2

sk

54.

ria v Comercio

SUPERINTENDENCIA

Delegatura de Propiedad Industrial

Divisién de N?vas Cr%ﬁs

ICITUD

PATENTE DE INVENCION

TITULO

05-b1950

. EXPEDIENTE No. 05

"METODO DE OBTENCION DE ESTRUCTURAS COCLEARES.

COMPOSICIONES VACUNALES Y ADYUVANTES BASADOS
EN ESTRUCTURAS COCLEARES Y SUS INTERMEDIARIOS"

5

-t

7

b

74.

22,

. SOLICITANTE

DOMICILIO

NGy 1 S e s N
_ CLASIFICACION INTERNACIONAL __ =~ °'“ =7to , Moo /1

INSTITUTO FINLAY., CENTRO DE INVESTIGACION-PRODUCCION

DE VACUNAS Y SUEROS.

Ave 27 No. 19805, La Coromela. La Lisa

APODERADO

Ciudad Habana, CUBA.

MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO

BOGOTA, D.C.,

(FORMA P-10})

“~ T -
!}v'. g?'_"




r » -
Kkadicacion v S5051950 pREGamDE Folios: 146

Industria y Com rcio s (e A2 I

SUPERINTENDENCI A 1,ﬁh;ulm4mmmsﬂmmmmﬁ:
Rependeseias 242 MIVISION DE WEVRS CRERCINES

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUL, wc rAIENTE

SPERUNGUSTRIA ¥ CGAERCIO

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL )\ ~Ob -~ 9005
G) SOLICITUD DE:
[CX"]Patente de invencién. [__]Patente de Modsio de Utilidad.
_ _ . L - "
X Jcepituio! . X Jcapttuion iex 5 oh o 52
Nombre: INSTITUTO FINLAY. CENTRO DE INVES- |
@ TIGACION - PRODUCCION DE VACUNAS Y BUEROS IDENTIFICACION
_ SOLICITANTE (71) |  Direccion: Ave. 27 No. 18908 o 188 y 202, La Co-
ronela, La Lisa, Cludad Habana 13500, CUBA IC.C. D NIT D
Nacionalldad o Domidllio: La Habana - CUBA
Lugar de Constitucion: CUBA ICE ) D Otro
T eletono: Fax Cual .
E-mail:
[Nomero
Nombre: MARGARITA CASTELLANOS A. IDENTIFICACION
REPRESEHTANTEI
O APODERADO (74)]  Direcclén: CALLE 84A No. TA-09 lcc. [l NT [
Teléfono: 6107480  Fax: 610 07 08 ce. [ o []
E-mali:  gcastelifdimpsat.net.co
Noimero 38779.654 TPA 70,818
Nombre: (VER ANEXO No. 1) \.( 5
INVENTOR (ES) (T2)] - no
Direccién:
.i" Nacionalldad o Domicllc  (VER ANEXO No. 1)
® rcr(%s)
Solicitud Internacional No. PCTICU2003/000016 Fecha 2711412003
Publicacion Internacional No. WO 2004/047805 A1 Fecha 10/08/2004
@ Titulo {54) "METODO DE OBTENCION DE ESTRUCTURAS COCLEARES.
COMPOSICIONES VACUNALES Y ADYUVANTES BASADOS
EN ESTRUCTURAS COCLEARES Y SUS INTERMEDIARIOS"
Clasificacién Internaclonal (8%) A1 G /123
Prioridad (33) Pais de Origen (32) Fecha {31) Namero de Solleitud
. CU 2T 112002 20020202 |
silx] No []
(® Comprobante de pago No. 05 - 39,000 Fecha  Mayo 28 de 2005
instrucciones pam ¢l diligencilamiento del presents formulario, ver reverso de eata pégina.




Anexos

Comprobante de pago de Ia tasa de presentacion de la sollcitud.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el sollcitants sea persona juridica.

Poderas, sl fuere el caso, junto con la sustitucién del mismo a mi favor

Documento de cesldn del Inventor al solicitante o a su causants.

Declaraciones.

Copia de la solicitud intemacional (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos).

Traduecién de la solicitud intemacionsl al castellano (Resumen, descripcion, retvindicaciones, dibujos).

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen Preliminar (IPEA).
Traduccion del examen preliminar Intemacional efectuado por Iz IPEA.

De ser &l caso, copla del contralo de acceso.

Da ser & caso, documento que acredite la licencia o aulortzacién de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades Indigenas.

Dae ser el caso, certificado de depdelto del material biolégico.

Arte final 12x12

De saer el caso, informacién sobre ofras solicitudes de patents o titulos obtenidos en el extranjero por ol miameo titular
o su causants, relacionadas parcial o totaiments con la invencién de esta soliciud.

De ser sl caso, modificaciones efeciuadas a la sollcitud intemacional.
Otros: Tarjeta archivo propletarios, tarjeta achivo temético y extracto para la publicacion.

9| B0 000 0000EEO0HERE ©

FIGURA CARACTERISTICA:

@

Solicito la conceslén de la patents,

NOMBRE: MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO
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.C. No. 30.778.6564 Usaquén - TPA 70.818 C.8.J.

2.7 MAYOD 2005 |
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ALVARO CASTELLANOS M. & GIA.
ABOGADOS
Calls B4A No. 7A-00
Apartado 8340
Bogotd, D.C. - COLOMEBIA

NOMBRE

1. OLIVER GERMAN PEREZ MARTIN
2. GUSTAVO RAFAEL BRACHO
GRANDO

3. MIRIAM DE SAN JUAN BOSCO
LASTRE GONZALE2

4. VICTORIANO GUSTAVO SIERRA
GONZALEZ

5. CONCEPCION CAMPA HUERGO
§. NESTOR MORA GONZALEZY
7. RAMON FAUSTINOG BARBERA

MORALES

8. JUDITH MONICA DEL CAMPO
ALONSO

9. TAMARA RODRIGUEZ RAMIREZ

10. CARIDAD ZAYAS VIGNIER

11. DANAY GIL MARTINEZ

12. CARLOS TABOADA SUAREZ

ANEXO No. 1

INVENTORES

DIRECCION

Calle 68, No. 813 &/ 8 y 11, Piaya, Cludad de la Habana,
CUBA; 11800 Cludad de la Habana, CUBA

Calle 124 No. 2509 entre 25 y 27, Mariango, Cludad
de la Habana, CUBA; 11500 Ciudad de la Habana, CUBRA

Calle 68, No. D13 e/ 8 ¥ 11, Playa, Cludad de la Habana,
CUBA., 11600 Cludud de la Habana, CUBA

Calle 158 No. 3114 o/31 y 33, Playa, Cludad de la Habana,
CUBA,, 16017 Ciuded de la Habana, CUBA

Calie 19 No. 21002 o/ 210 y 214, Atabey, playa, Ciudad
de la Habana, CUBA., 12100 Ciudad de la Habans, CUBA

Avellaneda, Edif. 4 e/Maceo y Villama, Marén, Clego
de Avila,, Cludad de la Habans, CUBA

Calte 210 No. 1913 ¢/ 10 y 21 Rio. Atabey, Playa, Cludsd
de la Hebana, Cuba, 12100 Cludad de la Habena, CUBA

Calla 23 No. 508 Apto 3B e/ G y H, Plaza, Cludad de
la Habana, Cuba., 10400 Ciudad da la Habana, CUBA

Calla Céspedeas No. 110 &/ Calixio Garcla y Banito Anido,
Regia, Ciudad de la Habena, Cuba, 11200 Cludad
de la Habana, CUBA

Calle 27D No. 12212 o/ 122 y 122A, Marianao, Ciudad
da la Habana, Cuba., 11600 Cludad de la Habana, CUBA

Calle 158 No. 8522, La Lisa, Cludad de la Habana, Cuba.,
11800 Ciudad de la Habana, CUBA

Calle 238 Edif. 128 epto. 10 @/ 35 B y 39, San Agustin,
La Lisa, Ciudad de la Habane, Cuba., Cuba Cludad
de la Habana, CUBA

NACIONALIDAD

CUBANO

CUBANO

CUBANO

CUBANO

CUBANO

CUBANO

CUBANO

CUBANO

CUBANO

CUBANO

CUBANO

CUBANO



REIFUNDHDLE i !

RECTE0 D€ CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE Bo.

Radicacica = BIA51 Folins: 14b
14:45:89
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BIVISION BE WUEVAS CREACTONZS
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05 - 39,000
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ALVARO CASTELLANOS M. & CIA.
ABOGADOS
Calle 84 A No. 7 A-00
Apartado 6349
PaxX: 6107420
Bogotd, D.C. - COLOMBIA

Sefior

Jefe de la Division de Nuevas Creaciones
Superintendencia de Industria y Comercio

Ministerio de Comercio, Desarrollo, industria y Turismo

E. S. D.

Ref: PODER conferido por INSTITUTO FINLAY, CENTRO DE INVESTIGACION
PRODUCCION DE VACUNAS Y SUEROS

Yo, XIMENA CASTELLANOS ABONDANO, mayor de edad, identificada y domiciliada
como aparece al pié de mi firma, atentamente manifiesto a Uds. que sustituyo en la Dra.
MARGARITA CASTELLANOS ABONDANO, el poder que me confiri6 INSTITUTO
FINLAY, CENTRO DE INVESTIGACION PRODUCCION DE VACUNAS Y SUEROS, con
domicilio en Ave 27 No. 19805, La Coronela, La Lisa, Cludad Habana, CUBA,
debidamente Iegalizado por el Ministerio de Relaciones Exteriores bajo el No.
33687 sl dia 15 de Abrll de 2005, con las mismas facultades que me fueron conferidas,
para tramitar la solicitud de patente PCT Entrada en Fase Nacional, para: “METODO DE
OBTENCION DE ESTRUCTURAS COCLEARES. COMPOSICIONES VACUNALES Y
ADYUVANTES BASADOS EN ESTRUCTURAS COCLEARES Y §SUS
INTERMEDIARIOS".

Del Sefior Jefe, Acepto

Nogougcenttons

imena Castellanos ‘A

C.C. No. 39.773.330 de Usaquén C.C. No. 39.779.654 de Usaquén
T.P.A. No. §8.236 del C.S.J. T.P.A. No. 70.819 del C.S.J.
Calle 94 A No. 7 A-09 - Bogota Calle 94 A No. 7 A-08 — Bogota
PBX: 610 74 20 PBX: 610 74 20

Bogota, D.C.

X PCT
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COLOMBIA

PODER

El (los) INSTITUTO FINLAY. CENTRO DE INVESTIGACION-
PRODUCCION DE VACUNAS Y SUEROS

Domicillados en Ave 27 No. 19805. La Coronela. La Lisa
Ciudad Habana. Cuba

Nombran por e! presente a XIMENA CASTELLANOS A. y/o
MARGARITA CASTELLANOS A. ebogadas con oficinas en la
Casrera 9 No. 83-09, Bogota-Colombla para

y para obtener la proteccion de mi (nuestra) propiedad.

Industrial y con este fin autorizamos a dichos apoderedos para
que nos representen ante cualesqulera autoridades o personas
de los drdenes adminisirativo, contencloso —administrativo y
Judicla! en todo lo relacionado con los siguientes acios y
gestiones: .

a) Obtencién de patentes de invencidn, modelos y dibujos
industriales; registro de marcas de fabrica, de servicio,
coleclivas o defensivas y de denominaciones de origen,
depisiic de nombres y ensefias comerciales; su
renovacion, prorroga, Inscripcién de traspaso y cambio de
nombre o domiciko, cancetecidn voluntariay el registro de
licencies de uso de esos derechos;

b) Perala obtancidn de registros sanitarios;

¢) Acciones do oposicion, observacidn, cancelacion, nulidad,

medidas cauislares y en general los fuicios civiles, penales,
adminisiratives o coniencioso .- administrativos que
PROMOVAMOS © 56 NOS PIMUAvan,

Pudiendo en todos los actos y gestiones amba mencionados

susiituir éste mandato, irensigir, desistir, reciblr, cancelar,

renunclar, aceptar nofificaciones y nombrar apoderados

Judiciales y exirajudiciales.

Dado y firmado hoy : 17 de Diciambre del 2004
en La Habana, Cuba

por Dra Concepcién Campa Huergo
Presldenta-Directora General

(El notario debe suscribir el documento an la pagina sigulente)
(Se requisre legallzacion consular o mediants apostila)

445G - Faver ¢

POWER OF ATTORNEY
| (we) the undarsigned

of

hereby grani{s) Power of Aftomey b XIMENA
CASTELLANOS A. and Jor MARGARITA CASTELLANOS a.
attomeys residing at Carrera § No. 93-08, Bogoté- Colombia,
to

and to obtaln the protection of my (our Industrial Property, for
which purpose we authorize the said attomeys to represent us
before any authorities, or persons, specially those,
administrative, contenious end Judicial, in all matiers
conceming the following:

a) Obtalnment of paients, models and designs, registration of
tredemarks, service, collective and defensive marks, and of
designations of origin; the deposit of rede names and
ensigns; its renewsl, extension, recordal of assignments,
change of name or domicile, voluntary cancellation, and the
registration of Ecenses of use of tha above rights;

b) For the obtalnment of Sanitary regisirations;

c) Actions of apposlition, cancellation, nulllly, infringement,
granting of licenses; and In general the civil, criminal and
administrative sults related to those rights; actions and
sults insfituted by us or against us;

In all the above matiers they may subsfitute this power of

attomey, compromise, desist, cancel, receive, renouncs,

accept nofifications and eppoint attomeys in fact, in or out of
court

Given and signed this

by

{Notary shall execute on the other side)
{Consuler legalization or apostille Is required)

ALYARQ.CASTELLANQS .M, & CIA,
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AUTENTICACION DE FIRMA

Licenciada OLGA LIDIA PEREZ DIAZ,
Notaria con caompetencia nacional y sede
en la Notarfa Especial adscrita al
Ministerio de Jusgticia de la Repiiblica
de Cuba, municipio Plaza de la
Revolucidén, en esta Ciudad.

Doy fe: De la autenticidad de la firma
que antecede de CONCEPCION CAMPA

HUERGO, PRESIDENTA Y DIRECTORA GENERAL
DEL INBTITUTO FINLAY, CENTRO DE
INVESTIGACION-PRODUCCION DE VACUNAS Y
SUEROS, por la semejanza que guarda
con la gque acostumbra a usar en todos y
cada uno de sus actos.

Y para que asf conste extiendo la
bresente nota en 1la Ciudad de La
Habana, Reptblica de Cuba, a 23 de

I febrero del 2005. _.-f;iﬁ'-;;a.uw};---.
'-F‘ '-

——
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Consulado General de Colombia
LA BA.BANA. CUBA

No.09/05
La Habana, Marzo 4 de 2005

El suscrito Cénsul General de Colombia, vistos los documentos presentados por los interesados,
CERTIFICA:

Que e1 S eflor Fermin Orlendo A costa Faz, quien c omo funcionario de La Direccitn de Asuntos
Consulares y de Cubanos Residentes en el Exterior del Ministerio de Relaciones Exteriores de la
Repiiblica de Cuba autenticd la firma de la Licenciada Olga Lidia Pérez Diaz, Notaria con
competencia nacional y sede en la Notaria Bspecial adscrita- 8l Ministerio de Justicia de la
Repiiblica de Cuba, quien autenticé la firma de la signataria del poder precedente, ejercia en la
fecha las funciones indicadas y su firma corresponde & la registrada en este Consulado; que el
INSTITUTO FINLAY, CENTRO DE INVESTIGACION-PRODUCCION DE VACUNAS Y
SUEROS es una entidad constituida de acuerdo con las leyes de Cuba y cumple su objeto conforme
a las mismas, que in Doctora Concepcién Campa Huergo, quien en su caricter de Presidenta-
Directora General de la citada entidad confiere el poder precedente, es su representante legal en este

pals.

El Cénsul General de Colombia, no asume responsabilidad alguna por ¢l contenido del documento.

I.lﬁr.l'n'::.." - ‘.;“ “‘9’ -
- :':':E; e
il N
o2 oo
NPT B
PAGADOS a4 '
IMPUESTO DE TIMBRE NACIONAL USS  9.00 (nueve dblares)
DERECHOS FONDO ROTATORIO US$ 100.00 (cien délares)
TOTAL PAGADO USS$ 109.00 (ciento nueve dblares) Lo ?"
el L
=N



(12) SOLICITUD INTERNACIONAL PUBLICADA EN VIRTUD DEL TRATADO DE COOPERACION
EN MATERIA DE PATENTES (PCT)

(19) Organizacidn Mundial de la Propledad
Intelectual
Oficina intemacional

kM
ol

(43) Fecha de publicacién internacional

S
SIPOR

"~

U""

10 de Junio de 2004 (10.06.2004) PCT

{10) Niimero de PuhBcacién Inlemscional
WO 2004/047805 A1l

(51) Clasificacién Internacional de Putentes”: AGIK 9/127,
3000

(21) Nimero de la saliciind internacional:
PCT/CU2003/000016

(22) Fecha de preseniacién iniernacional:
27 de Noviembre de 2003 (27.11.2003)

(25) Idlomz de preseniscidn: espafio]
(26) Idiomm de publicackn: cxpafiol
{30) Duios relativos u Ia prioridad:

2002-0292

27 de Noviembre do 2002 (27.11.2002) CU

(71) Sollcitante (para todox lox Extados designados salvo US):
INSTTTUTO FINLAY. CENTRO DE INVESTIGA-
CION-PRODUCCION DE VACUNAS Y BUEROS.
[CU/CU]; Ave. 27 No.19805 e/ 198 y 202, La Corunels,
La Lisa, Ciudad de ]a Habann, Cuba., 11600 Cludad de Ia
Hahana (C1J).

(72) Inventores; e

(79) Inventores/Solicliantes (para US smioments): FEREZ
MARTIN, Ollver, Germsdin [CU/CU]; Calle 68, No. 913
o/ 9 y 11, Playa, Ciudad de la Hebana, Cuba, 11600
Ciudnd de In Hobann (CU). BRACHO GRANDO, Gus-
tovo, Rafael [CUACU]; Calle 124 No23509 entre 25 y
27, Marianso, Cludad de 1a Habana, Cuba, 11500 Cindad
dc In Hohana (CUJ), LASTRE GONZALEZ, Miriam,
de San Junn Boseo [CUACU]); Calle 66 No. 913 /9 y
11, Playa, Cludad de Ia Iisbans, Coba, 11600 Ciudad de
Ia Habana (CU). SIERRA GONZALEZ, Victoriano,
Gustavo [CUACU]; Calic 158 NoJ114 e31 y 33, Playn,
Ciudad de la Habana, Cuba., 16017 Ciudad de la Habana
(CU) CAMPA HUERGO, Concepcién [CUXCU]; Calle
19 No.21002 &/ 210 y 214, Awsbey, Pluyn, Ciudad do [n
Habana, Cuba., 12100 Ciudad de 1a Habana (CU). MORA
GONZALEZ, Nestor [CU/CU]; Avcllancdn. Rdif. 4 o

(7)

&)

@)

Maceo y Villamil, Mordn, Clego de Avila., 222096 Cindad
ds In Hobana (CU]). BARBERA MORALES, Ramdn,
Fanstino |[CU/CU]; Calle 210 No.1913 ¢/ 19 ¥ 2] Rin,
Atebey, Playa, Cludad de Ia Habana, Caba, 12100 Cludad
de Ia Habama (CU). DEL CAMPO ALONSO, Judith,
Mdéalea [CU/CUJ; Calle 23 No. 508 Apo 3R &/ G y
H, Plaza, Clodad de la Habsna, Coba., 10400 Cindad de
la Habana (CU). RODRIGUEZ RAMIREZ, Tumara
[CUACU]; Calle Céspedes No.110 & Calixio Garcia y
Benlio Anido, Regls. Ciwlad de la Habuna, Cubs, 11200
Ciudad de In Habann (CLJ). ZAYAS VIGNIER, Caridad
ICUACU); Calle 27 D No. 12212 &/ 122 y 122 A, Marianan,
Ciudad de |a Hebhana, Cobe., 11600 Cludad de 1a Habana
(CU). GIL. MARTINEZ, Danay {CUACU]; Callc 158
No. 6522, La Lisa, Ciudsd de 1a Hehema, Cuba.,, 11600
Cludad de |a Hisbana (CU). TABOADA SUAREZ, Carlos
[CUXCUY; Calls 236 Ndif. 128 apto. 10 </ 35 B y 39,
San Agustin, La Lisa, Cludad de 1a Habana, Cuba., Cuba
Ciudad de 1a Habana (CU).

