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DESCRIPCION

Nuevas formulaciones inmunogénicas que comprenden adyuvantes poliméricos de acido poliacrilico lineales o
ramificados

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reivindica prioridad sobre la solicitud provisional estadounidense n® 62/351.492, presentada el 17 de
junio de 2016.

INCORPORACION POR REFERENCIA

Cualquier solicitud anterior y todos los documentos citados en ella o durante su tramitacién ("documentos citados de
la solicitud") y todos los documentos citados o referenciados en los documentos citados de la solicitud, y todos los
documentos citados o referenciados aqui ("documentos citados aqui"), y todos los documentos citados o referenciados
en los documentos citados aqui, junto con las instrucciones, descripciones, especificaciones de producto y hojas de
producto del fabricante para cualquier producto mencionado aqui pueden emplearse en la practica de la invencion. La
cita o identificacién de cualquiera de dichos documentos en esta solicitud no constituye una admision de que dicho
documento esté disponible como técnica anterior a la presente invencién, y no refleja ninguna vision de la validez,
patentabilidad y/o requerimiento de dichos documentos de patente citados. Todas las secuencias a las que se hace
referencia aqui mediante los nimeros de acceso de GenBank son los que figuran en GenBank a la fecha de
presentacién de la presente solicitud.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion pertenece al campo de las vacunas. En particular, la invencién se refiere a adyuvantes particulares y
composiciones adyuvantes, y a procedimientos para preparar dichos adyuvantes y composiciones adyuvantes.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Ya se ha propuesto el uso de polimeros que incluyen unidades de acido acrilico como adyuvante en la composicién
de vacunas. En la mayoria de los casos, los polimeros de acido poliacrilico recomendados como adyuvantes son
polimeros reticulados. Por ejemplo, los documentos US 3.790.665 y US 3.919.411 describen el uso de un polimero de
acido acrilico reticulado con un sacérido de polialilo, como adyuvante. En el documento US 7.163.926 también se
describen adyuvantes correspondientes a polimeros de acido acrilico o metacrilico que estan reticulados,
especialmente con éteres de polialquenilo de azlicares o polialcoholes. Este tipo de polimeros se comercializan con
el nombre CARBOPOL®. El uso de CARBOPOL 974P, 934P y 971P, que son polimeros reticulados con un Mw elevado
(es decir, alrededor de 3 millones para 974P, segun los datos proporcionados por el fabricante), se describe en los
documentos US 7.163.926, EP 1.058.558 y WO 2009/118523.

Algunos esfuerzos de investigacién se han centrado en el uso de polimeros de acido poliacrilico lineales que tienen
un peso bajo, o en copolimeros de acido acrilico/éster de acido acrilico:

El documento WO 2005/065712 propone un complejo que comprende un polimero de distribucién de peso
molecular estrecha que incluye unidades derivadas de un acido acrilico o una sal del mismo, y una sustancia
que tiene una actividad farmacolégica contra un organismo patégeno o un cancer, 0 Uno o0 mas antigenos o
inmunégenos. El polimero puede ser un homopolimero o un copolimero de un &cido acrilico o acido
metacrilico o una sal del mismo. Se recomienda un peso molecular de 100.000 o menos.

Los documentos US 6.610.310 y EP 0 804 234 describen el uso de un polimero que tiene unidades
monoméricas repetitivas constitutivas aniénicas y unidades monoméricas repetitivas constitutivas hidréfobas.
En particular, la patente EP0804234 describe el uso de un polimero que consiste parcialmente en unidades
de acido acrilico (unidades repetitivas constitutivas aniénicas) y unidades de éster de acido acrilico (unidades
repetitivas constitutivas hidréfobas) como adyuvante de vacuna en una disolucién acuosa. En estos
documentos se compara el polimero de 4cido poliacrilico CARBOPOL® 907 con sus polimeros de &cido
poliacrilico parcialmente esterificados homélogos recomendados, y proporciona una respuesta inmune mas
pobre. De manera similar, las publicaciones de L. Hilgers et al., en Vaccine, 2000, 18, 3319-3325 y Vaccine
1998 Vol. 16, No. 16, 1575-1581, también describen el uso de dichos polimeros esterificados, y ensefian que
el uso de ésteres de alquilo de acido poliacrilico proporciona una mejor respuesta inmune en la mayoria de
los casos. CARBOPOL® 907 es un polimero de acido poliacrilico que hoy en dia ya no esta disponible y cuyas
caracteristicas no se pueden determinar de forma fiable. Pertenece a la familia CARBOPOL, que son
conocidos como polimeros reticulados. Este polimero tiene un peso molecular medio ponderal Mw que
diferente de un documento a otro: la publicacién de Vaccine, 1998 Vol. 16, No. 16, paginas 1575 a 1581,
proporciona un peso molecular medio ponderal Mw de 450 kDa sin precision respecto al método utilizado
para su determinacién. No menciona su indice de polidispersidad. Por el contrario, "Liquid Detergents", serie
de tensioactivos Science, vol. 67, pagina 147 (1996, CRC Press, Editorial: Kuo-Yann Lai), proporcion6 para
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el mismo polimero un peso molecular medio ponderal Mw de 603,3 kDa, determinado por técnica
cromatografica por permeacion en gel (GPC), y un indice de polidispersidad IP de 4,124. Existe duda sobre
las caracteristicas del CARBOPOL® 907. Ademas, la mayoria de las veces, los datos de Mw proporcionados
por los productores difieren del Mw que se puede determinar mediante métodos estandarizados, como se
muestra en los ejemplos de la presente solicitud de patente.

Ademas de las incertidumbres en cuanto a las caracteristicas precisas de los adyuvantes poliméricos existentes, existe
una necesidad constante de desarrollar nuevos adyuvantes con propiedades de seguridad y eficacia mejoradas. La
presente descripcion satisface dichas necesidades al proporcionar formulaciones inmunolégicas y de vacunas seguras
y efectivas que comprenden adyuvantes de polimero de acido acrilico no reticulado.

BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

En un primer aspecto, la descripcién proporciona formulaciones que comprenden una nueva clase de polimeros como
adyuvante de vacuna. Como se describe aqui, esta clase de polimeros ha demostrado seguridad y eficacia en
formulaciones adyuvantes en una amplia variedad de antigenos, para uso en la administraciéon de una amplia variedad
de especies animales. Esta clase de polimeros produce propiedades adyuvantes ventajosas, en comparacion con
otras familias de polimeros de acido poliacrilico utilizados en la técnica anterior.

En una realizacién del primer aspecto, la invencién proporciona una familia de polimeros que es particularmente eficaz
como adyuvante. En una realizacién particular, la invencién proporciona una clase de polimeros que inesperadamente
promueve fuertes respuestas Th-1, ademas de respuestas Th-2.

Ademas, algunos polimeros seleccionados segin la invenciéon conducen a una composicién adyuvante y, como
resultado, a una composicién de vacuna. En una realizacién particular, las composiciones de vacuna de la presente
descripcién son mas seguras, particularmente en cuanto a reproducibilidad y reduccién de contaminantes, que a
menudo son incompatibles con la estabilidad del almacenamiento de la vacuna. En una realizacién mas particular, los
polimeros seleccionados también son estables y esterilizables mediante autoclave.

En este contexto, la invencién se refiere a una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de acido poliacrilico
lineal o ramificado, para uso como adyuvante en una composicién de vacuna, caracterizada por que dicha sal de
polimero de acido poliacrilico tiene un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 350 a 650 kDa y
comprende menos de 0,005% de persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido
poliacrilico, y en la que el polimero de acido poliacrilico esta compuesto exclusivamente de unidades de acido acrilico.
En algunas realizaciones, la sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de acido poliacrilico lineal o ramificado
puede comprender menos de 0,001% p/p de persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de
acido poliacrilico.

En particular, dicha sal de polimero de &cido poliacrilico estd compuesta exclusivamente por unidades que son una
sal de acido acrilico o esta compuesta exclusivamente por unidades que son la forma de acido libre de acido acrilico
y de unidades que son una sal de acido acrilico.

Ventajosamente, dicha sal de polimero de acido poliacrilico comprende menos de 0,005%, preferiblemente menos de
0,001%, p/p de agentes oxidantes, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y/o
comprende menos de 0,001% p/p de persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido
poliacrilico.

En una realizacién mas particular, dicho polimero de acido poliacrilico es una sal con Na*.

En realizaciones particulares, dicha sal de polimero de &cido poliacrilico tiene un indice de polidispersidad menor o
igual a alrededor de 4, preferiblemente menor o igual a alrededor de 2,5.

En realizaciones particulares, dicha sal de polimero de acido poliacrilico tiene un peso molecular medio ponderal Mw
en el intervalo de 380 a 620 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 4; o tiene un peso molecular medio
ponderal Mw en el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 4; o tiene un peso
molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a 620 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 2,5; o
tiene un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor o
igual a 2.

En algunas realizaciones, una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de acido poliacrilico lineal o ramificado
puede tener una pendiente de Mark Houwink mayor o igual a 0,7.

Ventajosamente, dicha sal de polimero de acido poliacrilico comprende menos de 0,005% p/p de monémero de acido
acrilico en forma de &cido libre o forma de sal, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido
poliacrilico.
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Segun realizaciones ventajosas, dicha sal de polimero de acido poliacrilico se diafiltra y se esteriliza.

Ventajosamente, la sal de polimero de acido poliacrilico descrita en la invencién se utiliza para mejorar la respuesta
inmune Th1 obtenida con la composicién de vacuna. La respuesta inmune Th1 es mayor que la respuesta inmune Th1
obtenida cuando se utilizan como adyuvante sales poliméricas de acido poliacrilico de menor peso molecular Mw.

Otro aspecto de la invencién se refiere también a un procedimiento para la preparacion de una sal farmacéuticamente
aceptable de un polimero de acido poliacrilico descrito en la invencion, que comprende las siguientes etapas
sucesivas:

a) obtener una disolucién de un polimero de acido poliacrilico,
b) purificar la disolucién del polimero de acido poliacrilico, con el fin de eliminar impurezas, y
c) esterilizar la disolucion purificada del polimero de acido poliacrilico.

La invencion también se refiere a un procedimiento para el almacenamiento de una disolucién de la sal de polimero
de acido poliacrilico descrita en la invencién, que comprende dicho procedimiento de preparacion, seguido de una
etapa de almacenamiento de la sal farmacéuticamente aceptable obtenida del polimero de acido poliacrilico, en
disolucion.

En un tercer aspecto, la invencién también se refiere a una composicién de vacuna que comprende al menos un
agente de vacuna (por ejemplo, un inmunégeno o un acido nucleico que codifica un inmunégeno) y, como adyuvante,
una sal farmacéuticamente aceptable del polimero de acido poliacrilico descrito en la invencion. En una realizacién
particular, el inmunégeno puede seleccionarse entre: patdgenos inactivados, patégenos atenuados, antigenos de
subunidades, antigenos purificados , antigenos no purificados, o antigenos producidos de forma recombinante
utilizando células bacterianas, de levadura, vegetales, de insectos o animales, vectores de expresién que incluyen
plasmidos, y similares. Los antigenos pueden purificarse por medios bien conocidos en la técnica, incluidos, pero no
limitados a, ultrafiltracién, ultracentrifugacion, filtracién en gel por exclusién por tamafio, cromatografia de intercambio
ibnico, y purificacién con PEG. El patégeno puede ser de origen bacteriano, viral, protozoario, o flngico, o el
inmunogeno puede constituir una antitoxina.

