, as[ como peptidos qua mimetizan regiones 

antigOnicas polisacarldicas, o cualquier regiOn de un microorganismo a un patOgeno. 

Do Igual modo las particulas pueden contener regiones de antigenos propios 0 

antigenos relevantes en Is obtenciOn de vacunas contra el cancer, como por ejemplo 

30 las regiones do Is hormona Ilberadora de la gonadotropina. 

Entre las molecules portadoras quo conforman estas particulas pueden seleccionarse 

el antigeno de superficie del virus de Is hepatitis B, HbsAg, Is proteins p64k de 

Neisseria meningitidis, el antigeno do Ia nucleocapsida del HIV, el antigeno do la 
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nucleocâpsida del virus de la Hepatitis B. TamblØn pueden incluir molØculas de 

naturaleza polisacaridica coma las particulas de dextrana. 

La Invenciôn tamblØn se relaclona con el usa de las estructuras antigØnicas 

previamente descritas con fines de diagnostico o para su inclusion en preparados 

5 vacunales profilÆcticos y terapØuticos en enfermedades infecciosas, autoinmunes, 

cØncer, asi coma con las formulaciones vacunales que se obtienen a partir de las 

mismas, las cuales pueden ser aplicadas por via sistØmica y mucosal. 

En el caso especifico del lazo V3, so demuestra quo es posible incrementar aun mØs la 

reactividad y la neufralizaclOn cruzadas con la adiciOn de conjugados quo porten al 

10 pŁptldo do uniOn a CD4, sigulendo el mismo tipo do estructura que so desarrollO para 

911k- potenclar Ia reactividad cruzada do los pOptidos de regiones variables. 

La adlciOn do estas estructuras incrementa (a reactividad cruzada anti-V3 y la 

Inmunogenicidad de antigenos coadrninlstrados. El hecho de que este mØtodo 

favorezca la reactividad cruzada en estrategias vacunales quo lo requieran no excluye 

15 que se aplique en otras estrategias vacunales quo so puedan favorecer por el 

Incremento do (a inmunogenicidad. 

La lnvenclOn proporciona la metodologla do obtenciOn do nuevas estructuras qulmicas, 

basadas en una diferente presentaciOn al sistema lnmunok5glco do epitopos B de 

regiones variables do microorganismos en los quo (a variabilidad estÆ relaclonada a su 

20 patogenicidad, tamblØn do epitopos B do poca variabilidad pero quo inducen una 

respuesta neutralizante a protectora, as[ como epitopos B de antigenos propios, todos 

ellos dispuestos con una estructura dendrimØrica sabre proteinas portadoras capaces 

do potenclar su reactividad cruzada y su lnmunogenlcldad. 

El mOtodo do obtenciOn propuesto permite obtener antigenos vacunales presentados al 

. 25 sistema lnmunolOgico do manera diferente a los convencionales y con mayor densidad 

epltOplca, lo que incrementa (a inmunogenicidad y (a reactividad cruzada anti-pØptido 

quo so genera al conjugar el peptido multlantigØnico a la proteina portadora. El mØtodo 

general descrito permite, ademÆs, disminuir las cantidades do las estructuras 

dendrimØricas a utilizar para obtener mejores niveles de ariticuerpos as( como nuevas 

30 propiedades resultantes do esta distinta forma do presentaciOn. 

Es fundamental destacar quo en el caso de pØptidos proveniontes do regiones 

variables es posible aumentar la reactividad cruzada sin afectar la lnmunogonicidad, 

coma se describe en los ejemptos. Aden-ids do potenciarse (a inmunogenicidad, so 
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evidenciô una potenciación de la reactividad cruzada, esto, ademÆs de posibilitar Is 

obtención de mejores respuestas usando menores cantidades de pØptidos, es una 

propiedad adicional quo so potencia hasta niveles significativos 

Par otra parte, este mØtodo permite acoplar diferentes estructuras dendrimØricas a una 

5 mlsma molØcula portadora Igualmente se demostró quo Is combinación do mezclas de 

este tipo de estructuras, con estructuras semejantes portando el pØptido de union a 

CD4, permite incrementar la inmunogenicidad y reactividad cruzada de Is respuesta 

anti pØptido V3. 

La nueva estructura puede contener una parte dendrimØrica constituida solamente par 

10 los epltopos B ya que Is ayuda T proviene del elemento portador, o sea el concepto de 

MAP usado como subunidad vacunal completamente sintØtica evadiendo el uso del 

elemento portador, se flexibiliza con Is obtenciOn de macromolØculas mitad natural a 

recombinante (portador do epitopo T) y mltad sintØtica y de naturaleza dendrimØrica. 