1001 esq. 10, Miramar, Flayn, Cludad de la Habana, Cobe,
11300 Ciulud do Ja Habana (CU).

Estados designados (racional): AR, AG, AL, AM, AT,
AU, AZ, BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, €0, CR,
CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, ER, ES, F1, GB, GD, GE,
GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, XG, KP, KR
KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK
MN, MW, MX, MZ, NI, NO, NZ, OM, PQ, PH, PL, PT,
RO. RU, SC, SD, SL, SG, 5K, SL, SY, TJ, TM. TN. TR.
TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC, VN, YU, ZA, ZM. ZW.

Estados designados (mgional): patente ARIPO (BW, GH,
GM, KII, LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW),
patente earcaslftica (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ,
TM), patente curopes (AT, BE, BG, CH, CY, CZ DE, DK,
EH, BS, F1, FR, GB, GR, HU, IE, IT, LU, MC, NL, PT, RO,
SE, SL SK, TR), patente OAPI (BF, BJ, CF, CQ. C1. CM,
QA, GN, 0Q, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

{Continida an la pdgina sigulente]

2 (54) Title: METHOD OF OBTAINING OOCHLEAR STRUCTURES, VACCINE COMPOSITIONS, ADJUVANTS AND INTER-

MBEDIATES THEREOF

]
& (54) Thulo: OBTENCION DE ESTRUCTURAS COCLEARES, COMPOSICIONES VACUNALES, ADYUVANTES Y SUS IN-

Q@0 THRMEDIARIOS.
™~

-
&> (57) Abstract: The invention relaics to the Geld of immunclogy and, more specifically, to the branch relating 10 adjuvents and
“:." vaccines. The invention relates 1o & method of obisining cochlear strctures from the outer membrane vesicles (bullas) of micro-or-
&= ganisms, in order 1o use same as adjivants or vaccines. The invention also relates to the method of obixining aaid cochlesr stroctones,
L —

2

{57) Resumen: La presento invencién se relaciona con el campo de la Inmonologfa, especificamente con la ama de los adynvantes y

O Ins vacunas, Bl abjstive técnico que se persigue es obtener estructums coclaares a partir de vesfculas do membrana extermna (ampollss)
do microorganismos, con ¢l fin do emplearias como adyuvantes o como vaconas en sl La invencitn tambidn se relecions con ¢l

método de oblencidn do las esbucturms coclesres.



WO 2004/047805 Al
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Publicnda:
— con informe de bilsqueda internacional

Fara codigos de das letras y otras abreviaturas, vase la seccidn
"Guldonce Notex on Codes and Abbreviutions” que uparecs al
principin de cada nimero regular de la Gaceta dal PCT.
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WO 2004/047805 PCT/CU2003/000016

OBTENCION DE ESTRUCTURAS COCLEARES, COMPOSICIONES VACUNALES,
ADYUVANTES Y SUS INTERMEDIARIOS

Sector Técnlco

La presente Invencién se relaclona con el campo de la Inmunologia, especificamente
con la rama de los adyuvantss y las vacunas.

Técnlca Anterior

En la blisqueda de vacunas eficlentes, encontrar los antigenos adecuados, ha sido
un reto a varias esferas del conocimiento que desbordan la Vaccinologlia. Después
que se cuenta con el antigeno apropliado, este muchas veces no es suficlentemente
inmunogénico o no Induce la respuesta deseada para lo cual es necesaric el uso de
adyuvantes apropiados. Sigue slendo una necesidad, en estos dias, encontrar
nuevas vacunas para las enfermedades no protegldas, mejorar las existentes, asi
como contar con potentss adyuvantes para su uso en vacunas de hueva generacion
y miltiples. La obtencién de vacunas que admitan la Inciusién de varios antigenos y
que sean efectivas tanto en adultos como en nifios, y més alin, en reclén nacidos y
la biisqueda de adyuvantes funclonales a nivel mucosal con capacidad de resistir el
pH écldo del estomago, continGa slendo un reto para los vaccinélogos

La Inmunizacién mucosal cada dia cobra més auge pues muchos microorganismos
entran por esta via, La via mucosal presantia varias particularidades enire las que se
encuentran: la existencla de un sistema mucoso comiln (capacidad de inducir
respuestas [ocales y a distancia, por aplicacién mixcosal) y el hecho de que la Ig
(inmunoglobulina) A es el principal anticuerpo asoclado con su proteccién.

Entre las ventajas de la Inmunizacién mucosal se encuentran su facil administracléon,
so evita el uso de jeringuillas, menor coseto de produccldn; es menos reacidgenica y
por ello, mas segura con respecio a las vacunas parenterales y la inducclén de
respuestas tanto mucosales como sistémicas.

La Inmunizacién mucosal, sin embargo, tlene que atravesar varlas bamreras. Entre
ellas se encuentran: la acldez del estdbmago que alcanza pH #acldos extremos; la
basicidad del duodeno y el peristaltismo del tubo digestivo, que junto a lo localizado
de los 6rganos Inductores a nivel mucosal con sus células M, especlalizadas en el
muestreo de los antigenos, disminuye la posibllidad de encuentro con los antigenos
vacunales. Los cllios y la fomaclén de mucos en los érganos mucosales
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respiratorios tamblén interfieren con el muestreo de los antigence vacunales por las
células M.

Las estrateglas actuales para evitar el contacto del antigeno con un pH 4cido son la
aplicaclén de las vacunas en soluclones acuosas bicarbonatadas alejados de los
alimentos, para disminuir la acidez del estdmago y producir un transito rapldo por el
estdomago (Benltez JA eof al, Infect and Immun 1999,67(2):539-545) o el
recubrimiento del antigeno con agentes resistentes a los 4cidos, como puede ser el
caso de los liposomas.

En la actualldad son blen conocidos los métodos para preparar liposomas y
encapsular materiales liposolubles y sélidos (Schnelder U. S. Pat. No. 4, 089, 801,
Ash et al.,"U. S. Pat. No. 4, 448, 765 y Milller ef al., U. S. Patent No. 4, 133, 874).
Entre loe principales problemas que presenta la encapsulacién de farmacos en
liposomas se encuentran: su poca estabilldad en pruebas de estante; la liberacién
del material encapsulado; la reduccién de la eficacla de las drogas; la susceptibilidad
a las condiclones ambientales adversas, la digestion en el tracto gastrointestinal y la
no fusién directa con las membranas celulares (hitp:/www.BDS|Advantages.him).
Por otra parte, los liposomas son estructuras poco estables y genemaimente no
pueden ser lioflllzados, aspecto éste, que ha sido resuelto por la formacién de
estructuras cocleares.

Los cocleatos son estructuras multllaminares lipidicas enrolladas sobre sl mismas en
formas de caracol. La obtencion de cocleatos a parlir de la fusién de liposomas
unllaminares y empleando cationes divalentes es blen conocldo (D.
Papahadjopoulos ef al., Biochem, Blophys. Acta, 1975; 394:483). Este procedimiento
ha sido modificado para la formacién de una suspension de vesiculas lipidicas
multilaminares conteniendo y rodeadas por el antigeno. Este es convertido en
vesiculas lipidicas proteicas unllaminares pequefias por sonicaclén bajo nitrégeno,
para en presencla de lones divalentes formar los cocleatos (Gould-Fogerite et al. U.
S. Pat. No 5, 843, 674, July 1, 1897). Estos métodos se encuentran resumidos en la
Fig. 1.

Los cocleatos y otras microestructuras autoensambladas se han empleado para la
administraclén de agentes terapéuticos (Yager, et al. U, S, Pat. No. 5, 851, 536,
December 22, 1988, Gould-Fogerite, ef al. U. 8. Pat. No. 5, 994, 318, November 30,
1999 y Yager, of al. U. S. Pat. No. 6,180,114, January 30, 2001) incluyendo
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formulaciones de cocleatos contenlendo adyuvantes, (Gould-Fogerite, ef al. U. S.
Pat. No. 5, 884, 318, November 30, 19889). No obstants, tanto los llposomas como
los cocleatos requieren partir obligatoriamente de iiplkdos negativos y en ocasiones
de colesterol, ambos generaimente de procedencla animal y de alto costo (Mannino,
et al. U. S. Pat. No 4, 683, 161, May 5, 1987), que cada vez son menos aceptados
por las regulaciones farmacéuticas y preferentemente Incluyen una proteina
purificada de microorganismos o un péptido para el caso vacunal. Ademés, vale la
pena sefialar que el empleo de cocleatos como adyuvantes por sf solos o la
incluelén en ellos de otros activadores de seflales Importantes en la inducclén de la
respuesta inmune, tales como patrones moleculares asociados a patdgencs
(estructuras conservadas filogenéticaments para las cuales existen receptores en los
hospederos y que son reconocidas como seflales de peligro por la respuesta Innata
del mismo) no han sido previamente considerados.

Divulgacién de la Invenclén

El objeto de la presente Invencitn es la obtencién de una nueva estructura coclear a
partir de vesiculas de membrana extemna (ampollas) provenlentes de organismos
vivos, la cual presenta propledades adyuvantes y vacunales debido a sus
caracteristicas proteicas y lipidicas particulares, asl como por los patrones
moleculares asoclados a patbgenos Incluidos. Las estructuras cocleares una vez
formadas son homogenizadas en su tamafioc para hacerlas mas efectivas
inmunolégicamente.

Las estructuras cocleares de la presente Invenci6n se diferanclan, en tanto que, a
pesar de su composicién proteclipidica hasta el momento no ensayado por otros
autores, logran autoensamblarse y dar lugar a estructuras enrolladas en sl mismas
en forma de caracol. La composicion proteica y lipidica de las estructuras cocleares
dependerdn del microorganismo de donde procedan las vesiculas de membrana
extarria, es declr, dependerd de las caracteristicas de las proteinas de su
membrana. De Igual forma, las menclonadas estructuras contlenen concentraclones
de patrones moleculares asoclados a patigenos, entre el 1-7% con relacién a la
concentracién de protelnas, provenientes de la membrana del microorganismo en
cuestidn, Insertados y no libres en las mismas. Estos patrones, ademas pueden ser
purificados de ofros microorganismos y adicionados para constar con varios
patrones en una misma estructura. Los patrones adicionados més los existentes
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tienen que encontrarse, con respacto a las proteinas, en una relacién total entre el 1-
30% en relacién a la concentracién de proteinas. Uno de los patrones moleculares
asoclados a patdgenos Incorporados durante la formaclén de las estructuras
cocleares fue el lipopolisacarido de Vibrio cholerae o de N. meningitidis (ejemplo 20).
Las estructuras cocleares de la invencién permitieron la induccién de una respuesta
preferentemente celular y por ello efectiva an lactantes, mostraron propiedades de
termo resistencla, asi como de écido y béaslco resistencia y por tanto fueron efectivos
por via mucosal (ejemplos 2, 4, 6, 8 y 10). Estas propledades fueron (tlles para el
disefio de adyuvantes heterSlogos (adyuvantes empleados para potenclar vacunas
diferentes a las que dieron origen a las vesiculas de membrana externa) y vacunas
homélogas (vacunas contra el microorganismo de donde provienen las vesiculas de
membrana externa) empleando las menclonadas estructuras.

Con relacion a la composicién vacunal ensayada con dicha estructura es Importante
seflalar que las respuestas séricas fueron superiores a [as obtenkias empleando la
vacuna basada en vesiculas de membrana extemna adyuvada en alimina conocida
en el mercado, VA-MENGOC-BC®, en varlos tlempos, e Indujeron ademas, IgA
especifica al ser aplicadas por via mucosal. Asl mismo, las estructuras cocleares
estimularon los linfocitos CDB8, una parte importante de la respuesta inmune frente a
organismos Intracelulares.

La accién ‘adyuvante de las estructuras cocleares fue evaluada a través de varios
ensayos. Entre ellos se encuentran: la produccién de IL12 en la linea histiocltaria
humana U937 (ejemplo 11) y la produccién de éxido nitrico en la linea macrofagica
murina J774, en ausencla de otros astimulos (ejemplos 13); la estimulacién de
células dendriticas humanas (ejemplo 15) y la reducclon de las induraciones de las
lesiones del reto con Leishmania major en ratones inmunizados con las estructuras
cocleares contenlendo antigenos de este protozoo (ejemplo 16).

Las estructuras cocleares de la invencién hacen a la vacuna final o al adyuvante
inducir "/n vivo” respuestas més tempranas, potentes y duraderas, mientras que “/n
vitro” se observa la inducclén eficiente de mediadores Involucradas con la induccién
de un patrdn celular y buena estimulacién de células presentadoras de antigenos
profesionales {células dendriticas) (eJemplos 11, 13 y 15).

Otro objeto de esta Invencién es el empleo de las vesiculas de membrana externa,
que constituyen el punto de partida para la obtencién de las estructuras cocleares,
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como vacunas en sl mismas o como adyuvantes heterflogos, de esta manera que la
eliminaclén de la adsorcién en hidrdxide de aluminio no limite la capacldad
Inmunogénica de las mismas, considerando que no 8e ha explorado suficlentements
la capacidad de las vesiculas de membrana externa por si solas para inducir
respuestas parenterales.

Dichas vesiculas se definen como nanoesferas autoensambladas, constituidas por
una bicapa lipidica con proteinas y polisacéridos Insertados en la misma. Estas
pueden extraerse de cualquler patégeno y presentar diferentes patrones moleculares
asociados a los mismos (paricularmente llpopolisacérido, peptidoglicano,
lipoproteina, acido teicoico, flagelina o lipofosfoglicanc). El Lipofosfoglicano y el
lipolisacarido fueron obtenidos de Leishmanla major y N. meningltidis o Salmonelia
tiphy, respectivaments, durante el proceso de obtencién de las vesiculas de
membrana extema donde quedan Insertados en las mismas y nunca libres en
proporciones entre 1 y 7% del peso proteico.

Como vacuna, las vesiculas de membrana extema extraildas de Salmonella tiphy o
de N. Meningitidis B indujeron respuesta de IgA por via nasal y buena respuesta
inmunolégica por via parenteral. (elemplos 3, 5, 7, 12 y 14).

La acclén adyuvante de las vesiculas de membrana externa fue evaluada a través
de varios ensayos. Entre ellos se encuentran: la produccién de IL12 en la linea
hitiocltarla humana U837 (ejemplos 12) y la produccién de dxido nitrico en la linea
macrofégica murina J774 en ausencla de otros estimulos (elemplos 14); la
potenciacién de la respuesta celular (incremento de lgG2a) por la conjugacién de
pollsacéridos a vesiculas de membrana extema de N.meningitidls en comparacion
con su unién a toxolde teténico (ejemplo 18) y la potenciacién de la respuesta de
anticuerpos anti pollsacarido Vi de S. fiphy por conjugacién con vesiculas de
membrana extsma procedents de la misma bacteria (ejemplo 19).

El empleo de estructuras cocleares y vesiculae de membrana externa como
aedyuvantes o vacunas logrd [nesperadamente la potenciacién de la respuesta
Inmune Induclda por dosis previas de vacunas o por contacto con el germen natural.
Es importants seflalar que estas Gitimas ocurrieron por vias diferentes con respecto
a la empleada para la administracién de las estructuras cocleares o vesiculas
{eJemplo 22).
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La Invencién también Incluye el método de obtenclén de las estructuras cocleares a
partir de vesiculas de membrana extena de organismos vivos. Para ello se reallza la
sigulente secuencla de pasos: En primer lugar se purifica la membrana extema
estructurada en forma de vesiculas a partir de microorganismos o células vivas, por
cualqulera de los métodos bien conocidos por una persona experta. Preferiblemente
los métodos revelados en EP 301982, US 5,597,572, EP 11243 o US 4,271,147,
Zollinger et al. {J. Clin. Invest. 1979, 83:836-848), Frederikson ef a/. (NIPH Annale
1991, 14:67-80), Sauders et al. (Infect. Immun. 1989, 87:113-119), Drabick et al.
(Vaccine 2000, 18:180-172), WO 01/08350 o EP 885800077.8 y US 5,587,672 son
usados. De manem tal que finalmente las vesiculas de membrana extema
contengan entre un 1% y un 7% de lipopollsacérido completamente insertado en las
vesiculas. A partir de estas se prepara una soluclén con una concentracién de
protelnas totales presentes en la vesicula entre 3 y 6 mg/mL; pero Incrementando la
concentracién de detergente (no Iénico) hasta 8-12 vecea la concentraclén de
proteinas para la completa disolucidon de dichas vesiculas. Esta solucin es
posteriorments esterllizada por filtracién a través de una membrana con tamafio de
poro de 0,2 um, donde tamblén se eliminan los agregados de vesiculas de
membrana extema no disuelos. L.uego se reallza una diélisis rotacional o filtracién
tangenclal. La didlisls se realiza durante 24 h contra una solucién que contiene
concentraciones adecuadas de un i6n multivalente (particularmente, Ca®*, Zn* o
Mg?* en concentraciones entre 2,5 y 6,5 mM) en condiclones tamponadas a pH 7,4 +
0,2. Finaimente, a ias estructuras cocleares obienidas se les realiza un tratamiento
mecénico (particularmente, sonicacién en bafio de agua temperada a entre 16°C y
25°C durante 45 min.) para homogeneizar el tamafio de las particulas.

Esta metodologia permite [a obtencién de estructuras cocleares de forma efectiva y
rapida, las cuales contlenen multiples proteinas y lipidos de la membrana extema del
microorganismo empleado, asl como patrones moleculares asoclados a patSgenos
obtenidos de forma natural. ‘Estas estructuras muestran una elevada estabilidad e
Inmunogeniclidad.