En aln otro aspecto, la presente invencién proporciona una composicion de vacuna que comprende al menos un
agente de vacuna y una sal farmacéuticamente aceptable del polimero de acido poliacrilico descrito aqui como un
adyuvante, para uso en un método para inducir una respuesta inmune en una vacuna contra un patdégeno, que
comprende administrar la composicién de vacuna de la presente invencién a la vacuna.

Se observa que en esta descripcion, y particularmente en las reivindicaciones, términos tales como "comprende”,
"comprendido”, "que comprende", y similares, pueden tener el significado atribuido a dichos términos en la ley de
patentes de EE. UU.; por ejemplo, pueden significar "incluye”, "incluido”, "que incluye", y similares; y que expresiones
tales como "que consiste esencialmente en"y "consiste esencialmente en" tienen el significado que les atribuye la ley
de patentes de EE. UU., por ejemplo permiten elementos no explicitamente enumerados, pero excluyen elementos

que se encuentran en la técnica anterior o que afectan una caracteristica basica o novedosa de la invencion.

La expresion "alrededor de", como se utiliza aqui, significa aproximadamente, en la regién de, mas o menos, o en
torno a. Cuando la expresién "alrededor de" se utiliza junto con un intervalo numérico, modifica ese intervalo
extendiendo los limites por encima y por debajo de los valores numéricos expuestos. En general, la expresién
"alrededor de" se utiliza aqui para modificar un valor numérico por encima y por debajo del valor expuesto en una
variacion del 10%. En un aspecto, la expresioén "alrededor de" significa mas o menos 20% del valor numérico del
nimero con el que se esta utilizando. Por lo tanto, alrededor de 50% significa en el intervalo de 45%-55%. Los
intervalos numéricos aqui citados por puntos finales incluyen todos los nimeros y fracciones incluidos dentro de ese
intervalo (por ejemplo, 1 a 5 incluye 1, 1,5, 2, 2,75, 3, 3,90, 4, y 5). También se debe entender que se presume que
todos los numeros y fracciones de los mismos estan modificados por la expresion "alrededor de".

Estas y otras realizaciones se describen o son obvias y estan comprendidas en la siguiente descripcion detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Una descripcién completa y habilitante de la presente invencién, incluyendo su mejor modo, para una persona con
conocimientos normales en la técnica, se expone mas particularmente en el resto de la memoria descriptiva,
incluyendo referencia a las figuras adjuntas, en las que:

La FIG. 1 es un grafico que muestra los titulos de anticuerpos (IgG1 e IgG2a) para ratones OF1 inmunizados
en DO, D21 y D35 con 2,5 ug de PS5-rEPA por ratén por inyeccion, inyectado solo o co-inyectado con 200 ug
de CARBOPOL, PAA20 o PAA225000;
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La FIG. 2 es un grafico que muestra la media geométrica del titulo de anticuerpos neutralizantes (GMT) de
sueros de grupos de ratones C57BL/6 inmunizados con 2 ug de hCMV-gB y emulsion de escualeno,
PAA3000, PAAG000, PAA50000, PAA60000, PAA20 o PAA225000, medido en fibroblastos MRC5;

La FIG. 3 es un grafico que muestra la GMT para los grupos de la FIG. 2, segin lo determinado por
seroneutralizacién en células ARPE-19 (células epiteliales humanas);

La FIG. 4 es un grafico que muestra los anticuerpos IgG1 séricos dirigidos contra el antigeno hCMV-gB para
los grupos de la FIG. 2, segln lo determinado por ELISA,

La FIG. 5 es un gréfico que muestra los anticuerpos IgG2c séricos dirigidos contra el antigeno hCMV-gB para
los grupos de la FIG. 2, segln lo determinado por ELISA,

La FIG. 6 es un grafico que muestra los niveles de citocina IL5 para los grupos de la FIG. 2, medidos utilizando
el kit CBA Flex set;

La FIG. 7 es un grafico que muestra los niveles de citocinas IFNy para los grupos de la FIG. 2, medidos
utilizando el kit CBA Flex set;

La FIG. 8 es un grafico que presenta la serologia de la rabia para grupos caninos vacunados con rabia
inactivada + PAA225000; AF03; PAA60000; o emulsién de Escualeno;

La FIG. 9 es un grafico que presenta la serologia de CIV para grupos caninos vacunados con gripe
recombinante vectorizada con viruela del canario + (1) PBS; (2) CARBOMER (4 mg/ml); (3) PAAB000O (4
mg/ml); o (4) PAA225000 (4 mg/ml). El grupo 5 recibié so6lo PBS (es decir, ni antigeno de gripe recombinante
ni adyuvante);

La FIG.10 es un grafico que presenta una expansiéon de los datos serolégicos del dia 41 que se muestran en
la FIG.9;

La FIG. 11 es un grafico que muestra el titulo medio de anticuerpos antigripales determinado por SRH para
grupos equinos vacunados con vCP1533+vCP2242 (cada uno de los cuales porta un gen HA del virus de la
gripe) y una de las siguientes toxinas del tétano: (A) CARBOMERO (4 mg/ml); (B) PAA60000 (4 mg/ml); (C)
PAA225000 (4 mg/ml); (D) ADVAX1 (20 mg/ml); (E) ADVAX2 (20 mg/ml). El grupo (F) recibié solo PBS (es
decir, ni antigeno ni adyuvante);

La FIG. 12 es un grafico que muestra la serologia del tétanos para cada grupo equino hasta D35. Grupos:
iguales a los representados en la FIG.11;

La FIG.13 es un grafico que muestra los resultados de la serologia del tétanos equino hasta el D63;

La FIG. 14 es un grafico que muestra la serologia media de SpaA para cada grupo porcino (hasta D59).
Grupos: (G1) SpaA + TS6; (G2) SpaA + PAAB000O; (G3) SpaA + PAA225000; SpaA-FlaB-His + PBS; (G5)
SpaA-FlaB-His + PAA225000; (G6) PBS.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Otros objetos, caracteristicas y aspectos de la presente invencidén se describen o son obvios a partir de la siguiente
descripcién detallada. Cualquier persona con conocimientos normales en la técnica debe entender que la presente
discusion es s6lo una descripcion de realizaciones ejemplares y no pretende limitar los aspectos mas amplios de la
presente invencién, aspectos mas amplios que estan incorporados en la construccion ejemplar.

Caracteristicas del polimero de acido poliacrilico

El polimero utilizado en la invencién es un polimero de acido poliacrilico lineal o ramificado, pero no es un polimero
reticulado. Por "polimero de acido poliacrilico" nos referimos a un polimero que esta compuesto exclusivamente de
unidades de acido acrilico. Asi, en forma de una sal, dicha sal de polimero de acido poliacrilico esta compuesta
exclusivamente por unidades correspondientes a una sal de acido acrilico o estd compuesta exclusivamente por
unidades correspondientes a la forma de acido libre del acido acrilico y por unidades correspondientes a una sal de
acido acrilico.

Un polimero de acido poliacrilico lineal o ramificado se obtiene por polimerizacion de Unicamente acido acrilico como
monodémero. La polimerizacién, en la mayoria de los casos, se lleva a cabo mediante polimerizacién por radicales,
utilizando un agente oxidante como iniciador o catalizador. Los agentes oxidantes mas utilizados son el persulfato
(peroxidisulfato), por ejemplo el persulfato de sodio o de potasio. Los polimeros de acido poliacrilico ramificados se
describen, por ejemplo, en Macromolecules 2011, 44, 5928-5936. Cuando el polimero segun la invencién es lineal, su
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pendiente de Mark Houwink es mayor o igual a 0,7 (Yan J.K., Pei J.J., Ma H.L., Wang Z.B. 2015. Effects of ultrasound
on molecular properties, structure, chain conformation and degradation kinetics of carboxylic curdlan. Carb. Polymers.
121, 64-70).

Por "sal farmacéuticamente aceptable" del polimero de acido poliacrilico, se entiende la sal de formas anidnicas del
polimero con catién o cationes, en particular con catién o cationes monovalentes, que son farmacéuticamente
aceptable. Ejemplos de catién monovalente son los cationes de metales alcalinos, tales como Na* o K+, o los cationes
amonio tal como NH4+. En una disolucién acuosa con un pH de 5,5 a 8, por ejemplo cercano a 7, los grupos acidos
del polimero de &cido poliacrilico estaran en forma aniénica, formando una sal con un cation que también estara
presente en la disolucién acuosa. En el polimero, podemos tener unidades de acido acrilico con el grupo acido en la
forma é&cida libre, y otras unidades con el grupo acido en la forma aniénica formando una sal. Dependiendo del pH,
los grupos acidos del polimero pueden estar exclusivamente en forma de acido libre o, en casos de sal, los grupos
acidos del polimero pueden estar exclusivamente en forma de sal, o algunos grupos acidos pueden estar en forma
acida y otros en forma de sal. Las sales preferidas de los polimeros de acido poliacrilico de la invencién son sales con
Na*. Asi pues, cualquiera que sea la realizacion descrita en la invencion, el polimero de acido poliacrilico estara
preferiblemente en forma de sal sédica, y, en ese caso, todas las caracteristicas (Mw, IP, contenidos de monémero y
persulfato...) se referiran a la sal (es decir, la sal sédica) del polimero de &cido poliacrilico.

En la memoria descriptiva de la presente solicitud de patente, esta "sal farmacéuticamente aceptable de polimero de
acido poliacrilico” se denominaré simplemente "sal de polimero de acido poliacrilico”, y es preferiblemente una sal de
sodio de polimero de acido poliacrilico.

La sal de polimero de &cido poliacrilico puede estar en forma sélida (precipitado o polvo) o preferiblemente en una
formulacién liquida. Una formulacién liquida incluira la sal de polimero de acido poliacrilico y una disolucién acuosa.
Preferiblemente, dicha formulaciéon tiene un pH en el intervalo de 5,5 a 8,0. Este pH se puede obtener mediante la
incorporacion de una base, como NaOH, en la disolucién acuosa. La disolucién acuosa puede ser una disolucién
acuosa amortiguada, obtenida con un amortiguador tal como un amortiguador de fosfato, un TRIS (2-amino-2-
hidroximetil-1,3-propanodiol}, Hepes (&acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina etano sulfénico), histidina, o amortiguador de
citrato. La formulacién liquida también puede comprender una o varias sales adicionales, tal como NaCl.

