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COMPOSICION VACUNAL CONTRA LAS ALERGIAS, METODO PARA SU
OBTYENCION Y EMPLEO EN EL TRATAMIENTO DE LAS MIBMAS.

Sector Técnlco

La presents Invencién se relacione con el campo de la Inmunologla,
espacificamente con la rama de la Inmuncalergla y en particular con sl empieo de
adyuvantes o portadores para modular la respussia inmunologica hacla los
alergenos, con el objetivo de Inducir camblos que reduzcan o prevengan el afecto
patogénico de dicha respuesta hacla esos compuestos.

Técnica Anterlor

Las alergias son una patologla muy frecuents, scbre fodo en los paless
Industrializados. En la alergla Intervienen una serle de mecanismos
Inmunopatolégicos, el més comtn de ellos es la denominada hipersensibliidad de
tipo-t o anafiléctica. La fisiopatogenia de la misma estd basada en la produccién
incrementada de IgE, un anticuerpo citotrdpico, que se produca frente a
sustancias denominadas alergenos, tras un primer coniacto que 88 conoce como
senelbilizacion. La IgE se une a ios mastocitos tisulares y bas6fiios sanguinecs
logrando ais! prolongar su vida media de horas en sangre a messs on los tejidoa.
En contactos posterores con el alergeno se produce el reconocimienio de los
mismos y el antracruzamiento de les IgE de superficle, la tranamision de sefiales
hacla el cltoplasma y la degranulacién celular y iberacidn de los mediadares de
las alerglas entre los que ee encueniran [a histamina, la serotoning y las kininas.
Las enfermedades alérgicas més comunes son la rinitis, el asma, y la dermatitis
atbplca. El asma alérglca una enformedad Inflamatoria cronica. La
Inmunopatogénesis del asma 3 compleja y en ella participan, ademas de los
mecanismos IgE depandlentes (causanties de la respussta anafiléclica inmediata
tipo 1}, los linfoctios Th2, Ios cuales-inducen y mantienen la reaspuesta Inflamatoria
medianta el reciutamiento y activacién de otras células y en particular a través de
la produccién de IL+5, |a cual es responsable del reclutamiento y aclivecion de los
eosindflios. La cosinofilla juega un papel importante en el surgimlenio de la
hiperreactividad bronquial, la cual @ una caracteristica esenclal del asma.

Los alergencs méa comunes son el polen, los dcaros, el poivo de las casas, el
moho, las droges, los alimentos y los pelos de los animales. En particular ios
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alergencs domésticos y en primer lugar los &caros, son causantss de glerglas
respiratorias y asma.

Las manifestacionsa ciinicas son tratedas fundamentaimente con antihistaminicos,
simpaticomiméticos, cromoglicato de sodlo y estercides. Estos tratamientos son
generalments Inadecuados, pues tiraten ios signos y sintomas y no su
etiopatogenia, por lo que en la actualided se va en busca de otros procedimientos
méa efecilivos entre los que se enhcuentran la Inmunoterapla o vacunas
terapéuticas.

Tradicionalmente la terapla de hiposensibliizacién o inmunoterapla con exiractos
alergénicoa ha sido ampllamente utliizada en el tratemiento de las enfermedades
alérgicas. En este tipo de tratamlento los pacientes son hiposensibliizados
mediants la administracién por via subcutédnea de los alergenos especificos. Se
comienza con la inyeccién de una pequefia dosis de dicho alergeno y & no
ocurren reacciones alérgicas, se va aumentando la misma con una frecuencia
somanal. Las dosis se continfian incrementando graduaiments hasta alcanzar una
dosls de mantenimlantc mensual o bimensual. Este tratamiento se puede
prolonger varios afios (WHO Position Paper. Allergen immunotherapy: Therapsutic
Vaccines against Allergic Diseases. Geneva, January 1998).

A pesar de considerarse un método relativamente eficaz en clartas alerglas, la
inmunoterapla ha sido cuestionada debido e su faltla de seguridad, pues se
expone al paclente a reacclones anafllidcticas que eventualmente pusde Incluso
causar su muerte. También ¢l slavado nimero da Inyecclonea a adminletrar, que
pueden alcanzar hasta unas 100 6 200 en un tratamiento de 3 afios, consatiuye un
sario Inconvenients en su aplicacién prictica, lo cual causa frecusntements el
abandono prematuro del mismo sin lograr la oficacia esperada.

Cada vez se conoce méas sobre los mecanismos de Induccion de los altos niveles
de IgE en los alérgicos. Estos son inducidoe a través de mecanismos
inmunoléglcos proploa de la respuesta de tipo Th2 y en particular por una
scbreproduccién de IL-4. Las célules Th2 estin Involucradas patolégicamente no
shlo a través de su papel regulatorio (la IL.-4 Induce el cambilo de clase hacla IgE
en los linfocitos B, medlado por una sefial de contacto provista por las Th) sino
tamblén que participan tamblén de modo més directo en Ia fase efectora de la
respuesta alérgica tardia y en la Inflamacifn crénica asmética,
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La exposlclon a alergencs ambientales, ademés de la predisposicidn gendtica
propia del individuo, constituye el fendmeno desencadenante de la sensibilizecién
elérgica, en primer lugar y de las reacclones alérgicas posierioras en los
Individuos previamante sensibllizados.

El mecanismo inmunoldglca responsable de la mejoria dinica de loa paclentes
durente la Inmunoterapla con extractos alergénicos no estd aln totalmente
dilucldado. Sin embargo, se conoce que 88 producen camblos Inmunoldgicos
vinculados con la disminucdn a largo plazo de los anticuerpos IGE especificos al
alergeno, la disminucién de la secrecion de 1.4 e IL-6 y ol Incremento de
anticuerpos Ig@ a IFN-y. Estos camblios indicen una disminucidn del patrén de
respussia Th2 como poslble consecuencla de m Induccién de un patrdn Thi
concuirente no petogénico (WHO Position Paper. Allergen Immunotherapy:
Therapeutic Vaccines Againat Allsrgic Diasases. Geneva, January 1888)

Loe paitrones Th1/Th2 de respuesta inmunologica se distingusn primeraments por
sl patrén tipico de cloquinas que secretan las células Th, fundamentaimente, IFN-
v @ IL-2 por las Th1 e IL4 8 IL-5 por las Th2 (Mossman, T. R., Cherwinakl, H.,
Bond, M. W., Gladlin, M. A, and R. 1. Coffman. 1688. Two types of murine helper T
cella clone. I. Definiton according to profiles of lymphokine activiias and secreted
protains. J. Immunol. 136:2348-2357). Por otra parte, tamblén o5 posible valorar el
tipo da respuasta Inducida determinando los perfiles de dages y subclases de
inmunoglobulinas séricas que estos Inducsn. As! en los murinos, sl patrén Thi
Induce preferentemente anticuerpos de la subclase |gG2a (dependlente de IFN-y),
mientras que el Th2 induce IgE y subclase IgG1 (dependientes de IL-4). En los
humanoes el Th1 curea con anticuerpos IgG1/1gQA3 y el Th2 con IgE.

Aunque la aparlcién y desarrolio de las alerglas estd relecionada con factores de
tipo amblental, ol papel bisico en la propensién del individuo a desamollar una
respuesta Th2/lgE hacla antigenos amblentsies, es de orden genéiico {Holgate
8T. Genelic and anvironmental Interaction In allergy and Asthma, J Allargy Clin
immunol 1899; 104:1139-1148). Esio se traduce en que, la descendencia de
padres alérgicos o serén tamblén con una mayor freacuencla que los hijoa de
padres no alargicos. Esta frecuencla se ha estimado en 75, 60 y 25% sl ambos
parentaies, la madre o el padre son alérgicos, respeciivaments, lo que significa
que exists una alta probabilided de predecir el comportamiento de un Individuo
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dentro de la poblacidn y por tanto de ésta, sl so tlena un sistema de deteccion a
nivel parental. Tamblén es conocldo que el aflanzamiento del patrén patoldgico
Th2 ocure en loe primerce 6-24 messs de vida del nifto y que factores
ambleniales como la exposicién a Infecciones bactarianas pueden Influlr de forma
positiva en la enfermeded Induclando un petrdn Thi, que contrareguia el Th2
alérgico {Holt PG, Programing of Allergen Specific Th-memory during Chlidhood,
Praceedings XVIl International Congress of Allergology and Clinical Immunology.
Sydney 2000. Allergy Clin Immunol Intemnational Suppl. 1, 2000 pp 83-85). Eatos
hailazgos dejan entrever la posiblidad de dieefiar vacunss anti-alérgicas
profildcticas, que prevengan e! aflanzamiento del patrdn Th2 hacla los alergenos,
on ia temprana Infancla. Estas vacunes podrian eatar basades en &l empleo de
adyuvantes Th1 que fueran sfectivos durante la laciancia.

Se hen Infentado varias formias de mejorsr la inmunoferapla con alergenos,
tretando de reducr sus aspectos negativos, preservando o ampllando sus
beneficios. En particular, se conoce que existen varios métodos para modificer los
slergenos de modo que se reduzca su mlergenicidad (es decir, su afinidad por los
anticuemos IgE) y su capacidad para Inducir IgE tras lg Inmunizacién, asl como
Incrementar su Inmunogenicidad (es declr, su capacidad para Inducir una
respuesta sveniuaimaente terapéutica o protectora). Entre ellos se encuentrah
métodos fisicos por adsorcion o Inclusidn de los alerganca para crear un efecto de
dapdeito (adyuvantes) o mélodos quimicos que modifican las molécuias
glargénicas medlante enlaces covalentss con otros compuesios o entre ellas
mismas.

Como agentes fisicos se han empleado la tirosina (Patents No. GB 1,377,074), el
éster de tirosina (Patente No. US 4,428,832); los liposomas (Solicitud de patente
WO 89/10753); el monafosforll lipido A (MLA) y el MLA 3 desacliado (Patente No.
US. §,762,843); la saponina (Patents No. US. 4,432,9689) y los tradicionales
hidrédddo de aluminlo y fosfato de calclo,

Entre los agentes quimicos que se han empleado pare la polimerizacién de loe
alergenos estA ol formaldehido (Marsch DG et al. Studles on afisrgoids from
naturally occurring allergens. lll. Preparation of Ragweed potlen allergolds by
aldehyde modification. J. Allergy Clin. Immunol. 1981;68:448-58); Alginato
(Comado OJ et al. Allergy 1889;44.108-5) y glutaralfenido (Patenie No. GB
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1,282,163). También ee hen empleado mPEG (Dreborg et al. Crit Rev Ther Drug
Carrler Syst. 1880;8:316-85) y conjugaciones a polisacéridos (Soliclud de patente
europea No. EP 008 3407 A2).

Estas soluciones logran, en algunos casos (por Ej. los alergenos pollmulmdon
con glularaldshido y edyuvedos con Alamina, Grammer et al, Modified forms of
allergen immunctherapy, J Allergy Clin Immunol 1985:44:108-15), incremantar los
fitulos de anticuarpos IgG dirigidos contra los alergencs en modelos animales. Sin
embargo, el Incremento de esla clase de anticuerpes no implica necesarlaments
una mejorfa clinica del paclents, sobre todo sl va acompefiada de un incremento
peralelo de los anticuerpos IgE. De hecho, algunss de las subclases de la IgG
(IlgG1 en los ratones & IgG4 en humancs) estin Implicadas también en diferentes
formas de la reacclén ailérgica, por eer capaces de fllama, aunque
tranaitoriamente, a los mastociioe. Por otra parte, las evidenclas ciinicas en
humanos Indican que el Incremento de los anticuerpos Ig® no estd directamente
correlacionado con la mejoria dlinica del paclents, sugtiendo que i miemo juega
solaments un papel secundario en el mecanlsmo regulatorio Inducido por el
tratamlento (Rak S. Lowhagsn O, Venge P. The effect of Immunctherapy on
bronchial hyperresponsiveness and ecsinophll cationic protein In pallen-allergic
patients. .J Allargy Clin Immunol 1888; 82:470-80 y Jutel M, Maller U, Fricker M,
Rihs 8, Pichler W, Dahinden C. influence of bee venom Immunctherapy on
degranulation and leukotriene generation In human bliood basophlls. Clin Exp
immunol 1996;12:1112-18),

El emplec de alergenos modificadoa quimicaments (alergoldes) aunque tiene
algunas ventajas en cuanto a reduccién de las reacciones sacundarias durante el
tratamlento, en comparacién con los extractos alergdnicos tradicionales, no
producen una significativamente maejorla clinica (Bousquet et al. J. Altergy Clin.
Immunol. 1689:84:546-58 y Grammer of al al. J4 Allargy Clin Immunology
1885;78:397-401). Otro de los Inconvenientes de los alergoldes empleados hasta
ol momento en la clinica (modificados por glutaraldehido o formaldehido), es la
Imposibliidad préctica de lograr une composicion estandarizada de los productos,
ya que los miamos se obtlenen mediante reacclones quimicas a parfir de los
extracios slergénicos, los cuales consiituyen mezoles heterogéneas de
polipéptidos y otras blomoléculas. En estas reacclones se obtienen
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Inevitablemente especies moleculares con diferentas grados de polimerizacién o
modificacién quimica, las cuales pueden conetituir subproductos no deseables,
dificlles de eliminar.

El empiso de hidrdxddo de aluminio edio ha logmdo reducir ol nimero de
inyecclones necesarlas para lograr ol mismo efecto que con los alergenos na
adyuvados, lo cual se debe a su efecto de depdaito y Hbaracién lenta. Sin
smbarge, este adyuvante propicla le producclén de IgE, tanto en animales como
en humanos provocando un flpico patrén Th2, lo cus! podria eventuaimemnte
reforzar la respuesta alérgica patogénica durante su adminietracion.

El fosfato de calcio o |a tirosina se han empleado tamblén como adsorbentes para
crear depésitos y produdr la llberacién lenta do los alergencs. sin embargo no
han mostrado ventajas de consideracién con respecto a ios extracios acucscs o
adyuvados con AlGmina, en cuanto a mejorar la eficacia o ia seguridad del
tratamlento (Altintas DU ef al. Comparison beiween the use of edsorbed and
aqueous iImmunotherapy materlal iIn Dermatophagoides pteronyssinus sensitive
asthmatic patients. Allergologle et immunopathologle 1889; 27(8):308-317).
Ninguna de las soluciones existentes en la actuelidad, eanumeradas anteriorments,
logra inducir una modulacidn inmunoclégica completamente efectiva (expresada en
inhiblcidn o reduccién del patrdn Th2 o induceién det Thi) ya sea eh animales o en
humanos, n! eficacla clinica en estos (ltimos, empleando un namero reducido de
Inyecciones,

El emplec de liposomas que contienen alergenos ha sido descrito an la soliciud
de patante WO 88/10753. Los liposomas, ademéas de crear un depdsita y redudir la
alergenicidad del producio, se crae que Influyan en loa mecanismos de
pressntacion de los antigenos al slatema Inmune, debldo a su naturaleza lipidica y
particulada (WHO Posltion Paper. Allergen immunotherapy. Therapeutic Vaccines
against Allergic Diseases. Geneva, January 1893). Sin embargo. este enfoque no
ha podido extenderse a la prictica clinica debido a la Inestablidad caracterislica
de estos preparados, asl como a Inconvenientes relacionados con la tecnologla
para la inclusidn de farma conslaients de los alergenca dentro de los posomas.
La falta de establlidad de la formulacidn de loe liposomas durante su conservaclén
o durente su administraclén al paclenis tiens implicacionea serias en la seguridad
del producto, ya que la sveniual liberacién de los alergenos da los fiposomas
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puede provocar reacciones ansflidcticas severas, de la miama forma que ocurren
con fos alergencs en estado acuceo. Tampoco en ase caso ss han logrado
svidencias de la induccion de una respuesta Inmunoldgica que afects el balance
Th1/Th2 y que Induzca un patrén no patolégico o protectogénico.

Las estrateglas méa recientes que sa conocen Intentan emplear formulaciones de
alergenos con adyuvantes Inductores de respueata Th1, tales como sl monofosforll
lipido A (MLA) (Patente US. 5,762,943), proteinas de shock térmico ("Heat Shock
Protains™, HSP, siglas en inglds), también conocidas como protefnae de estrés de
micobacterias, lo cual es descrito en ia patente WO0823735. En el caso del MLA,
6l cusl constituye una variante detoxificada de LPS, se ha demostrado que reduce
los niveles de IgE sspecifica, Incramentando la 1gG en experimentos en ratones,
sin embargo no ee ha demosirado que reduzca de modo efectivo &l componente
cejular Th2 de Ia respuesta alérgica, da modo que su uso estaria Emitado
esticlamente a las enfermedades alérgicas pera ias cusies el mecanismo de
hipersensibiildad tipo 1 sea el principal, lo cual excluiria el asma. Otro de loa
inconvenientes, es que aunque se iogra atenuar e electo tdxico de [os LPS, no 38
elimina por completo la toxicidad (Baldrick P et al. Vaccine 20, 2002 737-743), lo
cual podria limitar su uso en nifios de pequefla edad. En el caso do las HSP, na se
han provisto evidenclas experimentales de que {as mezcias o conjugados de dicha
proteines con los alergenos produzcan un efecto de desviecidn de la respuesta
Th2 especifica a los elergenos, ya sea en modelos animales o en humanos,

El empleo de protecliposomas derivados de la membrana exdema des bacterias
Gram-negativae se ha descriio para ia preparacién de vacunas profilécticas contra
enfermedades infacclosas por Ruegg CL. y cols. (Prepanation of protsosome-hased
vaccines. J Immunological Methode 1980;135:101-8); Lowell y cols. (Protsosome-
Lipopapiide Vaccines: Enhancement of immunity for Malarla CS Peptides. Sclance
1688;240:800-2); también en la Pat. No, US No. 5,367,572. En esta (itima, ol
niciec fundamental es el protecliposcma o vesicuias de membrana extema (VME)
derivados de Nelsserle meningitidis serogrupo B, cuya estructura particulada, sus
irazas de lipooligosacéridos (LPS) Incorporadas en iaa VME, al polisacérido C, su
composlcin lipidica caracteristica y su adsorcidén en aldmina, estén relacionadas
con eu Inmunogenicldad y probada prolsctogenicidad en humanos.
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A pesar de contener LPS, dicha formulacién vaamal no provoca efectos tixicos en
humanos ni animales, lo cual es atribuldo a la pecullar estructura y composicion de
las VME. Por otra parte se logm retener el sfecto Inmunomodulador y adyuvanta
de los LPS.