Por otro lado, es posible la Incorporacién de nuevos antigenos en la menclonada
estructura durante su proceso de obtenclién de forma sendllia y eficlents. Los nuevos
antigenos son adicionados a la suspenslén de vesiculas de membrana externa
preparada para la obtenclén de estas estructuras, luego de incrementar la
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concentraclén de detergentes y previo a la adicién de los lones multivalentas durants
el procaso de didlisls. Entre los antigenos posibles a adiclonar se encuentran
sacéridos, lipoprotelnas, glicoproteinas, péptidos, conjugados y Acldos nuclelcos.
Estos tlenen que encontrarse en una proporcién de 0,2-2,7 ug por cada 3-9 ug de
protelnas. Por ofro lado es también posible la Incorporacién de ofroe patrones
moleculares asociados a patégenos para estimular eficientemente la respuesta
innata y adquirida, lo que permite su utllizacién eficiente como adyuvante heterSlogo.
Particularmente se incluyd lipopolisacérido de Vibrio choleras, amastigotes o
promastigotes de Leishmanla mayor, los que pemmitieron Inducir respuestas
celulares y de anticuerpos contra ellos. Tamblén, se Incorpord DNA plasmidico
contenlendo proteina verde fluorescente y se enfrentdé a lineas macrofégicas
evaluando posteriormente su presencla Intracelular por fluorescencla.
Particularmente también, se Incorporé un alergeno proveniente a Dermalophagoides
siboney y se determiné ia Induccién de respuesta celular contra el mismo (ejemplos
186y 17).

El empleo de organlsmos vivas como fuente de materia prima para la obtenclén de
estructuras cocleares no habla sido descrito previaments. De igual manera no se
conocla el procedimiento para lograr incorporar en las estructuras cocleares uno o
varios patrones moleculares asoclados a patdgenos como en el caso de la presente
Invencién.

EJemplos de Reallzacién

Elemplo 1. Obtencién de las estructuras cocleares.

Se parti6 de las vesiculas de membrana externa obtenidas por los métodos descritos
en EP 885900077.8 o US 5,587,672. Estas son resuspendidas en solucién buffer de
Tris-EDTA con 0.5% de desoxicolato de sodlo. La concentracion de protelnas de la
suspension se determind usado la metodologia de Lowry modificado segin Peterson
(Analyt. Blochem. 83, 346, 1877). El contenido de fosfolipldos que forman las
vesiculas fue determinado medlante la determinacién de fésforo Inorgénico (Bartlett,
J Biol. Chem. 234, 468, 1958). Tanto la concentracién de proteinas como la
concentracion de fosfollpldos fue empleada para establecer las condiclones Gptimas
y las cantidades de detergentes necesarios para la formacién de las estruciuras
cocleares. Se prepard una solucidn con las vesiculas ajustada a una concentracion
final protsica de 5-8 mg/mL. en tampén Tris-EDTA contenlendo desoxicolato de sodio
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en una cantidad de 6 a 15 veces la cantidad total de proteinas. Esta solucién fue
filtrada directamente en el dispositivo de diélisls a través de un filtro con tamafio de
poro de 0,2 pm. La diglisis fue realizada por agitacién rotacional durante 24 h con
camblo continuo y lento del tampén de didlisls. Esta (lima solucidn consistié en
NaCl 50-150 mM, Imidazol 1-4 mM, HEPES 36 mM y CaCl 2-7 mM en H:0
preparada bajo condiclones de esterllidad que fueron conservadas durante todos los
pasos. La formaclén de estructuras cocleares fue comprobada por la formacién de
un precipitado blanco y posterior observacién microscopica tanto éptica como
electrénica. La concentracién de protelnas y fosfolipldos fue nuevamente estimada y
ajustada para los posterlores ensayos. Las propledades fisico-quimicas de las
protefnas Incluidas en las estructuras cocleares fueron chequeadas y comparadas
con las vesiculas mediante electroforeals en geles de poliacrilamida tefiidos con Azul
de Coomassie. Adiclonalments la Integridad estructural de estas fue chequeada y
comprobada por medio de la metodologia de Westem Blot (Fig. 2-4).

Elemplo 2. Respuestes inducidas en ratones por las cleares en
comparacién con la vacuna, VA-MENGOC-BC®,

Ratones Balb/c fueron inmunizados por via Intramuscular con 12 ug de protelnas por
ratdn en 2 dosls espacladas 21 dias de VA-MENGOC-BC® o estructuras cocleares.
Los animales fueron sangrados en los tiempos representados después de la 2%
dosls y las respuestas séricas de Igé anti vesiculas de membrana externa fueron
evaluadas por ELISA. Se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre las
reepuestas Inducldas por las estructuras cocleares y la vacuna, slempre a favor del
primero, en los tempos 17, 27 y 180 dias después de la 2% dosls (Flg. 5).

Ejemplo 3. Respuestas Inducidas en ratones por las vesiculas de membrana extermna

en comparacl6n con la vacuna, VA-MENGOC-BC®, por via parentsral.
Ratones Balb/c fueron Inmunizados por via Intramuscular con 12 pg de proteinas por

ratén en 2 dosls espaciadas 21 dias de VA-MENGOC-BC® o vesiculas de membrana
externa. Los animales fueron sangrados en los tiempos representados después de la
2™ dosls y las respuestas séricas de IgG anti vesiculas fueron evaluadas por ELISA
No se observaron diferenclas significativas (p<0.05) entre las respuestas Inducidas
por las vesiculas y la vacuna. Estos resultados apoyan la utllidad de las vesiculas de
membrana externa como vacunas por sf solas (Fig. 68).
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Elemplo 4. Efectividad de la Inmuntzacién nasai (IN) o géstrica (IG) con estructuras
cocleares.

Ratones Balb/c fueron Inmunizados por via intranasal (IN) o Intragéstrica (IG) con
100 6 12 ug de protelnas por ratén en 2 dosis espaciadas 21 dlas, respectivamentse.
Los animales fueron sangredos en los tiempos indicados después de [a 2 dosis y las
raspuestas séricas de IgG antl vesiculas fueron evaluadas por ELISA. Se Indujeron
buenas respuesta de IgG antl vesiculas de membrana extema con ambas
conceniraciones de estructuras cocleares por via IG e IN, lo que Implica la induccién
de buenas respuestas sistdmicas por Inoculaclén mucosal (Fig. 7).

Elemplo 5. Efectividad de la inmunizacién nasal {IN) con vesiculas de membrana
externa.

Ratones Balb/c fueron Inmunizados por via IN 12 ug de protelnas por raton en 2
dosls espacladas 21 dlas. L.os animales fueron sangrados en los tiempos Indicados
después de la 2 dosis y las respuestas séricas de IgG antl vesiculas fueron
evaluadas por ELISA. Se Indujeron buenas respuestas de IgG anti vesiculas por via
IN, lo que implica la induccién de buenas respuestas slstémicas por Inoculacién
nasal (Fig. 8).

géstrica (1G) en Inducir igA en saliva,
Ratones Balb/c fueron Inmunizados por via IN ¢ IG con 100 6 12 ug de proteinas por

raton, respectivamente, en 2 dosis espacladas 21 dlas. En los animales se tomé la
saliva 9 dias después de la ulima dosis y las respuestas de IgA antl vesiculas de
membrana extama fueron evaluadas por ELISA. Se Indujeron significativas
respuestas de IgA anti vesiculas por via IN y un se Indujo un ligero pero importante
incremento de IgA antl vesiculas por via IG (Fig. 8).

Eiemplo 7. Efectividad de las vesiculas de membrana extema aplicados por via
nasal ({IN) en Inducir IgA en saliva.

Ratones Balb/c fueron inmunizados por via IN con 12 g de proteinas por ratén en 2
dosis espaciadas 21 dias. En los anlmales se tomé ia saliva 9 dias después de la
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uliima dosis y las respuestas de IgA anti vesiculas fueron evaluadas por ELISA. Se
Indujo significativa respuesta de IgA antl vesiculas por via IN (Fig. 10).

Ejlemplo 8. Subciases de g3 antl vesiculas de membrana exitema en suero

Induclidas por la inmunizaclén con las estructuras coclearss.
Ratones Balb/c fueron inmunizados por las vias Intranasal (IN), intragdstrica (IG) o

intamuscular (IM). IN fue con 100 y el resto con 12 ug de proteinas ratn de
estructuras coleares en dos dosis espaciadas 21 dlas. Se emple6 VA-MENGOC-BC®
como control posltivo IM con 12 pg. Los animales fueron sangrados a los 21 dias
después de la segunda dosls y los titulos de IgG1 e lgG2a en suero fueron
analizados por ELISA. En todos los casos (excepto en los contfroles negativos) se
indujeron tltulos significativos (p<0,05) de IgG2a siendo estos més elevados cuando
las estructuras cocleares se administraron por via nasal. Esto indica la Induccién de
un patrén de anticuerpos IgG de tipo celular Th1 y sobre todo por via nasal (Fig. 11).

Elemplo 9. Subclases de IgG en suero inducldas por la inmunizacién con las

vesiculas de membrana extema (VME).
Ratones Balb/c fueron inmunizados por diferentss vias con 12 ug de proteinas por

ratén de vesiculas de membrana externa, en dos dosls espaciadas 21 dlas, por via
intranasal (IN) o intramuscular (IM). Se aplicé la vacuna VA-MENGOC-BC® IM en
igual concentracién como control posltivo. Los animalas fueron sangrados a los 21
dias después de la segunda dosis y los titulos de IgG1 e IgG2a anti VME en suero
fueron analizados por ELISA. En todos los casos se indujeron titulos significativos de
1gG2a por las vesiculas de membrana externa Indicando la induccién de un patrdn
de anticuerpos IgG de tipo celular Th1. No fue asl en los controles negativos IM o IN.
Una total Inversién del patrén se observé por via IN donde casl toda |a respuesta fue
a base de IgG2a (Fig. 12).

Ejemplo 10. Termo y écido resistencia de las estructuras cocleares formados a partir
de vesiculas de membrana extema,

La termo resistencia fue evaluada a través de la exposicién a 80 °C por 7 dfas de las
muestras. La 4acido resistencla se evalud a través de Ia exposlicién de las estructuras
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cocleares a pH 1 por 45 min. Posteriorments, las muestras tratades y el control
fueron empleados para Inmunizar ratones Balb/c con 2 dosis de 12 ug de proteinas
por ratdn cada una, espaciadas 14 dlas, por via inftramuscular. Los ratones fueron
sagrados a ios 28 dias de iniciado el experimenio y los sueros mantenidos
individualmente a -20 °C hasta su uso. Como puede observarse no hubo diferencias
significativas (p>0,5) entre las respuestes de IgG anfl vesiculas de membrana
externa Inducidas en cada animal y grupo (Fig. 13).

Elemplo 11. Producclén de IL12 por la lin lular U937 estimulada con estructuras
cocleares en susencia de otro estimuio.

Las células U837 fueron cultivadas en RPM| 1640 suplementados con gentamicina a
50 pg/mL, L-glutamina (2 mM), plruvato de sodlo (1 mM), HEPES [4-<{2-hidroxieti)-1-
piperazinetanosulfénico acido)] (15 mM) y con 10% de suero bovino fetal (Sigma).
Estas fueron diferenciadas a macrifagos pon tratamlanto con PMA (forbol miristato
acetato) y se sembraron en placas de cultivo de fondo plano de 24 pozos a razbn de
5 x 108 células / pozo. Luego de 24 h se les afiadl6 las estructuras cocleares a raz6n
de 250 ng/mL en medio de cultivo. Lusgo de 24 h de estimulacién los sobrenadantes
fueron recolectados y se determiné la presencia de IL.12 mediante un ELISA de tipo
sandwich. Se observé la produccién de iIL12 por las células U837 estimuladas con
las estructuras cocleares (Fig. 14).

Elemplo 12. Produccién de IL12 por la linea celular U937 estimulada con vesiculas
de membrana extema (VME) en ausencia de otro estimulo.
Las células U937 fueron culiivadas en RPMI 1840 suplementados con gentamicina a

50 pg/mL, L~glutamina (2 mM plruvato de sodio (1 mM), HEPES [4-(2-hidroxieti)-1-
plperazinetanosulfonico édcldo)] (15 mM) y con 10% de suero bovino fetal (Sigma).
Estas fueron diferencladas a macnrSfagos con tratamiento con PMA (forbol miristato
acetato) y se sembraron en placas de cultivo de fondo plano de 24 pozos a razdn de
5 x 10° células / pozo. Luego de 24 h sa les afiadlé las vesiculas de membrana
externa a razdén de 250 ng/mL en medlo de cultivo. Luego de 24 h de estimulacién
los sobrenadantes fueron ensayados para la presencia de IL12 mediante un ELISA
de tlpo séndwich. Se observé la producclén de IL12 por las células U837
estimuladas con las vasiculas de membrana extema (Fig. 15).

2!
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Elemplo 13. Produccién de ¢xido nitrico por la linea ma lca murina J774
estimuladas con estruciuras cocleares en ausencia de otro estimulo.

Las células J774 fueron cultivadas en medio DMEN suplementado con gentamicina
a 50 pg/mL, L-glutamina (2 mM), piruvato de Sodlo (1 mM), HEPES (156 mM) y con
10% de suero bovino fetal (Sigma), previamente Inactivado a 56 °C durante 30 min.
Se sembraron en placas de cuitivo de fondo plano de 96 pozos a razdn de 1 x 10°
células / pozo y se incubaron por 24 horas a 37 °Cy 5% de COs. Posteriormente, las
cblulas adherentes fueron incubadas con 200 L de DMEN y las estructuras
cocleares a 250 ng/mL. Se Incluyeron también varlantes Incubadas con L-NMMA
(1uM), Inhibidor de la ruta de produccién del oxido nitrico. A las 24 y 48 h se
colectaron los sobrenadantes los cuales fueron anallzados para el contenido de
nitritos medlante la reaccién de Grelss (Rockett, KA et al., Infect. Immun., 1992,
60:3725-3730). Se observé una significativa produccion de oxido nitrico por las
células Incubadas con las estructuras cocleares. Esta produccién fue Inhiblda
empleando el L-NMMA (Fig. 16).

Ejemplo 14. Produccién de éxido nitrico por la linea macrofagica murina J774
estimuladas con vesiculas de membrana exiema (VME) en ausencla de otro

estimulo.

Las céluias J774 fueron cultivadas en DMEN suplementado con gentamicina a 50
pg/mL, L-glutamina (2 mM), plruvato de (1 mM), HEPES (15 mM) y con 10% de
suero bovino fetal (Sigma), previamente Inactivado a 58 °C durante 30 min. Se
sembraron en placas de cultivo de fondo plano de 86 pozos a razén de 1 x 10°
células / pozo y se Incubaron por 24 h a 37 °C y 5% de CO,. Posteriormente, las
células adherentes fueron incubadas con 200 pyl. de DMEN y las vesiculas de
membrana extema a 250 ng/mL. Se incluyo tamblén variantes Incubadas con L-
NMMA (1pM), Inhibldor de la ruta de produccién del oxido nfirico. A las 24 y 48 h se
colectaron los sobrenadantes, los cuales fueron analizados para el contenido de
nitritos mediants la reaccién de Grelss (Rocksett, K. A et al,, Infect. Immun., 1982,
60:3725-3730). Se observd una significativa produccién de oxido nitrico por las
células incubadas con las vesiculas de membrana extema, superior a al inducida por

22
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el LPS empleado como control. Esta produccion fue inhibida por el L-NMMA (Fig.
17).

Ejemplo 15. Estimulaclén de células dendriticas humanas por las estruchuras
cocleares '

La sangre fue extralda y las células mononucieares periféricas fueron purificadas por
ficoll. Las células fueron cultivadas razén de 10 x 10° células por mL en presencia de
LPS o estructuras cocleares y se determiné la activacién de las células dendriticas
por Cltometria de Flujo. Como puede observarse en la Fig. 18, se activaron las
células dendriticas medido a través de la expresion de moléculas coestimulatorios
(CD40, CD80 y CDB86) y se incrementd la expresién de moléculas MHC. Esto
demuestra el caracter adyuvante de estas estructures.

Ejemplo 16. Reduccién de las Induraciones en Balb/c inmunizados con estructuras
cocleares contenlendo amastigotes de Lelshmenia m retados con el mismo
protozoo.

La inclusion de amastigotes de L. major se reallzé Incluyendo los antigenos
semlipurificados en los primeros pasos de formaclén de las estructuras cocleares. La
cantidad de detergentes fue ajustada de acuerdo a la cantidad de protelnas totales y
la concentracién de proteinas totales fue ajustada para manteneria en un rango de
568 mg/mL. La relacién entre proteinas vesiculares y de los nuevos antigenos
incluldos fue de 12/1. La formacién de las estructuras cocleares fue chequeada por
microscopla 6ptica y electrénica. La Iinciusién de proteinas de L. major fue también
varificada medlante electroforesis en geles de pollacrilamida tefildos con Azul
Coomassie. Ratones Balb/c fueron inmunizados con 12 pg de las estructuras
cocleares con 2 dosls espaciadas 21 dlas por via Inframuscular en la pata de la
extremidad posterior lzquierda. A los 21 dias de la segunda dosis los ratones fueron
infectados con 3 x 10" promastigotes en la misma extremidad de la Inmuntzacién.
Los promastigotes fueron obtenidos de ia fase estaclonaria de cultivos realizados en
medio DMEN sobre medio sélido agar-sangre. El volumen de las lesiones fue
estimado semanalmente a partir de la 4 semana luego de la Infeccién. Se observd
una reducclén significativa del tamafio de las leslones en el grupo inmunizado con
las estructuras cocleares contenlendo antigenos de L. major. Esto demuestra el
carécter adyuvante de esta estructura (Fig. 18).
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Elemplo 17. Inclusién de DNA plésmidico con la proteina verde fluorescents.
Plésmidos contenlendo el gen de la protelna verde fluorascenta bajo el promotor

CMV purificados fueron incluidos en Ila solucién Iniclal de obtencién de las
estructuras cocleares sigulendo los mismos pasos de obtenclén que en el sjempilo 1.
La relacién plasmido / proteinas vesiculares fue ajustada a 1/100. La Inclusién de los
pldsmidos fue chequeada modlanta oleciroforesis en agarosa al 1% de las
estructuras cocleares previamente incubados a 37 °C por 30 min. luego de agregar
EDTA hasta 2 mM para provocar la liberacién del pldsmido del Interior de estoa. Los
geles fueron teflidos con Bromuro de Etidio y fueron observados bajo luz ultravioleta.
S6lo se observaron presencia de pldsmido en las estructuras cocleares que los
contenian luego de ser tratadas con EDTA. Posteriormente se desarrollé un ensayo
de transfecclén en la linea celular J774 con estas estructuras. Luego de 2 h de
Incubacién las estructuras cocleares fueron eliminadas del medio de cultivo. La
observacién bajo fluoreacencla de las céiulas 24 h més tarde armrojé la presencla de
numerosas céluias con sefiales fluorescentes en el citoplasma.

Elemplo_18. Potenclacién de respuesta celular por conjugacion a veslculas de
membrana externa.

El polisacérido (PsC) del serogrupo C de Nelsserila meningitidis fue conjugado al
téxoide teténico (TT) o a vesiculas de membrana externa (VME) de N. meningiiidis
serogrupo B. Ratones Balb/c fueron inmunizados con 3 dosls Intraperitoneales (0, 14
y 28 dias) que contenla 10 pg de PsC conjugados. Los animales fueron sangrados
antes y a los 42 dias de iniciado la inmunizacién. En el suero se determinaron las
respuestas de igQ y sus subclases. La mayor respuesta de |gG2a encontrada en el
grupo conjugado a vesiculas de membrana externa es indicaivo de una mejor
respuesta celular induclda que cuando se conjugé con toxoide tetdnlco (TT) (Fig.
20).