Esta estrategia permits una mayor accesibiHdad y exposiciOn de los epitopos B de 

15 interØs y brinda al sistema inmune una vanedad de distancias entre los pØptidos 

presentados. AdemØs, con el uso de los conjugados do estructuras dendrimØricas a 

protelnas portadoras, se logra una potenciaciOn de Is reactividad cruzada y/o de (a 

inmunogenicidad con dosis mucho mÆs bajas respecto a las dosis de las estructuras 

dendrimOricas (Ej. MAPs) en soluciOn. 

20 Par otra parte, ha sido probado of efecto sinOrgico que puede obtenerse sobre Is 

Inmunogenicidad y sobre la reactividad cruzada con mezclas de estos conjugados. 

La presente invención se puede aplicar par via mucosal, y aün mâs, facilita pot primers 

vez a Is metodologla de inmunizaciOn con MAPs alcanzar su uso par esta via, una de 

1-140las rutas de mayor InterØs en la actualidad. 

25 EJEMPLOS DE REALIZACIÔN 

Ejemplo 1. MØtodo de obtención do las estructuras antigØnicas. 

Las estructuras antigØnicas pueden set obtenidas a partir do Is uniOn do estructuras 

dendrimØricas a protelnas portadoras. La union de estas so IlevO a cabo utilizando el 

anhidrido succinico (AS) como agente espaciador. Este espaciador enlaza 

30 covalentemente a ambos antigenos a travØs do sus grupos aminos. Para esto, 

primeramente se pusieron a reaccionar las proteinas portadoras en buffer tampOn pH 

8.5 con el AS durante 30 minutos aproximadamente. El AS so activa en condiciones 

bÆsicas formando el acilo correspondiente que reaccionarØ con los grupos aminos de Is 
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protetna. Posteriormente, los restos de AS son eliminados mediante el proceso do 

diÆilsis para evitar los entrecruzamientos de las molOculas dendrimØricas (MAP) y 

peptido-pØptido no deseados. La conjugaciôn de los antigenos sintØticos a las 

protelnas portadoras so Ileva a cabo activando previamente los grupos carboxilos con 

5 ECOI (uria carbodlimida soluble) durante 5 minutos y adicionando seguidamente la 

macromolØcula sintØtica (MAPs). La separaclón de los conjugados so realizô mediante 

cromatografla de flltraciôn  on get. Finalmente, estos fueron caracterizados por ELISA y 

Western Blotting empleando anticuerpos monoclonales (AM) y sueros de ratones. 

Ejemplo 2. MØtodo de obtenciôn do las estructuras antigØnicas empleando diferentes 

amm 
10 agentes espacladores. 

La obtenciOn do las estructuras antlgØnicas so reallzó utilizando diferentes agentes 

espaciadores. Un requisito deseable para obtener un conjugado de buena calidad 

inmunologlca es quo la union a la protelna se reallce 10 mÆs bios posible de los 

reslduos quo forman parte del epltopo o epitopos relevantes. Para evitar este 

15 fenOmeno, fueron empleados diferentes agentes espaciadores: glutaraldehido, ester do 

M-maleLmldobenzoyl-N-hidroxbsuccinimlda (MBS), ester de Æcido f3-

malelmidoproplonico-N-hidroxisuccinimlda (MPS) y anhidrido succinico (AS). 

tdealmente, un buen agente espaclador no debe genorar respuesta do anticuerpos 

contra sI mismo. En los estudios realizados se encontró que los titulos generados 

20 contra el epitopo JYI por los diferentes conjugados do HBsAg-MAP utilizando 

diferentes agentes espaciadores fueron altos, excepto para el conjugado de MBS en et 

cual la respuesta fue nula, siendo alta la respuesta anti espaciador cuando se 

Inmunizaron los ratones con conjugados quo difirieron en agente acoplante. Este hecho 

demuestra quo todos los agentes espaciadores reportados en la literatura no so 

25 comportan do igual manera, lo cual indica quo en la obtención do este tipo de 

estructuras no es obvio el uso de cualquier agente acoplante previamente descrito en el 

estado del arte. 

Ejempbo 3. Diseæo, sintesis y conjugacion do nuevas estructuras dendrimØricas al 

HBsAg. 

30 Tenlendo en cuenta quo las estructuras antlgØnicas (conjugados MAP-protelnas) 

generaron altos titulos contra pØptidos do interØs. Se realizô  la sintesis Individual do 

nuevas estructuras dendrimØricas, pero esta vez sin necesidad do incluir en su 

secuencla pØptidos T au)dlladores. producto do la presencia do los epltopos T do la 
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proteina portadora. Este hecho facilita la sintesis de este tipo de estructuras, poslbHlta 

la lncorporaclón de epitopos B de mayor tama?io y evita la formaclôn de estructuras 

extraæas qua se generan par la secuencla lineal T-B. Una vez sintetizado los 

dendrimeros fueron conjugados individualmente al HBsAg coma fue descrito an el 

5 ejemplo 1. La sintesis de estos MAPs se reallzO como fue descrito par J. Tam at aL 

(1988). Posterlormente, los conjugados son separados de las estructuras dendrimØricas 

par cromatografia de fHtraciOn an gel y la concentración se determinó par Comassie. 