Segun la invencién, se propone utilizar como adyuvante una sal de polimero de &cido poliacrilico o una formulacién
liquida de una sal de polimero de acido poliacrilico, caracterizada por que dicha sal de polimero de acido poliacrilico
tiene un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 350 a 650 kDa y comprende menos de 0,005% de
persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y en la que el polimero de
acido poliacrilico esta compuesto exclusivamente de unidades de acido acrilico, y por tener una de las siguientes
caracteristicas, cualquier combinacién de tales caracteristicas, o incluso todas las siguientes caracteristicas si no se
excluyen entre si:

* |a sal de polimero de acido poliacrilico o la formulacién liquida de la sal de polimero de acido poliacrilico
comprende menos de 0,005%, preferiblemente menos de 0,001%, p/p de agentes oxidantes, basado en el
peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y/o menos de 0,001% p/p de persulfatos,
basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de &cido poliacrilico;

* la sal de polimero de acido poliacrilico tiene un indice de polidispersidad menor o igual a 4, preferiblemente
menor o igual a 2,5;

¢ la sal de polimero de &cido poliacrilico tiene un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a
620 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 4, o tiene un peso molecular medio ponderal Mw en
el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 4;

* la sal de polimero de &cido poliacrilico tiene un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a
620 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 2,5, o tiene un peso molecular medio ponderal Mw en
el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 2;

* |a sal de polimero de acido poliacrilico tiene una pendiente de Mark Houwink mayor o igual a 0,7,

s la sal de polimero de acido poliacrilico o la formulacién liquida de la sal de polimero de acido poliacrilico
comprende menos de 0,005% p/p de monémero de acido acrilico en forma de acido libre o forma de sal,
basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico.

En particular, se propone utilizar como adyuvante una sal de polimero de acido poliacrilico o una formulacién liquida
de una sal de polimero de acido poliacrilico, en la que el polimero de acido poliacrilico esta compuesto exclusivamente
por unidades de acido acrilico, y se caracteriza por:
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s un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a 620 kDa y un indice de polidispersidad menor
o igual a 4, un contenido de persulfatos en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la formulacién liquida
de la sal de polimero de acido poliacrilico menor que 0,005%, preferiblemente menor que 0,001%, p/p,
basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y un contenido de monémero de
acido acrilico en forma de &cido libre o forma de sal en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la
formulacién liguida de la sal de polimero de acido poliacrilico menor que 0,005% p/p, basado en el peso seco
total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico; ventajosamente, esta sal de polimero de acido poliacrilico
tiene una pendiente de Mark Houwink mayor o igual a 0,7, o

s un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a 620 kDa y un indice de polidispersidad menor
oigual a 2,5, un contenido de persulfatos en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la formulacién liquida
de la sal de polimero de acido poliacrilico menor que 0,005%, preferiblemente menor que 0,001%, p/p,
basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y un contenido de monémero de
acido acrilico en forma de &cido libre o forma de sal en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la
formulacién liguida de la sal de polimero de acido poliacrilico menor que 0,005% p/p, basado en el peso seco
total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico; ventajosamente, esta sal de polimero de acido poliacrilico
tiene una pendiente de Mark Houwink mayor o igual a 0,7, o

s un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor
o igual a 4, un contenido de persulfatos en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la formulacién liquida
de la sal de polimero de acido poliacrilico menor que 0,005%, preferiblemente menor que 0,001%, p/p,
basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y un contenido de monémero de
acido acrilico en forma de &cido libre o forma de sal en la sal de polimero de &cido poliacrilico o en la
formulacién liguida de la sal de polimero de acido poliacrilico menor que 0,005% p/p, basado en el peso seco
total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico; ventajosamente, esta sal de polimero de acido poliacrilico
tiene una pendiente de Mark Houwink mayor o igual a 0,7, o

e un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor
o igual a 2, un contenido de persulfatos en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la formulacién liquida
de la sal de polimero de acido poliacrilico menor que 0,005%, preferiblemente menor que 0,001%, p/p,
basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y un contenido de monémero de
acido acrilico en forma de &cido libre o forma de sal en la sal de polimero de &cido poliacrilico o en la
formulacién liquida de la sal de polimero de acido poliacrilico menor que 0,005% p/p, basado en el peso seco
total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico; ventajosamente, esta sal de polimero de &cido poliacrilico
tiene una pendiente de Mark Houwink mayor o igual a 0,7.

En algunas realizaciones, la sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de &cido poliacrilico lineal o ramificado,
para uso segun la descripcion, puede diafiltrarse.

Ventajosamente, la sal de polimero de acido poliacrilico bajo la formulacién liquida se diafiltra.

Ventajosamente, la sal de polimero de acido poliacrilico o la formulacién liquida de la sal de polimero de acido
poliacrilico se esteriliza. Cuando la sal de polimero de acido poliacrilico o la formulacién liquida de la sal de polimero
de acido poliacrilico se diafiltra, la esterilizacién ocurre después de la diafiltracién.

Segun la invencién, el peso molecular medio ponderal Mw se obtiene mediante cromatografia de exclusion por tamafio.
Ventajosamente, se utilizaran tres detectores después de la columna de cromatografia de exclusién por tamafio: un
detector de dispersion de luz en angulo recto, un detector de indice de refraccion, y un viscosimetro diferencial de
cuatro capilares. Los procedimientos detallados que se proporcionan en los ejemplos se utilizan preferiblemente segun
la invencién para la determinacién del Mw, IP (indice de polidispersidad), concentracién de polimero, y pendiente de
Mark Houwink. El dn/dc utilizado para la determinacién de Mw se determina preferiblemente utilizando el detector de
indice de refraccién con un panel de polimeros de acido poliacrilico de concentracién conocida.

El contenido de persulfato y el contenido de mondmero de &cido acrilico en forma de &cido libre o forma de sal se
puede determinar mediante cromatografia de intercambio aniénico de alto rendimiento con deteccién conductimétrica.
Preferentemente, se podra utilizar el protocolo que se detalla en los ejemplos, en particular en el apartado B de “1.2
Determinacioén de persulfatos y monémeros de acrilato”.

Preparacion y almacenamiento del polimero de acido poliacrilico

En la materia prima del polimero de acido poliacrilico, hay un contenido de monémero residual que corresponde al
contenido de acido acrilico o sal de acrilato que no se polimerizé. En la polimerizacién del polimero de acido poliacrilico,
se utiliza un iniciador de polimerizacién, un persulfato, como catalizador para iniciar la polimerizacién. En la materia
prima del polimero de acido poliacrilico, puede quedar un contenido residual de iniciador de polimerizaciéon que no se
ha consumido por el procedimiento de polimerizacién.
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Los polimeros de acido poliacrilico que se comercializan a menudo carecen de especificaciones sobre el contenido de
monémeros residuales y agente o agentes oxidantes, asi como sobre su Mw preciso y su contenido de oligémeros.

Se propone purificar sistematicamente la materia prima de polimero de acido poliacrilico adquirida que se utilizara
para la preparaciéon de una composicién adyuvante, con el fin de evitar el riesgo de tener contenidos residuales de
dichos compuestos que pueden ser perjudiciales, considerando la estabilidad de las composiciones adyuvantes y las
composiciones de vacuna que contienen el adyuvante y/o la toxicidad de la composicion de vacuna. Adicionalmente,
segun la invencion, se identificd que un contenido importante de persulfato es perjudicial para la estabilidad del
polimero bajo tratamiento térmico, e impide la esterilizaciéon por autoclave.

La invencién se refiere a un procedimiento para la preparacién de una sal farmacéuticamente aceptable de polimero
de acido poliacrilico como se define en el parrafo "Caracteristicas del polimero de acido poliacrilico”, que comprende
las siguientes etapas sucesivas:

a) obtener una disolucién de un polimero de acido poliacrilico,
b) purificar la disolucién del polimero de &cido poliacrilico, con el fin de eliminar impurezas, y
c) esterilizar la disolucion purificada del polimero de acido poliacrilico.

En algunas realizaciones, un procedimiento de preparacién segun la descripcidon puede ser tal que el polimero de
acido poliacrilico de la disolucién de la etapa a) tenga un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 300 a
550 kDa.

En las etapas a), b) y c), la disolucién puede ser una disolucion del polimero de acido poliacrilico directamente en
forma de la sal farmacéuticamente aceptable deseada, o al menos parcialmente, en la forma de su forma de acido
libre. Si en la etapa a) la disolucion es una disolucién del polimero de &cido poliacrilico en su forma de &cido libre, se
puede realizar una salificaciéon después de la purificacién de la etapa b) y la esterilizacién de la etapa c) realizada
sobre la disolucion de la sal farmacéuticamente aceptable deseada. También es posible realizar la esterilizacion de la
etapa ¢) sobre la disolucién del polimero de acido poliacrilico en su forma de &cido libre, y realizar una salificacién
después de la esterilizacion.

En cualquier etapa, si se requiere una salificacion, ésta se puede obtener mediante la introduccién de una base, como
NaOH o KOH, en la disolucion, dependiendo de la sal deseada.

Por ejemplo, la purificacién y/o la esterilizacién se llevan a cabo en una disolucién de una sal farmacéuticamente
aceptable del polimero de &cido poliacrilico. Esta disolucién es, por ejemplo, una disolucién acuosa amortiguada, en
particular con un amortiguador de fosfato o con un amortiguador TRIS, Hepes, histidina o citrato. La disolucién acuosa
de la sal farmacéuticamente aceptable del polimero de acido poliacrilico también puede comprender una o varias sales
adicionales, tal como NaCl. En tales casos, el procedimiento seguin la invencion, para la preparacion de una sal
farmacéuticamente aceptable de polimero de acido poliacrilico como se define en el parrafo "Caracteristicas del
polimero de acido poliacrilico”, comprende las siguientes etapas sucesivas:

a) obtener una disolucién de la sal farmacéuticamente aceptable seleccionada de un polimero de acido
poliacrilico,

b) purificar la disolucién de la sal de polimero del acido poliacrilico, con el fin de eliminar impurezas, y
c) esterilizar la disolucion purificada obtenida de la sal de polimero de &cido poliacrilico.

Ventajosamente, el polimero de acido poliacrilico de la disolucién de la etapa a) tiene una pendiente de Mark Houwink
mayor o igual a 0,7. Cuando esta en disolucién, el polimero de acido poliacrilico esta en forma de una sal, y esta
pendiente de Mark Houwink se refiere a la sal de polimero de acido poliacrilico.