Elemplo 19. Potenciacién de respuesia de anficuerpos antl pollsacérido V1 por
conjugaclén.

24
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El pollsacérido Vi de Saimoneila tiphy fue conjugado vesiculas de membrana externa
(VME) de S. tiphy. Ratones Balb/c fueron Inmuntzados con 2 dosis intraperitoneales
(0 y 28 dias) que contenia 10 pg de VI. Los animales fueron sangrados antes y a los
42 dlias. En el suero se determinaron ias respuestas de IgG y sus subclases. La
conjugacién incrementa y positiviza la respuesta contra el Vi y se detecta respuesta
de igG2a (Fig. 21).

Elemplo 20. Poslbllidad de inclusién de diferentes concentraciones de nes
moleculares asoclados a patdgenos en las estructuras cocleares.

Para la Inclusién en las estructuras cocleares de diferentes concentraciones de
patrones moleculares asoclados a patégenos se ensayaron diferentes cantidades de
LPS de Neisseria meningitidis B. Las relaclones LPS / proteinas que se emplearon
para la inmunizaclon de los ratones fueron: 0.05/12; 0.5/12; 1/12 y 2/12. La
formacién de las estructuras cocleares fue chequeada por microscopla Optica
determin&ndose la relacién 1/12 como la méxdma relacién en la que se puede incluir
el LPS sin afectar la formacién de las estructuras cocleares. Cantidades mayores
afectan vislblemente la formaclén de las estructuras conduclendo a la formacién de
agregados. Todas las varlantes obtenidas fueron inmuntzadas en ratones Balb/c con
dos dosls, espacladas 21 dias, de 12 pg de proteinas por ratén. Los tfulos de IgG
antl vesiculas de membrana extena (VME) fueron determinados no encontrandose
diferencias entre los titulos Inducldos por las diferentes variantes, pero garantiza la
posibilidad de Incorporar diferentes LPS en estas estructura (Flg. 22).

Elemplo 21. Efectividad del método propuesto para los pasos finales en la
producclén de las estructuras cocleares.

Estructuras cocleares tratadas por sonicacién (Tio) suave en bafio de agua durante
45 min. a 20 °C y no tratadas fueron empleadas. Ratones Balb/c fueron Inmunizados
por via Intranasal con 100 pg de proteinas por ratdn en 2 dosls espaciadas 21 dlas.
En los animales se toms la saliva 9 dias después de la ultima dosls y las respuestas
de IgA antl vesiculas de membrana externa (VME) fueron evaluadas por ELISA. La
repuesta Inmunoldgica fueron significativamente més tempranas u duraderas en los
animales Inmunizados con las estructuras tratadas eegn muestra la figura 23.
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Elemplo 22. Respuesta de IgA antl vesiculas de membrana extema en suero, sallva
y vagina inducida por Inmunizacién parenteral y mucosal de animales, evaluada por
ELISA.

Ratones Balb/c fueron Inmunizados con 2 ¢ 3 dosis de vesiculas de membrana
externa (VME) por via nasal (IN), 3 dosis de vacuna (VA-MENGOC-BC®)
intramuscular (IM) como control y la combinacidn de 1 dosis de vacuna IM y 2 dosla
IN. Cada ratén reclbié 12 ug de proteinas en los lempos 0, 21 y 42. Los sueros
fueron tomados a 15 dias y la saliva y el fluldo vaginal & 9 dias de Ia Giima dosis.
Los resultados fueron evaluados por ELISA. Como puede observarse la
Inmunizacién nasal Induce ligeros Incrementos de IgA a nivel sérico no slendo asi
por la Inmunizaclén IM con la vacuna. La respuesta mucosal fue dependiente del
nGmero de dosls, es decir 2 dosis no indujeron y 3 dosis sl indujeron respuesta de
IgA anti vesiculas de membrana axterna. Por G(lttmo 2 dosis nasales si fueron
efectivas en animales que reclbleron un estimulo (una dosis) IM con vacuna (Flg.
24).

Elemplo 23. Acclén adyuvante de las estructuras cocleares (AFCo1) sobre las

proteinas Incorporadas en las vesiculas de membrana extema (VME).
Ratones Balb/c (n = 7) fueron inmunizados con 2 dosis Intramuscularmente de 12.5

g/ratén de VME, AFCo1 o vacuna (VA-MENGOC-BC®). Los sueros fueron tomados
antes y en varlos tlempoa poeteriores & la Gitima dosls. La respuesta de IgG anti
VME fue determinada por ELISA. Como puede observarse en la Fig. 25 la
presentacién a través de los AFCo1 Indujo respuesta significativamente superiores a
la de las VME y la vacuna. Esta ademés, continud elevada a los 180 dias cuando las
otras descendlan significativaments.

Elemplo 24. Ca ad nte de las vesiculas de membrana extemna E
frente a antigenos hetedlogos (Ovalbimina, Ova).

Para determinar !a funcién adyuvante primeramente e Incorporéd Ovalbimina (Ova)
como antigeno heterdlogo. Luego se determiné la presentaclén a TCD4* y
finaimente se detarmind la respuesta de IgG antl Ova y sus subclases In vivo.
Incorporacién de Ova en VME. Ova fue Incorporada en VME medlante el empleo de
detergentes, particularmente desoxicolato, el cual permitié el desensamblaje de su
estructura vesicular. La eliminacién del detergente y el re-ensamblaje de la
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estructura en presencla de Ova permmitieron su Incorporaclén en las VME. La
proporcién final de VME:Ova fue de 100:11,2. La estructura vesicular fue
comprobada mediante cromatografia de exclusién molecular rindlendo perfiles
simllares a los de las VME solas. La presencia de Ova fue comprobada por SDS-
PAGE y su posterior Western Blot revelado con un policlonal anti-Ova el cual
demostrd la presencia de una banda correspondiente a Ova dentro del perfll proteico
de las VME.

Presentacion de Ova incorporada en las VME a TCD4" y activacién de las mismas:
Fue empleado e! hibridoma de células T CD4* restringidas para MHC clase |
especifico para el péptidos Ova (257-264). Células Dedrfticas (CD) fueron incubadas
por 2 h con VME-Ova o Ova soluble y luego co-cultivadas con e! hibridoma de
células T. Los sobrenadantes fueron colectados luego de 24 h y testados para
detectar produccién de IL2 a través de la Incorporacién de I’H] timidina por la linea
celular CTLL dependients de IL2. La produccién de IL2 brinda una medida de la
activacién de los hibridomas de células T especificos para péptidos de Ova. La
Figura 26 muestra que las CD Incubadas con VME-Ova pueden presentar los
péptidos de Ova al hibridoma de células T CD4". El hibridoma de células T produjo
niveles de IL2 significativamente mayores cuando fue estimulado con CD que habfan
sido previamente incubadas con VME-Ova en comparacién con CD incubadas solo
con Ova. Las diferenclas significativas entre los niveles de presentacion del péptido
especiico de Ova en MHC-Il por CD Incubadas con PL-Ova o Ova fueron
determinadas usando la Prueba de comparacion miiltiple de Duncan con un rango
de confianza del 85%. De esta forma, el Proteollposoma puede liberar antigenos a
CD y propiciar una eficients presentacién antigénica a células TCD4",

Respuesta de IgG ant-Ova en ratones C3H/HeN Inmunizados con VME-Ova:
Ratones C3H/HeN fueron Inmunizados intramuscularmente con dos dosls de 5
mg/ml de VME-Ova o solucién sallna tamponada de fosfato (SSTF) como control
negativo o una dosls de la emulsién Titermax-Ova como control positivo. El

adyuvante comerclal Titermax (Sigma, UK) fue emulsionado con Ova y administrado-

sigulendo las Indicaciones del proveedor. Todos los sueros se obtuvieron 21 dias
después de la primera dosis y fueron evaluados por ELISA para determinar los
niveles de IgG antl-Ova presentes en cada grupo. Altas concentraclones de IgG anti-
Ova fueron detectadas en el suero de ratones Inmunizados con VME-Ova y que con
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Thermax-Ova (Fig. 27). Este resultado evidencia la capacldad adyuvante de las VME
a través de su habllidad para Inducir una respuesta de IgG elevada contra el
antigeno heterdlogo Incorporado en su estructura.

Respuesta de subclases IgG ant-Ova en ratones C3H/HeN Inmuntzados con VME-
Ova: La subdlase IgG2a es caracterfstica del patrén Th1 en murinos. Determinar la
composicién de subclases de la respuesta !gG evidenciada en ratones C3H/HeN
Inmunizados con VME-Ova era cruclal para esclarecer la capacidad adyuvante de
las VME. En ratones C3H/HeN inmunizados con VME-Ova se obfuvo un mayor titulo
de IgG2a que de IgG1 ant-Ova. Sin embeargo, en los ratones inmunizados con
Thermax-Ova se Indujo una mayor respuesta de IgG1 que de IgG2a (Fig. 28). Este
resultado evidencid que las VME son capaces de polarizar la respuesta induclda
contra el antigeno hetsréiogo incluido en eu estructura hacia un patrén de respuesta
Thi.

Elemplo 25. Potenclacién de la respuesta anti Core y antl Cépside del Virus de la

Hepatitls C (VHC) por su In racién en estructuras cocleares (AFCo1),

Ratones Balb/c fueron Inmunizados por via Intramuscular (IM) en las semanas 0, 3 y
7. Slete grupos, de 10 animales, fueron inmunizados con uno de los sigulentes
Inmundgenos:

50 g del plasmidio pIDKE2 (Duefias-Carrera S, Alvarez-Lajonchere L, Alvarez-
Obregon JC, Pérez A, Acosta-Rivero N, Vazquez DM, Martinez G, Vifia A, Pichardo
D, Morales J. Enhancement of the Immune response generated against the hepatitis
C virus envelope proteins after DNA vaccination with polyprotein-encoding plasmids.
Biotechnol Appl Biochem. 2002;35:205-212), contlene la secuencia codificante para
los antigenos Core, E1 y E2 del VHC;

50 g de pIDKE2 VHC Incorporados en 12 g de estructuraa cocieares (AFCo1);

10 g de protelna Core del VHC, (Alvarez-Obregon JC, Dueflas-Carera S,
Valenzuela C , Morales J. A truncated HCV core protsin elicits a potent immune
response with a strong paricipation of cellular immunity components In mice.
Vaccine 2001; 19:3840-3946) comprende los primeros 120 aa de la proteina de la
capsida del VHC;

10 g de protsina Core del VHC incorporados en 12 g de AFCo1;

12 g de AFCo1;
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50 g del plasmidio pAEC-K6 (Hemera AM, Rodriguez EG, Hemandez T, Sandez B
y Duarte CA. A family of compact plasmid vectors for DNA Immunization In humans.
Blochem Biophys Res Commun. 2000;279(2):548-551) que no contiene secuencias
codificantes para antigenos del VHC;

50 g de pAEC-KS Iincorporados en AFCo1;

Solucién salina.

Los plasmidios y la protsina Core fueron administrados en soluclén salina. La figura
29 muestra [a respuesta de igG contra la proteina Core, 2 semanas después de la
Gltima inmunizaclén. El uso del AFCo1 potencl la respuesta de anticuerpos induclda
contra la proteina de la cdpsida Induclda por el plasmidio pIDKE2 (p<0.01).
Adicionalmente, la Incorporacién de la proteina Core en el AFCo1 indujo niveles de
anticuerpos significativamente superiores a los inducidos por la proteina Core sola
(p<0.05).

Ventajas de la solucién propuesta _

Las vesiculas de membrana extema son extraidas de organismos vivientes io que
permite la seleccion de constituyenies durante el proceso extractivo de las
membranas externas, que son la primera barmera de contacto huésped-patdgeno,
por lo que estos constituyentes tienen ampllas posibliidades de ser protectores en
animales y humanos;

Durante el proceso extractivo es posible la inclusién de otras proteinas de Interés ya
sean haturales o recombinantes;

Las vesiculas de membrana extemna extraldos de organismos vivientes son mas
estables que los liposomas formados artificialments, pudiendo mantenerse por varios
meses y hasta afios sin alteraciones significativas que afecten la formecién de
futuras estructuras cocleares;

La preferente Induccidn de respuesta celular, Th1 en animales y humanos, convierte
a estos adyuvantes o vacunas en efectivos, ademés de en adultos y nifios, durante
la Lactancia;

La estructura coclear formada es termo resistente, por o que puede ser una busna
opclén para resolver los problemas de la cadena de frio de varlas vacunas, por su
formulacion en este adyuvante o su desarrollo a partir de vesiculas de membrana
extema y estructuras cocleares;

Pl
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La estructura coclear formada es écido y bésico reslstentes, por lo que es una
opclén Importants a tener en cuanta en las vacunas orales;

Los antigenos son incorporados duranté el proceso productivo, lo que hace al
producto final termo resistents, acldomesistents y basico reslstente;

La versatllidad de antigenos a incluir, solubles y particulados, Incluyendo écidos
nucleicos, permite producir gran nlimero de vacunas e Incluso ser miiltiples;
Contiene patrones moleculares asoclados a patdgenos y se les pueden incorporar
otros a voluntad para incrementar su poder adyuvants e inmunogénico, logrando
reducir la posible toxicidad de alguncs de estos patrones y por ello su respuesta
inflamatoria;

Estas estructuras cocleares logran Induclr respuestas mas tempranas, potentes y
duraderas /n vivo,

Estas estructuras cocleares logran inducir, in vitro, mejores respuestas a nivel de
cltocinas Inductoras de patrones de respuesta inmune celulares;

Conserva las propledades de los cocleatos artificlales (eficlente Incorporacién de
antigenos hidrof6bicos, sistema de liberacién [enta, contenido de calclo como
mineral esenclal, reduccién de oxidaclén lipidica, llofillzacién, etc.); pero supera a
estos en Inmunogenicidad, por la Inclusién de patrones moleculares asoclados a
patdgenos y su capacidad de inducclén de un patrén Thi, Incluyendo la Induccién de
respuesta T cltotdxica y

Se evita |la procedencla de animales superiores de los lipidos y colesterol.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1. Métodos para la produccidn de cocleatos descrito en Gould-Fogerite et al.
U. S. Pat. No 5,643,674, July 1, 1997.

Figura 2. Método simpilificado de la forma de obtencién de las estructuras cocleares
objetos de la presente Invencién.

Figura 3. Microscopia electrénica de una estructura coclear.

Figura 4. A, electroforesis en gel de acrilamida al 12.5% tefiida con Azul Coomassie
de las proteinas presentes en las vesiculas de membrana externa y las estructuras
cocleares y B,

Waestem Biot de las proteinas presentas en las vesiculas de membrana extsma y las
estructuras cocleares usando un suero humano de alto titulo contra las vesiculas de
membrana extemna.
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Figura 5. Respuestas séricas de IgG antl vesfculas de membrana extema en ratones
inmunizados por via parenteral con VA-MENGOC-BC® o con estructuras cocleares
evaluados por ELISA.

Figura 6. Respuestas séricas de IgG antl vesiculas de membrana extema (VME) en
ratones inmunizados por via Iintramuscular con VA-MENGOC-BC® o vesiculas de
membrana externa evaluados por ELISA.

Figura 7. Respuestas séricas de [gG anti veslculas de membrana extemna (VME) en
ratones Inmunizedos por via intragéstica (IG) o Intranasal (IN) con vesiculas de
membrana externa evaluados por ELISA.

Figura 8. Respuestas séricas de IgG antl vesiculas de membrana externa (VME) en
ratones inmunizados por via intranasal (IN) con vesiculas de membrana extema
evaluados por ELISA.

Figura 9. Respuesta en saliva de IgA anfl vesiculas de membrana externa en ratones
Inmunizados por via intragéstrica (IG) o Intranasal (IN) con estructuras cocleares
evaluados por ELISA.

Figura 10. Respuesta en saliva de IgA anti vesiculas de membrana externa en
ratones Inmunizados por via Intranasal (IN) con vesiculas de membrana externa
evaluados por ELISA.

Figura 11. Resultados en suero de las subclases de IgG antl vesiculas de membrana
externa de animales Inmunizados con estructuras cocleares evaluados por ELISA,
Figura 12. Resultados en suero de las subclases de IgG anti extemna de animales
inmunizados con ves{culas de membrana extemna evaluados por ELISA.

Flgura 13. Resuliadoe en suero de la termo resistencla y la acldoresistencla de las
estructuras cocleares evaluados por ELISA.Figura 14. Evaluacién de la producclién
de IL12 por las células U937 estimuladas con las estructuras cocleares.

Flgura 15. Evaluacién de la produccién de IL12 por las células U937 estimuladas con
vesiculas de membrana extema de Nelsseria meningitidis.

Figura 16. Produccidon de oxido nltrico por las células J774 Incubadas con ias
estructuras cocleares.

Figura 17. Producclén de oxido nitrico por lae células J774Incubadas con las
vesiculas de membrana externa de Nelsseria meningitidis.

Figura 18. Estimulacién de células dendriticas humanas por estructuras cocleares.
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Figura 19. Resultados de las Induraciones de animales Inmunizados con estructuras
cocleares contenlendo amastigotes y retados con Le/shmanais major.

Figura 20. Resultados del efecto adyuvante de la conjugacién de polisacarido con
vesiculas de membrana externa de Nelsserla meningitidis.

Figura 21. Resultados del efecto adyuvante de la conjugaclén de polisacarido con
vesiculas de membrana extemna de Sa/moneiia tiphy.

Figura 22, Resultados de la Incorporacion de patrones moleculares asoclados a
patégencs

Figura 23. Resultados del efecto de !a sonicaclén sobre la respuesta inducida por las
estructuras cocleares. )

Figura 24. Resultadoe de la potenclacién de la via nasal por estimulo iniclal
Intramuscular.

Figura 25. Cinética de respuesta de IgG antl VME potenclada por las estructuras
cocleares (AFCo1). La respuesta de IgG antl VME fue determinada en el suero de
animales Inmunizados por via intramuscular con VME, VA-MENGOC-BC® o AFCof1.
Como puede apreclarse el AFCo1 Indujo respuestas significativamente superiores y
més duraderas.

Figura 28. Células dendriticas (CD) pueden procesar péptidos de Ova incluldos en
las vesiculas de membrana extema (VME) (VME-Ova) y presentarics en MHC-I. La
produccién de IL-2 por el hibridoma de céiulas TCD4* fue cuantificada por
incorporacién de [*H] timidina por la linea celular CTLL dependiente de IL-2. Los
datos se presentan como [a media + la desviacién estédndar de tres experimentos
diferentes. *significativamente diferente de ofros grupos.

Figura 27. Respuesta de IgG ant-Ova en ratones inmunizados con VME-Ova.
Ratones C3H/HeN fueron Inmunizados con dos dosls de VME-Ova 5 mg/ml, solucién
sallna tamponada de fosfato o con la emulsién Titermax-Ova (control positivo). Los
sueros fueron colectados 21 dlas luego de la primera Inmunizacién y evaluados por
ELISA. Los datos muestran la concentracién de IgG promedio de cinco animales en
cada grupo * la desviacin esténdar y son representativos de trea ensayos
diferentes.