La vacuna basada en este protecliposoma ha sido aplicada en més de 50 miliones
de doals y ha demostrado ser segura, no reectogénica y eficaz para proteger
contra N. meningitidis serogupos B y C. Ee ademés, aplicada durente la lactancia
de forma segura y eficaz, donde convierte la T-dndependencla del Pollsacérido C
an un antigeno T-dependlente. Esta vacuna induce un patrdn preferencial Thi
camacterizado por la Induccién en humanos y animaies de (infoproliferacion;
anticuerpos igG antl-VME; subclases IgG1 en humanos e igG2a en ratones; IFNy,
IL-2 @ IL-12 a nivel de ARNm y protelnas, y la no induccidn de IgE anti-VME ni
incrementos en la IgE total, nl tampoco de la IL-4, IL-5 a nivel de ARNm ni protelco
{Infect Immun. 2001, 88(72001):4502-4508). La respuesta inducida por la vacuna,
como es caracteristico de la iInmunidad adaptetiva, s especifica a los antigenos
bacterianos que componen el producto, y por consigulente, no hay evidencias de
que induzca respuesta alguna conira |oa alergenos conocidos,

Divulgacidn de la Invenclén

El objetivo técnico de la presents Invencién es obtener una preparacién
farmeacéutica de uso ierapéutico o profilctico empleandio protecliposomas
bacterianos, en lo adelante denominados protecliposomas, la cual al ser aplicada
en un paclente que padece de alergias, es capaz de transformar la respuesta
alérgica (Th2) Iinduclda por el alergeno, hacla una respuesta celular Thi. La
Invencién tambidn inciuye el esquema de Inmunizacién con dicha composiclon
vacunal. Es tamblén un objetlvo de la presenta’ Invencién proveer una
composiclén farmacéutica capaz de prevenir la aparicin y desarollo de la
enfermedad alérgica en nifics con antecedentes familiares atdpicos.

Esta composicion puede contener uno o varios alergenos los cuales se pusden
acoplar o adminlstrar conjuntaments con un proiecliposoma, Induciéndose una
respuesia Inmunoiégica terapéutica o protectora en el individuo alémgico, al o a los
alergenos en cuestién. Esla respuesta se caracteriza por una menor producdén
de anticuerpos IgE con respecto a la Inmunoterapla tradicional, la no induccldn de
IL-5, asl como la Induccin de enticuerpos de subclase IgG1 (en humanos) e

/4



10

15

25

igG2a (en murinoa) y las citacinas IFNy e IL-2 {en ambos), corespondienies 2 una
respuesta Thi, elamentos que evidencian la transformacion de la respussta Th2
glergénica hacla una celular, Th1.

Es ofro objetivo de esta invenclén proveer el método para acoplar dicho (s)
alergeno (8) con el proteciiposoma y otros adyuvanies, asl como provesr una
composlcion farmscéutica aproplada para su administracién por via parenteral.

La novadad de la invencidn radica primeramente en el uso de protsciiposomas
derivados de proteinas de la membrana extema de bacterias Gmm-negativas y
més perticularmente de Nelsseria meningliidis B, los cuales pusden estar soics o
unidos a un polisacérido; para ser postariormente acoplados de forma no
covaiente o covalente con una o varias proteinas alergénicas y de esa forma ser
sdministrados a los individuos alérgicos.

Es particularmente novedoso que la composicion farmacéutica de la presemnte
invencién Induce una modulacién de la respuesia hmune especifica a los
alergenos incluldos en la misma, hacls un patrdn Th1 no paiogénico y protector,
empisando sclamente 2 Inyecciones.,

Otro aspecic novedoso es su aplicacién profllictica en descendlentes de
parentales alérgicos o en Individuoe atdpicos diagnosticados tempranaments.

Es tamblén novedose el procedimiento empleado para ef acople no-covalente de
Ios componentas de la formulacién y particularmenta dsl proteclipesoma y de los
alergenos, asl como al emplec de alergencs purificados con ese propésito,

En la presente Invencidn as emplean proteoliposomas o VME purificadas a partir
del cultivo de bacteria Gram-negetivas en particular de N. meningftidis B segln sa
describe en ia Patente No. US 5,587,572.

En i presenis Invencion se emplean alerpenos preforentements de naturalexa
protelca o glicoproteica aunque también es posible emplear alergencs
polisacaridicos. Los mismos son obtenidos a partir de fuentes alergénicas
naturales por métodos de extraccién y purlficacién conocidos en el arte o de forma
recombinante expresados en microorganismos o célules superiores.
Alternativements se puaden emplear polipéptidos obisnidos por ainfesls quimica
cuya secuencia de amincacidos se comesponde con [os aslergenca netivos,
Particularmente, se emplean alargenos respiratorios y en primer lugar de dceros
del polvo doméstico de |a families Piroglyphidee o Glyciphagides, aspeciaimenta
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de los génoroa Dematophagoides o Blomia y especiiicamente de las especles
Dermatophagoldes siboney, Dematophagoides pleronyssinus 0
Dermatophagoides farinee.. Los alergenos purificados de dichas especies de
écargs se oblienen a pertlr de cualquier exiracto alergénico comerclal, el cual es
sometido primeramente a llofliizacién o concentracidn por ultrafiitracién hasta una
concentracién de proteinas de 10 a 100 mg/mL y a continuacidn a precipitacidn
salina en solucldn de sulfato de amonlo 50 — 100%. El precipitado ss fraccionado
mediante cromatografla de tamizaje molecular empleando como matrices
Sephacry! 8-100, Sephacryl S-200 o Sephscryl 8-300 o Superdex 75,
colectindose el plco que corresponde & los pesos moleculares 10-80 kDa. Esta
fraccién contiene fundamentalmente los Alergenoe mayores del Grupo 1
{glicoproteinas de 26 kDDa: Der 8 1, Der p 1) y Grupo 2 (proteinas de 15 kDa: Der &
2, Dor p 2). Altemativaments, puede ser empisado un procedimiento de
purificacion Independlente para cada uno de los alergenos por separado, basado
en la cromatografia de afinidad con anticuerpos monocionales anti-Grupo 1 y antl-
Grupo 2, acoplados & une resina, con la posterior formulacién de amboe

componentas Importantes en un sclg preparado ¢ la unidn & los Proteoiiposomas .

por s8parado.

La unldn de ambos componentes bésicos (alergono y proteciipogsoma) se realiza
por métodos covalentes o no covalentes, teniendo an cuenta las propledades de
cada alergeno en pariicular. En el caso da la unidn no covalents, los alargenos de
ficaros, 8e Incorporan en conceniraciones de alergenc de 0,1 a 1 ug por cada 10
ug de proteoliposoma. Esta Incorporacién se realiza medlante agitacion durante 30
& 90 minutoa a 80 & 800 rpm, aprovechando las Interacciones de tipo hidrofébico o
lipofflico entre ambos componentes. Le mazcla obtenida puede ser administrada
directamente en solucién acuoea o adsorbida en altmina. En el caso dsl empleo
de alimina, sl alergeno se adsorbe a la misma antss del protecliposoma o
preferentsmente posterior a éete. La alimina se amplea de 10 a 25 veces la
cantidad de protecliposoma, manteniéndase la praporcién entre éets y el alergeno.
La edsorcidn a la alimina se reallza mediante agitecién lenta entre 80 a 800 pm
ypHdeBa8.

La efectividad de la adsorcién de cada alergsno a la Alimina puede determinarse
empleando métodos ELISA especificos a los mismos, como por ejemplo los ELISA

16



10

15

11

pare Der s 1 (Sewsr &t al. Int Arch Allergy Immunol 2000;123:242-248) o para
Grupo 2 del género Demmatlophagoides (Heymann PW, Chapman MD et al J
Allergy Clin Iimmunol 1969;83:1085 —1067.)

La unién del prolacliposoma y el slergeno también puede realizarse de forma
covalentes a través de la unién de un espaclador al protecliposoma por los grupos
aminos libres presanies on éste y a continuacién la unién del grupo mailsimido a
loa grupoe sulfihidrlio libres presentss en el alergeno. Tales grupos existen sn los
alergencs mayores de los dcaros del polvo (grupo 1 y 2), pero pueden ser también
inducidos en otros alergence mediante la reduccién de los puentes disuifuro o
incluidos medlante la derivatizacién de las proteinas por métodos conocidos. Los
conjugados obtenidos se purifican posteriormente mediante diélisis o ultrafitracion
y por Oitime mediante cromatogrefla de excluslén molecular (Sephacryl 8-300 &
Superdex 200} para eliminar los reactivos de conjugacion, asl como los alergencs
no unidos al proteoiiposoma. Las moléculas alergénicas debsn constitulr entre el 1
y el 10% de ia masa total del conjugado con el chjetive de lograr la respuesta
inmunogénica adecuada. El conjugado se administra por via Inyectable en un
exciplente acuoso aproplado o tamblén adeorbldo an gel de Hikdroxido de Aluminio
u otro adyuvante de depdasita.

La pmsente Invenclén tamblén comprende ls conjugacién por ol métcdo antas
descrito, de residuos lipofliicos a los alergenos, tales como éAcidos grasos
bipoleres de 18 & 20 carbonos, pam faclliter su incarporacién no covalente al
proteoliposome.

Alternativamente, la compeslcidn vacunal Incluye otros antigenos que no afacten
al patrn celuler Inducido y sl potencien la respuesia dessada conira el alesgeno,
lo cual permite la obtencién de una vacuna polivalente. Los pollsacéridos puaeden
ser uno de estos entigencs y particularmente el polisacarido C de N. meningitidis.
Estos se adicionan de forma no covalents en concantraciones de 0.5 - 4 veces con
respecto al protacliposoma.

La presante Invencién iamblén comprende el emplec de alergenos de naturaleza
polisacaridica, tales como los determinantes polisacaridicos con reactvided
cruzada (“Cross-reaclive Carbohydrate Determinants”, CCD, eiglas en Inglés)
(Aalberse, RC. Crossreactivity of IgE antibocles to allergens. Allergy 56 (8), 2001,
pp4768-480), encontradoa en algunos péienes y allmentoa vegetales. En see caso

I



WO 030964 PCT/CUMN007

10

15

20

loe mismoa se afladen a la formulacién al igual que el polisacarido C de N.
meningitidie. .

De forma inesperada, la administracién de esta composlicién por via parenteral en
solo dos dosis, produce no solo una respuesta de tipo Th1 espeacifica a los
antigenos de! proteoliposoma como ya g8 conocia con anterioridad, sino tamblén
una respussta simllar de tipo Th1 dirigida contra loa alergenos incluldos en la
formulacién, Sorprendentements también esta respuesta Thi se Impone, a pesar
del empleoc en la formulacién de Hidrdxido de Aluminio preservéndose, aln
embargo, el efecto de depdsito del mismo. Esta respuesta se caracteriza por un
patrén de cdtoquines compuesto preferentementie por IFN-y, con ausencla de
respuesta da IL-5, temblén por una induccion de anticuerpos de la subclase
igG2a y una reduccién de los anticuerpos IgE e IgG1 en ratones, especificos al
alergano. La administracién de dicha composiclén no afecta una respuesia
preexistente contra los antigence bacterianos, Inducida por una Inmunizacién
anterior.

La soluclén propuesta fiene las aigulentes ventajas:

El efecto Inmunolégico logmdo por este prepsrado permite contrarrestar la
respuesta alérgice tanto de tipo aneflléctico (reduccién de IgE e IgG1) como la
inflamatoria tardia y crdnica (reduccién de IL-5), io cual la hace efectiva también
on ol iratamiento del asma. El efecto terapéutico se debe a la presentacién de los
alerganos al slstema Inmune en un contexto no alergénico y se alcanza en un
nimerc reducldo de Inyecclones y en un mehor fiémpo con respecio a la
inmuncteraple tradiclonal con eximctos alergénicos. Tal efecio se smplea
ventajosamente no solo en el tratamiento de los pacientes alérgicos, sno también
permite prevanir el agravemiento de la enfermedad en Individuos con un estado
alérgico Inciplentea o prevenir el desarrollo de nuevas alerglas & alergencs
diferentes.

El efecto iInmunoléglco de los protecliposomas como adyuvants inmunomodulador
as eficaz y seguro en edades tempranas durante la lactancia, o cual posibliita la
adminlstraclén de la formulaclén vacunal en asa edad con fines profiécticos, antes
de |la eparicién y desamollo de la enfermedad, en nifios con antecedentes
familiares alérgicos y por lo tanto con alta probabliidad de serlo también.
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La adsorclén de los componentas activos de {a formulacién en un adyuvants de
depéeito, particularmente en gel de hidréxido de Aluminio, permite la reduccién de
la alergenicidad del preparado (o sea la capacidad de unidn de IgE) en més de 10
veces con relacidn a una dosls eimilar de alergeno en estado acuoso, o cual
implica una reduccién considerable de los rlesgos de reacciones anafliiclicas
saveras duranta su adminisiracién. Tamblén la adsorclén al gel da hidréddo de
Aluminio contribuys a prolongar la estabilldad del preparadc durants su
conservaclon, al disminuir la clnética de las reacciones quimicas que puedan
eveniualmente causar dagradacidn de los componentes activos.

El empleo de alergenos purificados y particularmente de los alergenos purificados
de é&caros del género Dermaiophagoides, incluyendo alergenos de los grupos 1 y
2, permite estandarizar la composicion de los producios, determinando y
ajustando de forma precisa su contenido en la formulaclon y su incorporacién al
proteoliposoma o al gel de hidréxddo de aluminio. También en el caso del acople
covalents, es posible separar faciiments los productos no deseados (tales como

_loa polimeroe alergenc-alergeno) de los productos activos (conjugados

proteciiposoma-alergeno) graciae a la gran diferencla de masa existents entre
ambos componentes, lo cual se realiza emplsando métodos de cromatograila de
exclusidén molacular, disponibles comerciaiments. La tecnologla es aplicable a
alergenos de diferenie nafuraleza, siendo posible emplesr varios alergenos en una
misme formulacitn,

La ausencla de toxcidad de la formulacién & pesar de contener pequefias
cantidades de LPS, ios cuales retlenen su efecto Inmunogénice, es otra de las
ventajas de la solucion propuesta que lo hacen eproplado para su adminlstracién
segura & humanos y en particular a nifios en edad temprana.

Loz proteciiposomas tamblén convierten a antigencs T-independientes, tales
como carbohidratos, en aniigence T-dependientes. Esta propledad ee aplica
también de forma ventsjosa a los alergencs de naturaleza polisacearidica, tales
como los CCD.

La presente Invenclén serd descrita a través de los sigulsntes ejempios
aspeacificos.

E]Jempio 1. Obtencidn y purificaclén de alergencs de écaroe.

1
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Estos preparados se obienen a partir del cultivo completo de los écaros, el cual
contiene écaros muertos, exhuvias, hecss, asi como Ingredientes no alergénicos
de bajo peso molecular provenlentes del medio de culive. Los alergenos son
extraldos en solucién de bicarbonato de amonio o bicarbonato de sodio o solucién
saline o solucioén salina tamponada con fosfato, a un pH cercano al fislolégico. El
exiracto crudo es clarificado mediante centrifugacién y flltracién y los componentes
de bajo peso molecular son removidos mediante cromatografia de tamizaje
molecular (Sephadex G-25) o diafiltracién (limite de corte 5-10 kD) o ambos. Este
preparado es entonces concentrado mediante ulirsfitracién y lioflizado para
garantizar su establlidad. Para lograr un producto con un mayor grado de pureza,
ol exiracto lloflilzado es resuspendido en solucidn acucsa y sometido a
precipitacidn salina en solucion de sulfato de amonlo 50 — 100%. El precipitado es
fracclonado mediante cromatografia de tamizaje molacular empleando Superdax
75, colectandose el pico Intermedio que comesponde a los pesos moleculares 10-
60 kDa. Esta fracclén contiene fundamentalmente los Alergenos mayores del.
Grupo 1 (25 kDa) y Grupe 2 { 15 kDa). Por {ltimo, la fraccién colectada es
fiofliizada de nuevo para ser reconstitulda en una concentracidn aproplada para su
conjugacién o mezcla con el protecliposoma

Ejemplo 2. Obtencldn del protecliposoma.

Para la obtencién del proteoliposoma se reallza un cultivo da N. meningltidis B y la-
blomesa colectada mediante centrifugacién se someate a un proceso de axtraccién
con detergente, enzimas y uitrasonido. El dabris celular es removido medianta
centrifugacion y el sobrenadante es sometido entonces a digestién con nucleasas
para eliminar los &cldos nucleicos. El exiracio es recuperado mediante
ultracentrifugacion, resuspendido en solucion con detergente y purificado del resto
de los componentes de bajo y mediano peso molecular mediante cromeatografia de
exclusién moleculer. El proteciiposoma asl obienidos contienen menos del 10% de
éoidos nucleicos y alrededor de 10% de LPS Insertados en su astructura; pero
nunca libres. Opcionaimente, se afiade polisacérido capsutar de N. meningitidie
serogrupo C producido segin Gold y Gotschlich (Gold et al,, 1868-1870, WHO
Bull. 45: 279-282 and Gotschiich et al., 1960, J. Exp. Med. 126: 1349-1385) de 0.5
a 4 veces el contenido de proteolippscma, Tamblén opclonaimente sa puede
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afadir alimina al polisacérido-protecliposoma, como un adyuvante adicional en
una proporcién de 10 a 25 veces la cantidad de Proteclipcsoma. El pH final es 7,0
+ 0,4, la adsorcion al gel de alimina del protecliposoma-polisacdrido es mayor del
80% y un contenido de LPS menor del 8% es gerantizado. E| LPS presenie esté
Insettado en el protecliposoma, por lo que se logra una adecuada presaentacién al
sistema Inmune y reduce la posibilidad de Induclr reacciones Indeseables. Se
puede adiclonar thiomersel como preservativo a8 una concentracién entre 0.005-
0.02%. El producio final ea sometido a un conjunto de coniroles bicldgicos v fisico-
quimicos.