La purificacién eliminara las moléculas pequefias. La purificacion puede realizarse mediante dialisis, diafiltracion,
ultrafiltracion, o cromatografia de exclusién por tamario. La diafiltracion y la ultrafiltracion utilizan filtracion de flujo
cruzado (también denominada filtracién de flujo tangencial} en una membrana porosa. Una disolucién que contiene el
polimero de acido poliacrilico circula sobre la membrana: una parte de la disolucion que incluye las moléculas
pequefias se elimina en el permeado que pasara a través de la membrana. Otra parte de la disolucién, denominada
retenido, que incluye el polimero poliacrilico purificado, circulara por la superficie de la membrana. El retenido puede
circular en un bucle de circulacién, y ser diafiltrado o ultrafiltrado varias veces. Se afiade disolvente (normalmente un
amortiguador acuoso o una disolucién acuosa salina) al retenido que circula, para reemplazar el volumen de
permeado, a la misma velocidad que el caudal de permeado, de modo que el volumen del retenido permanece
constante. El tamafio de las moléculas eliminadas esta determinado por el corte de la membrana. Ventajosamente, se
pueden utilizar membranas con un corte de 1 a 80 kDa, preferiblemente de 2 a 50 kDa. Este tipo de membranas se
encuentran disponibles, por ejemplo, en Merck Millipore. El corte de una membrana se clasifica segun su limite de
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peso molecular nominal (NMWL) o su limite de peso molecular (MWCO). Por ejemplo, una membrana de UF con un
peso molecular de 30 kD excluira una proteina de prueba con un peso molecular de 30 kiloDaltons. El noventa por
ciento de esa proteina de prueba permanecera en el retenido y el 10 por ciento pasara al permeado, lo que dara como
resultado una concentracion de la proteina si no se afiade disolucién amortiguadora o salina al retenido durante el
procedimiento.

Normalmente, el caudal de circulacion del retenido es de 50 a 80 L/H/m2. La presion transmembrana (TMP) es, por
ejemplo, de 0,9 +/- 0,1 bar.

Asi, la purificacion en la etapa b) puede llevarse a cabo mediante didlisis, diafiltracién, ultrafiltracién, o cromatografia
de exclusién por tamafio. La purificacién puede realizarse en una disolucién que contenga de 2 a 50 mg/ml,
preferiblemente de 10 a 30 mg/ml del polimero de acido poliacrilico. Cuando, en la disolucién, el polimero esta en
forma de una sal, esta concentracién se refiere a la sal del polimero.

Ventajosamente, la purificacion se lleva a cabo mediante diafiltracién con una membrana que tiene un corte de 1 a 80
kDa, preferiblemente de 2 a 50 kDa.

En algunas realizaciones, el procedimiento de preparacion segin la descripcion se puede caracterizar por que la
purificacion se lleva a cabo en condiciones que permiten la obtencién de un polimero de acido poliacrilico en disolucién
caracterizado por que dicha sal de polimero de &cido poliacrilico tiene un peso molecular medio ponderal Mw en el
intervalo de 350 a 650 kDa y comprende menos de 0,005% de persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal
de polimero de acido poliacrilico, y en la que el polimero de acido poliacrilico esta compuesto exclusivamente por
unidades de acido acrilico y por tener:

e menos de 0,005%, preferiblemente menos de 0,001% p/p de agentes oxidantes, basado en el peso seco total
de dicho polimero de &cido poliacrilico obtenido después de la purificacion, y/o menos de 0,005%,
preferiblemente menos de 0,001% p/p de persulfatos, basado en el peso seco total de dicho polimero de
acido poliacrilico obtenido después de la purificacion,

* menos de 0,005% p/p de monémero de acido acrilico en forma de acido libre o forma de sal, basado en el
peso seco total de dicho polimero de acido poliacrilico obtenido después de la purificacién,

e para la sal de polimero de acido poliacrilico: un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a
620 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 4; o un peso molecular medio ponderal Mw en el
intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 4; o un peso molecular medio
ponderal Mw en el intervalo de 380 a 620 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 2,5; 0 un peso
molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual
az2.

Preferiblemente, la purificacién se lleva a cabo en condiciones que permitan la recuperacion de un polimero de acido
poliacrilico en disolucién, caracterizada por que dicha sal de polimero de acido poliacrilico tiene un peso molecular
medio ponderal Mw en el intervalo de 350 a 650 kDa y comprende menos de 0,005% de persulfatos, basado en el
peso seco total de dicha sal de polimero de é&cido poliacrilico, y en la que el polimero de &cido poliacrilico esta
compuesto exclusivamente de unidades de &cido acrilico y por tener:

* preferiblemente menos de 0,001% p/p de persulfatos, con respecto a la materia seca total de la disolucién
obtenida después de la purificacién (en particular por diafiltracion), o mas generalmente, menos de 0,005%,
preferiblemente de 0,001% p/p de agentes oxidantes, basado en la materia seca total de la disolucion
obtenida después de la purificacion (en particular por diafiltracion), y/o

e menos de 0,005% p/p de mondémero de acido acrilico en forma de acido libre o forma de sal, basado en la
materia seca total de la disolucién obtenida después de la purificacion (en particular por diafiltracion).

En algunas realizaciones, un procedimiento de preparacién segun la descripcién puede ser tal que la purificacién se
lleva a cabo en condiciones que permitan la obtencién de un polimero de acido poliacrilico en disolucién que tiene:

e menos de 0,005%, preferiblemente menos de 0,001% p/p de agentes oxidantes, basado en el peso seco total
de dicho polimero de &cido poliacrilico obtenido después de la purificacion, y/o menos de 0,005%,
preferiblemente menos de 0,001% p/p de persulfatos, basado en el peso seco total de dicho polimero de
acido poliacrilico obtenido después de la purificacion,

* menos de 0,005% p/p de monémero de acido acrilico en forma de acido libre o forma de sal, basado en el
peso seco total de dicho polimero de acido poliacrilico obtenido después de la purificacién,
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s para la sal de polimero de acido poliacrilico: un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a
620 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 4; o un peso molecular medio ponderal Mw en el
intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 4, o un peso molecular medio
ponderal Mw en el intervalo de 380 a 620 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 2,5; o un peso
molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual
az.

El peso molecular medio ponderal Mw del polimero de &cido poliacrilico recuperado esta en el intervalo de 350 a 650
kDa, y su indice de polidispersidad puede ser menor o igual a 4.

El dispositivo de purificacién se elegird para eliminar las impurezas deseadas. Por ejemplo, cuando se utiliza
ultrafiltracion o diafiltracion para purificacion, el corte de la membrana se elegira en funcién de las impurezas a eliminar.
Con un corte de al menos 20 kDa, esencialmente, las moléculas pequefias como persulfatos y monémeros se eliminan
mediante filtraciéon cruzada. Con un corte mayor que 20 kDa, también se eliminan moléculas de mayor tamafio como
los oligbmeros y, como resultado, la purificacién conduce a una disminucién del IP y a un aumento del Mw.

*  Preferentemente, la diafiltracién o ultrafiltracién se lleva a cabo con un corte para la membrana utilizada, o
mas generalmente la purificacion se lleva a cabo en condiciones, que permiten la recuperacién de un polimero
de acido poliacrilico en disolucién que tiene un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 350 a
650 kDa, que comprende menos de 0,005% de persulfatos, basado en la materia seca total de la disolucion
obtenida después de la purificacion (en particular por diafiltracién), y estando el polimero de acido poliacrilico
compuesto exclusivamente por unidades de &cido acrilico y:

e un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a 620 kDa y un indice de polidispersidad menor
o igual a 2,5; o un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de
polidispersidad menor o iguala 2, y

o preferiblemente menos de 0,001% p/p de persulfatos, con respecto a la materia seca total de la disolucién
obtenida después de la purificacién (en particular por diafiltracion), o mas generalmente, menos de 0,005%,
preferiblemente menos de 0,001% p/p de agentes oxidantes, basado en la materia seca total de la disolucién
obtenida después de la purificacion (en particular por diafiltracion), y/o

* menos de 0,005% p/p de monémero de acido acrilico en forma de &cido libre o forma de sal, basado en la
materia seca total de la disolucion obtenida después de la purificacién (en particular por diafiltracion).

Ventajosamente, la disolucién obtenida después de las etapas de purificacién contiene de 2 a 50 mg/ml de la sal de
polimero de acido poliacrilico, en particular al menos 10 mg/ml de la sal de polimero de acido poliacrilico.

El resultado principal del procedimiento de purificacién es la eliminacion de moléculas pequefias, tales como el agente
oxidante (es decir, persulfato) y los monémeros de acrilato.

Al llevar a cabo sistematicamente dicha etapa de purificacion, se pueden definir mejor las caracteristicas de la
composicién polimérica que se utiliza como adyuvante, y la composicién es mas segura y mas estable. El contenido
de monémeros de &cido acrilico, sospechosos de ser embriotéxicos y teratogénicos, se reduce considerablemente.

Como se ha explicado anteriormente, dependiendo del dispositivo utilizado (en particular, del corte de la membrana),
la diafiltracion, la dialisis, la ultrafiltracién o la cromatografia de exclusion por tamafio también conducen al aumento
del peso molecular medio ponderal del polimero de &cido poliacrilico obtenido y a la disminucion de su indice de
polidispersidad (IP). De hecho, dependiendo de la técnica utilizada, y en particular del corte de la membrana utilizada,
en diafiltracion, dialisis y ultrafiliracion, o de las caracteristicas de permeacién del gel utilizado en la cromatografia de
exclusién por tamafio, también se eliminan oligémeros y, como consecuencia, el Mw aumentara y el IP disminuira. En
estos casos, la composicién de la sal de polimero esta incluso mas controlada.

La esterilizacién puede realizarse mediante filtracién o filtraciones esterilizantes, o preferiblemente, mediante
autoclave. La filtracién esterilizante se realiza en una membrana con un poro de 0,2 um. La eliminacién del agente
oxidante permite el uso de la esterilizacién por autoclave recomendada por las Farmacopeas. La esterilizacion en
autoclave se puede realizar a una temperatura de 100 a 150 °C y durante un tiempo de 5 minutos a una hora. Con la
etapa de purificacion, el polimero obtenido es mas estable en el tiempo y més resistente al tratamiento térmico.

En algunas realizaciones, el procedimiento de preparacién, segln la descripcién, se puede caracterizar por que la
esterilizacion se lleva a cabo en un autoclave.

En algunas realizaciones, el procedimiento de preparacion segin la descripcion se puede caracterizar por que la

purificacion y la esterilizacion se llevan a cabo en una disolucién de la sal farmacéuticamente aceptable del polimero
de é&cido poliacrilico.
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En algunas realizaciones, el procedimiento de preparacion segin la descripcion se puede caracterizar por que la
purificacién se realiza en una disolucién que contiene de 2 a 50 mg/ml de la sal farmacéuticamente aceptable del
polimero de acido poliacrilico.

La invencion también se refiere a un procedimiento para el almacenamiento de una disolucién de una sal
farmacéuticamente aceptable de polimero de acido poliacrilico como se define en el parrafo "Caracteristicas del
polimero de acido poliacrilico”, que comprende el procedimiento de preparacién como se define segun la invencion,
seguido de una etapa de almacenamiento de la sal farmacéuticamente aceptable obtenida del polimero de &cido
poliacrilico, en disolucién. El periodo de almacenamiento puede durar de 1 dia a 2 afios. La temperatura de
almacenamiento estara, la mayor parte del tiempo, en el intervalo de 0 a 30 °C, en particular a 2-8 °C o a temperatura
ambiente, generalmente alrededor de 22 °C. El almacenamiento puede realizarse directamente después de la etapa
c) de esterilizacion.