Figura 28. Respuesta de subclases de IgG ant-Ova en matones Inmunizados con
VME-Ova. Ratones C3H/HeN fueron inmunizados con dos dosis de VME-Ova 5
mg/mi, solucién sallna tamponada de fosfato o con la emulsién Titermax-Ova (control
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positivo). Los sueros fueron colectados 21 dias luego de la primera inmunizacién y
evaluados por ELISA. Loe datos mueetran ef fftulo de IgG1 y de IgG2a de las
mezclas del suero de cinco animales en cada grupo y son representativos de tres
ensayos diferentes.

Figura 29. Respuesta de IgG contra la proteina Core del Virus de Hepatitls C (VHC)
inducida por Inmunizacién Intramuscular de animales, evaluada por ELISA. La
respuesta de IgG anti Core fue determinada en el suero de animales inmunizados
por via Intramuscular con tres dosis (semanas 0, 3 y 7) y sangrados dos semanas
posteriores a la Glima dosls. Como puede apreciarse la Incorporacién de los dos
antigenos (Core y Cépeide) en AFCo1 Indujo respuestas significativaments
superiores.
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REIVINDICACIONES

. Composiclén vacunal caracterizada porque comprende estructuras cocleares

proteolipidicas obtenidas a partir de vesiculas de membrana externa de
organismos vivos y opclonalments uno o més antigenos, as! como un
excipiente adecuado.

. Composicion vacunal seg(n Ia relvindicaclén 1, caracterizada porque dichas

esfructuras cocleares estén formadas por proteinas, lipldos y patrones
moleculares asociados a patdgenos,

. Composicion vacunal segin la reivindicacién 2, caracterizada porque los

patrones molectilares asoclados a patdgenos sa encuentran o sean
adiclonados entre &l 1% y el 30% del peso protelco de la estructura coclear.

. Composicién vacunal segln relvindicacién 3, caracterizada porque los

patrones moleculares asoclados a patdgenos son selecclonados del grupo
consistents en [lipopolisacérido, peptidoglicano, lipoproteina, écido telcoico,

flagelina y lipofosfoglicano.

. Composicién vacunal segin relvindicaci6n 1, caracterizada porque el

organismo vivo de donde se axtraen las vesiculas de la membrana externa a
partir de las cuales se forman las estructuras cocleares sea una bacteria, un
protozoario o una célula animal.

. Composlcién vacunal segtn la relvindicaclén 5, caracterizada porque dicha

bacteria puede ser Gram negativa o Gram posltiva.

. Composicién vacunal segin relvindicacién 8, caracterizada porque dicha

bacterla Gram negativa sea de los géneros Neisserla, Hasmophilus,
Salmonella, Vibrio, Pseudomona o Shigelia.

. Composicién vacunal segiin la relvindicacion 8, caracterizada porque dicha

bacterla Gram posltiva sea de los géneros Strepfococcus o Staphylococcus.

. Composiciéon vacunal segin reivindicacién 5, camacterizada porque el

organismo vivo sea el protozoo del género Leishmania.
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10.Composicién vacunal segdn la relvindicacién 5, camacterizado porque las
estructuras cocleares provienen de una célula tumoral.

11.Composiclén vacunal segiin la reivindicacién 1, caracterizada porque los
antigenos a Inclulr adiclonalmente se encueniran con respecto a las
proteinas presentes en la estructura coclear en una relaclén entre 0,2-2,7 ug
por cada 3-89 ug de proteina.

12.Composicién vacunal segin la reivindicacién 1, caracterizada porque los
antigencs a Inclulr adiclonaimente son selecclonados del grupo consistente
en: proteinas naturales o recombinantes, péptidos, sacaridos, éacldos
nuciéicos; conjugados o alergenos.

13.Composicién vacunal seglin la relvindicacién 12, caracterizada porque el
antigeno adicionado sean proteinas del virus de la hepatitis C.

14.Composicion vacunal segin la relvindicaclén 12, caracterizada porque el
antigeno edicionado sean epitopes T o B

15.Adyuvante vacunal caracterizado porque comprende estructuras cocleares
proteolipidicas obtenidas a partir de vesiculas de membrana externa de
organismos vivos.

16.Adyuvants vacunal seg(n la relvindicacién 15, caracterizada porque dichas
astructuras cocleares estdn formadas por proteinas, lfpldos y patrones
moleculares asoclados a patigenos.

17.Adyuvante vacunal segin [a relvindicacién 16, caracterizada porque los
patrones moleculares asoclados a patdgenos se encuentran entre el 1% y el
30% del peso protelco de la estructura.

18.Adyuvante vacunal segin reivindicacion 16, caracterizada porque los
patrones moleculares asoclados a patdgenos son selecclonados del grupo
consistente en lipopolisacérido, peptidoglicano, lipoprotelna, acido teicoico,
flagelina y lipofosfoglicano.
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19.Adyuvante vacunal seg(in reivindicaclén 15, caracterizada pormque el
organismo vivo de donde se extraen las vesiculas de l[a membrana externa a
partlr de las cuales se forman las estructuras cocleares es una bacteria, un
protozoario o una célula animal.

20.Adyuvante vacunal segin la reivindicacién 19 caracterizada porque dicha
bacteria sea Gram negativa o Gram positiva.

21.Adyuvante vacunal segtin relvindicacién 20, caracterizada porque dicha
bacterla Gram negativa es de ls géneros Nelsserla, Haemophlius,
Salmonella, Vibrio, Pseudomona o Shigelia.

22 Adyuvante vacunal segtn la relvindicacion 20, caracterizada porque dicha
bacteria Gram posliiva es de los géneros Streplococcus o Staphylococcus.

23.Adyuvante vacunal segin reivindicacién 19, caracterizada porque el
organismo vivo sea el protozoo del género Lelshmeania.

24.Adyuvante segin relvindicaclén 19, camacterizado porque las estructuras
cocleares proviensn de una célula tumoral.

25.Composicién vacunal caracterizada porque comprende vesiculas de
membrana extemna obtenidas a partir de organismos vivos y opclonalments
uno o més antigenos; asl como un exclplente adecuado.

26.Composicién vacunal segin la relvindicacién 25, caracterizada porque dichas
vesiculas de membrana externa estdn formadas por proteinas, lipidos y
patrones moleculares asoclados a patbgenos.

27.Composicién vacunal segln la reivindicacién 26, caracterizada porque los
patrones moleculares asoclados a patégenos se encueniran entre el 1% y el
7% del pesa de protaico de la estructura.

28.Composlcidon vacunal seglGn relvindicaclén 26, caracterizada porgue los
patrones moleculares asoclados a patdgenos son seleccionados del grupo
consistents en lipopolisacérido, paptidoglicano, lipoproteina, acido teicoico,

flagelina y lipofosfoglicano.
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29.Composicién vacunal segin relvindlcacién 25, caracterizada porque el
organismo vivo de donde se exiraen las vesiculas de [a membrana extemna
88 una bacteria, un protozoario o una célula antmal.

30.Composicién vacunal seg(n la relvindicacién 29, caracterizada porque dicha
bacteria puede ser Gram negativa o Gram positiva.

31.Composlcién vacunal segln reivindicaclon 30, caracterizada porque dicha
bacterla Gram negativa es de los géneros Nelsseria, Haemophilus,
Salmonella, Vibrio, Pseudomona o Shigelia.

32.Composicién vacunal segin la relvindicaclén 29, caracterizada porque dicha
bacterla Gram posliiva es de los géneros Strepfococcus o Staphylococcus.

33.Composicién vacunal segin relvindicacién 29, caracterizada porque el
organismo vivo es el protozoo del género Leishmania.

34.Composiclén vacunal segan la reivindicacion 29, caracterizado porque las
vesiculas de membrana externa provienen de una célula tumoral.

35.Adyuvante vacunal caracterizado porque comprende vealculas de membrana
externa obtenkias a partir de organismos vivos.

38.Adyuvante vacunal segin la relvindicaclén 35, caracterizada porque dichas
vesiculas de membrana extemna estin formadas por proteinas, lipidos y
patrones moleculares asoclados a patigenos.

37.Adyuvante vacunal segtn la relvindicacion 38, ceracterizada porque los
patrones moleculares asoclados a patégenos se encuentran entre el 1% y el
7% del paso de protsico de |a estructura.

38.Adyuvante vacunal segin reivindicacién 38, caracterizada porque los
patrones moleculares asociados a patdgenos son selecclonados del grupo
congistente en lipopolisacérido, peptidoglicano, lipoproteina, acido telcolco,
flagelina y lipofosfoglicano.
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39.Adyuvants vacunal seg(n relvindicacién 35, caracterizada porque el
organismo vivo de donde se extraen las vesiculas de la membrana externa
es una bacteria, un protozoario o una célula animal.

40.Adyuvante vacunal segin la relvindicacién 39, caractertzada porque dicha
bacteria sea Gram negativa © Gram posltiva.

41.Adyuvante vacunal seg(in reivindicacién 40, caracterizada porque dicha
bacterla Gram negativa sea de los géneroe Nelsserla, Haemophlius,
Salmonelia, Vibrio, Pseudomona o Shigelia.

42.Adyuvante vacunal segan la reivindicaclén 40, caracterizada porque dicha
bacterla Gram positiva sea de los génaros Strepfococcus o Staphylococcus.

43.Adyuvante vacunal seg(n relvindicacién 39, caracterizada pormque el
organismo vivo es el protozoo del género Lelshmania.

44 Adyuvante segin relvindicacion 39, caracterizado porque las vesiculas de
membrana extama provienen de una célula tumoral.

45.Método para la obtencidn de estructuras cocleares a partir de vesiculas de
membrana externa de organismos vivos caracterizado porque comprende los
sigulentes pasos:

a. preparacién, a partir de las vesiculas de membrana externa naturales,
de una solucién a una concentracién de proteinas totales entre 3 y 6
mg/mL, a la que se le afiade un detergente no iénico hasta alcanzar
una relacién de 10 veces la concentracién de proteinas.

b. de desear Incorporar otros antigenos de Interéds o patrones moieculares
asociados a patégenos estos se afiaden a la solucién preparada en a)
homogenizando la misma a raz6n de 0,2-2,7 ug por cada 3-9 ug de
protsina parma Ipa antigenos y de 1 a 30% la concentraclén proteica
para los patrones.
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c. posteriormente, la solucidn de los pasos a) 6 b) se filtra a través de una
membrana con tamafio de poro de 0.2 um para esterilizaria y eliminar
los agregados de vesiculas de membrana externa no disuettos.

d. posteriormente, se realiza una didlisis rotacional o filtracién tangencial
contra una soluclbn que contlene concentraclones de un idn
multivalente, particularmente, Ca**, Zn** o Mg®, entre 2,5 y 6,5 mM en
condiciones tamponadas de pH 7,4 £ 0,2.

e. finaiments, a las estructuras cocleares obtenidas se les realiza un
tratamiento mecédnico, particularments, sonicacién en bafic de agua
temperada a una temperatura entre 15°C y 25°C durante 45 min., para
homogenelzar el tamafio de las particulas.

48. Composicion vacunal segin relvindicaciones de la 1 a la 14, caracterizada
porque es aplicada por via mucosal, parenteral 0 combinacién de las mismas.

47.Composicién vacunal de las relvindicaciones de Ia 26 a la 34, caracterizada
porque es aplicada por via mucosal, parenteral o combinacion de las mismas.

48. Adyuvante de !as reivindicaclones de la 15 a la 24, caracterizado porque es
aplicado por via mucosal, parenteral o combinacién de las mismas.

49.Adyuvante de las relvindicaclones de la 35 a la 44 caracterizado, porque es
aplicado por via mucosal, parenteral c combinacién de las mismas.
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METODO DE OBTENCION DE ESTRUCTURAS COCLEARES.
COMPOSICIONES VACUNALES Y ADYUVANTES BASADOS EN
ESTRUCTURAS.COCLEARES Y SUS INTERMEDIARIOS

Memoria Descriptiva

La presente invencién se relaciona con el campo de la Inmunologia,

especificamente con la rama de los adyuvantes y las vacunas.

En la busqueda de vacunas eficientes, encontrar los antigenos adecuados, ha sido
un reto a varias esferas del conocimiento que desbordan la Vaccinologla. Después
que se cuenta con el antigeno apropiado, este muchas veces no es
suficientements inmunogénico o no induce la respuesta deseada para lo cual es
necesario el uso de adyuvantes apropiadoes. Sigue siendo una necesidad, en estos
dias, encontrar nuevas vacunas para las enfermedades no protegidas, mejorar las
existentes, asl como contar con potentes adyuvantes para su uso en vacunas de
hueva generacién y muftiples. La obtencién de vacunas que admitan la inclusion
de varios antigenos y que sean efectivas tanto en adultos como en niflos, y més
adn, en recién nacidos y la bisqueda de adyuvantes funcionales a nivel mucosal
con capacidad de resistir el pH acido del estomago, continda siendo un reto para

los vaccindlogos

La inmunizacion mucosal cada dia cobra mas auge pues muchos
microorganismos entran por esta via. La via mucosal presenta varias
particularidades entre las que se encuentran: la existencia de un sistema mucoso
comun (capacidad de inducir respuestas locales y a distancia, por aplicacién
mucosal) y el hecho de que la Ig (inmunoglobulina) A es el principal anticuerpo

asociado con su proteccion.

£+ Y
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Entre las ventajas de la inmunizacién mucosal se encuentran su facil
administracién, se evita el uso de jeringuillas, menor costo de produccién; es
menos reactdgenica y por ello, mas segura con respecto a las vacunas

parenterales y la induccién de respuestas tanto mucosales como sistémicas.

La inmunizacién mucosal, sin embargo, tiene que atravesar varias barreras. Entre
ellas se encuentran: la acidez del estémago que alcanza pH 4cidos extremos; la
basicidad del duodeno y el peristaltismo del tubo digestivo, que junto a lo
localizado de los 6rganos inductores a nivel mucosal con sus células M,
especializadas en el muestreo de los antigenos, disminuye la posibilidad de
encuentro con los antigenos vacunales. Los cilios y la formacién de mucos en los
organos mucosales respiratorios también interfieren con el muestreo de los

antigenos vacunales por las células M.

Las estrategias actuales para evitar el contacto del antigeno con un pH 4cido son
la aplicacién de las vacunas en soluciones acuosas bicarbonatadas alejados de
los alimentos, para disminuir la acidez del estdmago y producir un transito répido
por el est@mago (Benitez JA of al., Infect and Immun 1998,67(2):539-545) o el
recubrimiento del antigeno con agentes resistentes a los acidos, como puede ser

el caso de los liposomas.

En la actualidad son bien conocidos los métodos para preparar liposomas y
encapsular materiales liposolubles y sélidos (Schneider U. S. Pat. No. 4, 089, 801,
Ash et al., U. S. Pat. No. 4, 448, 765 y Miller of al., U. S. Patent No. 4, 133, 874).
Entre los principales problemas que presenta la encapsulacién de fAirmacos en
liposomas se encuentran; su poca estabilidad en pruebas de estante; la liberacién
del material encapsulado; la reduccién de la eficacia de las drogas; la
susceptibilidad a las condiciones ambientales adversas, la digestibn en el tracto

gastrointestinal y la no fusibn directa con las membranas celulares
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(hitp:/Amwww.BDSiAdvantages.htim). Por otra parte, los liposomas son estructuras
poco estables y generaimente no pueden ser liofilizados, aspecto éste, que ha

sido resuelto por la formacién de estructuras cocleares.

Los cocleatos son estructuras multilaminares lipidicas enrolladas sobre si mismas
en formas de caracol. La obtencién de cocleatos a partir de la fusidn de liposomas
unilaminares y empleando cationes divalentes es bien conocido (D.
Papahadjopoulos ef al, Biochem. Biophys. Acta, 1975, 394:483). Este
procedimiento ha sido modificado para la formacién de una suspension de
veslculas lipldicas multilaminares conteniendo y rodeadas por el antigeno. Este es
convertido en vesiculas lipldicas proteicas unilaminares pequefias por sonicacién
bajo nitrdgeno, para en presencia de iones divalentes formar los cocleatos (Gould-
Fogerite ef al. U. S. Pat. No 5, 843, 574, July 1, 1997). Estos métodos se

encuentran resumidos en la Fig. 1.

Los cocleatos y otras microestructuras autoensambladas se han empleado para la
administracién de agentes terapéuticos (Yager, ef al. U. S. Pat. No. 5, 851, 536,
December 22, 1988, Gould-Fogerite, ef al. U. S. Pat. No. 5, 994, 318, November
30, 1898 y Yager, of al. U. S. Pat. No. 6,180,114, January 30, 2001) incluyendo
formulaciones de cocleatos conteniendo adyuvantes, (Gould-Fogerite, of al. U. S.
Pat. No. 5, 994, 318, November 30, 1999). No obstante, tanto los liposomas como
los cocleatos requieren partir obligatoriamente de lipidos negativos y en ocasiones
de colesterol, ambos generalmente de procedencia animal y de alto costo
(Mannino, et al. U. S. Pat. No 4, 683, 161. May 5, 1987), que cada vez son menos
aceptados por las regulaciones farmacéuticas y preferentemente incluyen una
proteina purificada de microorganismos o un péptido para el caso vacunal.
Ademas, vale |la pena sefialar que el empleo de cocleatos como adyuvantes por si

solos o la inclusiéon en ellos de ofros activadores de sefiales importantes en la

13
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induccion de la respuesta inmune, tales como patrones moleculares asociados a
patdgenos (estructuras conservadas filogenéticamente para las cuales existen
receptores en los hospederos y que son reconocidas como sefales de peligro por

la respuesta innata del mismo) no han sido previamente considerados.

El objeto de la presente invencién es la obtencién de una nueva estructura coclear
a partir de vesiculas de membrana externa (ampollas) provenientes de organismos
vivos, la cual presenta propiedades adyuvantes y vacunales debido a sus
caracteristicas proteicas y lipidicas particulares, asi como por los patrones
moleculares asociados a patégenos incluidos. Las estructuras cocleares una vez
formadas son homogenizadas en su tamafio para hacerlas méas efectivas

inmunolégicamente.

Las estructuras cocleares de la presente invencion se diferencian, en tanto que, a
pesar de su composicién proteolipldica hasta el momento no ensayado por otros
autores, logran autoensamblarse y dar lugar a estructuras enrolladas en si mismas
en forma de caracol. La composicién proteica y lipidica de las estructuras
cocleares dependeran del microorganismo de donde procedan las vesiculas de
membrana extemna, es decir, dependera de las caracteristicas de las proteinas de
su membrana. De igual forma, las mencionadas estructuras contienen
concentraciones de patrones moleculares asociados a patoégenos, entre el 1-7%
en relacién a la concentracién de protelnas, provenientes de la membrana del
microorganismo en cuestion, insertades y no libres en las mismas. Estos patrones,
ademas pueden ser purificados de otros microorganismos y adicionados para
constar con varios patrones en una misma estructura. Los patrones adicionados
mas los existentes tienen que encontrarse, con respecto a las protelnas, en una
relacion total entre el 1-30% en relacidon a la concentracién de protelhas. Uno de

los patrones moleculares asociados a patégenos incorporados durante la
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formacion de las estructuras cocleares fue el lipopolisacarido de Vibrio cholerae o

de N. meningitidis (ejemplo 20).