Ejemplo 3. Determinacién de la alergenicidad (unién de IgE humanna) de la
formulacidn adsorbida en hidréxido de Aluminlo.

La activided alergénica, expresada como la capacidad de union de anticuerpos
IgE humanos, se determiné mediante ELISA de Inhibicién de IgE el cual determina
la habilidad de la muestra en solucién de inhibir la unién de la IgE humana al
alergeno fllade a une fase sdlida. La formulacién muesira es alergeno de D.
siboney purificade segtin el E). 1, mezclado con los protecliposomas segin el E). 2
y adsorbidos en gel de hidréxido de Aluminio. La cancentraclén de alergeno mayor
Der & 1, Inicial es de 4 pg/mL y la actividad alsrgénica 400 UB/mL (UB: Unidades
Bloldgicas eegun la definicldon delas Gulas Nordicas para el Reglstro de Productos
alergénicos, 2da Edicién. 10 000 UB equivalen a 10 mg/ml. de Histamina HC! en la
prueba de punclén cuténea) )

El ELISA se regliza de acuerdo al siguiente procedimiento. Se recubren
microplacas de pollestirenc con el Exiracto Alargénico de Referencia. Se bloquean
los sitica da unidn Inespetifica de ia placa con PBE-BSA 1%. A continuacidn a8
realiza la Inhibicion de la IgE sérica del pool de susros, medlants Ia Incubacion del
suero con cantidades creclantes del alergeno muestra y la Referencia, sn paralslo.
La IgE no-inhibida por loe alergencs en soluclén, se ume al alergeno filado a la
placa. Después de efectuar ol procadimiento de lavado de los anticuerpos unidos
Inespecificamente, se reallza la deteccién de la IgE unida al alergsno, mediante un
conjugado anti-lgE-Peroxidase. El reveiado e realize mediants la adicién de un
sustrato cromogénico. La inteneidad de! color producto de la reaccén anzimética
es cuantificada mediante un lector de placae ELISA. La imsrpretacién de los
resultados del ensayo se realiza mediante el método estadistico de laa rectas
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paralelas. Se construyen curvas de Inhibicién para la Referencla y las muestras
por separado. Se lisva a cabo une regresion lineal de loa valores de Absorbancia
v# Inhibicién, comprobéndows el paralelismo de cada muestra con la Referencia.
Por (iltima, ss calcula la potencla relativa como of antliogaritmo de la distancia
horizontal entre las rectas paralelas.

En &! andlisles de la muesira dada se obtuvieron los sigulentes resultados:
Actividad alergénice: 21.2 UB/mL (ICB5% 13.8 — 32.4). Corresponde a un 5.3% de
la actividad del alergeno en estado acuaso Inicial.

Ejemplo 4. Determinacién del esquema y dosla menos Inductoras de IgE
total.

Para ia detarminacién del esquema de Inmunizacién (espaciamlento entre dosis) y
ia concentracién de alergeno, retonss Balb/c fusron tratadoa por via Intramuscular
con doe inmunizaciones en las semanas: 0 y 2 (esquema corto) 6 0 y 4 (eaquema
largo) con Alergeno (Al) + Aillmina (A) en concentraciones de 1 6 5 pg/retdn de
alergeno. En el esquema corto los animales fueron sangrados on la semana 0, 2 y
5, y en @l largo en la semanas 0, 4 y 7. El nivel de IgE total en las mexclas de
sueros fue determinado por ELISA.

Como puede observaree an la Fig. 1 el esqusma corto-induce una respussia de
igE total significativaments menor que el asquema largo. Por otro lado, la menor
concentracion, 1 ug de alergeno, no indujo respuesta de IgE total en ninguno de
los saquemas. Por ello, loa sigulentiea exparimentics fueron realizados con el
esquema carto y con concentraclones de alradedor de 1 pg/ratén.

Para ain preciaar més la doels, ralonss Balb/c fueton tratados por via
Intramuscular coh dos Inmunizaciones on la semana O y 2 y fueron sangrados en
la semana O y 4. El grupo | reciblé proteciiposoma + polisacérido de N
meningitidis del serogrupo C + Al(OH)s. Los grupos |I, 11l y IV recibleron Al{OH)s +
alergeno con una concentracién de mlergeno de 0,5; 1,25 6 2,5 pg/mtdn/dosls,
respectivaments. El nivel de IgE total en los mezcies de sueros fueron
detarminados por ELISA. Como pusde obseivarse en la Fig. 2, la IgE tolal no se
elevd significativamente an ninguno de los grupos evaiuados.

Elemplo 5. Ausencia de efecto de la Incorporacidn del alargeno sobre la
respussia antl proteoliposoma y modulacién de Ila respussta de subclases
de 1g0 antl-alergeno,
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Para la determinacién de la ausencia de efecto del alergeno sobre la respuesta
hacla el adyuvants, ratones Belb/c fusron fratados por via Intramuacular coir dos
Inmunizaclonss en la semana 0 y 2. E! grupo | reclblé proteoliposoma +
polisacérido de N. meningiiidis de] serogrupo C + Al (OH)s (Va). Los grupos 1i, lll y
IV recibieron 0,5; 1,25 y 2,5 ug de Alergeno + Va por ratén. El sangramiento se
reallz6 a los 0, 15 y 35 dies después de ia primera dosls de Inmunizacién y se
determind la respuesta de IgQ y subclases anti-protecliposoma y anti-alergeno en
las mezcias de los sueros por ELISA. .

En Ia Fig. 3 se muestra los elevados titulos de Ig3 anti-proteciiposoma detectados
y sorprendeniements la no afectacidn de la Incorporacidn del alergeno en esta
respuesta nl en las subclases de IgO antl-Proteclipasoma estimuladas (Flg. 4).
Los altos titulos de IgB2a eon la expresion de la preferencial respuesta Thi
inducida por este adyuvante. En la Fig. 5 aparecen las subclagses de IgG
estimuladas, donde se pueds observar el incremento de respuesta IgG2a antl-
Alergeno en las concentraciones menores de alergeno y preferenclialments en
1,25 y 0,5 pug. La Induccién de respuesta de igG2a frente al alergeno refieja que el
adyuvante fue capaz de modular la reapuesta Th2 hacia una Th1.

Elemplo 6. Produccién de IFNy y no IL-5 por células de baxo de raiones
inmunixados y desaflados In vitro con proteciiposoma o alergeno y su
correlacion con la igG y las subclases de igG antl-alergeno Inducides por los
adyuvantes: protecliposoma + polisacérido C + Al{OH), en comparacién con
el AI(OH),.

Para la determinacién de la respuesta de cltocinas Th1 (IFN-+y) y Th2 (IL-5) se
inmunizaron ratones Balb/c con dos dosis en las semanas 0 y 2. El grupo | reciblé
proteoliposoma + polisacérido de N. meningitidis serogrupo C + Al(OH}s (Va). Los
grupos I, LIl y IV recibleron @,5; 1,25 y 2,5 ug de Alergena + Va por ratén. El grupo
V reciblé una dosle inidal con Va y otra de 0,5 g de Alergeno + Va. Los animeles
fueron sacrificadoa 7 dias despuds de la Oiima dosis, se procesd su bazo por
técnicas rutinarias y las células fueron enfrentadas a protecliposoma o alergenc. A
las 72 horas, loe sobrenadantes fueron extraldos y procesados por ELISA para la
determinacién de IFN-y @ IL-5.

El prolsoliposoma Indujo la producclén de IFN-y eh todos los grupos, en

23
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comespondencla con el patrdn Th1 Inducido por ests adyuvants. No obstante, con
0,5 ug de alsrgeno, sorprendeanteamente, la produccién de IFN-y se vio patenciada
tanto en dos dosls como cuando se empled una dosis previa de Va y una sola con
Alergeno (Fig. 8). Sorprendentemente, el alergenc tamblén Indujo respuesia de
IFN-y en todaa las concentraciones ampleadas, aunque Inesperadaments, ésta fue
superior en la concantracion de 0,5 pg tanto con dos dosls como con una dosis y
una previa de Va (Fig. 7). No se detectd respussta de IL-5 frenite al
protacliposoma ni al alergenc. Estos resultados reflejan la modulacidn por e
adyuvante del pairdn Th2 inducido por loe alergencs hacla un patrén Thi.

Para detsrminar la igG y las subclases de IgG anti-alergeno se evalud un grupo en
paralalo Inmunizado en iguales condiciones a las referidas anteriorments; pero
con tres grupos adicionalea que contenlan Al(OH)s y el alergeno en las mismas
tres concentraclonas (0,5; 1,25 y 2,5). El sangramlento se realizé alos 0, 15y 35
dias daespuéa ds |a Inmunizacién. Las respuestas séricas fusron evaluadas por
ELISA. La respuestia de |gG antl-alergenc fue significativamente superior cuando
se smpled Va como adyuvants qus con Al{OH), y sorpresivaments las diferencias
enire las respuesitas de los dos mdyuvanies lamblén fue superior con las
concentraciones menores da 0,5 y 1,25 pg. No obetante, la mayor respuasta de
ig@ anti-alargano fue con la mayor concentracién con ambos adyuvantss (Fig. 8).
La subciase de IgG antl-alergeno predominante fue IgG1 en fodas las
combinaciones y adyuvantes. No obstante, se estimuld la |gO2a en todos las
combinaciones con Va y fueron ligeramente positivas con Al(OH), stlo con las dos
concentraciones mayores (2,6 y 1,25 pg). Por el contraro, sorpresivaments,
también ia mayor diferancia de las IgG2a anti-alergeno, entre ioa dos adyuvenies
fue encontrada con la menor concentracién (0,5 ug), donde es negativa con el
adyuvanse Al(OH) y positiva con Va (Fig. 8).

Ejemple 7. Determinacién de la Inducclén de IgE anii-Alergenc, su
funclonabliidad y modulacién en el preparado vacunal.

Para la determinacién de la respuesta de IgE anti-alergenc, se Inmunizaron
ratones Balb/c con doa dosls en lae semanas 0 y 2. El grupo 1 reciblé AL{OH)s. El
grupe 1l recibld proteoliposoma + polisacérdo C + AI{OH); (Va). Los grupoa lll y IV
recibleron t y 5 pp de alergeno + AL(OH), respectivarnents. Los grupoa V y Vi
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recibleron 0,5; 1,25 y 2,5 ug de alergeno + Va. Los animales fueron sangrados a
0, 15 y 35 dias de Inmunizados. La reapuesata de IgE sa evalud en ratas Wistar
machos por el método de anafilaxia cuténea pasiva (PCA) cualitativa y
semicuantitativa. Las respuestas fueron expresadas en tiempo y dilucién de suero
que resultd positiva y en densidades de las manchas.

Los suercs fueron svaluados antes To, después de 1ra, T16 y 14 dias después de
2da dosis, T35. Como puede observarse las ultimas diluclonss poaltivas del
prepamdo vacunal (grupos V a Vil) son Inferiores al de ios grupos en alimina
(grupos 1l ¥ IV). De igual forma ocurre en las denskiades dpticas. Esto aboga
hacia una reduccion Imporiante en la respueeta de IgE antialergeno Inducida. No
ge observo respuesta en loe controles negativas (1 y I).

En ios dos primeros grupos controles negativos, las respuestas fueron negativas.
En el grupo I, se observé respuesta a los 35 dias, con una Intensidad de 10660 y
detectable hasta una diluclén de 1:16. El grupo iV fue positivo desde la primera
dosls (15 dias) con una Intensidad de 8348 y deteciable hasta la diluclén de 1:8. A
los 35 dias se obeervd una potente respuesta con 39843 de Intensidad y
detectable hasta la dilucién de 1:32. Por el contraro, sorprendentemente con
nuestro preparado vacunal Va, las respuestase de IgE anti-alergena fueron muy
inferiores, sblo detectables al dia 36, con intensidades bajas y detactables slampre
a menores dlluciones. Es de sefiglar que con la menor concentracidn, 0,5 ug de
alergeno sdio se detectd una ligera respuesta en ol suero puro (1:1), es decir,
desaparecia la respuesta cuando el suero era difuido 1:2 (Fig. 10 y Tebla 1). Enla
Tabla 1 se muestra |a Intensided de las manches de las reacclones y Gliima
dliucién del susro donde la enafilaxia cuténea pasive fue positiva.

Estos resultados de menor Induccion de IgE anti-alergeno con el adyuvante Va
que con AL(OH)s y en las menores concentracloneé de alergeno, estdn en
comeapondencla con loa resuliados de loe Ejemplos anteriores donde se
encuentra menor IgE total, inducclén de IFNy y subciase igG2e con este
adyuvante.

2S5
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Tabla 1
Positividad, Ulthma
Grupo | Inmunixacién | diss despuds (wngm, dilusién
de 2da dosle _ positiva
Al » 0 -
1 [P +PC+Al{Va) - 0 -
| TpgA+Al 35 —106860 1 lii_
v SugA+Al i 30843 a2
V 0.5 pgA+Va 3% 1245 11
I Vi 112%ugA+Va 35 4054 14
- VIFE | 25 1gA*Va 35 4574 18

Layenda: Al, Al(CH)s: P. Protecliposoma; PC, Polisacérido C de N. meningiidis serogrupo
C; A, Alergeno y “dias deaptiéa de 1ra doals.

Ejempio Ngo. 8. Unién covalente del alergeno al Proteciiposoma.

La unién covalente mediante conjugacidn quimica puede realizarse por alguno de
los métodos conocidos, como por ejempio los descrdtoa en Ila patente US
4,805,094 y en las solicitudes de paiente USSN 302,178; 566,658; 555,974,
555,068 y 555,339, Los métodos preferidos amplean reactivos homoblfuncionales
como Glutaraidehido o Anhidrido Succinico logrando la unién @ través de loa
grupos aminos libres, tento del alergeno como de! proteoliposoma (en particular
los grupos sminos de ias Ligines). Tamblén ee emplean reactivos
heleroblfunclonales, preferiblamente Esteres da N-Hidroxdsuccinimida-Maleimida
(tales como MBS, MPS, SMPB, GMBS, EMCS). La reaccién on este caso so
realiza primero a través de la unién del espaciedor g Protecliposoma por los
grupos aminos lbres presenies en ésts, y a continuacién la unién del grupo
Maleimido a los grupos Sulfidrilo Hbres prasantes en al elergenc. En e! prasente
ejemplo se expone la conjugacidn del alergeno purificado de Dermatophagoldes
slboney al proteciiposoma empleando el mélodo de Glutaraldehido y la respussta
Inmunolégica obtanida en ratones con el preparado.

Conjugacidn: Las proteinas alergénicas purificadas segin el Ejempio 1 se
mezciaron & una concentracion de 20 ug/ml. con 200 pg/mL de Proteoliposoma
en solucién Sallna Tamponada con Fosfato pH 7.0 (PBS); se ediciond Igual
volumen de Giutaraldehido al 0.4%; se apgitdé durants 1 hom y se detuvo la
reaccién con 0.25 mol/lL de Glicine {concentracién final). Seguldamente, se ajustd
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el pH a 7.0 — 7.8. €l Gluteraldehido no enlezado se elimind mediante gel-filtracitn
en una columna de Sephadex G25. Para lograr un mayor grado de purificacién del
conjugado Alergeno-Protecliposoma y sliminar el Alergeno libre, e pasd el
preparado por una columna cromatogréfice con Sephacryl 8-300 con la adicién
previa de detergente Deoxicolato de Sodlio hasta una concentracién final de 1%,
colectando el primer pico correspondiente al volumen de exclusidn de la matriz.
Pasteriormente se slimind el delergente por didlisle empleando PRS. E! preparado
obtenido fue concentrado 10 veces por Ultreflitraciin (Amicon, USA) con una
membrana de 10 000 KD como valor de corie. Se determiné ef contenido de Der 8
1 en el conjugado empleando un ELISA séindwich con anticuerpos monocionales
aspeciiicos a dicho alergenc y se ejustd la concentracién, madiante dilucién con
PBS hasta un vaior eproplado para el procean de adyuvacién: 10 pg/mL. Por
titimo el preparado se esterlilzé mediants flitracién por membrana de 0.2ym.
Adyuvacidn: Se mezclaron cantidades iguales de Hidr&ido de Aluminio a 1.2
mg/mL y la solucion de Alergenc estéril a 10 ug/mL de Der s 1, ambos en aolucién
PBS a un pH de 7.0. Se agitd la mezcla ligeraments durante 30 min a 200 rpm. Se
comprobé la adsorcién de jas proieinas al gel de Aluminic monitoreando la
absorbancla a 280 nm del sobrenadante de Ia suspension, resultando ser superior
al 90 %.

Inmunizacién: S8e iInmunizaron 3 grupos de ratonee Balb/C con 7 ratones en cada
grupo, con dos dosis de cada preparado respectivamente: Alergeno en solucion
de PBS (De"), Conjugado de Alergenc Protecliposoma en PBS ("PL8-Ds") y
Conjugado adeorbido en Hidréxido de Aluminio ("[PLS-DsjAlum’). La doals
empleada fue de 5 pg/mL de alergeno Der s 1, por via intraperitonesl. Las
Inmunizaciones se reallzaron en la samanas 0 y 4. A los ratones se lea exirajo
sangre al Iniclo del experimento y en las semanas 4 y 8.