Ejemplo 4. Estudio de potenciación de la inmunogenicidad y (a reactividad cruzadas. 

Con el objetivo Lie estudiar el efecto de la conjugación del MAP a una proteina 

10 portadora sabre la inmunogenicidad y la reactividad cruzada se inmunizaron par via 

subcutânea an  ACFIAIF, 2 grupos de 10 ratones BaIbIc hembras entre 6-8 semanas 
wow cada uno. Los grupos fueron: 1, MAP8 (TT-JYI) y 2, HBsAg-MAP8 (TT-JYI). Las dosis 

fueron de 50 y 10 jig respectivamente. El esquema de Inmunizaciôn fue de 0-14-28-40 

Was y se desangró a los ratones an los dlas 36 y 51. El conjugado HBsAg-MAPS (TT-

IS JYI) se obtuvo utilizando como agents espaciador al anhidrido succinico como fue 

descrito an el ejemplo 1. El MAP8 (TT-JYI) contiene 8 coplas del epitopo para cØlulas 

T, qua pertenece a la regiOn 830-844 del toxoide tetÆnico (U) y contiene 8 copias para 

cØlulas B, qua comprende la region central del lazo V3 de la gp120 del aislamlento JYI 

del HIV-1 (Cruz, L.J. at al. 2000 Journal of Peptide Science 6: 217-224). DespuØs de Ia 

20 tercera y cuarta dosis se estudiO la respuesta anti JYI par ELISA y la reactividad 

cruzada. La respuesta de anticuerpos Se cuaritificó par ensayo inmuno-enzlmâlico 

(ELISA) para la determlnaciOn de lgG anti-pØptido JYI an suero. 

El estudlo de la reactividad cruzada se hizo par ELISA indirecto recubriendo con los 

diferentes pØptidos V3 conjugados a BSA (GOmez, G.E. at al. 1998 J. Viral. Methods. 

25 71:7-1618). Las mezclas de los sueros fueron ensayadas a una dllución 1/100. 

El anÆlisls estadistico de los resultados se realizó par el test de Student p<0.05 Se 

conslderO diferencia significative y p<0.01 altamente significativa. 

DespuØs de la tercera dosis no hubo diferencias an cuanto a inmunogenicidad entre los 

grupos aunque se puso 5 veces menos cantidad an cuanto a masa del conjugado 

30 respecto del MAP lo cual evidencla Is ventaja an cuanto a economla de antigeno de 

esta estrategia (Fig. IA). En el grupo inmunizado con el conjugado se obseiva una 

reactividad cruzada hada otros pØptidos V3 qua no aparecen an el grupo Inmunizado 

con el MAP incluso con similates niveles .de inmunogenicidad (Fig. 1B). Luego de 

11 
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grupos inmunizados con MAN (TT-JYI) y MAP8 (TT-JYI) con Los grupos HBsAg-

MAP8 (TT-JYI) y HBsAg-MAP4 (TT-JYI), se encuentran niveles semejantes. Sin 

embargo, es Importante notar quo los grupos inmunizados con los conjugados 

recibieron una menor cantidad do protelna y a su vez tienen una lnoculaciOn merios 

5 quo los grupos inmunizados con MAPs. El anÆlisis de Is reactividad cruzada de los 

MAPs con solo cuatro dosis (ejemplo 4) evidenció una reactividad cruzada mucho 

menor, evldenctÆndose La potenciación do la reactividad cruzada luego de La 

conjugacion.. Por tanto, este experimento corrobora el resuitado obtenido en el ejemplo 

4. 

10 Ejemplo 8. Evaluaciôn lnmunologica do nuevos conjugados do dendrimeros con 

HBsAg. AnÆIlsis del reconocimlento de los sueros frente a un panel de pØptidos V3. 

Con ci objetivo do evaluar las interacciones entre diferentes conjugados previendo el 

uso de una multiplicidad do este tipo de estructura en las vacunas quo describimos y 

con el objetivo de demostrar La actividad potenciadora sobre La Inmunogenicidad y La 

15 reactividad cruzada de La mezcla do conjugados MAP-HBsAg par via subcutÆnea, se 

ensayaron Los sigulentes grupos. do inrnunlzaclOn: 1, HBsAg-MAP4 (pØptido consenso 

do V3); 2, HBsAg-MAP4 (CD4); 3, Mezcla de Los conjugados HBsAg-MAP4 (pØptido 

consenso) y HBsAg-MAP4 (CD4); 4, HBsAg-MAP4 (pØptido llbreria de V3); 5, Mezcla 

do Los conjugados HBsAg-MAP4 (pØptldo librerla do V3) y HBsAg-MAP4 (CD4). La 

20 secuencla de los pØptidos aparece resumido en La tabla 5. Se inmunizaron ratones 

BaLb/c hembras por via subcutÆnea en grupos de 10 en un volumen final de 100 JIL. 