Las estructuras cocleares de la invencién pemmitieron la induccién de una
respuesta preferentemente celular y por ello efectiva en lactantes, mostraron
propiedades de termo resistencia, asl como de 4cido y basico resistencia y por
tanto fueron efectivos por via mucosal (ejemplos 2, 4, 8, 8 y 10). Estas
propiedades fueron (tiles para el disefio de adyuvantes heterélogos (adyuvantes
empleados para potenciar vacunas diferentes a las que dieron origen a las
vasiculas de membrana extema) y vacunas homélogas (vacunas contra el
microorganismo de donde provienen las vesiculas de membrana externa)

empleando las mencionadas estructuras.

Con relacibn a la composicién vacunal ensayada con dicha estructura es
importante sefialar que las respuestas séricas fueron superiores a las obtenidas
empleando la vacuna basada en vesiculas de membrana extema adyuvada en
alimina conocida en el mercado, VA-MENGOC-BC®, en varios tiempos, e
indujeron ademds, IgA especifica al ser aplicadas por via mucosal. Asl mismo, las
estructuras cocleares estimularon los linfocitos CD8, una parte importante de la

respuesta inmune frente a organismos intracelulares.

La accién adyuvante de las estructuras cocleares fue evaluada a través de varios
ensayos. Entre ellos se encuentran: la produccién de IL12 en la linea histiocitaria
humana U937 (ejemplo 11) y la produccion de éxido nitrico en la linea macrofagica
murina J774, en ausencia de otros estimulos (ejemplos 13); la estimulacién de
células dendriticas humanas (ejemplo 15) y la reduccién de las induraciones de las
lesiones del reto con Leishmania major en ratones inmunizados con las

estructuras cocleares conteniendo antigenos de este protozoo (ejemplo 16).
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Las estructuras cocleares de la invencién hacen a la vacuna final o al adyuvante
inducir “in vivo” respuestas mas tempranas, potentes y duraderas, mientras que “in
vitro” se observa la induccién eficiente de mediadores involucradas con Ila
induccion de un patron celular y buena estimulacién de células presentadoras de

antigenos profesionales (células dendriticas) (ejempios 11, 13 y 15).

Otro objeto de esta invencion es el empleo de las vesiculas de membrana externa,
que constituyen el punto de partida para la obtenci6n de las estructuras cocleares,
como vacunas en sl mismas o0 como adyuvantes heterélogos, de esta manera que
la eliminacion de la adsorcién en hidrdxido de aluminio no limite la capacidad
inmunogénica de las mismas, considerando que no se ha explorado
suficientemente la capacidad de las vesiculas de membrana externa por si solas

para inducir respuestas parenterales.

Dichas vesiculas se definen como nanoesferas autoensambladas, constituidas por
una bicapa lipidica con protelnas y polisacédridos insertados en la misma. Estas
pueden extraerse de cualquier patdgeno y presentar diferentes patrones
moleculares asociados a los mismos (particularmente lipopolisacarido,
peptidoglicano; lipoproteina, d&cido teicoico, flagelina o lipofosfoglicano). El
Lipofosfoglicano y el lipolisacédrido fueron obtenidos de Leishmania major y N.
meningitidis o Salmonella tiphy, respectivamente, durante el proceso de obtencién
de las vesiculas de membrana externa donde quedan insertados en las mismas y

nunca libres en proporciones entre 1 y 7% del peso protsico.

Como vacuna, las vesiculas de membrana extemna extraldas de Saimonella tiphy
o de N. Meningitidis B indujeron respuesta de IgA por via nasal y buena respuesta

inmunolégica por via parenteral. (ejemplos 3, 5, 7, 12 y 14).

La accion adyuvante de las vesiculas de membrana extema fue evaluada a través

de varios ensayos. Entre ellos se encuentran: la produccion de IL12 en la iinea
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hitiocitaria humana U937 (ejemplos 12) y la produccién de 6xido nitrico en la linea
macrofagica murina J774 en ausencia de otros estimulos (ejemplos 14); la
potenciacion de la respuesta celular (incremento de IgG2a) por la conjugacién de
polisacaridos a vesiculas de membrana extema de N.meningitidis en comparaci6n
con su union a toxoide teténico (ejemplo 18) y la potenciacion de la respuesta de
anticuerpos anti polisacarido Vi de S. fiphy por conjugacién con vesiculas de

membrana externa procedente de la misma bacteria (ejemplo 19).

El empleo de estructuras cocleares y vesiculas de membrana extema como
adyuvantes o vacunas logré inesperadamente la potenciacion de la respuesta
inmune inducida por dosis previas de vacunas o por contacto con el germen
natural. Es importante sefialar que estas Gitimas ocurrieron por vias diferentes con
respecto a la empleada para la administracién de las estructuras cocleares o

vesiculas (ejemplo 22).

La invencion también incluye el métode de obtencién de las estructuras cocleares
a partir de vesiculas de membrana externa de organismos vivos. Para ello se
realiza la siguiente secuencia de pasos: En primer lugar se purifica la membrana
externa estructurada en forma de vesiculas a partir de microorganismos o células
vivas, por cualquiera de los métodos bien conocidos por una persona experta.
Preferiblemente los métodos revetados en EP 301992, US 5,597,572, EP 11243 o
US 4,271,147, Zollinger et al. (J. Clin. Invest. 1979, 63:836-848), Frederikson ef al.
(NIPH Annals 1981, 14:67-80), Sauders et al. (Infect. Immun. 1999, 67:113-119),
Drabick et al. (Vaccine 2000, 18:160-172), WO 01/09350 o EP 885900077.8 y US
5,597,572 son usados. De manera tal que finalmente las vesiculas de membrana
externa contengan entre un 1% y un 7% de lipopolisacérido completamente
insertado en las vesiculas. A partir de estas se prepara una solucién con una

concentracidn de proteinas totales presentes en la vesicula entre 3 y 6 mg/mL;
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pero incrementando la concentracion de detergente (no idnico) hasta B-12 veces la
concentracién de proteinas para la completa disolucién de dichas vesiculas. Esta
solucion es posteriormente esterilizada por filtracién a través de una membrana
con tamafio de poro de 0,2 um, donde también se eliminan los agregados de
vesiculas de membrana extema no disueltos. Luego se realiza una didlisis
rotacional o filtracién tangencial. La didlisis se realiza durante 24 h contra una
solucion que contiene concentraciones adecuadas de un i6n multivalente
(particularmente, Ca®*, Zn* o Mg en concentraciones entre 2,5 y 6,5 mM) en
condiciones tamponadas a pH 7,4 1+ 0,2. Finaimente, a las estructuras cocleares
obtenidas se les realiza un tratamiento mecénico (particularmente, sonicacion en
bafio de agua temperada a entre 15 °C y 25°C durante 45 min.) para

homogeneizar el tamafio de las particulas.

Esta metodologla permite la obtencién de estructuras cocleares de forma efectiva
y rapida, las cuales contienen mdltiples proteinas y lipidos de la membrana
externa del microorganismo empleado, asl como patrones moleculares asociados
a patogenos obtenidos de forma natural. Estas estructuras muestran una elevada

estabilidad e inmunogenicidad.

Por otro lado, es posible la incorporacién de nuevos antigenos en la mencionada
estructura durante su proceso de obtencién de forma sencilla y eficiente. Los
nuevos antigenos son adicionados a la suspensién de vesiculas de membrana
externa preparada para la obtencion de estas estructuras, luego de incrementar la
concentracién de detergentes y previo a la adicibn de los iones multivalentes
durante el proceso de didlisis. Entre los antigenos posibles a adicionar se
encuentran sacdridos, lipoproteinas, glicoproteinas, péptidos, conjugados y acidos
nucleicos. Estos tienen que encontrarse en una proporcién de 0,2-2,7 ug por cada

3-9 ug de proteinas. Por otfro lado es también posible la incorporacién de otros
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patrones moleculares asociados a patégenos para estimular eficientemente la
respuesta innata y adquirida, lo que permite su utilizacién eficiente como
adyuvante heterSlogo. Particularmente se incluyd lipopolisacarido de Vibrio
cholerae, amastigotes o promastigotes de Leishmania mayor, los que pemmitieron
inducir respuestas celulares y de anticuerpos contra ellos. También, se incorpord
DNA plasmidico conteniendo proteina verde fluorescente y se enfrentd a lineas
macrofigicas evaluando posteriommente su presencia intracelular por
fluorescencia. Particularmente también, se incorporé un alergeno proveniente a
Dermmatophagoides siboney y se determiné la induccién de respuesta celular

contra el mismo (ejemplos 18 y 17).

El empleo de organismos vivos como fuente de materia prima para la obtencién de
estructuras cocleares no habla sido descrito previamente. De igual manera no se
conocla el procedimiento para lograr incorporar en las estructuras cocleares uno o
varios patrones moleculares asociados a patdgenos como en el caso de la

presente invencion.

La presente invencibn sera descrita a través de los siguientes ejemplos

especlficos.

Elemplo 1. Obtencién de las estructuras cocleares.

Se parti6 de las vesiculas de membrana externa obtenidas por los métodos
descritos en EP 8859800077.8 o US 5,597,572. Estas son resuspendidas en
solucién buffer de Tris-EDTA con 0.5% de desoxicolato de sodio. La concentracion
de protelnas de la suspension se determindé usado la metodologia de Lowry
modificado segin Peterson (Analyt. Biochem. 83, 348, 1977). El contenido de
fosfolipidos que forman las vesiculas fue determinado mediante la determinacion
de fésforo inorganico (Bartlett, J Biol. Chem. 234, 486, 1959). Tanto la

concentracién de protelnas como la concentracién de fosfolipidos fue empleada
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para establecer las condiciones éptimas y las cantidades de detergentes
necesarios para la formacién de las estructuras cocleares. Se prepard una
solucién con las vesiculas ajustada a una concentracién final proteica de 58
mg/mL en tampén Tris-EDTA conteniendo desoxicolato de sodio en una cantidad
de 6 a 15 veces la cantidad total de protelnas. Esta solucién fue filtrada
directamente en el dispositivo de didlisis a través de un filtro con tamafio de poro
de 0,2 ym. La didlisis fue realizada por agitacién rotacional durante 24 h con
cambio continuo y lento del tampodn de didlisis. Esta Gltima solucién consistié en
NaCl 50-150 mM, Imidazol 14 mM, HEPES 3-5 mM y CaCl 2-7 mM en H;0
preparada bajo condiciones de esterilidad que fueron conservadas durante todos
los pasos. La formacién de estructuras cocleares fue comprobada por la formacién
de un precipitado blanco y posterior observacién microscopica tanto 6ptica como
electrénica. La concentracion de proteinas y fosfolipidos fue nuevamente estimada
y ajustada para los posteriores ensayos. Las propiedades fisico-quimicas de las
proteinas incluidas en las estructuras cocleares fueron chequeadas y comparadas
con las vesiculas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida tefiidos con
Azul de Coomassie. Adicionalmente la integridad estructural de estas fue

chequeada y comprobada por medio de la metodologia de Western Blot (Fig. 2-4).

Elemplo 2. Respuestas Inducidas en ratones por las estructuras cocleares en
comparacién con la vacuna, VA-MENGOC-BC®.

Ratones Balb/c fueron inmunizados por via intramuscular con 12 pg de proteinas
por ratén en 2 dosis espaciadas 21 dias de VA-MENGOC-BC® o estructuras
cocleares. Los animales fueron sangrados en los tiempos representados después
de la 2 dosis y las respuestas séricas de IgG anti vesiculas de membrana
externa fueron evaluadas por ELISA. Se observaron diferencias significativas

(p<0.05) entre las respuestas inducidas por las estructuras cocleares y la vacuna,
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siempre a favor del primero, en los tiempos 17, 27 y 180 dias después de la 2%

dosis (Fig. 5).

Elemplo 3. Respuestas inducldas en ratones por las vesiculas de membrana

externa en comparacién con la vacuna, VA-NIENGOC-BC', por via parenteral.

Ratones Balb/c fueron inmunizados por via intramuscular con 12 pg de proteinas
por ratén en 2 dosis espaciadas 21 dlas de VA-MENGOC-BC® o vesiculas de
membrana externa. Los animales fueron sangrados en los tiempos representados
después de la 2% dosis y las respuestas séricas de IgG anti vesiculas fueron
evaluadas por ELISA No se observaron diferencias significativas (p<0.05) entre las
respuestas inducidas por las vesiculas y la vacuna. Estos resultados apoyan la

utilidad de las vesiculas de membrana externa como vacunas por sl solas (Fig. 8).

Eiemplo 4. Efectividad de la inmunizacién nasal (IN) o géstrica (IG) con

estructuras cocleares.

Ratones Balb/c fueron inmunizados por via intranasal (IN) o intragastrica (IG) con
100 6 12 pg de proteinas por ratébn en 2 dosis espaciadas 21 dlas,
respectivamente. Los animales fueron sangrados en los tiempos indicados
después de la 2 dosis y las respuestas séricas de IgG anti vesiculas fueron
evaluadas por ELISA. Se indujeron buenas respuesta de IgG anti vesiculas de
membrana externa con ambas concentraciones de estructuras cocleares por via
IG e IN, lo que implica la induccién de buenas respuestas sistémicas por

inoculacién mucosal (Fig. 7).

Ejemplo 5. Efectividad de la_inmunizacién nasal (IN) con vesiculas de

membrana externa.

Ratones Balb/c fueron inmunizados por via IN 12 ug de protelnas por ratén en 2

dosis espaciadas 21 dias. Los animales fueron sangrados en los tiempos
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indicados después de la 2 dosis y las respuestas séricas de IgG anti vesiculas
fueron evaluadas por ELISA. Se indujeron buenas respuestas de IgG anti
vesiculas por via IN, lo que implica la induccién de buenas respuestas sistémicas

por inoculacién nasal (Fig. 8).

Elemplo 6. Efectividad de estructuras cocleares aplicados por via nasal (IN) o
gdstrica (IG) en Inducir IgA en saliva.

Ratones Balb/c fueron inmunizados por via IN o IG con 100 6 12 ug de proteinas
por ratén, respectivamente, en 2 dosis espaciadas 21 dias. En los animales se
tomé la saliva 9 dias después de la ultima dosis y las respuestas de IgA anti
vesiculas de membrana extema fueron evaluadas por ELISA. Se indujeron
significativas respuestas de IgA anti vesiculas por via IN y un se indujo un ligero

pero importante incremento de IgA anti vesiculas por via IG (Fig. 9).

Elemplo 7. Efectividad de las vesiculas de membrana externa aplicados por
via nasal (IN) en inducir IgA en saliva.

Ratones Balb/c fueron inmunizados por via IN con 12 ug de protelnas por ratén en
2 dosis espaciadas 21 dias. En los animales se tom¢ la saliva 9 dias después de
la ultima dosis y las respuestas de IgA anti vesiculas fueron evaluadas por ELISA.

Se indujo significativa respuesta de IgA anti vesiculas por via IN (Fig. 10).

Ejemplo 8. Subclases de IqG anti vesiculas de membrana externa en suero
inducidas por ia Inmunizacion con las estructuras cocleares.

Ratones Balb/c fueron inmunizados por las vias intranasal (IN), intragéstrica (IG) o
intamuscular (IM). IN fue con 100 y el resto con 12 ug de proteinas ratén de
estructuras coleares en dos dosis espaciadas 21 dias. Se empleé VA-MENGOC-
BC® como control positivo IM con 12 Hg. Los animales fueron sangrados a los 21

dias después de la segunda dosis y los titulos de IgG1 e IgG2a en suero fueron
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analizados por ELISA. En todos los casos (exoept;) en los controles negativos) se
indujeron titulos significativos (p<0,05) de IgG2a siendo estos mas elevados
cuando las estructuras cocleares se administraron por via nasal. Esto indica la
induccién de un patrén de anticuerpos IgG de tipo celular Th1 y sobre todo por via

nasal (Fig. 11).

Eijemplo 8. Subclases de IgG en suero inducidas por la inmunizacién con las
vesiculas de membrana externa (VME).

Ratones Balb/c fueron inmunizados por diferentes vias con 12 ug de proteinas por
ratdn de vesiculas de membrana extemna, en dos dosis espaciadas 21 dias, por
via intranasal (IN) o intramuscular (IM). Se aplicé la vacuna VA-MENGOC-BC® IM
en igual concentracién como control positivo. Los animales fueron sangrados a los
21 dias después de la segunda dosis y los titulos de IgG1 e IgG2a anti VME en
suero fueron analizados por ELISA. En todos los casos se indujeron titulos
significativos de IgG2a por las vesiculas de membrana externa indicando la
induccién de un patrén de anticuerpos IgG de tipo celular Th1. No fue asl en los
controles negativos IM o IN. Una total inversién del patrén se observé por via IN

donde casi toda la respuesta fue a base de IgG2a (Fig. 12).

Elemplo 10. Termo y &cido resistencia de las estructuras cocleares formados
a partir de vesiculas de membrana externa.

La termo resistencia fue evaluada a través de la exposicion a 60 °C por 7 dias de
las muestras. La acido resistencia se evalu6 a través de la exposicién de las
estructuras cocleares a pH 1 por 45 min. Posteriormente, las muestras tratadas y
el control fueron empleados para inmunizar ratones Balb/c con 2 dosis de 12 ug de
protelnas por raton cada una, espaciadas 14 dias, por via intramuscular. Los

ratones fueron sagrados a los 28 dias de iniciado el experimento y los sueros
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mantenidos individualmente a -20 °C hasta su uso. Como puede observarse no
hubo diferencias significativas (p>0,5) entre las respuestas de IgG anti vesiculas

de membrana externa inducidas en cada animal y grupo (Fig. 13).

Ejemplo 11. Produccién de IL12 por la linea celular U837 eatimulada con
estructuras cocleares en ausencia de otro estimulo.

Las células U837 fueron cultivadas en RPMI 1640 suplementados con gentamicina
a 50 pg/mL, L-glutamina (2 mM), piruvato de sodio (1 mM), HEPES [4-(2-
hidroxietil}-1-piperazinetanosulfénico édcido)] (15 mM) y con 10% de suero bovino
fetal (Sigma). Estas fueron diferenciadas a macréfagos pon tratamiento con PMA
(forbol miristato acetato) y se sembraron en placas de cultivo de fondo plano de 24
pozos a razén de 5 x 10° células / pozo. Luego de 24 h se les afiadid las
estructuras cocleares a razén de 250 ng/mL en medic de cultivo. Luego de 24 h de
estimulacién los sobrenadantes fueron recolectados y se determiné la presencia
de IL12 mediante un ELISA de tipo sdndwich. Se observé la produccién de IL12

por las células U937 estimuladas con las estructuras cocleares (Fig. 14).

Elemplo 12. Produccién de IL12 por la linea celular U937 estimulada con

vesiculas de membrana externa (VME) en ausencia de otro estimulo.