Resultados: Se determinaron los anticuerpos séricos de les clases IgE (total) e
1gG (especificos al alergeno). Temblén las subclases 1gG1, |gG2a e 1gG2b. Dichas
determinaciones fueron realizadas mediante ELISA. Por diimo se determind la
respuesta IgE eapecifica hacla el alergenc, smpleando ol método de Anafllaxia
Cutdnea Pasiva (PCA) en rates. En la Fig. 11 se observan los resultados
obtenidos en cuanto a anticuerpos. Se aprecia que en general las variantes que
contienen conjugados inducen una respuesta IgG significativamente mayor que el
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alergeno solo, lo cual es también vélido para todaes las subclases™ig@1, IgG2a ¢
igG2b. Sin embargo, la respuesia IgE tolal fue menor para la variante que
contiene al conjugado no adyuvado en Hidréxddo de Aluminio. También los
resultados del PCA (IgE especifica) demostraron que ese varlante no indujo
respuesta detectable (mayor que el Control Negativo), mientras que s! alergeno
libre y el conjugado adyuvado en Aluminio &l inducian mpuutaa detectables a las
diluciones 1:1 y 1:10, respectivaments.

Ejempio 9. Formulacién de varios alergencs

La formulaclén de diferentes alergenos en un mismo preparado vacunal pueds
ser llevado a cabo tento de forma no covalents, medlante mezcla o adsorcién en
ol gol de Hidréxddo de Aluminio, como de forma covaiente, segin el Ejemplo 8. En
€80 caso cada alergeno se conjuga por separado al protecliposoma y se formulan
an conjunto mediante mezcla o adsorcdén sn Hkinfddo de Aluminio. En el
prasente ejemplo se expone la preparacién de una formulacidn no covalenta de
tros alergenos de diferentes especies de dcaros, comunes en regiones tropicales:
Dermalophagoides pleronyssinus, Dermmelophegoides slboney y Bilomie
tropicalis.

Los alergenocs de dichos dcaros se preparan por separado segim el Ejempio 1. En
ol caso deo Blom/a es emplea el exiracto alergénico completo, liofllizado, sin
fracclonar. El contenido de alergencs principaies Der p 1, Dera 1 y Blo L 5 Be
datermina empleando ensayos ELISA con anticuerpos monocionales especificos.
La actividad Alergénica total se determina medlante ELISA de Inhibicién de 1gE
humana, eegin se descrbe en el Ejemplo 3. Los alergenos liofilizados se
resuspenden on PBS pH 7.0 a una concentracién de 20 pyg/mL de Der p 1 y Der 81
y &8 10 yg/ml de Bio t 5 y se esterilizan medlante filtracién por membrana de 0.2
pm. La actividad Alergénice de los mismos es de 4000 UB/mL. Se afladld
Proteclipoaoma a cada alergeno por separado hasta una concentracién final de
200 pg/mL y se homogeneizd durante 30 min con agitacién ienta & 150 rpm. Por
Gitimo se mezclaron cantidades Igualea de Hidréxido de Aluminio a 2 mg/mL y las
solucionas de Alergenos con Protecliposoma por saparado, sn solucidn PBS a un
pH de 7.0. Se agitd la mezcia lentaments durante 60 min a 150 rpm. Ss comprobd
la adsorcion de las proteinas el gel de Aluminioc monitoreando la absorbancia a
280 nm del sobrenadante de la suspensién. Por diimo se mazclaron jos tres
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preparados de alergenoa Individuales en una sola suspensitn, con agitaciin lenta
durante 10 minutos. La adsorcién de los slergence y del protecliposoma se
demoetrd medlante andlisis del sobrenadarnte de la suspensién con ELISA para
Der p 1, Der s 1 y Blo t 5§ (INDOOR Bilotech, UK) y el método de Lowry para la
determinacion de protelnas. La actividad Alergénica residual (no adsorbida) se
determind segin el Ejemplo 3. Se obtuvc més det 80 % de adsorciéon de los
alergencs en el gel y reduccitn de la actividad Alergénica a mence del 20 %.

Se administraron dos dosls de 0.5 mL (3.33 ygde Ders 1 yDerp 1y 1.17 pg de
Bilo t 5) del preparado a ratones BalbVc con un intervalo de trea semanas por via
intraparitonsal. Pasadas 7 semanas del inlclo da la Inmuntzacién se determinaron
los niveles de anticuerpos IgG Inducidas, mediants ELISA. 8¢ encontrd le
existendia de anticuerpos dirigidos contra los tres alergenos en una proporcidn de
slradedor de 2:2:1, respectivaments a D. pieronyssinus, D. alboney y Blomia
tropicails. Loa niveles de anticuerpos igQ observados fueron como promedio 80 %
superiores & los obtenidos mediante ja Inmunizacidn con la mezcia do los tres
alergencs en solucién PBS. '

Breve Descripcién de las Figuras:

Figura 1: La Figura 1 muestra que el saquema de corto (0-14 dfas) es menos
Inductor de IgE total que esqusma largo (0-28 dias). Sangramiento 0, 16 y 35 en
esquema corto y 0, 28 y 35 dlas despuds de la Inmunizacién en eaguema.largo.
Va, Protecliposoma + Pollsacérido de Neisser/fa meningitidie serogrupo C + Al
(OH)a; A, alergeno; Al, Al (OH)s; 1 y 5, ug da A/rattin. Como puede cbaarvarse la
respuesta de IgE es significativamente superior (p<0.5) en el grupo Inmunizado
con 5 ug de esquema largo que el de esquema corto aunque necesita dos dosls.
De hecho la respuesia secundarim en el grupo con igual concentracidn del
ssquema corto, iende a disminuir. -

Figura 2: Se observa que la concentracién de alergeno s menos induciora de IgE
total. Sengramiento 0, 15 y 35 dias después de la Inmunizacién. Va,
Protecliposoma + Pollsaciirido de Ne/aseria meningltidis esrogrupo C + Al (OH)s;
A, alargeno; Al, Al (OH); 0,5; 1,26 y 2,5, pg de A/ratéin. Como puede abservares
la Induccidn de IgE total por la concentracion de 0.5 ug de alergeno esta a nivel
del control con solo adyuvants {Va). Las otras dos concentraciones Incrementsn
los niveies de IgE total.
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Flgura 3; Muestra como la Inclusién del Alergenc no afecia la respuesia de igQ
anti-proteoliposoma (PLS). Sangramlento 0, 15 y 35 dias después de la
Inmunizacién. Va, Protecliposoma + Polisacérido de Neisseria meningitidie
ssrogrupo C + Al (OH); A, alergeno; Al, Al (OH)s; 0,5; 1,25 y 2,5, ug de A/ratdn. El
preparado vacunal no afecta la respuesta de IgG ant-proteciiposoma, nl tras la
primera nl segunda dosls en comparacion con el adyuvants solo .

Figura 4: Se observa que las subclases de igG anti-proteciiposoma (PLS) no son
afectades por incluelén de alergeno. Sengramiento 0, 16 y 35 dias después de la
inmunizacién. Va, Proteclippsoma + Polisacérido de Neissena meningitidis
serogrupo C + Al (OH)s; A, alergeno; A!, Al {OH)y; 0,5; 1,26 y 2,5, ug de A/ratén. E!
preparado vacunal mantlens Igual patrén de respuesta ani PLS a nivel de
subciases que el adyuvante solo (Va)

Figura 5: Muestra [gG2a antl-alergenc inducida por bales concentraciones de
alergeno. Sangramiento 0, 15 y 35 dias después de la Inmunizacién. Va,
Protecliposoma (P) + Polleacérido de Ne/sseria meningitidis serogrupo C + Al
{OH)y; A, alergeno; Al, Al (OH)s; 0.6; 1,25 v 2,6, pg de Afratdn. Fig.A, con
polleacérido y Fig.B sin polisacirido. Las dos concentraciones menores de
alergeno inducen reepussta de 1gt2a antialergeno. '

Figura 6: Es referida & la determinacion del IFNy contra el proteciiposoma (PLS).
Las células de bazo fueron tomadas 7 dias despuéds de dos doals (0 y 2 samanas)
de Inmunizacién, respectivements. Va, Proteoliposoma + Pollsacérido de
Neisseria meningitidis serogrupo C + Al (OH)s; A, alergeno; Al, Al (OH)s; 0,5; 1,256
y 2,5, pg de Afratdn; 1Va+Va-AQ,5, dosis previa de Va._La inclusién de la menor
concentraciéon de alergeno incrementa la respuesta de IFNy contra el PLS con
respecto al control (Va).

Flgura 7: Muestra la produccién de IFNy contra el alergeno y no afectacién de una
dosie previa del adyuvante. Las célulag de bazo fueron tomadas 7 dias después
de dos dosis de Inmunizacitn & los 0 y 2 semanss, respectivaments. Va,
Proteotiposoma (P) + Polisacarido de Nelsssria mmll;glﬂdla serogrupo C + Al
{OH)s; A, alergeno; Al, Al (OH)y; 0,5; 1,25 y 2.5, ug de Alratn; 1Va+Va-A0,S,
dosis previa de Va. Fig.A, con polisacérido y Fig.B sin polisacérido. La respussta
de IFNy antlalergeno se Indujo por todas lae concentraciones, pero fue muy
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superior en la menar concentracion. La aplicacién pravia del adyuvants no afectd
asta respuesta.

Figura 8: Se observa como Ilas menores dosls de Alergenos inducen mayores
diferencias de IgQ anti-alergeno al comparar praparado vacunal con el adjuvants
Aldmina. Los sueros fueron tomados 14 dias después de la segunda dosla, Estas
fueron aplicadas a los o y 21 dias. Va, Proteoliposoma + Pollsacérido de Nel/sseria
meningltidis serogrupo C + Al {OH)s; A, alergenc; Al, Al (OH)s; 0,5; 1,25 y 2,5, pg
de A/ratdn. Como puede observarse las menores dosis (0.5 y 1.125) Inducen
mayores incrementos en las reapuesta de 1gQ antialergenc que ia mayor dosls.
Figura 9: 8o reflere a la Induccion de igG2a antialergeno. Los suaros fueron
tomados 14 dias después de la segunda dosls. Estas fueron aplicadas a los o y 21
dias. Va, Protecilposoma + Polisacérido de Neisssrie meningitidis serogrupo C +
Al (OH)s: A, alergenc; Al, Al (OH)y: 0.5; 1,25 y 2,5, ug de A/ratdn. Como puede
observarse iodos los preparados vacunagles Inducen respussta de igG2a
antialergeno. Esta no se Induce por la concentracién de 0.5 ug en aiGmina y el con
ol adyuvante.

Figure 10: Muestra ia reduccién de la IgE anti-alergenoc en el preparado
vacunal (Grupo V a VII) en comparacién con controles positivoa {Qrupos il y
V) evaluados por anafllaxia cuténea pasiva. A, Alergeno; Va, VA-MENGOC-
BC® y Al, AL(OH)s. Los sueros fueron evaluados antes To, después de 1ra, T15y
14 dlas después de 2da dosia, T35. Las respueste en ios grupos vacunales (V-Vil)
son menores que en los grupos Inmunizados con alergeno en alGmina (lil y IV). No
8o observo respussta en los controles negatlvos (1 y I1).

Leysnde: -, ausente; +, preaents; A, Alergenc; Va, Protecliposoma + pollsacéarido
C de N. meningitidia + Altmina (Al).

Figura 11: Respuesta de anticuerpos hacla ias formulaciones de alergenos unidas
covalentements (conjugados) al Proteoliposoma. Los ratones fueron Inmunizados
con 2 dosis de § pg de Der s 1, en diferentes varlantes: Ds {alergenco Hbre), De-
PLS (conjugado con Proteciiposoma); [De-PLS]Alum (Conjugado adyuvado en
Hidréxddo de Aluminlo. La respussta fue evaluada en la semana 8 despuéde ds la
primera inmunizacidn. Las barmas verticales Indican la desviecién estindar.
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REIVINDICACIONES

1) Composicién vacunal contra Ias alerglas caracterizada porque comprendse:

a) proteciipoacmas derivados de bacierlas Gram-negativas que Inducen un
patron de respuesta cejular Th1;

b) uno o més alergencs en su estado natural o modificados;

c) un adyuvante eproplado.

2) Composicién vacunal de acuardo con la relvindicacién 1, caracterizada porque
el proteoliposoma proviene de una bacteria del género Nelsseria.

3) Composicidn vacunal de ecuerdo con Ia relvindicacién 2, caracterizada porque
ol protsoliposoma proviene de la especie N. meningitidis.

4) Composicién vacunal de acuerdo con la ralvindloacidn 3, carectertzeda porque
ol protecliposamae proviene de N. meningitidis serogrupo B.

5) Composicién vacunal segin las reivindicaciones de la 1 a la 4, caracierizada
por que la misma contisne enire 20 y 75 ug de proteciiposoma por dos!s,

68) Composicién vacunal de acuerdo con la relvindicacién 1, caracterizada porque
¢l alergeno es de naturalezs peptidica, glicopeptidica o polisacaridica y causa
sensiblilzacién alérgica en humanos o en animales.

7) Composicién vacunal de acuerdo con le relvindicacién 8, caracterizada porque
los alergenca provienen de &caros domésticos.

8) Compoeicién vacunal de acusrdo con la reivindicacion 7, caracterizada porque
los alergencs proviensn de acaros del género Dermmatophagoides.

8) Composiclén vacunal de acuerdo con la relvindicacién 8, caracterizada porque .
el alergenc proviene de la especis D. siboney.

10)Compoeicion vacunal de acuerdo con las relvindicaciones 8 y 9, caractertzado
porque los alergenos principales son los alergenos del Grupa 1 {Der s 1, Der p
1, Derf 1) y del Grupo 2 (Der s 2, Der p 2, Derf 2).

11) Composiclén vacunal de acuerdo con las relvindicaciones de la 6 a la 10,
caraclerizada porque el alergenc se encuentra a raztn de 0.1 a 1 unidad por
cade 10 unidades de proteoliposoma y entre 0,25 y 7,6 pg por doals.

12)Composicién vacunal de acuerdo con la relvindicacién 6, caractsrizada porque
al alergeno se le incorpora un residuo lipofilico unido covalentements.
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13)Composicién vacunal de acuerdo oon la relvindicacién 12, ceracterizada
porqus el reslduo lipofilico unido covalentemente as un dcido graso bipolar con
16 a 20 carbonos.
14)Composicién vacunal de acuerdo con la relvindicacién 1, caracterizada porque
ol adyuvants es seleccionado del grupo consistente en Hidréxido de Aluminio y
Fosfato de Aluminio.
15)Composicién vacunal de acuerdo con la neivindicacidn 14, caracterizrada
porque el adyuvante es adicionado a razdn de 10 a 25 veces por unidad de
proteoiposoma y eu contenido final es de 250 a 1000 ug por doals.
16)Composiclén vacunal aegln la reivindicacién 1, caracterizada porque contiene
adiclonaiments polisacédridos naturales o sintéticos.
17) Composicion vacunal segin la relvindicacién 18, caracterizada porque el
polisacarido proviene del género Nelssera.
18)Compeosicién vacunal seglin la relvindicaclén 17, caracterizada porque el
pollsacérido proviene de la éspecie N. meningitidis.
19)Composicién vacunal segin la relvindicacién 18, caracterizada porque el
polisacérido proviene de N. meningitidis serogrupo C.
20)Composiciéon vacunal de acuerdo con las melvindicaciones 16 a la 19,
caracterizada porque el polisacérido es adicionado en una razén de 0.5 a 4
veces con respecio al proteolipasoma.
21)Método para la obtencién de les composiciones vacunales de cuaiqulera de las
relvindicaciones de la 1 a la 20, caracterizada por que los alergenos de dcaros
del género Dermatophagoides son preparados y purificedoa sigulendo los
sigulentes pasos:
a) llofillzacién o concentracidn por ulirafiiracién del extmcto alergénico hasta
una concentracién de proteinas de 10 a 100 mg/mL;
b) precipltacién en solucién de sulfato de amonlio 50 - 100% y colacta del
precipitado;
¢) fracclonamiento medlante cromatografia de tamizaje molecular empleando
como matrices Sephacryl S-100, Sephacryl S-200, Sephacryl 8-300 o
Superdex 75 y colecta de la@ fraccion que coiresponde a los pssos
molecularea 10-80 kDa;
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d) Hofiizacién o concentraclén por ultmafiiracién hasta una concentracién de
proteinas entre 10 y 100 yg/mL para el procesa de adyuvacion.
8) unidn del alergeno sl proteoliposoma en proporciones de (.1 a 1 unidad por
catla 10 unkiades de paso del proteoiiposoma;
5 f) agitacion de 60 a 600 rpm entre 30 y 80 minutoe
@) adicién del adyuvants seleccionado del grupo compuesto por Hidréxide de
Aluminic y Fosfato de Aluminio en proporclones de 2 a 8 veces el peso del
protacliposoma; y i
h) homogenelzacion de la mezcla con agitacién de 60 a 600 rpm entre 30 y
10 90 minutos.
22)Método sagin la reivindicacion 21 caracterizado porque 1a unién del alergeno
al proteolipoaoma del paso (e) ea de forma covalents o no covalents.
23)Método seglin las relvindicaclones 21 y 22, caracterizado porque
adicionalmente comprende los pasos de:
15 a) adiclén de un polisacérido ean proporciones de 0.5 a 4 veces an relacin al
protecilposoma; y
b) homogenizacién por agitecién a 60-800 rpm de 30 a 90 minutos.
24)Método de ftratamiento proflidctico o terapdulico pama las alergias,
caracterizado pomque se emplea la composicién de las relvindicaciones de la 1
20 @ la 20 en un esquema de aplicacién de 2 hasta 4 dosls por via parenteral o
mucosal del alergeno espaclando dichas dosis entre 2 y 8 semanas.
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COMPOSICION VACUNAL CONTRA LAS ALERGIAS, METODO PARA SU
OBTENCION Y EMPLEO EN EL TRATAMIENTO DE LAS MISMAS.

La presente invencidn se relaciona con el campo de la Inmunologia,
especificamente con la rama de la Inmunoalergia y en particular con el empleo de
adyuvantes o portadores para modular la respuesta inmunoldgica hacia los
alergenos, con el objetivo de inducir cambios que reduzcan o prevengan el efecto

patogénico de dicha respuesta hacia esos compuestos.