’ Las dosis fueron do 10 g.tg pare Los grupos 1, 2 y 4; los grupos 3 y 5 cc inmunizaron con 

5 p.g de cada conjugado en La mezcla. El esquema de Inmunizaclón fue: 0, 14, 28, 56, 

. 84 dlas, desangrÆndose Los ratones 10 dfas despuØs do La Ultima dosis. Un resumen 

25 del esquema de inmunización so presenta en La tabla 4. 

So evaluô (a reactividad cruzada frente a un panel de 50 pØptldos V3 sintetizados sobre 

membrana de celulosa correspondientes a diferentes aislamientos del VIH-1. AdemÆs, 

so evatuô La reactividad cruzada por ELISA frente a Los 5 pØptidos V3 mencionados en 

el ejemplo de (a figura 1. Slempre so usaron las mezclas do sueros de cada grupo 

30 diluldas 1/100. 

La respuesta de anticuerpos so cuantificô par ensayo inmuno-enzlmªtico (ELISA) pars 

la determlnaclón de (gO antl-pØptldos.consenso do V3, CD4 y libreria de V3 en suero. 
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El anÆHsls estadistico de los resultados se realizó por el test de Student: p<005 se 

considerO diferencia significativa y p<0.01 altamente signiflcativa. 

En el caso de los grupos HBsAg-MAP4 (librerla) y HBsAg-MAP4 (consenso) se observa 

una respuesta de anticuerpos muy dØbil contra pØptidos homOlogos aün despuØs de 

5 cinco dosis (tabla 6). Es notable que la mezcla de los sueros de los animales 

Inmunizados con MAP fibreria no reconoce nlngün pØptido V3 de los ensayados an el 

estudio de la reactividad cruzada, ni siquiera tue capaz de reconocer al MAP homôlogo, 

ni al pØptido consenso conjugado a BSA. Sin embargo, an el grupo inmunizado con la 

mezcla de conjugados conteæiendo los MAPs para CD4 y librerla aparecen altas 
10 reactivldades para el pØptido consenso as[ como para el MAP libreria lo cual no puede 

atribuirsele al MAP CD4 puesto que an el grupo Inmunizado con este no aparece 
H ninguna reactividad contra alguno de estos antigenos. Del ültimo resultado se puede 

concluir que existiO un efecto sirlØrgico an la mezcla de los conjugados que resultó  an 
una potenciacion muy elevada de las respuestas humorales and consenso y anti 

15 libreria. 0 sea, el MAP CD4 done un efecto inmunopotenciador apreciable sobre *la 
respuesta and V3 que se maniflesta muy potente usando dosis de inmunogenos 2 
veces menor en la mezcla respecto a los conjugados inoculados individualmente. El 
mismo efecto sinØrgico se observa an ci grupo de la mezcla CD4 y consenso. 
En este experimento se demostró que an los ratones inmunizados con las mezclas de 

20 los conjugados (grupos 3 y 5) se obtuvo una respuesta hacia ambos epitopos B 
incluidos en la formulaciôn (tabla 6). Estos conjugados fueron preparados de forma 
independiente y luego mezclados an la formulación para evitar la dificultad de las 
proporciones de uno con respecto al otro. Esto se reflejØ an las tres mezclas utilizadas 

* donde se obtuvieron niveles de respuesta anti-pØptido simIlares para cada pØptido. 
25 La respuesta and pØptido consenso y and librerla the significativamente superior 

cuando ambos se inmunizaron an la mezcla con el pØptido CD4 con respecto a la 
respuesta contra ellos mismos Inmunizados como conjugados individuales. La 
respuesta and consenso se Incrementó y la respuesta anti librerla aparecló a un alto 
nivel como se aprecia an la figura 5b (grÆflcos I y 2). No obstante que an la mezcla se 

30 inoculó  la mitad de la dosis que se administra con los conjugados indMduales. Este 
resuitado evidencia que as posible potenciar la respuesta anti V3 con la formulación de 
mezclas conteniendo al pØptido CD4 conjugado (Figure 5, GrØflcos I y 2). 
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El incremento en Is reactividad cruzada so evidenciô por ELISA anti pØptidos del V3. 