Este almacenamiento del adyuvante en forma liquida es muy ventajoso y evita manipulaciones adicionales, en
comparacién con un almacenamiento en forma seca que necesita una resuspension/dilucién del polimero para la
preparacién de la composicién de vacuna.

En particular, cuando la disolucién liquida de la sal de polimero de acido poliacrilico comprende menos de 0,005%,
preferiblemente menos de 0,001% p/p de agentes oxidantes, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero
de acido poliacrilico, y/o menos de 0,001% p/p de persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero
de acido poliacrilico, la disolucién es particularmente estable.

La etapa de almacenamiento se lleva a cabo colocando la disolucion de la sal de polimero de acido poliacrilico en un
recipiente y almacenandola. Durante el almacenamiento, la disolucién almacenada, por ejemplo, contiene de 2 a 50
mg/ml de sal de polimero de acido poliacrilico. Se puede realizar una etapa de dilucién o de concentracion para obtener
la concentracién deseada, por ejemplo después de la etapa b) del procedimiento de preparacién. Durante el
almacenamiento, la sal de polimero de acido poliacrilico puede estar, por ejemplo, en una disolucién acuosa o en una
disolucién acuosa amortiguada. El pH de la disolucién almacenada suele estar entre 5,5 y 8, y mas preferiblemente
entre 6,5y 7,5 (por ejemplo, alrededor de 7). Se puede mantener un pH estable mediante el uso de un amortiguador,
por ejemplo un amortiguador de Tris, un amortiguador de citrato, un amortiguador de fosfato, un amortiguador de
Hepes, 0 un amortiguador de histidina.

La disolucién acuosa también puede comprender una o varias sales adicionales, tal como NaCl. El almacenamiento
puede realizarse manteniendo la disolucién de sal de polimero de acido poliacrilico alejada de la luz. Para ello se
puede utilizar un recipiente oscuro u opaco.

Uso de polimero de acido poliacrilico como adyuvante

La invencion también se refiere a la sal de polimero de acido poliacrilico, como se define en la invencién, cualquiera
que sea la realizacién descrita en relacion con el parrafo anterior "Caracteristicas del polimero de acido poliacrilico”,
para su uso como adyuvante en una composiciéon de vacuna o para uso como adyuvante de un agente de vacuna
para generar una respuesta inmune en un individuo, en particular en un ser humano.

También es un objeto de la invencién una composicién adyuvante para vacuna, que comprende una disolucién acuosa
de una sal farmacéuticamente aceptable de polimero de acido poliacrilico, como se define en la invencién, cualquiera
que sea la realizacién descrita en relacién con el parrafo anterior "Caracteristicas del polimero de acido poliacrilico".

"Adyuvante", como se utiliza aqui, se refiere a un compuesto que modula la inmunogenicidad de una composicién de
vacuna. Una composicién de vacuna incluye clasicamente un agente de vacuna que puede ser un antigeno o un vector
(vector viral recombinante vivo o acido nucleico) que codifica un antigeno. Mas precisamente, un adyuvante modula
la inmunogenicidad del antigeno presente o codificado por el acido nucleico presente en la composicion. "Modular la
inmunogenicidad” incluye mejorar la magnitud y/o la duracién de una respuesta inmune inducida por el antigeno, e
incluye en particular la mejora de la respuesta de anticuerpos (especialmente anticuerpos neutralizantes del virus o
anticuerpos bactericidas) y/o la mejora de las respuestas inmunes celulares (mejora de las respuestas de células T
CD4+ y/o CD8+).

El polimero seleccionado segun la invencién presenta diferentes ventajas, como lo muestran los ejemplos. Por
ejemplo, en comparacion con polimeros lineales o ramificados analogos de menor peso molecular, conducen a
respuestas inmunes aumentadas.

Los linfocitos CD4+, también llamados células T “auxiliares”, son mediadores de la respuesta inmunitaria.
Clasicamente, dos tipos de respuestas de células T auxiliares CD4+ efectoras, denominadas Th1 y Th2, se
caracterizan mediante el perfil de citocinas y la subtipificacion de anticuerpos. El uso del polimero de &cido poliacrilico,
como se define en la invencién, tiene la ventaja de promover fuertes respuestas Th-1 (se obtuvieron resultados sobre
anticuerpos anti-IFN-y, anti-TNF-a y anti-lgG2a en ratones) ademas de las respuestas Th-2 (se obtuvieron resultados
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sobre anticuerpos anti-1l-4, anti-IL-5 y anti-lgG1 en ratones) que son comunmente inducidas por adyuvantes humanos
de la técnica anterior (sales de aluminio, emulsiones de aceite en agua). La induccioén de una fuerte inmunidad Th-1
es importante para combatir infecciones virales y bacterianas intracelulares, asi como el cancer, ya que las respuestas
inmunes Th-1 apoyan la activaciéon de los macréfagos y de otras células asesinas (por ejemplo, linfocitos T CD8+ o
linfocitos T citotéxicos) para exterminar patdégenos intracelulares, células infectadas y células tumorales.

La sal de polimero de &cido poliacrilico de la invencion y el agente de vacuna pueden formularse en una misma
composicién, en particular en una composicion acuosa, o en dos composiciones diferentes y mezclarse justo antes de
la administracién.

También es posible disponer de una composicién de vacuna en forma de kit de partes. La composicién de vacuna
puede incluir dos viales: uno contiene el agente de vacuna y el otro contiene la sal de polimero de acido poliacrilico.
En particular, la sal de polimero de acido poliacrilico en una formulacién liquida esta contenida en un primer vial, y el
agente de vacuna en una forma secada por congelacién o liofilizada, en particular el antigeno seleccionado en una
forma secada por congelacion o liofilizada, esta contenido en un segundo vial. La formulacion de la sal de polimero de
acido poliacrilico se utilizara para rehidratar el agente de vacuna, en particular el antigeno seleccionado.

En algunas realizaciones, la sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de &cido poliacrilico lineal o ramificado,
para uso segun la descripcion, se puede usar para mejorar la respuesta inmune Th1 obtenida con la composicién de
vacuna.

La invencién también se refiere a la sal de polimero de acido poliacrilico, como se define en la invencién, cualquiera
que sea la realizacién descrita en relacion con el parrafo anterior "Caracteristicas del polimero de acido poliacrilico”,
para su uso como adyuvante en una composicion de vacuna que potencia la respuesta inmune Th1 obtenida y/o que
equilibra las respuestas inmunes Th1 y Th2 obtenidas. En particular, la sal de polimero de acido poliacrilico, como se
define en la invencién, se utiliza como adyuvante de un agente de vacuna para aumentar la respuesta inmune en un
individuo, en particular en un ser humano, y mejorar la respuesta inmune Th1 obtenida y/o equilibrar las respuestas
inmunes Th1 y Th2 obtenidas.

Composicion de vacuna y agente de vacuna

En algunas realizaciones, la composicion de vacuna segun la descripcion puede comprender al menos un agente de
vacuna que es un antigeno o un vector, tal como un vector viral o un acido nucleico, que expresa un antigeno.

La composicién de vacuna segun la invencion puede comprender cualquier agente de vacuna que pueda usarse en
una vacuna, tal como un antigeno o un vector (vector viral vivo o acido nucleico, incluyendo ADN y ARN) que codifica
un antigeno.

En algunas realizaciones, la descripcion se refiere a una composicion inmunolégica o de vacuna que comprende una
cantidad terapéuticamente eficaz de un componente antigénico, un portador farmacéutica o veterinariamente
aceptable, y un adyuvante que comprende o consiste esencialmente en un polimero de acido poliacrilico (PAA) no
reticulado que tiene un Mw de alrededor de 350 kDa a alrededor de 650 kDa que comprende menos de 0,005% de
persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, en la que el polimero de acido
poliacrilico estd compuesto exclusivamente por unidades de acido acrilico y tiene un indice de polidispersidad de
menos de alrededor de 4 0 menos de alrededor de 2.

En algunas realizaciones, el PAA puede tener un Mw de alrededor de 400 kDa a alrededor de 600 kDa.
En algunas realizaciones, el PAA puede tener un Mw de alrededor de 400 kDa a alrededor de 500 kDa.

Alos efectos de la presente invencion, el término "antigeno" se refiere a cualquier molécula que contenga uno o mas
epitopos (ya sean lineales, conformacionales o ambos) que provoquen una respuesta inmunologica. El o los antigenos
que se pueden utilizar en una composicién de vacuna segun la invencién pueden ser un microorganismo entero vivo,
atenuado, muerto, inactivado o no infeccioso, un extracto o una fraccién de un microorganismo, una forma de
subunidad de un antigeno natural, una forma recombinante o una forma hibrida. Cuando se trata de una forma de
subunidad, la naturaleza del antigeno tiene poca importancia. El antigeno puede ser un péptido, una proteina, una
glicoproteina, un polisacarido, un glicolipido, una lipoproteina, un lipopéptido, una VLP (particula similar a un virus) ...
etc.

El agente de vacuna presente en la composicién es un antigeno o un vector (virus recombinante o acido nucleico) que
codifica un antigeno utilizado o adecuado para ser utilizado para el tratamiento o prevencién de diversas enfermedades
que pueden afectar a seres humanos o animales distintos de los seres humanos, en particular incluyendo: difteria,
tétanos, polio, rabia, tos ferina, hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, fiebre amarilla, fiebre tifoidea, varicela, sarampién,
paperas, rubéola, encefalitis japonesa, gripe, meningitis, cblera, infecciones causadas por Rotavirus, Norovirus,
Rinovirus, Virus Sincitial Respiratorio, Virus del Herpes Simple, Virus del Papiloma, virus del citomegalovirus, Virus del
Nilo Occidental, Virus del Dengue, Virus Chykungunya, VIH (SIDA), enfermedades bacterianas causadas por
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estreptococos, Chlamydia trachomatis y pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae y meningitidis, Moraxella catarrhalis,
Staphylococcus aureus o Haemophilus influenzae tipo B, listeriosis, shigelosis, salmonelosis, tuberculosis, enfermedad
de Lyme, cancer, enfermedades parasitarias tales como malaria, leishmaniasis, enfermedad de Chagas,
esquistosomiasis...etc.

Los antigenos pueden ser de naturaleza bacteriana, viral o parasitaria. Entre los antigenos que son adecuados para
el objeto de la invencion, se citan los antigenos bacterianos procedentes de Clostridium tetani, Clostridium diphtheriae,
Bordetella pertussis, Haemophilus influenzae tipo B, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Shigella sp,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus o Staphylococcus epidermidis, Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia
trachomatis y pneumoniae o Streptococcus sp, los antigenos virales procedentes del virus de la hepatitis A, B o C, del
virus de la gripe, del rinovirus, del virus sincitial respiratorio, del virus del Nilo occidental, del virus de |a rabia, del
poliovirus, del virus del VIH, del virus del dengue, del virus de la encefalitis japonesa, del virus de la fiebre amarilla,
del citomegalovirus o del virus del herpes, los antigenos parasitarios procedentes en particular de Plasmodium sp., de
Leishmania sp. o de Schistosoma sp., y los antigenos tumorales. Estos antigenos pueden obtenerse mediante
métodos de recombinacién genética o mediante métodos de extraccion bien conocidos por los expertos en la técnica.