Las alergias son una patologia muy frecuente, sobre todo en los paises
industrializados. En la alergia intervienen una serie de mecanismos
inmunopatolégicos, el mas comin de ellos es la denominada. hipersensibilidad de
tipo-1 o anafildctica. La fisiopatogenia de la misma esta basada en la produccién
incrementada de IgE, un anticuerpo citotrépico, que se produce frente a sustancias
denominadas alergenos, tras un primer contacto que se conoce como
sensibilizacion. La 'IgE se une a los mastocitos tisulares y basdfilos sanguineos
logrando as! prolongar su vida media de horas en sangre a meses en los tejidos.
En contactos posteriores con el alergeno se produce el reconocimiento de los
mismc;s y el entrecruzamiento de las IgE de superficie, la transmision de sefiales
hacia el citoplasma y la degranulacién celular y liberacién de los mediadores de

las alergias entre los que se encuentran la histamina, la serotonina y las kininas.

Las enfermedades alérgicas m&s comunes son la rinitis, el asma, y la dermatitis
atopica. El asma alérgica es una enfermedad inflamatoria cronica. La

inmunopatogénesis del asma es compleja y en ella participan, ademas de los

AZ
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mecanismos IgE dependientes (causantes de la respuesta anafilactica inmediata
tipo 1), los linfocitos Th2, los cuales inducen y mantienen la respuesta inflamatoria
mediante el reclutamiento y activacién de otras células y en particular a través de
la produccion de IL-5, la cual es responsable del reclutamiento y activacién de los
eosindfilos. La eosinofilia juega un papel importante en el surgimiento de la

hiperreactividad bronquial, la cual es una caracteristica esencial del asma.

Los alergenos mas comunes son el polen, los acaros, el polvo de las casas, el
moho, las drogas, los alimentos y los pelos de los animales. En particular los
alergenos domésticos y en primer lugar los acaros, son causantes de alergias

respiratorias y asma.

Las manifestaciones cilnicas son tratadas fundamentalmente con antihistaminicos,
simpaticomiméticos, cromoglicato de sodio y esteroides. Estos tratamientos son
generalmente inadecuados, pues tratan los signos y sintomas y no su
etiopatogenia, por lo que en la actualidad se va en busca de otros procedimientos
mas efectivos entre los que se encuentran la inmunoterapia o vacunas

terapéuticas.

Tradicionalmente la terapia de hiposensibilizacidn o inmunoterapia con extractos
alergénicos ha sido ampliamente utilizada en el tratamiento de las enfermedades
alérgicas. En esie tipo de tratamiento los pacientes son hiposensibilizados
mediante la administracion por via subcutdnea de los alergencs especificos. Se
comienza con la inyeccion de una pequefia dosis de dicho alergeno y si no

ocurren reacciones alérgicas, se va aumentando la misma con una frecuencia
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semanal. Las dosis se contintan incrementando gradualmente hasta alcanzar una
dosis de mantenimiento mensual o bimensual. Este fratamiento se puede
prolongar varios afios (WHO Position Paper. Allergen Immunotherapy: Therapeutic

Vaccines against Allergic Diseases. Geneva, January 1998).

A pesar de considerarse un método relativamente eficaz en ciertas alergias, la
inmunoterapia ha sido cuestionada debido a su falta de seguridad, pues se expone
al paciente a reacciones anafilacticas que eventualmente puede incluso causar su
muerte. También el elevado numero de inyecciones a administrar, que pueden
alcanzar hasta unas 100 6 200 en un tratamiento de 3 afios, constituye un serio
inconveniente en su aplicacién practica, lo cual causa frecuentemente el abandono

prematuro del mismo sin lograr la eficacia esperada.

Cada vez se conoce mas sobre los mecanismos de induccion de los altos niveles
de IgE en los alérgicos. Estos son inducidos a través de mecanismos
inmunolégicos propios de la respuesta de tipo Th2 y en particular por una
sobreproduccién de IL-4. Las células Th2 estan involucradas patolégicamente no
sélo a través de su papel regulatorio (la IL-4 induce el cambio de clase hacia IgE
en los linfocitos B, mediado por una sefial de contacto provista por las Th) sino
también que participan también de modo mas directo en la fase efectora de la

respuesta alérgica tardfa y en la inflamacién crénica asmatica.

La exposicién a alérgenos ambientales, ademas de la predisposicion genética
propia del individuo, constituye el fenémeno desencadenante de la sensibilizacion

alérgica, en primer lugar y de las reacciones alérgicas posteriores en los individuos
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previamente sensibilizados.

El mecanismo inmunoldgico responsable de la mejoria clinica de los pacientes
durante la inmunoterapia con extractos alergénicos no estd aun totalmente
dilucidado. Sin embargo, se conoce que se producen cambios inmunoldgicos
vinculados con la disminucién a largo plazo de los anticuerpos IgE especificos al
alergeno, la disminucidn de la secrecion de IL4 e IL-5 y el incremento de
anticuerpos IgG e IFN-y. Estos cambios indican una disminucién del patrén de
respuesta Th2 como posible consecuencia de la induccién de un patrén Thi
concurrente no patogénico (WHO Position Paper. Allergen Immunotherapy:
Therapeutic Vaccines Against Allergic Diseases. Geneva, January 1998)

Los patrones Th1/Th2 de respuesta inmunoldgica se distinguen primeramente por
el patrén tipico de citoquinas que secretan las células Th, fundamentaimente, IFN-
y e IL-2 por ias Th1 e IL-4 e IL-5 por las Th2 (Mossman, T. R., Cherwinski, H.,
Bond, M. W,, Giedlin, M. A, and R. L. Cofiman. 1986. Two types of murine helper T
cells clone. |. Definition according to profiles of lymphokine activities and secreted
proteins. J. Immunol. 136:2348-2357). Por otra parte, también es posible valorar el
tipo de respuesta inducida determinando los perfiles de clases y subclases de
inmunoglobulinas s.éricas que estos inducen. Asl en los murinos, el patrdn Th1
induce preferentemente anticuerpos de la subclase IgG2a (dependiente de IFN-y),
mientras que el Th2 induce IgE y subclase IgG1 (dependientes de IL-4). En los
humanos el Th1 cursa con anticuerpos IgG1/IgG3 y el Th2 con IgE.

Aunque la aparicién y desarrollo de las alergias esté relacionada con factores de
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tipo ambiental, el papel basico en la propensién del individuo a desarrollar una
respuesta Th2/IgE hacia antigenos ambientales, es de orden genético (Holgate
ST. Genetic and environmental interaction in allergy and Asthma. J Allergy Clin
Immunol 1899; 104:1138-1146). Esto se traduce en que, la descendencia de
padres alérgicos lo serdn también con una mayor frecuencia que los hijos de
padres no alérgicos. Esta frecuencia se ha estimado en 75, 50 y 25% si ambos
parentales, la madre o el padre son alérgicos, respectivamente, lo que significa
que existe una alta probabilidad de predecir el comportamiento de un individuo
dentro de la poblac-ién y por tanto de ésta, si se tiene un sistema de deteccién a
nivel parental. También es conocido que el afianzamiento del patrén patolégico
Th2 ocurre en los primeros 6-24 meses de vida del nifio y que factores
ambientales como la exposicién a infecciones bacterianas pueden influir de forma
pasitiva en la enfermedad induciendo un patrén Th1, que contraregula e Th2
alérgico (Holt PG, Programing of Allergen Specific Th-memory during Childhood.
Proceedings XVII International Congress of Allergology and Clinical Immunology.
Sydney 2000. Allergy Clin Immunol international Suppl. 1, 2000 pp 83-85). Estos
hallazgos dejan entrever la posibilidad de diseflar vacunas anti-alérgicas
profilacticas, que prevengan el afianzamiento del patron Th2 hacia los alergenos,
en la temprana infancia. Estas vacunas podrian estar basadas en el empleo de

adyuvantes Th1 que fueran efectivos durante la lactancia.

Se han intentado varias formas de mejorar la inmunoterapia con alergenos,

tratando de reducir sus aspectos negativos, preservando o ampliando sus
beneficios. En particular, se conoce que existen varios métodos para modificar los

alergenos de modo que se reduzca su alergenicidad (es decir, su afinidad por los
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anticuerpos IgE) y su capacidad para inducir IgE tras la inmunizacién, asi como
incrementar su inmunogenicidad (es decir, su capacidad para indt;cir una
respuesta eventuaimente terapéutica o protectora). Entre ellos se encuentran
métodos fisicos por adsorcidn o inclusion de los alergenos para crear un efecto de
depésito (adyuvantes) o meétodos quimicos que modifican las moléculas
alergénicas mediante enlaces covalentes con otros compuestos o entre ellas

mismas.

Como agentes fisicos se han empleado la tirosina (Patente No. GB 1,377,074), el
éster de tirosina (Patente No. US 4,428,932); los liposomas (Solicitud de patente
WO 88/10753); el monofosforil lipido A (MLA) y el MLA 3 desacilado (Patente No.
US. 5,762,943); la saponina (Patente No. US. 4,432.969) y los tradicionales

hidroxido de aluminio y fosfato de calcio.

Entre los agentes quimicos que se han empleado para la polimerizacién de los
alergenos estd ol formaldehido (Marsch DG et al. Studies on allergoids from
naturally occurring allergens. Ili. Preparation of Ragweed pollen allergoids by
aldehyde modification. J. Allergy Clin. Immunol. 1981;68:448-59); Alginato
(Corrado OJ et al. Allergy 1989,44:108-5) y glutaraldehido (Patente No. GB
1,282,183). También se han empleado mPEG (Dreborg et al. Crit Rev Ther Drug
Carrier Syst. 1990;6:315-65) y conjugaciones a polisacaridos (Solicitud de patente
europea No. EP 008 3487 A2).

Estas soluciones logran, en algunos casos (por Ej. los alergenos polimerizados

con glutaraidehido y adyuvados con Alimina, Grammer et al, Modified forms of

42



10

15

20

25

allergen immunotherapy, J Allergy Clin Immunol 1985;44:108-15), incrementar los
titulos de anticuerpos IgG dirigidos contra los alergenos en modelos animales. Sin
embargo, el incremento de esta clase de anticuerpos no implica necesariamente
una mejorfa ciinica'del paciente, sobre todo si va acompafiada de un incremento
paralelo de los anticuerpos IgE. De hecho, algunas de ias subclases de la IgG
(IgG1 en los ratones e IgG4 en humanos) estén implicadas también en diferentes
foormas de la reaccion alérgica, por ser capaces de fijarse, aunque
transitoriamente, a los mastocitos. Por otra parte, las evidencias clinicas en
humanos indican que el incremento de los anticuerpos IgG no estd directamente
correlacionado con la mejorfa clinica del paciente, sugiriendo que el mismo juega
solamente un papel secundario en el mecanismo regulatorio inducido por el
tratamiento (Rak S. Lowhagen O, Venge P. The effect of immunotherapy on
bronchial hypemesponsiveness and eosinophil cationic protein in pollen-allergic
patients. J Allergy blin Immunol 1988; 82:470-80 y Jutel M, Miller U, Fricker M,
Rihs S, Pichler W, Dahinden C. Influence of bee venom immunotherapy on
degranulation and leukotriene generation in human blood basophils. Clin Exp

immunol 1996;12:1112-18).

El empleo de alergenos maodificados quimicamente (alergoides) aunqie tiene
algunas ventajas en cuanto a reduccion de las reacciones secundarias durante el
tratamiento, en comparacién con los extractos alergénicos tradicionales, no
producen una significativamente mejorfa clinica (Bousquet et al. J. Allergy Clin.
Immunol. 1989;84:546-56 y Grammer et al al. J Allergy Clin Immunology
1985,76:397-401). Otro de los inconvenientes de los alergoides empleados hasta

el momento en la clinica (modificados por glutaraldehido o formaldehido), es la

4%
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imposibilidad préctica de lograr una composicién estandarizada de los productos,
ya que los mismos se obtienen mediante reacciones quimicas a partir de los
extractos alergénicos, los cuales constituyen mezclas heterogéneas de
polipéptidos y otras biomoléculas. En estas reacciones se obtienen
inevitablemente especies moleculares con diferentes grados de polimerizacién o
modificacion quimica, las cuales pueden constituir subproductos no deseables,

dificiles de eliminar.

El empleo de hidrdxido de aluminio sélo ha logrado reducir el nimero de
inyecciones necesarias para lograr el mismo efecto que con los alergenos no
adyuvados, lo cual se debe a su efecto de depésito y liberaciéon lenta. Sin
embargo, este adyuvante propicia la produccion de IgE, tanto en animales como
en humanos provocando un tlpico patrébn Th2, lo cual podria eventualmente

reforzar la respuesta alérgica patogénica durante su administracion.

El fosfato de calcio o |a tirosina se han empleado también como adsorbentes para
crear depdésitos y producir la liberacién lenta de los alergenos, sin embargo no
han mostrado ventajas de consideracién con respecto a los extractos acuosos o
adyuvados con Alimina, en cuanto a mejorar la eficacia o la seguridad del
tratamiento (Altintas DU ef al. Comparison between the use of adsorbed and
aqueous immunotherapy material in Demmatophagoides pteronyssinus sensitive

asthmatic patients. Allergologie et Inmunopathologie 1899; 27(6):308-317).

Ninguna de las soluciones existentes en la actualidad, enumeradas anteriormente, .

logra inducir una modulacién inmunolégica completamente efectiva (expresada en
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inhibicién o reduccion del patrén Th2 o induccién del Th1) ya sea en animales o en
humanos, ni eficacia clinica en estos litimos, empleando un nimero reducido de

inyecciones.

El empleo de liposomas que contienen alergenos ha sido descrito en la solicitud
de patente WO 89/10753. Los liposomas, ademés de crear un depésito y reducir la
alergenicidad del producto, se cree que influyan en los mecanismos de
presentacién de los antigenos al sistema inmune, debido a su naturaleza lipidica y
particulada (WHO Position Paper. Allergen Immunotherapy: Therapeutic Vaccines
against Allergic Diseases. Geneva, January 1998). Sin embargo, este enfoque no
ha podido extenderse a ia practica clinica debido a la inestabilidad caracteristica
de estos preparados, asi como a inconvenientes relacionados con la tecnologia
para la inclusion de forma consistente de los alergenos dentro de los liposomas.
La falta de estabilidad de la formulacién de los liposomas durante su conservacién
o durante su administracion al paciente tiene implicaciones serias en la seguridad
del producto, ya que la eventual liberacién de los alergenos de los liposomas
puede provocar reacciones anafilacticas severas, de la misma forma que ocurren
con los alergencs en estado acuoso. Tampoco en ese caso se han logrado
evidencias de la int.iuccién de una respuesta inmunologica que afecte el balance

Th1/Th2 y que induzca un patrén no patolégico o protectogénico.

Las estrategias méas recientes que se conocen intentan emplear formulaciones de
alergenos con adyuvantes inductores de respuesta Th1, tales como el monofosforil
lipido A (MLA) (Patents US. 5,762,943), proteinas de shock térmico ("Heat Shock

Proteins”, HSP, siglas en inglés), también conocidas como proteinas de estrés de
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micobacterias, lo cual es descrito en la patente WO9823735. En el caso del MLA,
el cual constituye una variante detoxificada de LPS, se ha demostrado qué reduce
los niveles de IgE especlfica, incrementando la IgG en experimentos en ratones,
sin embargo no se ha demostrado que reduzca de modo efectivo el componente
celular Th2 de la respuesta alérgica, de modo que su uso estaria limitado
estrictamente a las enfermedades alérgicas para las cuales el mecanismo de
hipersensibilidad tipo 1 sea el principal, lo cual excluirla el asma. Otro de los
inconvenientes, es que aunque se logra atenuar el efecto toxico de los LPS, no se
elimina por completo la toxicidad (Baldrick P et al. Vaccine 20, 2002 737-743), lo
cual podria limitar su uso en nifios de pequefia edad. En el caso de las HSP, no se
han provisto evidencias experimentales de que las mezclas o conjugados de dicha
proteinas con los alergenos produzcan un efecto de desviacién de la respuesta

Th2 especifica a los alergenos, ya sea en modelos animales o en humanos.

El empleo de proteoliposomas derivados de la membrana extemma de bacterias
Gram-negativas se ha descrito para la preparacion de vacunas profilacticas contra
enfermedades infecciosas por Ruegg CL y cols. (Preparation of proteosome-based
vaccines. J Immunological Methods 1980;135:101-8); Lowell y cols. (Proteosome-
Lipopeptide Vaccines: Enhancement of Immunity for Malaria CS Peptides. Science
1988;240:800-2); también en la Pat. No. US No. 5,507,5672. En esta ultima, el
nacleo fundamental es el protecliposoma o vesiculas de membrana externa (VME)
derivados de Neisseria meningitidis serogrupo B, cuya estructura particulada, sus
trazas de lipooligosacaridos (LPS) incorporadas en las VME, el polisacérido C, su
composicion lipidica caracteristica y su adsorcién en alimina, estdn relacionadas

con su inmunogenicidad y probada protectogenicidad en humanos.
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A pesar de contener LPS, dicha formulacién vacunal no provoca efectos toxicos en
humanos ni animales, lo cual es atribuido a la peculiar estructura y composicion de
las VME. Por ofra parte se logra retener el efecto inmunomodulador y adyuvante

de los LPS.

L.a vacuna basada en este proteoliposoma ha sido aplicada en mas de 50 miliones
de dosis y ha demostrado ser segura, no reactogénica y eficaz para proteger
contra N. meningitidis serogupos B y C. Es ademés, aplicada durante la lactancia
de forma segura y eficaz, donde convierte la T-independencia del Polisacarido C
en un antigeno T-dependiente. Esta vacuna induce un patrén preferencial Tht
caracterizado por la induccion en humanos y animales de linfoproliferacion;
anticuerpos IgG anti-VME; subclases IgG1 en humanos e IgG2a en ratones; IFNy,
IL-2 e IL-12 a nivel de ARNm y proteinas, y la no induccién de IgE anti-VME ni
incrementos en la IgE total, ni tampoco de la IL-4, IL-5 a nivel de ARNm ni proteico
(Infect Immun. 2001, 69(72001):4502—4508). La respuesta inducida por la vacuna,
como es caracteristico de la inmunidad adaptativa, es especlifica a los antigenos
bacterianos que componen el producto, y por consiguiente, no hay evidencias de

que induzca respuesta alguna contra los alergenos conocidos.