Se tomaron los pØptidos presentes en Is proteins TAB9, previamente descritos en Is 

figura I y so evaluaron los sueros de este esquema. Con respecto a la interacclón entre 

los pØptidos consenso y CD4 se observó que Is  mezcla generó altos titulos do 

respuesta por reactividad cruzada propia del C134 y por Is reactividad normal del 

consenso Incrementada par el efecto potenclador de la adlción del conjugado HBsAg-

MAP4 (CD4). AdemØs las mezclas do los sueros de los grupos 3 y 5 despuØs de cuarta 

y quints dosis fueron analizadas frente a un panel de 50 pØptidos V3. En el caso del 

grupo 5 (mezcla C134 y librerla) se reconocen luego de cuatro dosis el 26% (13/50) de 

10 los pØptidos ensayados, llegandó hasta un  30% (15/50) despuØs de 5 dosis. En cuarta 

dads un 53% (7/13) do los pØptidos reconocidos tuvieron una elevada reactividad y 

luego do 5 dosis un 46% (7/15) de estos. 

Para el caso de Is mezcla del grupo 3 (mezcla C134 y consenso) cuando fue anallzada 

frente a mismo panel do pØptidos so obtuvo un reconocimiento del 72% (36/50) luego 

15 do cuatro dosis y un 92% (46/50) despuØs do cinco dosis. El 50% (18/36) de los 

pØptidos reconocidos luego do cuatro dosis tuvieron una alta reactividad y luego de 5 

dosis fue del 48% (22/46). 

De este experimento podemos concluir que con Is mezcla HBsAg-MAP4 (consenso) y 

HBsAg-MAP4 (CD4) so obtuvo un mayor espectro do reconocimlento que en el caso do 

20 Is Ilbrerla. Como el pØptido consenso se generó a partir de Is selecciôn de los 

arnlnoÆcldos mils frecuentes para cada posiciôn dentro del conjunto del panel de 

’ pØptidos ensayados y Is librerla a su vez tamblØn fue generada a partir del mismo 

panel podemos concluir que Is estrategia mªs aceptada para generar el mayor 

espectro de reconocimiento consiste en Is Inmunizaclôn do un MAP conteniendo el 

25 pØptido consenso conjugado a una proteina y mezclado con otro conjugado que ejerce 

un efecto sinØrgico. 

EJemplo 9. Comparaclón do la  respuesta Inmunológica del pØptido V3 (JYI) en forma 

lineal y de MAP, acoplado a diferentes proteinas portadoras. 

Con el objetivo de estudiar el efecto de Is conjugacion do la estructura dendrimØrica (en 

30 este caso MAP) a diferentes protelnas portadoras sobre Is inmunogenicidad y Is 

reactividad cruzada, ci pØptido JYI en forma lineal y do estructura dendrimØrica MAP 

so acoplô a diferentes protefnas.portadoras (HBsAg, KLH y P64k). 
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La conJugaciOn del pØptido y el MAP a los diferentes portadores se efectuó por el 
mØtodo del anhidrido succinico en los grupos del 5 al 9. El grupo 10 fue un control do 
conjugado HBsAg-MAP utilizando MPS como agents espaciador. 

Se Inocularon 9 grupos de 8 ratones Bath/c hembras por via subcutÆnea. El esquema 
5 do inmunlzación fue do 0-14-28-56 dias y so desangró a los ratones 10 dIas despuØs 

do Is Ciltima dosis. Los grupos Inmunizados, las dosis y los adyuvantes utilizados so 
presentan en Is tabia 8. 

La respuesta de anticuerpos se cuantificO par ensayo inn iuno-enzlmÆtico (ELISA) para 
Ia determinación do lgG anti-pØptido JYI en suero. La reactividad cruzada tambiØn fue 

10 evaluada par ELISA empleando un panel do pØptidos descritos en el ejemplo 5, 

ademØs se utilizó como control un peptdo no relacionado 

El anÆllsis estadistico de los resultados se reallzó por ci test de Student: p<0.05 so 

considoró diferencla significativa y p<0.01 altamente significativa. 

Sr La respuesta do anticuerpos do los conjugados de protelnas-MAP fue en todos los 

15 casos superior a Is respuesta inmunoióglca do los conjugados de pØptido-protelna (Fig. 

613). La respuesta del conjugado HBsAg-MAPB TT-JY1) fue similar a Is respuesta do Is 

KLH-MAP8 (TI-JYI) y estas a Is vez fueron superiores ostadisticamente a Is obtenida 

con el conjugado P64k-MAP8 (TT-JYI). Par otra parte, Is respuesta do anticuerpos 

obtenida par los conjugados do MAPs a proteinas portadoras fue signiflcativamente 

20 superior (p<0.05) a Is del MAP8 JYI per so excopto para ci caso del conjugado de 

P64k-MAP8 (TT-JYI) aunque es Importante seæalar que so inocuió una  mass total 

Inferior. Estos resultados demuestran quo el empleo do los conjugados de estructuras 

dendrlmØrlcas a protelnas portadoras optimiza Is cantidad total do inmunogeno a 

utilizar. 