Las células U937 fueron cultivadas en RPMI 1640 suplementados con gentamicina
a 50 ug/mL., L-glutamina (2 mM piruvato de sodio (1 mM), HEPES [4-(2-hidroxietil)-
1-piperazinetanosuffdnico acido)] (15 mM) y con 10% de suero bovino fetal
(Sigma). Estas fueron diferenciadas a macréfagos con tratamiento con PMA
(forbol miristato acetato) y se sembraron en placas de cultivo de fondo plano de 24
pozos a razén de 5 x 10° células / pozo. Luego de 24 h se les afiadi6 las vesiculas
de membrana externa a razén de 250 ng/mL en medio de cultivo. Luego de 24 h

de estimulacién los sobrenadantes fueron ensayados para la presencia de IL12
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mediante un ELISA de tipo sandwich. Se observé la produccién de IL12 por las

células U937 estimuladas con las vesiculas de membrana externa (Fig. 15).

Eiemplo 13, Produccién de éxido nitrico por la linea macrofigica murina

J774 estimuladas con estructuras cocleares en ausencla de otro estimulo.

Las células J774 fueron cultivadas en medio DMEN suplementado con
gentamicina a 50 pg/mL, L-glutamina (2 mM), piruvato de Sodio (1 mM), HEPES
(15 mM) y con 10% de suero bovino fetal (Sigma), previamente inactivado a 56 °C
durante 30 min. Se sembraron en placas de cultivo de fondo plano de 98 pozos a
razén de 1 x 10° células / pozo y se incubaron por 24 horas a 37 *Cy 5% de CO,.
Posteriormente, las células adherentes fueron incubadas con 200 OL de DMEN y
las estructuras cocleares a 250 ng/mL. Se incluyeron también variantes incubadas
con L-NMMA (1uM), inhibidor de la ruta de produccidn del oxido nitrico. A las 24 y
48 h se colectaron los sobrenadantes los cuales fueron analizados para el
contenido de nitritos mediante la reaccién de Greiss (Rockett, KA ef al., Infect.
Immun., 1992, 60:3725-3730). Se observé una significativa produccién de oxido
nitrico por las células incubadas con las estructuras cocleares. Esta produccién

fue inhibida empleando el L-NMMA (Fig. 16).

Elemplo_14. Produccién_de éxido nitrico por la linea macrofigica murina
J774 estimuladas con vesiculas de membrana externa {(VME) en ausencia de

otro estimulo.

Las células J774 fueron cultivadas en DMEN suplementado con gentamicina a 50
ug/mL, L-glutamina (2 mM), piruvato de (1 mM), HEPES (15 mM) y con 10% de
suero bovino fetal (Sigma), previamente inactivado a 56 °C durante 30 min. Se
sembraron en placas de cultivo de fondo plano de 86 pozos a razén de 1 x 10°

células / pozo y se incubaron por 24 h a 37 °C y 5% de CO.. Posteriormente, las
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células adherentes fueron incubadas con 200 yL de DMEN vy las vesiculas de
membrana externa a 250 ng/mL. Se incluyo también variantes incubadas con L-
NMMA (1uM), inhibidor de la ruta de produccion del oxido nitrico. A las 24 y 48 h
se colectaron los sobrenadantes, los cuales fueron analizados para el contenido
de nitritos mediante la reaccién de Greiss (Rockett, K. A ef al., Infect. Immun.,
1992, 60:3725-3730). Se observéd una significativa produccién de oxido nitrico por
las células incubadas con las vesiculas de membrana externa, superior a al
inducida por el LPS empleado como control. Esta produccién fue inhibida por el L-
NMMA (Fig. 17).

Elemplo 15. Estimulacién de células dendriticas humanas por las estructuras

La sangre fue extraida y las células mononucleares periféricas fueron purificadas
por ficoll. Las células fueron cultivadas razén de 10 x 10° células por mL en
presencia de LPS o estructuras cocleares y se determind la activacién de las
células dendriticas por Citometria de Flujo. Como puede observarse en la Fig. 18,
se activaron las células dendriticas medido a través de la expresién de moléculas
coestimulatorios (CD40, CD80 y CD88) y se incrementd la expresiéon de moléculas

MHC. Esto demuestra el caracter adyuvante de estas estructuras.

Ejemplo 16. Reduccidén de las induraciones en Balb/c Inmunizados con

estructuras cocleares conteniendo amastigotes de Lelshmania major y
retados con el mismo protozoo.

La inclusion de amastigotes de L. major se realizd incluyendo los antigenos
semipurificados en los primeros pasos de formacién de las estructuras cocleares.
La cantidad de detergentes fue ajustada de acuerdo a la cantidad de protefnas
totales y la concentracién de proteinas totales fue ajustada para mantenerla en un

rango de 5-86 mg/mL. La relacién entre proteinas vesiculares y de los nuevos
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antigenos incluidos fue de 12/1. La formacién de las estructuras cocleares fue
chequeada por microscopia 6ptica y electrénica. La inclusién de proteinas de L.
major fue también verificada mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
tefiidos con Azul Coomassie. Ratones Balb/c fueron inmunizados con 12 g de las
estructuras cocleares con 2 dosis espaciadas 21 dlas por via intramuscular en la
pata de la extremidad posterior izquierda. A los 21 dias de la segunda dosis los
ratones fueron infectados con 3 x 10° promastigotes en la misma extremidad de la
inmunizacién. Los promastigotes fueron obtenidos de la fase estacionaria de
cultivos realizados en medio DMEN sobre medio sdlido agar-sangre. El volumen
de las lesiones fue estimado semanalmente a partir de la 4™ semana luego de la
infeccién. Se observé una reduccién significativa del tamafio de las lesiones en el
grupo inmunizado con las estructuras cocleares conteniendo antigenos de L.

major. Esto demuestra el cardcter adyuvante de esta estructura (Fig. 19).

Elemplo 17. Inclusién de DNA plésmidico con la proteina verde fluorescents.

Plasmidos conteniendo el gen de la proteina verde fluorescente bajo el promotor
CMV purificados fueron incluidos en la solucion inicial de obtencién de las
estructuras cocleares siguiendo los mismos pasos de obtencién que en el ejemplo
1. La relacioén plasmido / proteinas vesiculares fue ajustada a 1/100. La inclusién
de los plasmidos fue chequeada mediante electroforesis en agarosa al 1% de las
estructuras cocleares previamente incubados a 37 °C por 30 min. luego de
agregar EDTA hasta 2 mM para provocar la liberacién del pldsmido del interior de
estos. Los geles fueron tefiidos con Bromuro de Etidio y fueron observados bajo
luz ultravioleta. S6lo se observaron presencia de pldsmido en las estructuras
cocleares que los contenian luego de ser tratadas con EDTA. Posteriormente se
desarrolld un ensayo de transfeccibn en la linea celular J774 con estas

estructuras. Luego de 2 h de incubacibn las estructuras cocleares fueron

N
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eliminadas del medio de cultivo. La observacién bajo fluorescencia de las células
24 h mas tarde amoj6 la presencia de numerosas células con sefiales

fluorescentes en el citoplasma.

Eiemplo 18. Potenciacién de respuesta celular por conjugacién a vesiculas

de membrana externa.

El polisacarido (PsC) del serogrupo C de Neisseria meningitidis fue conjugado al
téxoide tetanico (TT) o a vesiculas de membrana extema (VME) de N. meningitidis
serogrupo B. Ratones Balb/c fueron inmunizados con 3 dosis intraperitoneales (0,
14 y 28 dias) que contenia 10 pg de PsC conjugados. Los al;imales fueron
sangrados antes y a los 42 dias de Iniciado la inmunizacién. En el suero se
determinaron las respuestas de IgG y sus subclases. La mayor respuesta de
IgG2a encontrada en el grupo conjugado a vesliculas de membrana externa es
indicativo de una mejor respuesta celular inducida que cuando se conjugé con

toxoide tetanico (TT) (Fig. 20).

emplo 19. Potenciacién de respuesta de anticue ant! polisacéirido VI

por conjugacion.

El polisacérido Vi de Saimonella tiphy fue conjugado vesiculas de membrana
extema (VME) de S. tiphy. Ratones Balb/c fueron inmunizados con 2 dosis
intraperitoneales (0 y 28 dias) que contenia 10 pg de Vi. Los animales fueron
sangrados antes y a los 42 dias. En el suero se determinaron las respuestas de
IgG y sus subclases. La conjugacién incrementa y positiviza la respuesta contra el

Vi y se detecta respuesta de IgG2a (Fig. 21).

Elemplo_20. Posibilidad de inclusién de diferentes concentraciones de
patrones moleculares asoclados a patégenos en las estructuras cocleares.

T2
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Para la inclusién en las estructuras cocleares de diferentes concentraciones de
patrones moleculares asociados a patbgenos se ensayaron diferentes cantidades
de LPS de Neisseria meningitidis B. Las relaciones LPS / proteinas que se
emplearon para la inmunizacién de los ratones fueron: 0.05/12; 0.5/12; 1/12 y
2/12. La formacién de las estructuras cocleares fue chequeada por microscopia
Optica determinéndose la relacién 1/12 como la maxima relacién en la que se
puede incluir el LPS sin afectar la formacién de las estructuras cocleares.
Cantidades mayores afectan visiblemente la formacién de las estructuras
conduciendo a la formacién de agregados. Todas las variantes obtenidas fueron
inmunizadas en ratones Balb/c con dos dosis, espaciadas 21 dias, de 12 ug de
proteinas por ratén. Los titulos de IgG anti vesiculas de membrana externa (VME)
fueron determinados no encontrandose diferencias entre los titulos inducidos por
las diferentes variantes, pero garantiza la posibilidad de incorporar diferentes LPS

en estas estructura (Fig. 22).

Ejemplo 21. Efectividad del método propuesto para los pasos finales en la
produccién de las estructuras cocleares.

Estructuras cocleares tratadas por sonicacién (Tto) suave en bafio de agua
durante 45 min. a 20 °C y no tratadas fueron empleadas. Ratones Balb/c fueron
inmunizados por via intranasal con 100 ug de protelnas por ratén en 2 dosis
espaciadas 21 dias. En los animales se tomé la saliva 9 dias después de la ultima
dosis y las respuestas de IgA anti vesiculas de membrana extemna (VME) fueron
evaluadas por ELISA. La repuesta inmunolégica fueron significativamente més
tempranas u duraderas en los animales inmunizados con las estructuras tratadas

segln muestra la figura 23.
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Ejemplo 22. Respuesta de IgA antl vesiculas de membrana externa en suero,

saliva y vagina induclda por inmunizacién parentsral y mucosal de animales,
ovaluada por ELISA.

Ratones Balb/c fueron inmunizados con 2 6 3 dosis de vesiculas de membrana
extema (VME) por via nasal (IN), 3 dosis de vacuna (VA-MENGOC-BC®
intramuscular (IM) como control y la combinacién de 1 dosis de vacuna IM y 2
dosis IN. Cada ratdn recibié 12 pg de proteinas en los tiempos 0, 21 y 42. Los
sueros fueron tomados a 15 dlas y la saliva y el fluido vaginal a 9 dias de la dltima
dosis. Los resultados fueron evaluados por ELISA. Como puede observarse la
inmunizacion nasal induce ligeros incrementos de IgA a nivel sérico no siendo asl
por la inmunizacién IM con la vacuna. La respuesta mucosal fue dependiente del
numero de dosis, es decir 2 dosis no indujeron y 3 dosis si indujeron respuesta de
IgA anti vesiculas de membrana extema. Por Gltimo 2 dosis nasales si fueron
efectivas en animales que recibieron un estimulo (una dosis) IM con vacuna (Fig.

24).

Eiemplo 23. Acclén adyuvante de las estructuras cocleares (AFCo1) sobre
las proteinas incorporadas en las vesiculas de membrana externa (VME).

Ratones Balb/c (n = 7) fueron inmunizados con 2 dosis intramusculamente de
12.5 Dg/ratdn de VME, AFCo1 o vacuna (VA-MENGOC-BC®). Los sueros fueron
tomados antes y en varios tiempos posteriores a la Ultima dosis. La respuesta de
IgG anti VME fue determinada por ELISA. Como puede observarse en la Fig. 25 la
presentacion a través de los AFCo1 indujo respuesta significativamente superiores
a la de ias VME y la vacuna. Esta ademds, continué elevada a los 180 dias

cuando las otras descendian significativamente.
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Elempio 24. Capacidad adyuvante de las vesiculas de membrana externa
(VME) frente a antigenos hetedlogos (Ovalb(imina, Ova).

Para determinar la funcién adyuvante primeramente se incorpord Ovalblimina
(Ova) como antigeno heterdlogo. Luego se determiné la presentacién a TCD4" y
finalmente se determiné la respuesta de IgG anti Ova y sus subclases in vivo.
Incorporacién de Ova en VME. Ova fue incorporada en VME mediante el empleo
de detergentes, particularmente desoxicolato, el cual permitié el desensamblaje de
su estructura vesicular. La eliminaciéon del detergente y el re-ensamblaje de la
estructura en presencia de Ova pemnitieron su incorporacién en las VME. La
proporcion final de VME:Ova fue de 100:11,2. La estructura vesicular fue
comprobada mediante cromatografia de exclusién molecular rindiendo perfiles
similares a los de las VME solas. La presencia de Ova fue comprobada por SDS-
PAGE y su posterior Westemn Blot revelado con un policlonal anti-Ova el cual
demostrd la presencia de una banda comespondiente a Ova dentro del perfil
proteico de las VME.

Presentacion de Ova incorporada en las VME a TCD4" y activacion de las
mismas: Fue empleado el hibridoma de células T CD4" restringidas para MHC
clase |l especifico para el péptidos Ova (257-264). Células Dedriticas (CD) fueron
incubadas por 2 h con VME-Ova o Ova soluble y luego co-cultivadas con el
hibridoma de células T. Los sobrenadantes fueron colectados luego de 24 hy
testados para detectar produccién de IL2 a través de la incorporacion de [*H]
timidina por la linea celular CTLL dependiente de IL2. La produccién de IL2 brinda
una medida de la activacion de los hibridomas de células T especificos para
péptidos de Ova. La Figura 26 muestra que las CD incubadas con VME-Ova
pueden presentar los péptidos de Ova al hibridoma de células T CD4". El
hibridoma de células T produjo niveles de IL2 significativamente mayores cuando

fue estimulado con CD que hablan sido previamente incubadas con VME-Ova en
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comparacién con CD incubadas solo con Ova. Las diferencias significativas entre
los niveles de presentacién del péptido especifico de Ova en MHC-II por CD
incubadas con PL-Ova o Ova fueron determinadas usando la Prueba de
comparacion multiple de Duncan con un rango de confianza del 95%. De esta
forma, el Proteoliposoma puede liberar antigenos a CD y propiciar una eficiente

presentacion antigénica a células TCD4*,

Respuesta de IgG anti-Ova en ratones C3H/HeN inmunizados con VME-Ova:
Ratones C3H/HeN fueron inmunizados intramuscularmente con dos dosis de 5
mg/ml de VME-Ova o solucion salina tamponada de fosfato (SSTF) como control
negativo o una dosis de la emulsién Titermax-Ova como control positivo. El
adyuvante comercial Titermax (Sigma, UK) fue emuisionado con Ova vy
administrado siguiendo las indicaciones del proveedor. Todos los sueros se
obtuvieron 21 dlas después de la primera dosis y fueron evaluados por ELISA
para determinar los niveles de IgG anti-Ova presentes en cada grupo. Altas
concentraciones de IgG anti-Ova fueron detectadas en el suero de ratones
inmunizados con VME-Ova y que con Titermax-Ova (Fig. 27). Este resultado
evidencia la capacidad adyuvante de las VME a través de su habilidad para inducir
una respuesta de IgG elevada contra el antigeno heterélogo incorporado en su

estructura.

Respuesta de subclases IgG anti-Ova en ratones C3H/HeN inmunizados con
VME-Ova: La subclase IgG2a es caracteristica del patrén Th1 en murinos.
Determinar la composicién de subclases de la respuesta IgG evidenciada en
ratones C3H/HeN inmunizados con VME-Ova era crucial para esclarecer la
capacidad adyuvante de las VME. En ratones C3H/HeN inmunizados con VME-
Ova se obtuvo un mayor titulo de IgG2a que de IgG1 anti-Ova. Sin embargo, en

los ratones inmunizados con Titermax-Ova se indujo una mayor respuesta de
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IgG1 que de IgG2a (Fig. 28). Este resultado evidencié que las VME son capaces

de polarizar la respuesta inducida confra el antigeno heterélogo incluido en su

estructura hacia un patrén de respuesta Th1.

Eiemplo 25. Potenclacién de la respuesta anti Core y anti Cépside del Virus

de la Hepatitls C (VHC r_su incorporacién en estructuras cocleares

[AFCo1).

Ratones Balb/c fueron inmunizados por via intramuscular (IM) en las semanas 0, 3

y 7. Siete grupos, de 10 animales, fueron inmunizados con uno de los siguientes

inmunégenos:

o

50 .g del plasmidio pIDKE2 (Duefias-Carrera S, Alvarez-Lajonchere L,
Alvarez-Obregon JC, Pérez A, Acosta-Rivero N, Vazquez DM, Martinez G,
Vifia A, Pichardo D, Morales J. Enhancement of the immune response
generated against the hepatitis C virus envelope proteins after DNA
vaccination with polyprotein-encoding plasmids. Biotechnol Appl Biochem.
2002;35:205-212), contiene la secuencia codificante para ios antigenos
Core, E1y E2 del VHC;

50 .g de pIDKE2 VHC incorporados en 12 (0g de estructuras cocleares
(AFCo1);

10 .g de proteina Core del VHC, (AIvarez-Obragor.l JC, Duefias-Carrera S,
Valenzuela C , Morales J. A truncated HCV core protein elicits a potent
immune response with a strong participation of cellular immunity
components in mice. Vaccine 2001; 18:3840-3946) comprende los primeros

120 aa de |a proteina de la capsida del VHC;
10 - .g de protefna Core del VHC incorporados en 12 Og de AFCo1;

12 .gde AFCof;

7
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o 350 :°g del plasmidio pAEC-K6 (Hemera AM, Rodriguez EG, Hernandez T,
Sandez B y Duarte CA. A family of compact plasmid vectors for DNA
immunization in humans. Biochem Biophys Res Commun. 2000;279(2):548-

551) que no contiene secuencias codificantes para antigenos del VHC;
o 950 .gde pAEC-KB incorporados en AFCo1;
o Solucién salina.