En particular, el agente de vacuna presente en la composicién es un antigeno o un vector (virus recombinante o &cido
nucleico) que codifica un antigeno procedente de Staphylococcus aureus o del citomegalovirus.

En dicha realizacién, una composicién de vacuna puede estar en una disolucién acuosa amortiguada, en particular
con un amortiguador de fosfato o en un amortiguador de TRIS, Hepes, histidina o citrato.

La composicién de vacuna para uso en la invencion puede ser una composicion destinada a la inmunizacion contra
un solo patégeno o cancer, es decir, que comprende uno 0 mas agentes de vacuna, en particular uno o mas antigenos,
de un solo patdégeno o cancer, o puede ser una composicion destinada a la inmunizacién contra varios patégenos o
canceres.

La composicién de vacuna para uso en la invencién puede incluir también uno o varios agentes de vacuna especificos,
en particular uno o varios antigenos de una Unica enfermedad, pero que pertenecen a diferentes categorias de esta
enfermedad (multiples serotipos o cepas, o clados, dependiendo de la naturaleza del agente).

La sal de polimero de acido poliacrilico de la invencion y el agente de vacuna se pueden formular en una composicién
con cualquier vehiculo farmacéuticamente aceptable. En el contexto de la invencién, la expresién "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" se refiere a un vehiculo que es fisiolégicamente aceptable para su administracién a un
animal, y en particular a un ser humano, conservando al mismo tiempo la actividad fisiolégica de la composicién segun
la invencién, es decir, su capacidad para inducir una respuesta inmune. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable
ejemplar es un amortiguador de disolucién salina fisiolégica. Los expertos en la técnica conocen otros vehiculos
fisiolégicamente aceptables, y se describen, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences (18.2 edicién), ed.
A. Gennaro, 1990, Mack Publishing Company, Easton, Pensilvania.

El pH de la composicion suele estar entre 5,5 y 8, y mas preferiblemente entre 6,5y 7,5 (por ejemplo, alrededor de 7).
Se puede mantener un pH estable mediante el uso de un amortiguador, por ejemplo un amortiguador de Tris, un
amortiguador de citrato, un amortiguador de fosfato, un amortiguador de Hepes, o0 un amortiguador de histidina. Por
tanto, la composicién generalmente incluye un amortiguador. La composicién puede ser estéril y/o libre de pirbgenos.
Las composiciones pueden ser isoténicas con respecto a los seres humanos.

La composicién también puede comprender una o varias sales adicionales, tal como NaCl.

Una composicién para uso en la invencién comprende una cantidad inmunolégicamente eficaz del agente de vacuna.
Una "cantidad inmunolégicamente eficaz" es una cantidad que, cuando se administra a un sujeto, es eficaz para
provocar una respuesta inmune contra el antigeno utilizado o generado tras la expresion del vector y/o del acido
nucleico. Esta cantidad puede variar dependiendo de la salud y el estado fisico del sujeto a tratar, su edad, la capacidad
del sistema inmune del sujeto para producir anticuerpos, el grado de proteccién deseado, la formulacién de la vacuna,
la evaluacion del médico tratante de la situacion médica.

La composicién de vacuna para uso en la invencién también puede comprender alérgeno o alérgenos, en particular
alérgeno o alérgenos para la desensibilizacién en el tratamiento de alergias.

La composicién de vacuna para uso en la invencién puede administrarse mediante cualquier ruta cominmente
utilizada para administrar una vacuna. Se utilizara un régimen que conduzca a la induccién de la respuesta inmune
esperada. Generalmente, el calendario de vacunacion incluye varias administraciones. La cantidad de la composicién
administrada es suficiente para producir la respuesta inmune deseada.

Preferiblemente, la composicion de vacuna esta en forma liquida considerando las buenas propiedades de estabilidad
del polimero de acido poliacrilico, que permite el uso de formas liquidas que son menos costosas de producir.
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También se prefieren las inyecciones parenterales (intramuscular, subcutanea, intradérmica e intravenosa). El
polimero de acido poliacrilico no causa efectos secundarios locales aparentes después de una inyeccion intradérmica.
Esto puede ser una ventaja sobre la mayoria de los demas adyuvantes (incluyendo las sales de aluminio}, que a veces
son reactogénicos por via intradérmica.

A continuacién se describen composiciones de vacuna preferidas para uso en la invencién:

Una composicion de vacuna para uso en la invencion comprende al menos un agente de vacuna y una sal
farmacéuticamente aceptable de polimero de acido poliacrilico, teniendo dicha sal de polimero de acido poliacrilico un
peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 350 a 650 kDa y comprende menos de 0,005% de persulfatos,
basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de &cido poliacrilico, y en la que el polimero de acido poliacrilico
esta compuesto exclusivamente por unidades de acido acrilico.

Ventajosamente, la composicién de vacuna para uso en la invencién comprende, por dosis, de 0,1 a 8 mg de la sal
farmacéuticamente aceptable del polimero de acido poliacrilico, preferiblemente de 0,1 a 4 mg, y mas preferiblemente
de 0,1 a 2 mg.

Preferentemente, al menos un agente de vacuna es un antigeno o un vector (vector viral o acido nucleico) que codifica
un antigeno, siendo dicho antigeno un antigeno bacteriano procedente de Clostridium tetani, Clostridium diphtheriae,
Bordetella pertussis, Haemophilus influenzae tipo B, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Shigella sp,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus o Staphylococcus epidermidis, Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia
trachomatis o pneumoniae, o Streptococcus sp; un antigeno viral procedente del virus de la hepatitis A, B o C, del virus
de la gripe, del rinovirus, del virus sincitial respiratorio, eld virus del Nilo Occidental, del virus de la rabia, del poliovirus,
del virus del VIH, del virus del dengue, del virus de la encefalitis japonesa, del virus de la fiebre amarilla, del
citomegalovirus o del virus del herpes; un antigeno parasitario procedente en particular de Plasmodium sp.,
Leishmania sp. o Schistosoma sp., 0 un antigeno tumoral. En particular, el agente de vacuna presente en la
composicién es un antigeno o un vector (virus recombinante o acido nucleico) que codifica un antigeno procedente de
Staphylococcus aureus o del citomegalovirus.

En algunas realizaciones, una composicién de vacuna segun la descripcién puede estar en forma liquida que tiene un
pH en el intervalo de 6,0 a 8,0.

En una realizacién preferida, las composiciones de vacuna para uso en la invencién estan en forma liquida que tiene
un pH en el intervalo de 5,5 a 8,0. Por ejemplo, incluyen un amortiguador de fosfato o un amortiguador de TRIS, Hepes,
histidina o citrato.

La sal de polimero de acido poliacrilico presente en la composicién de vacuna tiene un peso molecular medio ponderal
Mw en el intervalo de 350 a 650 kDa, comprende menos de 0,005% de persulfatos, basado en el peso seco total de
dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y en la que el polimero de &cido poliacrilico estd compuesto exclusivamente
por unidades de acido acrilico, y tiene una de las siguientes caracteristicas, cualquier combinacion de dichas
caracteristicas, o incluso todas las siguientes caracteristicas si no se excluyen entre si:

s la sal de polimero de acido poliacrilico o la formulacién liquida de la sal de polimero de acido poliacrilico
comprende preferiblemente menos de 0,001% p/p de agentes oxidantes, basado en el peso seco total de
dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y/o menos de 0,005%, preferiblemente menos de 0,001% p/p de
persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico;

* la sal de polimero de acido poliacrilico tiene un indice de polidispersidad menor o igual a 4, preferiblemente
menor o igual a 2,5;

* la sal de polimero de &cido poliacrilico tiene un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a
620 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 4, o tiene un peso molecular medio ponderal Mw en
el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 4;

¢ la sal de polimero de &cido poliacrilico tiene un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a
620 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 2,5, o tiene un peso molecular medio ponderal Mw en
el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 2;

s la sal de polimero de acido poliacrilico tiene una pendiente de Mark Houwink mayor o igual a 0,7,

* |a sal de polimero de acido poliacrilico o la formulacién liquida de la sal de polimero de acido poliacrilico

comprende menos de 0,005% p/p de monémero de acido acrilico en forma de acido libre o forma de sal,
basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de &cido poliacrilico,
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* la sal farmacéuticamente aceptable del polimero de acido poliacrilico lineal o ramificado se diafiltra y/o se
esteriliza.

En particular, la sal de polimero de acido poliacrilico presente en la composicion de la vacuna se caracteriza por un
peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 350 a 650 kDa, comprende menos de 0,005% de persulfatos,
basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de &cido poliacrilico, y en la que el polimero de acido poliacrilico
esta compuesto exclusivamente por unidades de acido acrilico, y tiene:

s un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a 620 kDa y un indice de polidispersidad menor
o igual a 4, un contenido de persulfatos en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la formulacién liquida
de la sal de polimero de acido poliacrilico preferiblemente menor que 0,001% p/p, basado en el peso seco
total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y un contenido de monémero de acido acrilico en forma
de acido libre o forma de sal en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la formulacion liquida de la sal
de polimero de acido poliacrilico menor que 0,005% p/p, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero
de acido poliacrilico; ventajosamente, esta sal de polimero de acido poliacrilico tiene una pendiente de Mark
Houwink mayor o igual a 0,7, 0

e un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a 620 kDa y un indice de polidispersidad menor
oigual a 2,5, un contenido de persulfatos en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la formulacién liquida
de la sal de polimero de acido poliacrilico preferiblemente menor que 0,001% p/p, basado en el peso seco
total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y un contenido de monémero de acido acrilico en forma
de acido libre o forma de sal en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la formulacion liquida de la sal
de polimero de acido poliacrilico menor que 0,005% p/p, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero
de acido poliacrilico; ventajosamente, esta sal de polimero de acido poliacrilico tiene una pendiente de Mark
Houwink mayor o igual a 0,7, 0

s un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor
o igual a 4, un contenido de persulfatos en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la formulacién liquida
de la sal de polimero de acido poliacrilico preferiblemente menor que 0,001% p/p, basado en el peso seco
total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y un contenido de monémero de acido acrilico en forma
de acido libre o forma de sal en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la formulacion liquida de la sal
de polimero de acido poliacrilico menor que 0,005% p/p, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero
de acido poliacrilico; ventajosamente, esta sal de polimero de acido poliacrilico tiene una pendiente de Mark
Houwink mayor o igual a 0,7, 0

s un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor
o igual a 2, un contenido de persulfatos en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la formulacién liquida
de la sal de polimero de acido poliacrilico preferiblemente menor que 0,001% p/p, basado en el peso seco
total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y un contenido de monémero de acido acrilico en forma
de acido libre o forma de sal en la sal de polimero de acido poliacrilico o en la formulacion liquida de la sal
de polimero de acido poliacrilico menor que 0,005% p/p, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero
de acido poliacrilico; ventajosamente, esta sal de polimero de acido poliacrilico tiene una pendiente de Mark
Houwink mayor o igual a 0,7.