El objetivo técnico de la presente invencibn es obtener una preparacioén
farmacéutica de uso terapéutico o profilactico empleando protecliposomas
bacterianos, en lo adelante denominados proteoliposomas, la cual al ser aplicada
en un paciente que padece de alergias, es capaz de transformar la respuesta
alérgica (Th2) inducida por el alergeno, hacia una respuesta celular Th1. La

invencion también incluye el esquema de inmunizacién con dicha composicion

S2
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vacunal. Es también un objetivo de la presente invencion proveer una
composicidon famacéutica capaz de prevenir la aparicion y desamollo de la

enfermedad alérgica en nifios con antecedentes familiares atdpicos.

Esta composicién puede contener uno o varios alergenos los cuales se pueden
acoplar o administrar conjuntamente con un proteoliposoma, induciéndose una
respuesta inmunoldgica terapéutica o protectora en el individuo alérgico, a-l oalos
alergenos en cuestion. Esta respuesta se caracteriza por una menor produccién
de anticuerpos IgE con respecto a la inmunoterapia tradicional, la ne induccién de
IL-5, asi como la induccion de anticuerpos de subclase IgG1 (en humanos) e
IgG2a (en murinos)-y las citocinas IFNy e IL-2 (en ambos), corespondientes a una
respuesta Th1, elementos que evidencian la transformacién de la respuesta Th2

alergénica hacia una celular, Th1.

Es otro objetivo de esta invencion proveer el método para acoplar dicho (s)
alergeno (8) con el protecliposoma y otros adyuvantes, asi como proveer una
composicién farmacéutica apropiada para su administracion por via parenteral.

La novedad de la invencién radica primeramente en el uso de proteoliposomas
derivados de proteinas de la membrana externa de bacterias Gram-negativas y
mas particularmente de Neisseria meningitidis B, los cuales pueden estar solos o
unidos a un polisacdrido; para ser posteriormente acoplados de forma no
covalente o covalente con una o varias protelnas alergénicas y de esa forma ser

administrados a los individuos alérgicos.
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Es particularmente novedoso que la composicién fanrmacéutica de la presente
invencion induce una modulacién de la respuesta inmune especifica a los
alergenos incluidos en la misma, hacia un patrén Th1 no patogénico y protector,

empleando solamente 2 inyecciones.

Otro aspecto novedoso es su aplicacién profilictica en descendiéntes de
parentales alérgicos o en individuos atdpicos diagnosticados tempranaments.

Es también novedoso el procedimiento empleado para el acople no-covalente de
los componentes dé la formulacién y particularmente del protecliposoma y de los

alergenos, asl como el empleo de alergenos purificados con ese propésito.

En la presente invencién se emplean protecliposomas o VME purificadas a partir
del cultivo de bacteria Gram-negativas en particular de N. meningitidis B seg(n se

describe en la Patente No. US 5,587,572.

En la presente invencién se emplean alergenos preferentemente de naturaleza
proteica o glicoproteica aunque también es posible emplear alergenos
polisacaridicos. Lo.s mismos son obtenidos a partir de fuentes alergénicas
naturales por métodos de extraccion y purificacién conocidos en el arte o de forma
recombinante expresados en microorganismos o células superiores.
Alternativamente se pueden emplear polipéptidos obtenidos por sintesis quimica
cuya secuencia de aminoédcidos se comesponde con los alergenos nativos. |
Particularmente, se emplean alergenos respiratorios y en primer lugar de acaros
del polvo doméstico de la familias Piroglyphidae o Glyciphagidae, especialmente

de los géneros Dermatophagoides o Blomia y especlficamente de las especies
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Dermatophagoides siboney, Demmnatophagoides pleronyssinus o
Dermatophagoides fannae. Los alergenos purificados de dichas espécies de
acaros se obtienen a partir de cualquier extracto alergénico 'comercial. el cual es
sometido primeramente a liofilizacién o concentracién por ultrafiltracién hasta una
concentracion de proteinas de 10 a 100 mg/mL y a continuacion a precipitacion
salina en solucién de sulfato de amonio 50 — 100%. El precipitado es fraccionado
mediante cromatografila de tamizaje molecular empleando como matrices
Sephacryl S-100, Sephacryl S-200 o Sephacryl S-300 o Superdex 75,

colectandose el pico que comesponde a los pesos moleculares 10-80 kDa. Esta

fraccion contiene fundamentalmente los Alergenos mayores del Grupo 1 |

(glicoproteinas de 25 kDa: Der s 1, Der p 1) y Grupo 2 (proteinas de 15 kDa: Der s
2, Der p 2). Alternativamente, puede ser empleado un procedimi-ento de
purificacién independiente para cada uno de los alergenos por separado, basado
en la cromatografia de afinidad con anticuerpos monoclonales anti-Grupo 1 y anti-
Grupo 2, acoplados a una resina, con la posterior formulacibn de ambos
componentes importantes en un solo preparado o la unién a los Proteoliposomas

por separado.

La unién de ambos componentes basicos (alergeno y proteoclipcsoma) se realiza

por métodos covalentes o no covalentes, teniendo en cuenta las propiedades de
cada alergeno en particular. En el caso de la unién no covalente, los alergenos de

acaros, se incorporan en concentraciones de alergeno de 0,1 a 1 pg por cada 10

ng de proteoliposoma. Esta incorporacién se realiza mediante agitacion durante 30

" a 90 minutos a 60 a 600 rpm, aprovechando las interacciones de tipo hidrofédbico o

lipofilico entre ambos componentes. La mezcla obtenida puede ser administrada

K
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directamente en solucién acuosa o adsorbida en alimina. En el caso del empleo
de alimina, el alergeno se adsorbe a la misma antes del proteoliposoma o
preferentemente posterior a éste. La alimina se emplea de 10 a 25 veces la
cantidad de protecliposoma, manteniéndose |a proporcién entre éste y el alergeno.
La adsorcion a la alimina se realiza mediante agitacién lenta entre 60 a 600 rpm
ypHde 6 a8.

La efectividad de la adsorcion de cada alergeno a la Alimina puede determinarse
empleando métodos ELISA especificos a los mismos, como por ejemplo los ELISA
para Der s 1 (Sewer et al. Int Arch Allergy Immunol 2000;123:242-248) o para
Grupo 2 del género Dermatophagoides (Heymann PW, Chapman Mb et al J
Allergy Clin Immunol 1989;83:1055 —1087.)

La unién del protebliposoma y el alergeno también puede realizarse de forma
covalente a través de la unién de un espaciador al proteoliposoma por los grupos
aminos libres presentes en éste y a continuacién la unién del grupo maleimido a
los grupos sulfihidrilo libres presentes en el alergeno. Tales grupos existen en los -
alergenos mayores de los dcaros del polvo (grupo 1 y 2), pero pueden ser también
inducidos en otros alergenos mediante la reduccién de los puentes disulfuro o
incluidos mediante la derivatizacién de las proteinas por métodos conocidos. Los
conjugados obtenidos se purifican posteriormente mediante diélisis o ultrafiltracion
y por (itmo mediante cromatografia de exclusion molecular (Sephacryl S-300 6
Superdex 200) para eliminar los reactivos de conjugacién, asl como los alergenos
no unidos al protecliposoma. Las moléculas alergénicas deben constituir entre el 1

y el 10% de la masa total del conjugado con el objetivo de lograr la respuesta
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inmunogénica adecuada. El conjugado se administra por via inyectable en un
excipiente acuoso apropiado o también adsorbido en gel de Hidréxido de Aluminio

u otro adyuvante de depésito.

La presente invencidén también comprende la conjugacién por el método antes
descrito, de residuos lipofilicos a los alergenos, tales como acidos grasos
bipolares de 16 a 20 carbonos, para facilitar su incorporacién no covalente al

proteoliposoma.

Alternativamente, la composicién vacunal incluye otros antigenos que no afecten
al patrén celular inducido y sl potencien la respuesta deseada contra el alergeno,
lo cual pemmite la obtencién de una vacuna polivalente. Los polisacaridos pueden
ser uno de estos antigenos y particularmente el polisacarido C de N. meningitidis.
Estos se adicionan de forma no covalente en concentraciones de 0.5 - 4 veces con

respecto al proteoliposoma.

L.a presente invencién también comprende el empleo de alergenos de naturaleza
polisacaridica, tales como los determinantes polisacaridicos con reactividad
cruzada ("Cross-reactive Carbohydrate Determinants”, CCD, siglas en inglés)
(Aalberse, RC. Crossreactivity of IgE antibodies to allergens. Allergy 56 (6), 2001,
pp478-490), enconfrados en algunos pélenes y alimentos vegetales. En ese caso
los mismos se afiaden a la formulacién al igual que el polisacarido C de N.

meningitidis.

s}
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De forma inesperada, la administracién de esta composicién por via parenteral en
solo dos dosis, produce no solo una respuesta de tipo Th1 especifica a los
antigenos del proteoliposoma como ya se conocia con anterioridad, sino también
una respuesta similar de tipo Th1 dirigida contra los alergenos incluidos en la
formulacion. Sorprendentemente también esta respuesta Th1 se impone, a pesar
del empleo en la formulacion de Hidréxido de Aluminio preservén&ose. sin
embargo, el efecto de depésito del mismo. Esta respuesta se caracteriza por un
patrén de citoquinas compuesto preferentemente por IFN-y, con ausencia de
respuesta de [L-5, también por una induccién de anticuerpos de la subclase
IgG2a y una reduccién de los anticuerpos IgE e IgG1 en ratones, especificos al
alergeno. La administracion de dicha composicién no afecta una respuesta
preexistente contra los antigenos bacterianos, inducida por una inmunizacién

anterior.

La solucién propuesta tiene las siguientes ventajas:

El efecto inmunolégico logrado por este preparado permite contramestar la
respuesta alérgica tanto de tipo anafilactico (reduccion de IgE e IgG1) como la
inflamatoria tardia y crénica (reduccién de IL-5), lo cual la hace efectiva también
en el tratamiento del asma. E! efecto terapéutico se debe a la presentaciéon de los
alergenos al sistema inmune en un contexto no alergénico y se alcanza en un
nimero reducido de inyecciones y en un menor tiempo con respecto a la
inmunoterapia tradicional con extractos alergénicos. Tal efecto se emplea
ventajosamente no solo en el tratamiento de los pacientes alérgicos, sino .también

permite prevenir el agravamiento de la enfermedad en individuos con un estado
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alérgico incipiente o prevenir el desarrollo de nuevas alergias a alergenos

diferentes.

El efecto inmunolégico de los proteoliposomas como adyuvante inmunomodulador
es eficaz y seguro en edades tempranas durante la lactancia, lo cual posibilita la
administracién de la formulacién vacunal en esa edad con fines profilacticos, antes
de la aparicion y desarollo de la enfermedad, en nifios con antecedentes

familiares alérgicos y por lo tanto con alta probabilidad de serfo también.

La adsorcién de los componentes activos de la formulacién en un adyuvante de
depoésito, particularmente en gel de hidréxido de Aluminio, permite la reduccion de
la alergenicidad del preparado (o sea la capacidad de unidn de IgE) en mds de 10
veces con relacién a una dosis similar de alergeno en estado acuoso, lo cual
implica una reduccién considerable de los riesgos de reacciones anafilacticas
severas durante su administracién. También la adsorcion al gel de hidroxido de
Aluminio contribuye a prolongar la estabilidad del preparadc durante su
conservacién, al disminuir la cinética de las reacciones quimicas que puedan

eventualmente causar degradacién de los componentes activos.

El empleo de alergenos purificados y particularmente de los alergenos purificados
de 4caros del género Dermatophagoides, incluyendo alergenos de los grupos 1y
2, permite estandarizar la composicion de los productos, determinando y ajustando
de forma precisa su contenido en la formulacibn y su inmmoﬁcién al
proteoliposoma o al gel de hidroxido de aluminio. También en el caso del acople

covalente, es posible separar faciimente los productos no deseados (tales como
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los polimeros alergenc-alergeno) de los productos activos (conjugados
proteoliposoma-alergeno) gracias a la gran diferencia de masa existente entre
ambos componentes, lo cual se realiza empleando métodos de cromatografia de
exclusion molecular, disponibles comercialmente. La tecnologla es aplicable a
alergenos de diferente naturaleza, siendo posible emplear varios alergenos en una

misma formulacién.

La ausencia de toxicidad de la formulacibn a pesar de contener pequefias
cantidades de LPS, los cuales retienen su efecto inmunogénico, es otra de las
ventajas de la solucién propuesta que lo hacen apropiado para su administracion

segura a humanos y en particular a nifios en edad temprana.

Los protecliposomas también convierten a antigenos T-independientes, tales
como carbohidratos, en antigenos T-dependientes. Esta propiedad se aplica
también de forma ventajosa a los alergenos de naturaleza polisacaridica, tales

como los CCD.

La presente invencibn sera descrita a través de los siguientes ejemplos

especificos.

Elemplo 1. Obtencién y purificacién de alergenos de écaros.

Estos preparados se obtienen a partir del cultivo completo de los acaros, el cual
contiene Acaros muertos, exhuvias, heces, asi como ingredientes no alergénicos
de bajo peso molecular provenientes del medio de cultivo. Los alergenos son

extraidos en solucién de bicarbonato de amonio o bicarbonato de sodio o solucion

cO
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salina o solucion salina tamponada con fosfato, a un pH cercano al fisiologico. El
extracto crudo es clarificado mediante centrifugacion y filtracién y los componentes
de bajo peso molecular son removidos mediante cromatografia de tamizaje
molecular (Sephadex G-25) o diafiltracién (limite de corte 5-10 kD) o ambos. Este
preparado es entonces concentrado mediante ultrafiltracién y liofilizado para
garantizar su estabilidad. Para lograr un producto con un mayor grado de pureza,
el extracto liofilizado es resuspendido en solucién acuosa y sometido a
precipitacién salina en solucion de sulfato de amonio 50 — 100%. El precipitado es
fraccionado mediante cromatografia de tamizaje molecular empleando Superdex
75, colectandose el pico intermedio que comesponde a los pesos moleculares 10-
60 kDa. Esta fraccidn contiene fundamentaimente los Alergenos mayores dei
Grupo 1 (25 kDa) y Grupo 2 ( 15 kDa). Por altimo, la fraccién colectada es
liofilizada de nuevo para ser reconstituida en una concentracién apropiada para su

conjugacién o mezcla con el protecliposoma

Ejemplo 2. Obtencién del proteoliposoma.

Para la obtencién del proteoliposoma se realiza un cultivo de N. meningiticis B y la
biomasa colectada mediante centrifugacién se somete a un proceso de extraccion
con detergente, enzimas y ultrasonido. El debris celular es removido mediante
centrifugacién y el sobrenadante es sometido entonces a digestién con nucleasas
para eliminar los acidos nucleicos. El extracto es recuperado mediante
ultracentrifugacién, resuspendido en solucién con detergente y purificado del resto
de los componentes de bajo y mediano peso molecular mediante cromatografia de
exclusién molecular. El protecliposoma asi obtenidos contienen menos del 10% de

acidos nucleicos y alrededor de 10% de LPS insertados en su estructura; pero

6|
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nunca libres. Opcionaimente, se afiade polisacédrido capsular de N. meningitidis -

serogrupo C producido segun Gold y Gotschlich (Gold et al., 1969-1970, WHO
Bull. 45: 279-282 and Gotschiich et al., 1969, J. Exp. Med. 129: 1349-1365) de 0.5
a 4 veces el contenido de proteoliposoma. También opcionalmente se puede
afiadir alimina al polisacdrido-protecliposoma, como un adyuvante adicional en
una proporcion de 10 a 25 veces la cantidad de Proteoliposoma. El pH final es 7,0
+ 0,4, la adsorcion al gel de alimina del proteoliposoma-polisacarido es mayor del
80% y un contenido de LPS menor del 6% es garantizado. EI LPS presente esté
insertado en el protecliposoma, por lo que se logra una adecuada presentacion al

sistema inmune y reduce la posibilidad de inducir reacciones indeseables. Se

puede adicionar thiomersal como preservativo a una concentracién entre 0.005-

0.02%. El producto final es sometido a un conjunto de controles biolégicos y fisico-

quimicos.

Ejemplo 3. Determinaciéon de la alergenicidad (unién de IgE humana) de la
formulacidn adsorbida en hidréxido de Aluminio.

La actividad alergénica, expresada como la capacidad de unién de anticuerpos IgE
humanos, se determind mediante ELISA de inhibicién de IgE el cual determina la
habilidad de la muestra en solucién de inhibir la unién de la IgE humana al
alergeno fijado a una fase sélida. La formulacion muestra es alergeno de D.
siboney purificado segin el Ej. 1, mezclado con los proteoliposomas segun el Ej. 2
y adsorbidos en gel de hidroxido de Aluminio. La concentracion de alergen_o mayor
Der s 1, inicial es de 4 ug/mL y la actividad alergénica 400 UB/mL (UB: Unidades

Bioldgicas seguln la definicién delas Guias Nérdicas para el Registro de Productos

Jr~



10

16

20

22

alergénicos, 2da Edicién. 10 000 UB equivalen a 10 mg/mL de Histamina HCl en la

prueba de puncion cutinea)

El ELISA se realiza de acuerdo al siguiente procedimiento. Se recubren
microplacas de poliestireno con el Extracto Alergénico de Referencia. Se bloquean
los sitios de unién inespecifica de la placa con PBS-BSA 1%. A continuacién se
realiza la inhibicidén de la IgE sérica del pool de sueros, mediante la incubacién del
suero con cantidades crecientes del alergeno muestra y la Referencia, en paralelo.
La IgE no-inhibida por los alergenos en solucidn, se une al alergeno fijado a la
placa. Después de efectuar el procedimiento de lavado de los anticuerpos unidos
inespeclficamente, se realiza la deteccion de la IgE unida al alergeno, mediante un
conhjugado anti-lgE-Peroxidasa. El revelado se realiza mediante la adicién de un
sustrato cromogénico. La intensidad del color producto de la reaccidn enzimatica
es cuantificada mediante un lector de placas ELISA. La interpretacién de los
resultados del enséyo se realiza mediante el método estadistico de las rectas
paralelas. Se construyen curvas de Inhibicién para la Referencia y las muestras
por separado. Se lleva a cabo una regresién lineal de los valores de Absorbancia
vs Inhibicién, comprobandose el paralelismo de cada muestra con la Referencia.
Por ultimo, se calcula la potencia relativa como el antilogaritmo de la distancia

horizontal entre las rectas paralelas.