25 Se observó reactividad cruzada irimunizando con todos los conjugados contra mÆs de 

dos pØptidos V3 heteróiogos como mlnimo y fue en aumento do tercera a cuarta dosis 

(Fig. 6C). AdemÆs so pudo evidenciar quo Is reactividad cruzada fue significativamente 

superior an las variantes en quo los dendrimeros (MAPs) so acopian a los conjugados 

con respecto a los MAPs sin acoplar y a los conjugados do pØptidos (Fig. 6C). 

30 Ejemplo 10. Determlnaciôn de Is inmunogonicidad y reactividad cruzada de los sueros 

generados par estructuras dendrimØricas del pØptido del lazo V3 del aislamiento RF. 

Con el objetivo do demostrar quo el efecto do potenciación de  Is inmunogenicidad y do 

Is reactividad cruzada encontrada es Independiente de Is secuencla del pØptido V3 



WO 02/36160 PCT/CUOI/00007 
20 

 

el papal critico do Is conjugaciOn pars Is obtenciôn do respuestas contra el dendrimero, 

ademÆs do quo demostró  Is generación do una fuerte reactividad cruzada contra 

diferentes pØptidos V3 pot via mucosai 

Otros dendrimeros que tuvieron idØntico resuitado fueron los preparados de acuerdo al 

5 ejemplo 2, utilizando coma eiementos portadores a los antigenos de nucleocâpsida do 

los virus do Hepatitis B, do Hepatitis C y do Dengue Virus. 

Asimismo utilizando coma Is parts sintØtica de Is estructura dendrimØrica a pØptidos de 
Is hormona liberadora do Is gonadotropina sabre los antiqenos anterlormente 

menclonados, so pudo comprobar una reducción en ci tamaflo do las gónadas 
10 signlficativamente respecto al control de los pØptidos solos y de los ratones sin 

inmunizar. 

Ejempto 13. AnÆlIsis do Is neutralizaciôn cruzada a diferantes aislamientos del HIV-1 
do sueros con reactividad cruzada. 

Con el objetivo do evaluar Is neutraiizaclôn cruzada do sueros qua reconocen a 
15 diferentes pØptidos del law V3 do Is gp 120 del HIV-1, so roaiizô un ensayo In vitro 

usando diferentes aislamlentos do laboratorio del HIV-1 (MN, RF, IIIB y un asilamlento 
similar a JYI). Para esto se tomaron pooles do los sueros do aquellos grupos cuyos 
himunOgenos tuvieron mayor capacidad de reactividad cruzada: HBsAg-MAP8 (U-

JYI) (ejemplo 4), HBsAg-MAP8 (TT-RF) (ejemplo 10) y Is mazda HBsAg-MAP4 (CD4) 
20 con HBsAg-MAP4 (consenso) (ejemplo 8). 

Estos estudios mostraron que dentro de Is respuesta do anticuerpos Inducida par cada 
-. inmunógeno hay capacidad pars ejercer un efecto neutralizante sobre aislamlentos 

heterólogos. 

Se demostrô que los sueros do ratones Inmunizados con conjugados dendrimØricos 
25 contenlendo un epitopo do un solo aislamlento fueron capaces do generar 

neutrallzación cruzada frente a diferentes aislamientos del HIV-1 mencionados mØs 
aniba. Se evidenclO ademÆs que los sueros de ratones inmunizados con Ia mezcla 
HBsAg-MAP4 (CD4) con HBsAg-MAP4 (consenso) tuvieron un alto nivel do 
neutrailzaclón cruzada. 

30 Ejemplo 14. Slntesis de estructuras dendrimØricas empleando diferentes nAcIeos. 
Con el objetivo de Incrementar Is amplificaclón de los epitopos B par unidad molecular. 
Se realizó  Is sintesis indirecta Is cual consiste en sintetizar el nUcleo y los pØptidos de 
forma separada. Este sistema evita los errores Inherentes en la sintesis de secuencias 
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largas y permite una mayor Incorporaciôn de epitopos B o T dentro de una misma 
matrlz adecuadamente funclonallzada. 

La sintesis del nücleo dendrimØrico se Ilevo a cabo por reacción de los grupos aminos 
del 1, 6 diaminohexano con los grupos carboxilos del aminoÆcido BocLys (Boc)-OH 

5 empleando dlciclohexilcabodiimida (DCC) como activador. Luego, se realizó  la 
desprotecclón con trifluoroÆcetico (TFA) al 37% en diclorometano (DCM), obteniØndose 
un nUcleo con 4 extremos reactivos para producir una estructura dendrimØrica 

tetravalente, despuØs hay un segundo y un tercer nivel de acoplamiento de Boc-Lys 
(Boc)-OH, empleando el mismo ciclo de reacciones pare obtener un nUcleo que 