Los plasmidios y la protelna Core fueron administrados en solucion salina. La
figura 29 muestra la respuesta de IgG contra la proteina Core, 2 semanas después
de la Glitima inmunizacién. El uso del AFCo1 potencié la respuesta de anticuerpos
inducida contra la protelna de la cdpsida inducida por el plasmidio pIDKE2
(p<0.01). Adicionalmente, la incorporacién de la protelna Core en el AFCo1 indujo
niveles de anticuerpos significativamente superiores a los inducidos por la proteina

Core sola (p<0.05).
Ventajas de la solucion propuesta:

1. Las vesiculas de membrana externa son extraidas de organismos vivientes
lo que permite [a seleccidn de constituyentes durante el proceso extractivo de
las membranas externas, que son la primera barrera de contacto huésped-
patégeno, por lo que estos constituyentes tienen amplias posibilidades de ser

protectores en animales y humanos;

2. Durante el proceso extractivo es posible la inclusién de otras proteinas de

interés ya sean naturales o recombinantes;

3. Las vesiculas de membrana extema extraldos de organismos vivientes son
mas estables que los liposomas formados artificialmente, pudiendo mantenerse
por varios meses y hasta afios sin alteraciones significativas que afecten la

formacién de futuras estructuras cocleares;
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4. la preferente induccién de respuesta celular, Th1 en animales y humanos,
convierte a estos adyuvantes o vacunas en efectivos, ademas de en adultos Yy

nifios, durante la Lactancia;

5. la estructura coclear formada es termo resistente, por lo que puede ser una
buena opcion para resolver los problemas de la cadena de frio de varias
vacunas, por su formulacién en este adyuvante o su desarrolio a partir de

vesiculas de membrana extema y estructuras cocleares;

6. la estructura coclear formada es &cido y basico resistentes, por lo que es

una opcién importante a tener en cuanta en las vacunas orales;

7. los antigenos son incorporados durante el proceso productivo, lo que hace

al producto final termo resistente, acidorresistente y bdsico resistente;

8. la versatilidad de antigenos a incluir, solubles y particulados, incluyendo
acidos nucleicos, permite producir gran nimero de vacunas e incluso ser

muitiples;

9. contiene patrones moleculares asociados a patdgenos y se les pueden
incorporar otros a voluntad para incrementar su poder adyuvante e
inmunogénico, logrando reducir la posible toxicidad de algunos de estos

patrones y por ello su respuesta inflamatoria;

10. estas estructuras cocleares logran inducir respuestas mas tempranas,

potentes y duraderas in vivo,

11. estas estructuras cocleares logran inducir, in vitro, mejores respuestas a

nivel de citocinas inductoras de patrones de respuesta inmune celulares;

12. conserva las propiedades de los cocleatos artificiales (eficiente
incorporacion de antigenos hidrofébicos, sistema de liberacién lenta, contenido

de calcio como mineral esencial, reduccién de oxidacién lipldica, liofilizacion,
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etc.); pero supera a estos en inmuncgenicidad, por la inclusién de patrones
moleculares asociados a patégenos y su capacidad de induccién de un patrén

Th1, incluyendo la induccién de respuesta T citotdxica y
se evita la procedencia de animales superiores de los lipidos y colesterol.
Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Métodos para la produccion de cocleatos descrito en Gould-Fogerite et
al. U. S. Pat. No 5,643,574, July 1, 1997.

Figura 2. Método simplificado de la forma de obtencién de las estructuras

cocleares objetos de la presente invencién.
Figura 3. Microscopia electrénica de una estructura coclear.

Figura 4.A, electroforesis en gel de acrilamida al 12.5% teflida con Azul
Coomassie de las proteinas presentes en las vesiculas de membrana extemna y

las estructuras cocleares y B,

Western Blot de las protelnas presentes en las vesiculas de membrana externa y
las estructuras cocleares usando un suero humano de alto titulo contra las

vesiculas de membrana extermna.

Figura 5. Respuestas séricas de IgG anti vesiculas de membrana externa en
ratones inmunizados por via parenteral con VA-MENGOC-BC® o con estructuras

cocleares evaluados por ELISA.

Figura 6. Respuestas séricas de IgG anti vesiculas de membrana externa (VME)
en ratones inmunizados por via intramuscular con VA-MENGOC-BC® o vesiculas

de membrana extemna evaluados por ELISA.

Figura 7. Respuestas séricas de IgG anti vesiculas de membrana externa (VME)
en ratones inmunizados por via intragdstica (IG) o intranasal (IN) con vesiculas de

membrana externa evaluados por ELISA,

1o
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Figura 8. Respuestas séricas de IgG anti vesiculas de membrana extema (VME)
en ratones inmunizados por via intranasal (IN) con vesiculas de membrana

externa evaluados por ELISA.

Figura 9. Respuesta en saliva de IgA anti vesiculas de membrana externa en
ratones inmunizados por via intragastrica (IG) o intranasal (IN) con estructuras

cocleares evaluados por ELISA.

Figura 10. Respuesta en saliva de IgA anti vesiculas de membrana extena en
ratones inmunizados por via intranasal (IN) con vesiculas de membrana extema

evaluados por ELISA.

Figura 11. Resultados en suero de las subclases de IgG anti vesiculas de
membrana extema de animales inmunizados con estructuras cocleares evaluados

por ELISA,

Figura 12. Resultados en suero de las subclases de IgG anti extemna de animales

inmunizados con vesiculas de membrana externa evaluados por ELISA.

Figura 13. Resultados en suero de la termo resistencia y |a acidoresistencia de las
estructuras cocleares evaluados por ELISA.Figura 14. Evaluacion de la produccién

de IL12 por las células U937 estimuladas con las estructuras cocleares.

Figura 15. Evaluacion de la produccién de IL12 por las células U937 estimuladas

con vesiculas de membrana externa de Neisseria meningitidis.

Figura 18. Produccion de oxido nitrico por las células J774 incubadas con las

estructuras cocleares.

Figura 17. Produccién de oxido nitrico por las células J774incubadas con las

vesiculas de membrana externa de Neisseria meningitidis.

Filgura 18. Estimulaciéon de células dendriticas humanas por estructuras

cocleares.

ot
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Figura 19. Resultados de las induraciones de animales inmunizados con

estructuras cocleares conteniendo amastigotes y retados con Leishmanais major.

Figura 20. Resultados del efecto adyuvante de la conjugacién de polisacarido con

vesiculas de membrana externa de Neisseria meningitidis.

Figura 21. Resultados del efecto adyuvante de la conjugacion de polisacarido con

vesiculas de membrana externa de Salmonella tiphy.

Figura 22. Resultados de la incorporacién de patrones moleculares asociados a

patégenos

Figura 23. Resultados del efecto de la sonicacion sobre la respuesta inducida por

las estructuras cocleares.

Figura 24. Resultados de la potenciacién de la via nasal por estimulo inicial

intramuscular.

Figura 26. Cinética de respuesta de IgG anti VME potenciada por las estructuras
cocleares (AFCo1). La respuesta de IgG anti VME fue determinada en el suero de
animales inmunizados por via intramuscular con VME, VA-MENGOC-BC® o
AFCo1. Como puede apreciarse el AFCo1 indujo respuestas significativamente
superiores y mas duraderas.

Figura 26. Células dendriticas (CD) pueden procesar péptidos de Ova incluidos en
las vesiculas de membrana extema (VME) (VME-Ova) y presentarios en MHC-II.
La produccion de IL-2 por el hibridoma de células TCD4" fue cuantificada por
incorporacién de [°H] timidina por la linea celular CTLL dependiente de IL-2. Los
datos se presentan como la media + la desviacién estandar de tres experimentos

diferentes. *significativamente diferente de ofros grupos.

10
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Figura 27. Respuesta de IgG anti-Ova en ratones inmunizados con VME-Ova.
Ratones C3H/HeN fueron inmunizados con dos dosis de VME-Ova 5 mg/ml,
solucién salina tamponada de fosfato o con la emulsién Titermax-Ova (control
positivo). Los sueros fueron colectados 21 dias luego de la primera inmunizaci6n y
evaluados por ELISA. Los datos muestran la concentracién de IgG promedio de
cinco animales en cada grupo + la desviacion estdndar y son representativos de
tres ensayos diferentes.

Figura 28. Respuesta de subclases de igG anti-Ova en ratones inmunizados con
VME-Ova. Ratones C3H/HeN fueron inmunizados con dos dosis de VME-Ova 5
mg/mi, solucién salina tamponada de fosfatc o con la emulsiébn Titermax-Ova
(control positivo). Los sueros fueron colectados 21 dlas luego de la primera
inmunizacién y evaluados por ELISA. Los datos muestran el titulo de IgG1 y de
IgG2a de las mezclas del suero de cinco animales en cada grupo y son
representativos de tres ensayos diferentes.

Flgurh 29. Respuesta de IgG contra la proteina Core del Virus de Hepatitis C
(VHC) inducida por inmunizacion intramuscular de animales, evaluada por ELISA.
La respuesta de IgG anti Core fue determinada en el suero de animales
inmunizados por via intramuscular con tres dosis (semanas 0, 3 y 7) y sangrados
dos semanas posteriores a la Ultima dosis. Como puede apreciarse la
incorporacién de los dos antigenos (Core y Cépside) en AFCo1 indujo respuestas

significativamente superiores.
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REIVINDICACIONES

1. Composicion vacunal caracterizada porque comprende estructuras
cocleares proteolipidicas obtenidas a partir de vesiculas de membrana externa de
organiemos vivos y opcionaimente uno o més antigenos, asl como un excipiente

adecuado.

2. Composicidn vacunal segan la reivindicacién 1, caracterizada porque dichas
estructuras cocleares estén formadas por protelnas, lipidos y patrones

moleculares asociados a patdgenos.

3. Composiciéon vacunal segin la reivindicacion 2, caracterizada porque los
patrones moleculares asociados a patégenos se encuentran o sean adicionados

entre el 1% y el 30% del peso proteico de la estructura coclear.

4. Composicién vacunal segin reivindicacion 3, caracterizada porque los
patrones moleculares asociados a patdgenos son seleccionados del grupo
consistente en lipopolisacarido, peptidoglicano, lipoprotelna, 4cido teicoico,

flagelina y lipofosfoglicano.

5. Composicién vacunal segin reivindicacion 1, caracterizada porque el
organismo vivo de donde se extraen las vesiculas de la membrana extema a partir
de las cuales se forman las estructuras cocleares sea una bacteria, un protozoario

0 una célula animal.

6. Composicion vacunal segun la reivindicacién 5, caracterizada porque dicha

bacteria puede ser Gram negativa o0 Gram positiva.

7. Composiciéon vacunal segun reivindicacién 6, caracterizada porque dicha
bacteria Gram negativa sea de los géneros Neisseria, Hasmophilus, Salmonella,

Vibrio, Pseudomona o Shigella.



10

15

20

31

8. Composicién vacunal segin la reivindicacién 6, caracterizada porque dicha

bacteria Gram positiva sea de los géneros Strepfococcus o Staphylococcus.

9. Corﬁposicibn vacunal segun reivindicacion 5, caracterizada porque el

organismo vivo sea el protozoo del género Leishmania.

10. Composicién vacunal segin la reivindicacién 5, caracterizado porque las

estructuras cocleares provienen de una célula tumoral.

11. Composicion vacunal seg(n la reivindicacién 1, caracterizada porque los
antigenos a incluir adicionalmente se encuentran con respecto a las protelnas
presentes en la estructura coclear en una relaciéon entre 0,2-2,7 ug por cada 3-9

Hg de proteina.

12. Composicion vacunal segun la reivindicacion 1, caracterizada porque los
antigenos a incluir adicionalmente son seleccionados del grupo consistente en:
proteinas naturales o recombinantes, péptidos, sacaridos, acidos nucléicos;

conjugados o alergenos.

13. Composicion vacunal segln la reivindicacién 12, caracterizada porque el

antigeno adicionado sean proteinas del virus de la hepatitis C.

14. Composicién vacunal seguin la reivindicacion 12, caracterizada porque el

antigeno adicionado sean epitopes To B

15. Adyuvante vacunal caracterizado porque comprende estructuras cocleares
proteolipidicas obtenidas a partir de vesiculas de membrana extema de

organismos vivos.

16. Adyuvante vacunal segdn la reivindicacién 15, caracterizada porque dichas
estructuras cocleares estin formadas por proteinas, lipidos y patrones

moleculares asociados a patdgenos.

oS
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17. Adyuvante vacunal segln la reivindicacion 16, caracterizada porque los
patrones moleculares asociados a patogenos se encuentran entre el 1% y el 30%

del peso proteico de la estructura.

18. Adyuvante vacunal segin reivindicacidn 16, caracterizada porque los
patrones moleculares asociados a pat6genos son seleccionados del grupo
consistente en lipopolisacdrido, peptidoglicano, lipoproteina, &cido teicoico,

fiagelina y lipofosfoglicano.

19. Adyuvante vacunal segin reivindicacién 15, caracterizada porque el
organismo vivo de donde se extraen las vesiculas de la membrana extema a partir
de las cuales se forman las estructuras cocleares es una bacteria, un protozoario o

una célula animal.

20. Adyuvante vacunal segin la reivindicacién 19 caracterizada porque dicha

bacteria sea Gram negativa o Gram positiva.

21. Adyuvante vacunal segin reivindicacién 20, caracterizada porque dicha
bacteria Gram negativa es de los géneros Neisseria, Haemophilus, Salmonella,

Vibrio, Pseudomona o Shigella.

22. Adyuvante vacunal segin la reivindicacion 20, caracterizada porque dicha

bacteria Gram positiva es de los géneros Streptococcus o Staphylococcus.

23. Adyﬁvante vacunal seglin reivindicacién 18, caracterizada porque el

organismo vivo sea el protozoo del género Leishmania.

24. Adyuvante segan reivindicacién 19, caracterizado porque las estructuras

cocleares provienen de una célula tumoral.

25. Composicion vacunal caracterizada porque comprende vesiculas de
membrana externa obtenidas a partir de organismos vivos y opcionaimente uno o

mas antigenos, asl como un excipiente adecuado.

\ob
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26. Composicién vacunal segin la reivindicacién 25, caracterizada porque
dichas vesiculas de membrana extema estédn formadas por protelnas, lipidos y

patrones moleculares asociados a patogenos.

27. Composicién vacunal segin la reivindicacién 26, caracterizada porque los
patrones moleculares asociados a patégencs se encuentran entre el 1% y el 7%

del peso de proteico de la estructura.

28. Composicion vacunal segin reivindicacion 26, caracterizada porque los
patrones moleculares asociados a patégenos son seleccionados del grupo
consistente en lipopolisacarido, peptidoglicano, lipoprotelna, acido teicoico,

flagelina y lipofosfoglicano.

29. Composicion vacunal segin reivindicacion 25, caracterizada porque el
organismo vivo de donde se extraen las vesiculas de la membrana externa es una

bacteria, un protozoario o una célula animal.

30. Composicién vacunal segin la reivindicacion 29, caracterizada porque

dicha bacteria puede ser Gram negativa o0 Gram positiva.

31. Composicién vacunal segin reivindicacién 30, caracterizada porque dicha
bacteria Gram negativa es de los géneros Neisseria, Haemophilus, Salmonella,

Vibrio, Pseudomona o Shigella.

32. Composicién vacunal segin la reivindicacién 28, caracterizada porque

dicha bacteria Gram positiva es de los géneros Streptococcus o Staphylococcus.

33. Composicion vacunal segin reivindicacion 29, caracterizada porque el

organismo vivo es el protozoo del género Leishmania.

34. Composicién vacunal segin la reivindicacién 29, caracterizado porque las

vesiculas de membrana extemna provienen de una célula tumoral.
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35. Adyuvante vacunal caracterizado porque comprende vesiculas de

membrana extema obtenidas a partir de organismos vivos.

36. Adyuvante vacunal segin la reivindicacién 35, caracterizada porque dichas
vesiculas de membrana externa estdn formadas por proteinas, lipidos y patrones

moleculares asociados a patégenos.

37. Adyuvante vacunal segun la reivindicacién 368, caracterizada porque los
patrones moleculares asociados a patégenos se encuentran entre el 1% y el 7%

del peso de proteico de la estructura.

38. Adyuvante vacunal segun reivindicacion 36, caracterizada porque los
patrones moleculares asociados a patbgenos son seleccionados del grupo
consistente en lipopolisacérido, peptidoglicano, lipoproteina, écido teicoico,
flagelina y lipofosfoglicano.

39. Adyuvante vacunal segin reivindicacién 35, caracterizada porque el
organismo vivo de donde se extraen las vesiculas de la membrana externa es una

bacteria, un protozoario ¢ una célula animal.

40. Adyuvante vacunal segln la reivindicacion 39, caracterizada porque dicha

bacteﬁa sea Gram negativa o Gram positiva.

41. Adyuvante vacunal segun reivindicacién 40, caracterizada porque dicha
bacteria Gram negativa sea de los géneros Neissenia, Haemophilus, Salmonella,

Vibrio, Pseudomona o Shigella.

42. Adyuvante vacunal segln la reivindicacién 40, caracterizada porque dicha
bacteria Gram positiva sea de los géneros Strepfococcus o Staphylococcus.

43. Adyuvante vacunal seg(n reivindicacién 39, caracterizada porque el

organismo vivo es el protozoo del género Leishmania.
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44. Adyuvante segun reivindicacién 39, caracterizado porque las vesiculas de

membrana extema provienen de una célula tumoral.

45. Método para la obtencion de estructuras cocleares a partir de vesiculas de
membrana externa de organismos vivos caracterizado porque comprende los

siguientes pasos:

a. preparacion, a partir de las vesiculas de membrana externa naturales, de
una solucién a una concentracién de proteinas totales entre 3 y 8 mg/mL, a la que
se le afiade un detergente no idnico hasta alcanzar una relaciéon de 10 veces la

concentracion de proteinas.

b. de desear incorporar otros antigenos de interés o patrones moleculares
asociados a patégenos estos se afladen a la solucidn preparada en a)
homogeniiando la misma a razén de 0,2-2,7 ug por cada 3-9 ug de protelna para

los antigenos y de 1 a 30% la concentracién proteica para los patrones.

C. posteriomente, la solucién de los pasos a) 6 b) se filtra a través de una
membrana con tamafio de poro de 0.2 um para esterilizarla y eliminar los

agregados de vesiculas de membrana externa no disueltos.

d. posteriormente, se realiza una didlisis rotacional o filtracién tangencial
contra una solucibn que contiene concentraciones de un i6n multivalente,
particularmente, Ca®*, Zn** o Mg®, entre 25 y 6,5 mM en condiciones

tamponadas de pH 7,4 £ 0,2,

e. finalmente, a las estructuras cocleares obtenidas se les realiza un
tratamiento mecanico, particularmente, sonicacién en bafio de agua temperada a
una temperatura entre 15 °C y 25°C durante 45 min., para homogeneizar el

tamarnfio de las particulas.
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46. Composicidn vacunal segun reivindicaciones de la 1 a la 14, caracterizada

porque es aplicada por via mucosal, parenteral o combinacion de las mismas.

47. Composiciéon vacunal de las reivindicaciones de la 26 a la 34, caracterizada

porque es aplicada por via mucosal, parenteral o combinacién de las mismas.

48. Adyuvante de las reivindicaciones de la 15 a la 24, caracterizado porque es

aplicado por via mucosal, parenteral o combinacién de las mismas.

49. Adyuvante de las reivindicaciones de la 35 a la 44 caracterizado, porque es

aplicado por via mucosal, parenteral o combinacién de las mismas.
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RESUMEN

La presente invencion se relaciona con el campo de la Inmunologia,
especificamente con la rama de los adyuvantes y las vacunas. El objetivo técnico
que se persigue es obtener estructuras cocleares a partir de vesiculas de
membrana extema (ampollas) de microorganismos, con el fin de emplearias como
adyuvantes o como vacunas en si. La invencibn también se relaciona con el

método de obtencion de las estructuras cocleares.
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