En el analisis de la muestra dada se obtuvieron los siguientes resultados:
Actividad alergénica: 21.2 UB/mL (IC85% 13.6 — 32.4). Corresponde a un 5.3% de

la actividad del alergeno en estado acuoso inicial.
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Elemplo 4. Determinacién del esquema y dosis menos inductoras de IgE
total.

Para la determinacién del esquema de inmunizacién (espaciamiento entre dosis) y
la concentracién de alergeno, ratones Balb/c fueron tratados por via intramuscular
con dos inmunizaciones en 1as semanas: 0 y 2 (esquema corto) 6 0 y 4 (esquema
largo) con Alergeno (Al) + Alimina (A) en concentraciones de 1 6 5 pg/raton de
alergeno. En el esquema corto los animales fueron sangrados en la semana 0, 2 y
5. y en el largo en la semanas 0, 4 y 7. El nivel de IgE total en las mezclas de

sueros fue determinado por ELISA.

Como puede observarse en la Fig. 1 el esquema corto induce una respuesta de
IgE total significativamente menor que el esquema largo. Por otro lado, la menor
concentraciéon, 1 ug de alergeno, no indujo respuesta de IgE total en ninguno de
los esquemas. Por ello, los siguientes experimentos fueron realizados con el

esquema corto y con concentraciones de alrededor de 1 pg/ratén.

Para aln precisar mas la dosis, ratones Balb/c fueron tratados .por via
intramuscular con dos inmunizaciones en la semana 0 y 2 y fueron sangrados en
la semana 0 y 4. El grupo | recibié protecliposoma + polisacarido de N.
meningitidis del serogrupo C + Al(OH)s. Los grupos I, lll y IV recibieron Al(OH); +
alergeno con una concentracion de alergeno de 0,5; 1,25 6 2,5 pg/ratdn/dosis,
respectivamente. Iél nivel de IgE total en los mezclas de sueros fueron
determinados por ELISA. Como puede observarse en la Fig. 2, la IgE total no se

elevo significativamente en ninguno de los grupos evaluados.
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Ejemplo 5. Ausencia de efecto de la incorporacién del alergeno sobre la
respuesta anti proteoliposoma y modulacién de la respuesta de subclases
de IgG anti-alergeno.

Para la determinacién de la ausencia de efecto del alergeno sobre la respuesta
hacia el adyuvante, ratones Balb/c fueron tratados por via intramuscular con dos
inmunizaciones en la semana 0 y 2. El grupo | recibi® proteolipcsoma +
polisacarido de N. meningitidis del serogrupo C + Al (OH)s (Va). Los grupos i, lil y
IV recibieron 0,5; 1,25 y 2,5 ug de Alergeno + Va por ratdén. El sangramiento se
realizé a los 0, 15 y 35 dlas después de la primera dosis de inmunizacion y se
determiné la respuesta de IgG y subclases anti-protecliposoma y anti-alergeno en

las mezclas de los sueros por ELISA.

En la Fig. 3 se muestra los elevados titulos de IgG anti-protecliposoma detectados
y sorprendentemente la no afectacion de la incorporacion del alergeno en esta
respuesta ni en las subclases de IgG anti-Proteoliposoma estimuladas (Fig. 4). Los
altos titulos de IgG2a son la expresion de la preferencial respuesta Tht inducida
por este adyuvante. En la Fig. 5 aparecen las subclases de IgG estimuladas,
donde se puede observar el incremento de respuesta I[gG2a anti-Alergenc en las
concentraciones menores de alergeno y preferencialmente en 1,25 y 0,5 pg. La
induccion de respuesta de IgG2a frente al alergeno refleja que el adyuvante fue

capaz de modular la respuesta Th2 hacia una Th1.
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Ejemplo 6. Produccién de IFNy y no IL-5 por células de bazo de ratones
Inmunizados y desafiados in vitro con proteoliposoma o alergeno y su
correlacién con la IgG y las subclases de IgG anti-alergeno inducidas por los
adyuvantes: proteoliposoma + polisaciarido C + Al(OH)s en comparacién con
el Al{OH),.

Para la determinacién de la respuesta de citocinas Th1 (IFN-y) y Th2 (IL-5) se
inmunizaron ratones Balb/c con dos dosis en las semanas 0 y 2. El grupo | recibié
proteoliposoma + polisacarido de N. meningitidis serogrupo C + Al(OH)3 (Va). Los
grupos i, lll y IV recibieron 0,5; 1,25 y 2,5 pg de Alergeno + Va por ratén. El grupo
V recibi6é una dosis inicial con Va y otra de 0,5 ug de Alergeno + Va. Los animales
fueron sacrificados 7 dias después de la ltima dosis, se procesd su bazo por
técnicas rutinarias y las células fueron enfrentadas a proteoliposoma o ale.rgeno. A
las 72 horas, los sobrenadantes fueron extraldos y procesados por ELISA para la

determinacion de IFN-y e IL-5.

El proteoliposoma- indujo la produccion de IFN-y en todos los grupos, en
comrespondencia con el patrén Th1 inducido por este adyuvante. No obstante, con

0,5 pg de alergeno, sorprendentemente, la produccién de IFN-y se vio potenciada

c6

tanto en dos dosis como cuando se empled una dosis previa de Va y una sola con

Alergeno (Fig. 6). Sorprendentemente, el alergeno también indujo respuesta de
IFN-y en todas las concentraciones empleadas, aunque inesperadamente, -ésta fue
superior en la concentracion de 0,5 pg tanto con dos dosis como con una dosis y
una previa de Va (Fig. 7). No se detectd respuesta de IL-5 frente al proteoliposoma
ni al alergeno. Estos resultados refiejan la modulacién por el adyuvante del patrén

Th2 inducido por los alergenos hacia un patrén Th1.
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Para determinar la IgG y las subclases de IgG anti-alergeno se evalué un-grupo en
paralelo inmunizado en iguales condiciones a las referidas anteriormente; pero con
tres grupos adicionales que contenian Al(OH); y el alergeno en las mismas tres
concentraciones (0,5; 1,25 y 2,5). El sangramiento se realizé a los 0, 15 y 35 dias
después de la inmunizacion. Las respuestas séricas fueron evaluadas por ELISA.
La respuesta de IgG anti-alergeno fue significativamente superior cuando se
empled Va como adyuvante que con Al(OH); y sorpresivamente las diferencias
entre las respuestas de los dos adyuvantes también fue superior con las
concentraciones menores de 0,5 y 1,25 pg. No obstante, la mayor respuesta de
lgG anti-alergeno fue con la mayor concentracién con ambos adyuvantes (Fig. 8).
La subclase de IgG anti-alergeno predominante fue IgG1 en todas las
combinaciones y adyuvantes. No obstante, se estimulé la IgG2a en todos las
combinaciones con Va y fueron ligeramente positivas con Al{OH); sélo con las dos
concentraciones m'ayores (25 y 1,25 pg). Por el contrario, sorpresivamente,
también la mayor diferencia de las IgG2a anti-alergeno, entre los dos adyuvantes
fue encontrada con la menor concentracién (0,5 ug), donde es negativa con el

adyuvante AI(OH)s y positiva con Va (Fig. 9).

Ejemplo 7. Determinaclén de la induccién de IgE anti-Alergeno, su
funcionabllidad y modulacién en el preparado vacunal.

Para la determinacion de la respuesta de IgE anti-alergeno, se inmunizaron
ratones Balb/c con dos dosis en las semanas 0 y 2. E! grupo | recibid AL(OH),. El
grupo |l recibid prot_eoliposoma + polisacarido C + Al(OH); (Va). Los grupos lll y IV
recibieron 1 y 5 ug de alergeno + AL(OH);, respectivamente. Los grupos V y VI

recibieron 0,5; 1,25 y 2,5 ug de alergeno + Va. Los animales fueron sangrados a 0,

6%
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15 y 35 dias de inmunizados. La respuesta de IgE se evalu6 en ratas Wistar
machos por el método de anafilaxia cutdnea pasiva (PCA) cualitativa y
semicuantitativa. Las respuestas fueron expresadas en tiempo y dilucién de suero

que resultd positiva y en densidades de las manchas.

Los sueros fueron evaluados antes To, después de 1ra, T15 y 14 dlas después de
2da dosis, T35. Como puede observarse las ultimas diluciones posit'ivas del
preparado vacunal (grupos V a VII) son inferiores al de los grupos en alimina
(grupos HI y IV). De igual forma ocurre en las densidades Opticas. Esto aboga
hacia una reduccién importante en la respuesta de IgE antialergeno inducida. No

se observo respuesta en los controles negativos (l y Il).

En los dos primeros grupos controles negativos, las respuestas fueron negativas.
En el grupo Iil, se observé respuesta a los 35 dias, con una intensidad de 10660 y
detectable hasta una dilucién de 1:16. El grupo IV fue positivo desde la primera
dosis (15 dias) con una intensidad de 9345 y detectable hasta la dilucién de 1:8. A
los 35 dias se observd una potente respuesta con 39843 de intensidad y
detectable hasta la dilucién de 1:32. Por el contrario, sorprendentemente con
nuestro preparado vacunal Va, las respuestas de IgE anti-alergeno fueron muy
inferiores, sélo detectables al dia 35, con intensidades bajas y detectables siempre
a menores diluciones. Es de sefialar que con la menor concentracién, 0,5 ug de
alergeno soélo se detectd una ligera respuesta en el suero puro (1:1), es decir,
desaparecia la respuesta cuando el suero era diluido 1:2 (Fig. 10 y Tabla 1). En la
Tabla 1 se muestra la Intensidad de las manchas de las reacciones y ultima .

dilucién del suero donde la anafilaxia cutAnea pasiva fue positiva.
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Estos resultados de menor induccién de IgE anti-alergeno con el adyuvante Va
que con AL(OH); y en las menores concentraciones de alergeno, estan en
comespondencia con los resultados de los Ejemplos anteriores donde se

encuentra menor IgE total, induccion de IFNy y subclase IgG2a con este

adyuvante.
Tabla 1
Positividad, dias
_ Densidad Ultima dilusién
Grupo| Inmunizacién | después de 2da
(Ud arbitrarias) positiva
dosis
[ Al - 0 "
P+PC+Al
il - 0 -
(Va)
I 1 ug A+ Al 35 10660 1:16
15 9345 1:8
v S5ugA+Al
35 39843 1:32
V | 05ugA+Va 35 1245 11
VI | 1,25ugA+ Va 35 4054 1:4
[ VIl | 25pgA+Va 35 4574 18

Leyenda: Al, Al(OH)s; P, Protecliposoma; PC, Polisacérido C de N. meningitidis

serogrupo C; A, Alergeno y *dias después de 1ra dosis.

Ejemplo No. 8. Unién covalente del alergeno al Proteoliposoma.
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La unién covalente mediante conjugacién quimica puede realizarse por alguno de
los métodos conocidos, como por ejemplo los descritos en |a paténte Us
4,695,694 y en las solicitudes de patente USSN 362,179; 555,558, 555,974;
555,966 y 555,3398. Los métodos preferidos emplean reactivos homobifuncionales
como Gilutaraldehido o Anhidrido Succinico logrando la unidn a través de los
grupos aminos libres, tanto del alergeno como del proteoliposoma (en particular
los grupos aminos de las Lisinas)) También se emplean reactivos
heterobifuncionales, preferiblemente Esteres de N-Hidroxisuccinimida-Maleimida
(tales como MBS, MPS, SMPB, GMBS, EMCS). La reaccién en este caso se
realiza primero a través de la unién del espaciador al Proteoliposoma por los
grupos aminos libres presentes en éste, y a continuacion la unién dt_al grupo
Maleimido a los grupos Sulfidrilo libres presentes en el alergeno. En el presente
ejemplo se expone la conjugacion del alergeno purificado de Dermatophagoides
siboney al proteoliposoma empleando el método de Glutaraldehido y la respuesta

inmunolégica obtenida en ratones con el preparado.

Conjugacion: Las proteinas alergénicas purificadas segin el Ejemplo 1 se
mezclaron a una concentracion de 20 pg/mL con 200 pg/mL de Proteoliposoma
en solucién Salina Tamponada con Fosfato pH 7.0 (PBS); se adicion6 igual
volumen de Glutaraldehido al 0.4%; se agité durante 1 hora y se detuvo la
reaccién con 0.25 mol/L de Glicina {concentracién final). Seguidamente, se ajustd
el pH a 7.0 — 7.8. El Giutaraldehido no enlazado se eliminé mediante gel-filtracién
en una columna de Sephadex G25. Para lograr un mayor grado de purificaciéon del
conjugado Alergeno-Proteocliposoma y eliminar el Alergeno libre, se pasé el

preparado por una columna cromatografica con Sephacryl S-300 con la adicién
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previa de detergente Deoxicolato de Sodio hasta una concentracién final de 1%,
colectando el primer pico correspondiente al volumen de exclusién de la matriz.
Posteriormente se eliminé el detergente por didlisis emplieando PBS. El preparado
obtenido fue concentrado 10 veces por Ultrafiltracién (Amicon, USA) con una
membrana de 10 000 KD como valor de corte. Se determind el contenido de Der s

1 en el conjugado empleando un ELISA sandwich con anticuerpos monoclonales

especificos a dicho alergeno y se ajusté la concentracién, mediante dilucién con -

PBS hasta un valor apropiado para el proceso de adyuvacién: 10 pug/mL. Por

altimo el preparado se esterilizé mediante filtracién por membrana de 0.2um.

Adyuvacion: Se mezclaron cantidades iguales de Hidroxido de Aluminio a 1.2
mg/mL y la solucién de Alergeno estéril a 10 uyg/mL de Der s 1, ambos en solucién
PBS a un pH de 7.0. Se agit6 la mezcla ligeramente durante 30 min a 200 rpm. Se
comprobd la adsorciébn de las protelnas al gel de Aluminio monitoreando la
absorbancia a 280 nm del sobrenadante de la suspensién, resultando ser superior

al 90 %.

Inmunizacién: Se inmunizaron 3 grupos de ratones Balb/C con 7 ratones en cada
grupo, con dos dosis de cada preparado respectivamente; Alergeno en solucion
de PBS ("Ds"), Conjugado de Alergeno Proteoliposoma en PBS ("PLS-Ds") y
Conjugado adsorbido en Hidroxido de Aluminio (‘[PLS-Ds]Alum”). La dosis
empleada fue de 5 pg/mL de alergeno Der s 1, por via intraperitoneal. Las
inmunizaciones se realizaron en la semanas 0 y 4. A los ratones se les extrajo

sangre al inicio del experimento y en las semanas 4 y 8.

21
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Resultados: Se determinaron los anticuerpos séricos de las clases IgE (total) e IgG
(especificos al alergeno). También las subclases IgG1, IgG2a e IgG2b. Dichas
determinaciones fueron realizadas mediante ELISA. Por Ultimo se determiné la
respuesta IgE especlfica hacia el alergeno, empleando el método de Anafilaxia
Cutdnea Pasiva (PCA) en ratas. En la Fig. 11 se observan los resultados
obtenidos en cuanto a anticuerpos. Se aprecia que en general las variantes que
contienen conjugados inducen una respuesta 1gG significativamente mayor que el
alergeno solo, lo cual es también vélido para todas las subtl:lases"IgGL- igG2a e
IgG2b. Sin embargo, la respuesta IgE total fue menor para la variante que
contiene al conjugado no adyuvado en Hidréxido de Aluminio. También los
resultados del PCA (IgE especifica) demostraron que esa variante no indujo
respuesta detectable (mayor que el Control Negativo), mientras que el alergeno
libre y el conjugado adyuvado en Alurninio si inducian respuestas detectables a las

diluciones 1:1 y 1:10, respectivamente.

Ejemplo 9. Formulacién de varios alergenos

La formulacién de diferentes alergenos en un mismo preparado vacunal puede
ser llevado a cabo tanto de forma no covalente, mediante mezcla o adsorcion en
el gel de Hidréxido de Aluminio, como de forma covalente, segun el Ejemplo 8. En
ese caso cada alergeno se conjuga por separado al proteoliposoma y se formulan
en conjunto mediante mezcla o adsorcién en Hidréxido de Aluminio. En el
presente ejemplo se expone la preparacion de una formulacidbn no covalente de

tres alergenos de diferentes especies de acaros, comunes en regiones tropicales:

Dermmatophagoides pteronyssinus, Dermmatophagoides siboney y Blomia

tropicalis.

32
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Los alergenos de dichos dcaros se preparan por separado segln el Ejemplo 1. En
el caso de Blomia se emplea el extracto alergénico completo, liofilizado, sin
fraccionar. El contenido de alergenos principales Der p 1, Der s 1 y Blo t 5 se
determina empleando ensayos ELISA con anticuerpos monoclonales esp'eclﬁcos.
La actividad Alergénica total se determina mediante ELISA de inhibicién de IgE
humana, seglin se describe en el Ejemplo 3. Los alergenos liofilizados se
resuspenden en PBS pH 7.0 a una concentracién de 20 pyg/mL de Der p 1 y Der 81
y a 10 pg/ml de Blo t 5 y se esterilizan mediante filtracidbn por membrana de 0.2
pm. La actividad Alergénica de los mismos es de 4000 UB/mL. Se afiadid
Proteoliposoma a cada alergeno por separado hasta una concentracién final de
200 pg/mL y se homogeneizé durante 30 min con agitacién lenta a 150 rpm. Por
(ltimo se mezclaron cantidades iguales de Hidréxido de Aluminio a 2 mg/mL vy las
soluciones de Alergenos con Protecliposoma por separado, en solucion PBS a un
pH de 7.0. Se agité la mezcla lentamente durante 60 min a 150 rpm. Se comprobé
la adsorcién de las proteinas al gel de Aluminio monitoreando la absorbancia a
280 nm del sobrenadante de la suspensidn. Por dltimo se mezclaron los tres
preparados de alergenos individuales en una sola suspension, con agitacién lenta
durante 10 minutos. La adsorciéon de los alergenos y del proteoliposoma se
demostrd mediante andlisis del sobrenadante de la suspension con ELISA para
Derp 1, Der s 1 y Blo t 5 (INDOOR Biotech, UK) y el método de Lowry para la
determinacion de proteinas. La actividad Alergénica residual (no adsorbida) se
determind segin el Ejemplo 3. Se obtuvo mas del 80 % de adsorcion de los

alergenos en el gel y reduccion de la actividad Alergénica a menos del 20 %.