10 contiene 16 grupos amino reactivos. Posteriormente, se ponen a reaccionar estos 
grupos aminos con el grupo carboxilo del anhidrido del Æcldo bromo acØtico. El nücleo 
es purificado por RP-HPLC empleando una columna C8. El pØptido JYI fue sintetizado 
previamente conteniendo una cistelna on el extremo C-terminal el cual se pone a 
reaccionar en proporciones adecuadas con el nUcleo obtenido. La formaciôn del tioØter 

15 debido a la interacciOn entre el grupo heteroÆtomo del nücleo y el grupo tiol de la 
cisteTna del pØptido se lievo a cabo en condiciones bâsicas (pH, 8-9) (Fig.9). El grado 
de incorporaciOn fue determinado por SDS-PAGE y filtraciOn par gel. Se obtuvieron 
molØculas dendrimØiicas oritre 40 y 50 kD. 

Esta estructura deridilmØrica fue acoplada a diferentes proteinas portadoras utilizando 
20 los espaciadores anteriormente descritos en el ejemplo 2. Las estructuras antigØnicas 

obtenidas fueron utilizadas en diferentes esquemas de lnmunizaciOn donde fue 
demosfrada Ia superiondad inmunológlca de estas. 

Este sistema ofrece diversas ventajas; varios pØptidos antigØnicos B a T preparados 
separadamente pueden ser Incorporados dentro de una cinica matriz adecuadamente 

25 funclonalizada (4-61-1), los pØptidos antigØnicos pueden ser conjugados por el C o N-
terminal segi:En las caracteristicas del epitopo del interØs. AdemØs, permitiendo la 
puriflcaclón de los determinantes individuales, evitando errores inherentes en la smntesis 
de secuencias Iargas. 
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Breve descrlpción de las figuras. 

Flgura 1: 

A) Estudio de la inmunogenicidad despuØs do tres y cuatro dosis. Grupos: 1, MAPS 

(TT-JYI) y 2, HBsAg-MAP8 (Ti-JYI). Las dosis fueron de 50 y 10 g.tg respectWamente. 

5 B) Estudio de Ia ’reactividad cruzada. DespuŁs de tres y cuatro dosis. Se ensayaron 

pooles do sueros do ambos grupos a una diluciOn fija do 11100. Se realizó un ELISA 

indllrecto recubriendo con los diferentes pØptidos V3 conjugados a BSA. 

C) Tabla 1. Secuenclas de amlnoÆcidos de los pØptidos V3 del VIH-1 ensayados. 

Figura 2: 

10 A) Estudlo del reconocinilerito hacia varios pØptidos V3 do las mezclas de sueros 

despuØs do cuatro dosis. Grupos: 1, MAP8 (TT-JYI); 2, TAB9. Las dosis fueron de 16,4 

y 100 j.ig respectivamente. 

Flgura3: 

� A) Tabla 2. Grupos 

15 B) Estudio comparativo de la inmunogenicidad de las diferentes formas do presentaclOn 

del pØptido JYI al sistema Inmune. 

Flgura4: 

A) Tabla 3. Resumen del esquema de inmunlzaciôn. 

B) Estudio do reconocimiento do los diferentes pØptidos V3 do sueros obteriidos a partir 

20 do diferentes formas de presentaclOn del peptido JYI at sistema inmune. 

Flgura 5: 

. A) Tabla 4. Resumen del esquema do inmunización. 

Tabla 5. Secuenclas do amlnoâcidos de los pØptidos CD4, consenso y composiclØn do 

la librerla del VIH-1 ensayados. 

’ 25 Tabla 6. Resultados do inmunogenicidad despuØs do cuatro y cinco dosis. 

GrÆflco 1. Estudio de la reactividad cruzada despuØs de cinco dosis con los sueros de 

los grupos 2, 3 y 6 descritos an la tabla 3. 

GrÆflco 2. Estudio do la reactividad cruzada despuØs d3 cinco dosis con los sueros de 

los grupos 4, 5 y 6 descritos an la tabla 3. 

30 C) Tabla 7. Estudio del reconocimiento frente a un panel do pØptidos V3 sintetizados 

sobre soporte de celulosa. El patron cualitativo refleja las intensidades relativas do las 

respuestas do los pooles de sueros de cuarta y quinta dosis. I y 2, mezcla (HBsAg-

MAP4 (libreria), HBsAg-MAP4 (CD4)); 3 y 4, mezcla (HBsAg-MAP4 (consenso), 
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REIVINDICACIONES 

1. MØtodo de obtención do estructuras antigenicas quo potencian la reactividad 

5 cruzada especlfica caracterizado por quo comprende los siguientes pasos: 

A) S&occk5n del epitopo do Interes; 

B) ObtericlØn de estructuras dendrimØricas con los epitopos seleccionados en el paso 

(A) mediante un mØtodo do sintesis seleccionado dentro del grupo consistente en 

sintests sobre un nCicleo do Ilslnas o Æcido aspArtico; sintesis sobre nUcleos do 