La invencién también se refiere a las composiciones de vacuna de la invencién para uso en la generaciéon de una
respuesta inmune en un individuo, en particular en un ser humano. El objeto de la invencién también abarca una
composicién de vacuna como se describe aqui para uso en un método para generar una respuesta inmune en un
individuo, en particular en un ser humano, que comprende la etapa de administrar al individuo que lo necesita una
cantidad inmunolégicamente efectiva de la composicién segun la invencion. El individuo puede ser un ser humano o
un animal seleccionado entre las especies canina, felina, bovina, porcina, equina u ovina, asi como los mustélidos y
las especies aviares.

La invencién también se refiere a las composiciones de vacuna de la invencién para uso en la generaciéon de una
respuesta inmune en un individuo, en particular en un ser humano, con mejora de la respuesta inmune Th1 obtenida.
La materia objeto de la invencién también abarca una composicion de vacuna para uso en un método para generar
una respuesta inmune en un individuo, en particular en un ser humano, con mejora de la respuesta inmune Th1
obtenida, comprendiendo dicho método la etapa de administrar al individuo que lo necesita una cantidad
inmunolégicamente efectiva de la composicion segun la invencién.

Preparacion de la composicion de vacuna

Ventajosamente, el polimero de acido poliacrilico o la sal de polimero de acido poliacrilico se ha sometido a una
purificacion, tal como diafiltracion, antes de su adicién a la composicion de vacuna. Mas precisamente, el polimero de
acido poliacrilico o la sal de polimero de acido poliacrilico se ha sometido a una purificacion, tal como diafiltracién,
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seguido de una esterilizacion, antes de su introduccion en la composicion de vacuna. La esterilizacion puede realizarse
mediante filtracion o filtraciones esterilizantes, o preferiblemente, mediante autoclave.

Segun la invencién, la composicién de vacuna se puede preparar simplemente mezclando la sal de polimero de acido
poliacrilico, en particular en forma liguida en una disolucién acuosa o en una disolucién acuosa amortiguada, y una
suspensién del o los agentes de vacuna y otro u otros componentes que pueden estar presentes en la composicion.
Esto se puede realizar afiadiendo uno o mas agentes de vacuna seleccionados a la sal de polimero de acido
poliacrilico, en particular a la sal de polimero de acido poliacrilico en una formulacién liquida en una disolucién acuosa
o en una disolucién acuosa amortiguada, o afiadiendo el polimero de acido poliacrilico, en particular el polimero de
acido poliacrilico en una formulacién liquida en una disolucién acuosa o en una disolucion acuosa amortiguada, a una
suspensién que ya comprende el o los agentes de vacuna seleccionados. Por otra parte, en el caso en que se desee
formular composiciones de vacunas que comprendan multiples agentes de vacuna, puede preferirse realizar en primer
lugar el mezclamiento de la sal de polimero de acido poliacrilico con uno 0 mas agentes de vacuna, e incorporar el o
los otros después.

Alternativamente, si el agente de vacuna se formula como un producto secado por pulverizacion o liofilizado, la
composicién de la vacuna se puede obtener mediante la rehidratacién del o de los agentes liofilizados directamente
con la formulacion (disolucion acuosa o disolucién acuosa amortiguada) que contiene la sal de polimero de acido
poliacrilico.

La sal de polimero de acido poliacrilico, como se define en la invencion, cualquiera que sea la realizacién descrita en
relacién con el parrafo anterior "Caracteristicas del polimero de acido poliacrilico”, puede usarse en la preparacién de
una composicion de vacuna que comprende al menos un agente de vacuna.

Un procedimiento de una composicion de vacuna puede implementar el mezclamiento de la sal de polimero de acido
poliacrilico, como se define en la invencién, cualquiera que sea la realizacion descrita en relacién con el parrafo anterior
"Caracteristicas del polimero de acido poliacrilico”, con al menos un agente de vacuna.

Para mayor comodidad, se recogen aqui ciertos términos empleados en la Memoria descriptiva, los Ejemplos, y las
Reivindicaciones adjuntas.

Como se utiliza aqui, el término "animal" incluye todos los animales vertebrados, incluidos los seres humanos. También
incluye un animal individual en todas las etapas de desarrollo, incluidas las etapas embrionaria y fetal. En particular,
la expresion "animal vertebrado" incluye, pero no se limita a, seres humanos, canidos (por ejemplo, perros), félidos
(por ejemplo, gatos); équidos (por ejemplo, caballos), bévidos (por ejemplo, vacas, ganado), porcinos (por ejemplo,
cerdos), asi como también aves. Como se utiliza aqui, el término "vaca" o "ganado" se utiliza generalmente para
referirse a un animal de origen bovino de cualquier edad. Los términos intercambiables incluyen "bovino”, "ternero”,
"novillo", "toro", "novilla", "vaca" y similares. Los términos intercambiables incluyen "cochinillo”, "cerda" y similares. El
término "aviar", como se utiliza aqui, se refiere a cualquier especie 0 subespecie de la clase taxondémica ava, tal como,
pero sin limitarse a, pollos (reproductores, pollos de engorde y ponedoras), pavos, patos, un ganso, una codorniz,
faisanes, loros, pinzones, halcones, cuervos y ratites, incluidos el avestruz, el emu y el casuario. El término "cerdo" o
"cochinillo” significa un animal de origen porcino, mientras que "cerda" se refiere a una hembra en edad y capacidad
reproductiva.

Como se utiliza aqui, el término "virulento" significa un aislado que conserva su capacidad de ser infeccioso en un
hospedante animal.

Como se utiliza aqui, la expresion "vacuna inactivada" significa una composicién de vacuna que contiene un organismo
o patégeno infeccioso que ya no es capaz de replicarse o crecer. El patdgeno puede ser de origen bacteriano, viral,
protozoario o fungico. La inactivacién puede lograrse mediante una variedad de métodos, incluyendo congelacion-
descongelacion, tratamiento quimico (por ejemplo, tratamiento con formalina), sonicacién, radiacion, calor, o cualquier
otro medio convencional suficiente para prevenir la replicacién o el crecimiento del organismo mientras se mantiene
su inmunogenicidad.

Como se utiliza aqui, el término "inmunogenicidad” significa capaz de producir una respuesta inmune en un animal
hospedante contra un antigeno o antigenos. Esta respuesta inmune constituye la base de la inmunidad protectora
generada por una vacuna contra un organismo infeccioso especifico.

Como se utiliza aqui, la expresién "respuesta inmune" se refiere a una respuesta provocada en un animal. Una
respuesta inmune puede referirse a la inmunidad celular (IMC), a la inmunidad humoral, o puede involucrar ambas. La
presente invencién también contempla una respuesta limitada a una parte del sistema inmune. Por ejemplo, una
composicién de vacuna de la presente invencién puede inducir especificamente una mayor respuesta de interferén
gamma.

Como se utiliza aqui, el término "antigeno” o "inmunoégeno” significa una sustancia que induce una respuesta inmune
especifica en un animal hospedante. El antigeno puede comprender un organismo completo, muerto, atenuado o vivo;
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una subunidad o porcién de un organismo; un vector recombinante que contiene un inserto con propiedades
inmunogénicas; una trozo o fragmento de ADN capaz de inducir una respuesta inmune al presentarse a un animal
hospedante; una proteina, un polipéptido, un péptido, un epitopo, un hapteno, una toxina, una antitoxina; o cualquier
combinacién de los mismos.

Como se utiliza aqui, el término "multivalente" significa una vacuna que contiene mas de un antigeno, ya sea de la
misma especie (es decir, diferentes aislados de serotipos del virus de |a fiebre aftosa), de una especie diferente (es
decir, aislados tanto de Pasteurella haemolytica como de Pasteurella multocida), o una vacuna que contiene una
combinacion de antigenos de diferentes géneros (por ejemplo, una vacuna que comprende antigenos de Pasteurella
multocida, Salmonella, Escherichia coli, Haemophilus somnus y Clostridium).

Como se utilizan aqui, las expresiones "portador farmacéuticamente aceptable" y "vehiculo farmacéuticamente
aceptable" son intercambiables, y se refieren a un vehiculo fluido para contener antigenos de vacuna que pueden
inyectarse en un hospedante sin efectos adversos. Los portadores farmacéuticamente aceptables adecuados
conocidos en la técnica incluyen, pero no se limitan a, agua esterilizada, disolucién salina, glucosa, dextrosa, o
disoluciones amortiguadas. Los portadores pueden incluir agentes auxiliares que incluyen, pero no se limitan a,
diluyentes, estabilizadores (es decir, azlcares y aminoacidos), conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes, agentes amortiguadores del pH, aditivos mejoradores de la viscosidad, colorantes, y similares.

Como se utiliza aqui, la expresiéon "composicién de vacuna” incluye al menos un antigeno o inmunégeno en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable util para inducir una respuesta inmunitaria en un hospedante. Las composiciones de
vacuna se pueden administrar en dosis y mediante técnicas bien conocidas por los expertos en las técnicas médicas
o veterinarias, teniendo en cuenta factores como la edad, el sexo, el peso, la especie y la condicidén del animal receptor,
y la via de administracion. La via de administracion puede ser percutanea, mediante administracién mucosa (por
ejemplo, oral, nasal, anal, vaginal) o mediante via parenteral (intradérmica, intramuscular, subcutanea, intravenosa, o
intraperitoneal). Las composiciones de vacuna pueden administrarse solas, o pueden administrarse coadministradas
0 secuencialmente con otros tratamientos o terapias. Las formas de administracién pueden incluir suspensiones,
jarabes o elixires, y preparaciones para administracién parenteral, subcutanea, intradérmica, intramuscular o
intravenosa (por ejemplo, administracién inyectable), tales como suspensiones o emulsiones estériles. Las
composiciones de vacuna pueden administrarse como aerosol 0 mezcladas con alimentos y/o agua, 0 administrarse
en una mezcla con un portador, diluyente o excipiente adecuado, tal como agua esterilizada, disolucién salina
fisioldégica, glucosa, o similares. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares tales como agentes
humectantes o emulsionantes, agentes amortiguadores del pH, adyuvantes, aditivos gelificantes 0 mejoradores de la
viscosidad, conservantes, agentes saborizantes, colorantes, y similares, dependiendo de la via de administracién y la
preparacioén deseada. Se pueden consultar textos farmacéuticos estandar, tal como "Remington's Pharmaceutical
Sciences", 1990, para preparar preparaciones adecuadas, sin experimentacién indebida.