73
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Se administraron dos dosis de 0.5 mL (3.33 ygde Ders 1y Derp 1y 1.17 pug de
Blo t 5) del preparado a ratones Balb/c con un intervalo de tres semanas por via
intraperitoneal. Pasadas 7 semanas del inicio de la inmunizacién se determinaron
los niveles de anticuerpos IgG inducidos, mediante ELISA. Se encontrd la
existencia de anticuerpos dirigidos confra los tres alergenos en una proporcién de
alrededor de 2:2:1, respectivamente a D. pteronyssinus, D. siboney y Blomia
tropicalis. Los niveles de anticuerpos IgG observados fueron como promedio 80 %
superiores a los obtenidos mediante la inmunizacién con la mezcla de los tres

alergenos en solucién PBS.

Breve Descripciéon de las Figuras:

Figura 1: La Figura 1 muestra que el esquema de corto (0-14 dias) es menos
inductor de IgE total que esquema largo (0-28 dias). Sangramiento 0, 15 y 35 en
esquema corto y 0, 28 y 35 dias después de la inmunizacién en esquema largo.
Va, Proteoliposoma + Polisacérido de Neisseria meningitidis serogrupo C + Al
(OH)s; A, alergeno; Al, Al (OH)s; 1y 5, ug de Alratébn. Como puede observarse la
respuesta de IgE es significativamente superior (p<0.5) en el grupo inmunizado
con 5 Og de esquema largo que el de esquema corto aunque necesita dos dosis.
De hecho la respuesta secundaria en el grupo con igual concentracion del

esquema corto, tiende a disminuir.

Figura 2: Se observa que la concentracion de alergeno es menos inductora de IgE
total. Sangramiento 0, 15 y 35 dlas después de la Iinmunizacién. Va,
Proteoliposoma + Polisacérido de Neisseria meningitidis serogrupo C + Al (OH)s;

A, alergeno; Al, Al (OH)s; 0,5; 1,25 y 2,5, ug de A/ratén. Como puede observarse
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la induccién de IgE total por la concentracién de 0.5 Og de alergeno esta a nivel

del control con solo adyuvante (Va). Las otras dos concentraciones incrementan

los niveles de IgE total.

Figura 3: Muestra como la Inclusidn del Alergeno no afecta la respuesta de IgG
anti-proteoliposoma (PLS). Sangramiento 0, 15 y 35 dias después de la
inmunizacién. Va, Proteoliposoma + Polisacarido de Neisseria meningitidis
serogrupo C + Al (OH)s; A, alergeno; Al, Al (OH)s; 0,5; 1,25 y 2,5, ug de A/ratén. El
preparado vacunal no afecta la respuesta de IgG anti-protecliposoma, ni tras la

primera ni segunda dosis en comparacién con el adyuvante solo .

Figura 4: Se observa que las subclases de IgG anti-proteoliposoma (PLS) no son
afectadas por inclu;ién de alergeno. Sangramiento 0, 15 y 35 dias después de la
inmunizacién. Va, Protecliposoma + Polisacarido de Neisseria meningitidis
serogrupo C + Al (OH)s; A, alergeno; Al, Al (OH)s; 0,5; 1,25 y 2,5, ug de A/ratén. El
preparado vacunal mantiene igual patron de respuesta anti PLS a nivel de

subclases que el adyuvante solo (Va)

Figura 5: Muesira IgG2a anti-alergeno inducida por bajaé concentraciones de
alergeno. Sangramiento 0, 15 y 35 dias después de la inmunizacién. Va,
Protecliposoma (P) + Polisacarido de Neisseria meningitidis serogrupo C + Al
(OH)s; A, alergeno; Al, Al (OH); 0,5; 1,25 y 2,5, pg de A/ratdn. Fig.A, con
polisacarido y Fig.B sin polisacdrido. Las dos concentraciones menores de

alergenc inducen respuesta de IgG2a antialergeno.

13
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Figura 6: Es referida a la determinacién del IFNy contra el proteoliposoma (PLS).
Las células de bazo fueron tomadas 7 dias después de dos dosis (0 y 2 8 manas)
de inmunizacién, respectivamente. Va, Protecliposoma + Polisacarido de Neissena
meningitidis serogrupo C + Al (OH)a; A, alergeno; Al, Al (OH)s; 0,5; 1,25y 2,5, ng
de AJ/ratén; 1Va+Va-A0,5, dosis previa de Va. La inclusion de la menor
concentracion de alergeno incrementa la respuesta de IFNy contra el PLS con

respecto al control (Va).

Figura 7: Muestra la produccién de IFNy contra el alergeno y no afectacion de una
dosis previa del adyuvante. Las células de bazo fueron tomadas 7 dlas después
de dos dosis de inmunizacién a los 0 y 2 semanas, respectivaments. Va,
Protecliposoma (P) + Polisacarido de Neisseria meningitidis serogrupo C + Al
(OH)s; A, alergeno; Al, Al (OH)s; 0,5; 1,25y 2,5, ug de A/ratén; 1Va+Va-A0,5, dosis
previa de Va. Fig.A, con polisacarido y Fig.B sin polisacarido. La respuesta de
IFNy antialergeno se indujo por todas las concentraciones, pero fue muy ‘superior
en la menor concentracién. La aplicacion previa del adyuvante no afectd esta

respuesta.

Figura 8: Se observa como las menores dosis de Alergenos inducen mayores
diferencias de IgG anti-alergeno al comparar preparado vacunal con el adjuvante
Alimina. Los sueros fueron tomados 14 dias después de la segunda dosis. Estas

fueron aplicadas a los o y 21 dlas. Va, Proteoliposoma + Polisacarido de Neisseria

meningitidis serogrupo C + Al (OH)s; A, alergeno; Al, Al (OH);; 0.5; 1,25y 2,5, ug

de A/ratén. Como puede observarse las menores dosis (0.5 y 1.125) inducen

mayores incrementos en las respuesta de IgG antialergeno que la mayor dosis.
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Figura 9: Se refiere a la induccién de IgG2a. antialergeno. Los sueros fueron
tomados 14 dlas después de ia segunda dosis. Estas fueron aplicadas a los o y 21
dlas. Va, Protecliposoma + Polisacarido de Neisseria meningitidis serogrhpo C+
Al (OH)s; A, alergeno; Al, Al (OH)s; 0,5; 1,25 y 2,5, ug de A/ratén. Como puede
observarse todos los preparados vacunales inducen respuesta de lgG2a
antialergeno. Esta no se induce por la concentracién de 0.5 pg en aldmina y si con

el adyuvante.

Figura 10: Muestra la reduccién de la IgE anti-alergeno en el preparad

vacunal (Grupo V a Vil) en comparacién con controles positivos (Grupos lll y
IV) evaluados por anafllaxia cutinea pasiva. A, Alergeno; Va, VA-MENGOC-
BC® y Al, AL(OH),. Los sueros fueron evaluados antes To, después de 1ra, TSy
14 dias después de 2da dosis, T35. Las respuesta en los grupos vacunales (V-VII)
son menores que en los grupos inmunizados con alergeno en alamina (1l y IV). No

se observo respuesta en los controles negativos (1 y Il).

Leyenda: -, ausente; +, presente; A, Alergeno; Va, Protecliposoma + polisacarido

C de N. meningitidis + AlGmina (Al).

Figura 11: Respuesta de anticuerpos hacia las formulaciones de alergenos unidos
covalentemente (conjugados) al Proteoliposoma. Los ratones fueron inmunizados
con 2 dosis de 5 ug de Der s 1, en diferentes variantes: Ds (alergeno libre); Ds-
PLS (conjugado con Protecliposoma); [Ds-PLS]Alum (Conjugado adyuvado en
Hidroxido de Aluminio. La respuesta fue evaluada en la semana 8 después de la

primera inmunizacién. Las barras verticales indican la desviacién estandar.
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REIVINDICACIONES

1) Composicién vacunal contra las alergias caracterizada porque comprende:
a) proteoliposomas derivados de bacterias Gram-negativas que inducen un
patron de respuesta celular Th1,;
b) uno o mas alergenos en su estado natural o modificados;

¢) un adyuvante apropiado.

2) Composicién vacunal de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizada porque

el proteoliposoma proviene de una bacteria del género Neisseria.

3) Composicion vacunal de acuerdo con la reivindicacién 2, caracterizada porque

el protecliposoma proviene de la especie N. meningitidis.

4) Composicidn vacunal de acuerdo con la reivindicacién 3, caracterizada porque

el proteoliposoma proviene de N. meningitidis serogrupo B.

5) Composicion vacunal segun las reivindicaciones de la 1 a la 4, caracterizada

por que la misma contiene entre 20 y 75 ug de proteoliposoma por dosis.

68) Compaosicion vacunal de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizada porque
el alergeno es de naturaleza peptidica, glicopeptidica o polisacaridica y causa

sensibilizacion élérgica en humanos o en animales.
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7) Composicion vacunal de acuerdo con la reivindicacién 6, caracterizada porque

los alergenos provienen de acaros domésticos.

8) Composicién vacunal de acuerdo con la reivindicacién 7, caracterizada porque

los alergenos provienen de acaros del género Dermatophagoides.

9) Composicion vacunal de acuerdo con la reivindicacién 8, caracterizada porque

el alergeno proviene de la especie D. siboney.
10)Composicion vacunal de acuerdo con las reivindicaciones 8 y 9, caracterizado
porgue los alergenos principales son los alergenos del Grupo 1 (Der s 1, Der p

1, Der f 1) y del Grupo 2 (Der s 2, Der p 2, Der f 2).

11) Composicion vacunal de acuerdo con las reivindicaciones de la 6 a la 10,

caracterizada porque el alergeno se encuentra a razén de 0.1 a 1 unidad por

cada 10 unidades de proteoliposoma y entre 20 y 75 ug por dosis.

12)Composicién vacunal de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizada porque

al alergeno se le incorpora un residuo lipofilico unido covalentemente.’

13)Composiciébn vacunal de acuerdo con la reivindicacibn 12, caracterizada
porque el residuo lipofllico unido covalentemente es un acido graso bipolar con

16 a 20 carbonos.

17
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14)Composicion vacunal de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizada porque
el adyuvante es seleccionado del grupo consistente en Hidréxido de Aluminio y

Fosfato de Aluminio.

15)Composicidbn vacunal de acuerdo con la reivindicacibn 14, caracterizada
porque el adyuvante es adicionado a razén de 10 a 25 veces por unidad de

proteoliposoma y su contenido final es de 250 a 1000 pg por dosis.

18)Composicién vacunal segun la reivindicacién 1, caracterizada porque contiene

adicionalmente polisacaridos naturales o sintéticos.

17) Composicién vacunal segin la reivindicacién 16, caracterizada porque el

polisacérido proviene del género Neisseria.

18)Composicidon vacunal segun la reivindicacion 17, caracterizada pérque el

polisacarido proviene de la especie N. meningitidis.

19)Composicion vacunal segun la reivindicacién 18, caracterizada porque el

polisacarido proviene de N. meningitidis serogrupo C.

20)Composicion vacunal de acuerdo con las reivindicaciones 16 a la 19,
caracterizada porque el polisacarido es adicionado en una razén de 0.5 a 4

veces con respecto al proteoliposoma.
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21)Método para la obtencion de las composiciones vacunales de cualquiera de las

reivindicaciones de la 1 a la 20, caracterizada por que los alergenos de acaros

del género Demmalophagoides son preparados y purificados siguiendo los

siguientes pasos:

a)

b)

d)

9)

h)

liofilizacion o concentracién por ultrafiltracion del extracto alergénico hasta

una concentracion de proteinas de 10 a 100 mg/mL;

precipitaciéon’ en solucidon de sulfato de amonio 50 — 100% y colecta del
precipitado;
fraccionamiento mediante cromatografia de tamizaje molecular empleando

como matrices Sephacryl S-100, Sephacryl S-200, Sephacryl S-300 o
Superdex 75 y colecta de la fraccibn que comesponde a los pesos
moleculares 10-60 kDa;

liofilizacién o concentracién por ultrafiltracion hasta una concentracién de
proteinas entre 10 y 100 ug/mL para el proceso de adyuvacion.

unién del alergeno al protecliposoma en proporciones de 0.1 a 1 unidad por
cada 10 unidades de peso del proteoliposoma;

agitacion de 60 a 600 rpm entre 30 y 90 minutos

adicién del adyuvante seleccionado del grupo compuesto por Hidréxido de
Aluminio y Fosfato de Aluminio en proporciones de 2 a 6 veces el peso del
proteoliposoma; y

homogeneizacion de la mezcla con agitacién de 60 a 600 rpm entre 30 y

80 minutos.

22)Método segtn la reivindicacion 21 caracterizado porque la unién del alergeno

al proteoliposoma del paso (e) es de forma covalente o no covalents.
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23)Método segun las reivindicaciones 21 y 22, caracterizado porque
adicionalmente comprende los pasos de: .
a) adicién de un polisacarido en proporciones de 0.5 a 4 veces en relacion al
proteoliposoma; y

b) homogenizacion por agitacién a 60-600 rpm de 30 a 80 minutos.

24)Método de tratamiento profilactico o terapéutico para las alergias, caracterizado
porque se emplea la composicién de las reivindicaciones de la 1 a la 20 en un
esquema de aplicacion de 2 hasta 4 dosis por via parenteral o mucosal del

alergeno espaciando dichas dosis entre 2 y 6 semanas.
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RESUMEN

La presente invencion se relaciona con el campo de la Inmunologla, Ia
inmunoalergia y en particular con el empleo de adyuvantes o portadores para
modular la respuesta inmunoldgica hacia los alergenos. El objetivo técnico que se
persigue es obtener una preparacion famacéutica de uso terapéutico o profilactico
utilizando proteoliposomas bacterianos, la cual al ser aplicada en individuos
alérgicos transforma la respuesta alérgica Th2 e IgE dependiente, I';acia una
respuesta Th1 protectora; asi como logre prevenir la aparicion y el desarrolio de
alergias en individuos alin no alérgicos. La composicién vacunal consiste en
proteoliposomas cie bacterias Gram-negativas acoplados a alergenos y
opcionalmente otros antigenos o adyuvantes. Se provee el método para su
abtencién y se incluye el esquema de 2 dosis para la inmunizacidn con dicha

composicién vacunal.
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
Bogota D C
Doctor(a) G882
MARGARITA CASTELLANOS
Apoderado(a)

INSTITUTO FINLAY CENTRO DE INVESTIGACION —PRODUCCION-
VACUNASY SUEROS, Y CENTRO NACIONAL DE BIOPREPARADOS

REFERENCIA: Radicacidn N° 04-111388
Solicitud intemacional PCTI/CU03/00007
Fecha inicio fase nacional 2004-12-08
Tramite 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decisién 486 de la Comisidbn de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacidn en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le
comunica que:;

* La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesion del
derecho de patente del inventor al solicitante 0 a su causante (Art. 26-k)
Decision 486).

» La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lieno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente debera presentar el documento que
acredita la existencia y representacién legal de la sociedad solicitante,
cuando éste fuere una persona juridica

» El solicitante debe aclarar si la solicitud corresponde al Capltulo | 6 Il del
PCT, en caso que se trate de capitulo Il y el examen preliminar contenga
anexos, estos deben ser presentados junto con su traduccién

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e),
del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Divisjdn de Nuevas Creaciones.

anterior requanmlento fue notificado por fijacibn en lista de fecha,

_—nm
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2020
Bogota D C

Doctor(a) A 11173
MARGARITA CASTELLANOS

Apoderado(a)

INSTITUTO FINLAY-CENTRO DE INVESTIGACION PRODUCCION DE SUEROS
Y VACUNAS

REFERENCIA: Radicacién N° 04-111388
Solicitud intemacional PCT/ CU03/00007
Fecha inicio fase nacional 2004-2004-12-08
Tramlte 011
Evento 379
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38
de la Decisién 486 de la Comisidon de la Comunidad Andina, articulo 27 del
Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del
Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio,
mediante oficio No 10882 notificado por fijacién en lista de fecha 26 de
noviembre de 2004, requiri6é al doctor(a) MARGARITA CASTELLANOS
CAMPUZANO para que complementara la solicitud de acuerdo con las normas
citadas.

Sin embargo, el mencionado requerimiento no cumplid con los presupuestos
establecidos en el articulo 39 de la Decision 4868, es decir no se indico al
solicitante el plazo en el cual se debla presentar Ia respuesta al mismo, por lo que
es procedente revocar en su totalidad el oficio No 10882 de fecha 26 de
noviembre de 2004 y en su lugar efectuar un nuevo requerimiento en los
siguientes términos:

o La solicitud no contiene copia del documento en que consta la cesién del
derecho de patente del inventor al solicitante o a su causante {(Art 26-k)
Decisién 486

¢ La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionaimente deberé presentar el documento que
acredita la existencia y representaciéon legal de la sociedad solicitante,
cuando éste fuere una persona juridica

e En caso que el examen preliminar contenga anexos, estos deben ser
adjuntados junto con su traduccion.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 38 de la Decisién 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese el prasente oficio co e a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal ),
del capitulo quinto del titylo prifhery de la Circular Unica N® 10 de 2001.

ALIX CARMENZA EDES'DE VERGEL

202063