10 molOculas orgÆnicas; sintesis sobre un nücleo dendrimØrico; acoplamiento do pØptidos 

sobre un nicIeo dendrimØrico; y mezclas sobre un mismo nücleo do epitopos do 

cØlulas B, do cØlulas T o do ambas; 

C) ConJugaciOn do una o vanias do las estructuras dendnirnØricas obtenidas en el paso 

(B), a una a varies molecules portadoras medlarite un mØtodo de conJugacion 
� 

- 15 selecclonado dentro del grupo consistente en: conjugacion utilizando glutaraldehido, 

anhidnido succmnico, ester de Æcido -maleimldopropionlco-N -hidroxisuccinimida (MPS) 

y un espaclador sin cadenas laterales aromâticas; 

D) Mezcla de los conjugados obtenidos en el paso (C) para la obtenciOn do las 

formulaciones medlante la adlciOn del peptido del domlnlo de uniOn al CD4 o un 

� 20 conjugado qua to contenga; y 

E) Adyuvar en alUmina u otro adyuvante apropiado. 

2. MØtodo do obtenciOn de estructuras antigØnlcas segCm la reivindicaciOn 1, 

t caracterizado porque los pØptidos que forman parte do las estructuras obtenidas en el 

paso (B) so corresponden con regiones del Virus de lnmunodeflciencla Humana 16 2. 
-F 

25 3. MØtodo de obtenciOn do estructuras antlgØnlcas segUn la reivindicaciOn 2, 

caracterizado porque los pØptidos quo forman parte do lac; estructuras obtenidas en el 

paso (B) so corresponden con regionos variables del Virus de la Inmunodeficiencla 

Humans 16 2. 

4. MØtodo do obtenclón de estructuras antigØnlcas segUn la relvindlcación 3, 

30 caracterizado porque los pØptidos quo forman parte do las estructuras obtenidas en el 

paso (B) so corresponden con region variable V3 del Virus do la Inmunodeficiencia 

Humana 16 2. 
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5. MØtolo de obtención do estructuras antigØnicas zegin  la reivindicación 1, 

caracterizdo porque los pØptidos que forman parte de las estructuras obtenidas en el 

paso (B) se corresponden con regiones del virus de la Hepatitis B. 

6. MØtodo do obtención do estructuras antigØnicas segón la  reivindicación 1, 

caracterizado porque los pØptidos que forman parte do las estructuras obtenidas en ci 

paso (B) so corresponden con reglones del virus do la Hepatitis C. 

7. MØtodo do obtención de estructuras antigenicas segcin la reivindicación 1, 

caracterizado porque los pØptidos quo forman parte de bs estructuras obtenidas en el 

paso (B) se corresponden con reglones de los Virus del Dengue. 

EL MØtodo de obtención de estructuras antigØnicas segün la  relvindicaciôn 1, 

caracterizado porque los antigenos que forman parte de las estructuras obtenidas en el 

paso (B) so corresponden con reglones polisacaridicas do Neissoria moningitidis. 

9. MØtodo do obtención do estructuras antlgØnicai segin la reivindicaciôn 1, 

caracterizado porque los pØptidos quo forman parte do las estructuras obtenidas en el 

aso (B) mimetizan regiones antigenlcas polisacaridicas. 

10. MØtodo do obtención do estructuras antigØnicas segün  la relvindicaciôn 1, 

caracterizado porque los pØptidos quo forman parte do las estructuras obtenidas en el 

paso (B) so corresponden con regiones de un microorganismo 0 Ufl patógeno. 

11. MØtodo do obtenciôn de estructuras antigØnicas segün  la reivindicaclón 1, 

caracterizado porque los pØptidos quo forman parte do las estructuras obtenidas on el 

paso (B) so corresponden con regiones de antigenos propios o auto-antigenos. 

12. MØtodo do obtenciôn do estructuras antigØnIcas segUn la reivindicaciôn 11, 

caracterizado porque los pØptidos que forman parte do las estructuras obtenidas en el 

paso (B) so corresponden can reglones do la hormona ilbaradora do la gonadotropina. 

13. MØtodo de obtenclØn do estructuras antigenicas segün la relvindicación 1, 

caracterizado porque la molØcula portadora del paso (C) as el antigeno do superticie 

del virus do la hepatitis B, HBsAg. 

14. MØtodo do obtenciôn do estructuras antigØnicas segün  la reivindicaciôn 1, 

caracterizado porque la molØcula portadora del paso (C) es la protelna p64k do 

Neissena meningitidis. 

15. MØtodo- do obtenciôn do estructuras antlg6nlca3 segUn la relvindicaciOn 1, 

caracterizado porque la molØcula portadora del paso (C) es el antigeno de la 

nucleocØpsida del HIV. - 