El inmunégeno o antigeno adecuado para uso en la presente invencién puede seleccionarse del grupo que consiste
en patogenos inactivados, patégenos atenuados, subunidades inmunogénicas (por ejemplo, proteinas, polipéptidos,
péptidos, epitopos, haptenos), o vectores de expresidon recombinantes, incluidos plasmidos que tienen insertos
inmunogénicos. En una realizacion de la presente invencién, el inmunégeno es un microorganismo inactivado o
muerto. En otra realizacion de la invencion, la composicién de vacuna comprende un inmunégeno seleccionado del
grupo de patégenos aviares que incluyen, pero no se limitan a, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis, virus
de la bronquitis infecciosa (IBV), virus de la enfermedad de Newcastle (NDV), virus del sindrome de caida de postura
(EDS), o virus de la enfermedad de la bursitis infecciosa (IBDV), virus de la gripe aviar, y combinaciones de los mismos.

Alternativamente, la composicién de vacuna comprende un inmundgeno seleccionado de un patégeno felino tal como
el virus del herpes felino (FHV), el calicivirus felino (FCV), el virus de la leucemia felina (FelLV), el virus de la
inmunodeficiencia felina (FIV}, el virus de la rabia, y combinaciones de 10s mismos.

En todavia otra realizacién, una composicion de vacuna comprende un inmunoégeno seleccionado de un patégeno
canino que incluye, pero no se limitan a, virus de la rabia, herpesvirus canino (CHV), parvovirus canino (CPV),
coronavirus canino, Leptospira canicola, Leptospira icterohaemorragiae, Leptospira grippotyphosa, Borrelia
burgdorferi, Bordetella bronchiseptica, y similares, y combinaciones de los mismos.

En todavia otra realizacién, la composicion comprende un inmunégeno seleccionado de un patégeno equino, tal como
el virus del herpes equino (tipo 1 o tipo 4), el virus de la gripe equina, el tétanos, el virus del Nilo Occidental, y similares,
0 combinaciones de los mismos.

En todavia otra realizacién, la composicién comprende un inmunégeno seleccionado de un patégeno bovino, tal como
el virus de la fiebre aftosa (FMDV), el virus de la rabia, el rotavirus bovino, el virus de la parainfluenza bovina tipo 3
(bP1V-3), el coronavirus bovino, el virus de la diarrea viral bovina (BVDV), el virus sincitial respiratorio bovino (BRSV),
el virus de la rinotraqueitis infecciosa bovina (IBR), E. cofi, P. multocida, P. haemolytica, y combinaciones de los
mismos.
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En todavia otra realizacién, la composicion comprende un agente de vacuna que incluye inmunégenos y acidos
nucleicos que codifican inmunoégenos, seleccionados de un patégeno porcino tal como, pero sin limitarse a, virus de
gripe porcina (SIV), circovirus porcino tipo 2 (PCV-2), virus del sindrome respiratorio reproductivo porcino (PRRS),
virus de la pseudorrabia (PRV), parvovirus porcino (PPV), FMDV, M. hyopneumoniae, Erysipelothrix rhusiopathiae,
Pasteurella multocida, Bordetella bronchiseptica, E. coli, y similares, y combinaciones de los mismos.

Los agentes de vacuna que comprenden virus, bacterias, hongos y similares pueden producirse mediante métodos de
cultivo in vitro utilizando medios de cultivo apropiados o lineas de células hospedantes y métodos convencionales bien
conocidos por aquellos con conocimientos normales en la técnica. Por ejemplo, el PRRS puede cultivarse en una linea
celular apropiada, tal como la linea celular MA-104 (véanse las patentes de EE. UU. 5.587.164; 5.866.401; 5.840.563;
6.251.404). De manera similar, el PCV-2 puede cultivarse utilizando la linea de células PK-15 (véase el documento US
6.391.314); el SIV puede cultivarse en huevos (documento US 6.048.537); y M. hyopneumoniae puede cultivarse en
un medio de cultivo apropiado (documentos US 5.968.525; US 5.338.543).

Para obtener una composicion inmunolégica o de vacuna inactivada, el patégeno se inactiva preferiblemente después
de la cosecha y, opcionalmente, se somete a clarificacion por medio de un tratamiento quimico usando, por ejemplo,
formalina o formaldehido, beta-propiolactona, etilenimina, etilenimina binaria (BEI) y/o un tratamiento fisico (por
ejemplo, un tratamiento térmico o sonicacion). Los métodos para la inactivacién son bien conocidos por los expertos
en la técnica. Por ejemplo, el virus de la fiebre aftosa puede inactivarse con etilenimina (Cunliffe, HR, Applied
Microbiology, 1973, pag. 747-750) o mediante alta presién (Ishimaru et al., Vaccine 22 (2004) 2334-2339), el virus del
PRRS puede inactivarse mediante tratamiento con beta-propiolactona (Plana-Duran et al., Vet. Microbiol., 1997, 55:
361-370) o mediante tratamiento con BEI (documento US 5.587.164); la inactivacién del virus PCV-2 se puede lograr
utilizando un tratamiento con etilenimina o mediante un tratamiento con beta-propiolactona (patente de EE. UU.
numero de serie 6.391.314); el virus de la gripe porcina se puede inactivar utilizando un detergente como Triton, o con
un tratamiento con formaldehido (documento US 6.048.537); la bacteria M. hyopneumoniae se puede inactivar
mediante un tratamiento con formaldehido (Ross R.F., mas arriba), mediante un tratamiento con etilenimina o con BEL.

El patégeno inactivado puede concentrarse mediante técnicas de concentracién convencionales, en particular
mediante ultrafiltracién, y/o purificarse mediante medios de purificacién convencionales, en particular utilizando
técnicas de cromatografia que incluyen, pero no se limitan a, filtracién en gel, ultracentrifugacién en un gradiente de
sacarosa, 0 precipitaciones selectivas, en particular en presencia de PEG.

Los inmunégenos (tiles en las composiciones de vacuna también incluyen vectores de expresién. Dichos vectores
incluyen, pero no se limitan a, vectores de expresién recombinantes in vivo tales como un vector de polinucleétido o
un plasmido (documento EP-A2-1001025; Chaudhuri P. Res. Vet. Sci. 2001, 70: 255-6), vectores de virus tales como,
pero sin limitarse a, vectores de adenovirus, vectores de poxvirus tal como viruela aviar (documentos US 5,174,993;
US 5,505,941; y US 5,766,599) o vectores de viruela del canario (documento US 5,756,103) o vectores bacterianos
(E. colio Salmonella sp.).

Se puede utilizar la formulacion de composiciones inmunologicas multivalentes o composiciones de vacuna
combinadas. Por ejemplo, los antigenos Utiles en una bacterina bovina combinada elaborada seglin la presente
invencién incluyen, pero no se limitan a, Mycoplasma bovis, Pasteurella sp., particularmente P. muitocida y P,
haemolytica, Haemophilus sp., particularmente H. somnus, Clostridium sp., Salmonella, Corynebacterium,
Streptococcus, Staphylococcus, Moraxella, E. coli, y similares.

Una composicién inmunolégica o una composicién de vacuna pueden usarse en métodos para inducir una respuesta
inmune en un hospedante, por ejemplo un animal, comprendiendo los métodos la administracién al hospedante de la
composicién inmunolégica o la composicién de vacuna segun la invencion. Las respuestas inmunes provocadas de
esta manera son, en particular, respuestas inmunes de anticuerpos y/o celulares, y en particular, una respuesta de
interferén vy.

Las composiciones pueden usarse en métodos para inmunizar contra, o para prevenir o reducir los sintomas causados
por, la infeccién de un animal con un organismo patégeno (por ejemplo, infeccién por un virus, bacteria, hongo, o
parasito protozoario). El método es Util en animales vertebrados, incluidos, pero sin limitarse a, seres humanos,
canidos (por ejemplo, perros), félidos (por ejemplo, gatos), équidos (por ejemplo, caballos), bévidos (por ejemplo,
ganado vacuno) y porcinos (por ejemplo, cerdos), asi como en aves, incluyendo, pero sin limitarse a, pollos, pavos,
patos, gansos, una codorniz, un faisan, loros, pinzones, halcones, cuervos y ratites (avestruz, emu, casuario, etc.).

Estos métodos consisten en la vacunaciéon de hembras gestantes antes del parto mediante la administracion de una
composicién de vacuna obtenida segin la invencién. Estos métodos incluyen ademas la induccién de anticuerpos
protectores generados por el protocolo de vacunacién y la transferencia de estos anticuerpos protectores de las
hembras prefiadas vacunadas a su descendencia, para protegerla de infecciones y enfermedades.

La dosificacién de la composiciéon de vacuna obtenida segun la presente invencion dependera de la especie, raza,
edad, tamafio, historial de vacunacién, y estado de salud del animal a vacunar. Otros factores como la concentracion
de antigeno, los componentes adicionales de la vacuna y la via de administracion (es decir, administracion subcutanea,
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intradérmica, oral, intramuscular o intravenosa) también afectaran la dosis efectiva. La dosis de vacuna a administrar
es facilmente determinable en funcién de la concentracién de antigeno de la vacuna, la via de administraciéon, y la
edad y condicién del animal a vacunar. Cada lote de antigeno puede calibrarse individualmente. Como alternativa, se
pueden utilizar ensayos metédicos de inmunogenicidad de diferentes dosis, asi como estudios de LD50 y otros
procedimientos de deteccién para determinar la dosis efectiva para una composicién de vacuna sin experimentacion
indebida. A partir de los ejemplos presentados a continuacién, sera facilmente evidente qué dosis aproximada y qué
volumen aproximado serian apropiados para utilizar la composicién de vacuna descrita aqui. El factor critico es que la
dosis proporcione al menos un efecto protector parcial contra la infeccién natural, como lo demuestra una reduccién
en la mortalidad y la morbilidad asociadas con la infeccién natural. El volumen apropiado también puede ser
determinado facilmente por una persona con conocimientos normales en la técnica. Por ejemplo, en especies aviares,
el volumen de una dosis puede ser de alrededor de 0,1 ml a alrededor de 0,5 ml, y ventajosamente, de alrededor de
0,3 ml a alrededor de 0,5 ml. Para las especies felinas, caninas y equinas, el volumen de una dosis puede ser de
alrededor de 0,2 ml a alrededor de 3,0 ml, ventajosamente de alrededor de 0,3 ml a alrededor de 2,0 ml, y mas
ventajosamente, de alrededor de 0,5 ml a alrededor de 1,0 ml. Para las especies bovina y porcina, el volumen de la
dosis puede ser de alrededor de 0,2 ml a alrededor de 5,0 ml, ventajosamente de alrededor de 0,3 ml a alrededor de
3,0 ml, y mas ventajosamente de 0,5 ml a alrededor de 2,0 ml.

Puede ser preferible aplicar vacunaciones repetidas a intervalos de tiempo periédicos para mejorar la respuesta
inmune inicialmente o cuando haya transcurrido un largo periodo de tiempo desde la Gltima dosis. En una realizacién,
la composicién de vacuna se administra como una inyeccién parenteral (es decir, por via subcutanea, intradérmica, o
intramuscular). La composicién puede administrarse como una dosis Unica o, en realizaciones alternativas,
administrarse en dosis repetidas de alrededor de dos a alrededor de cinco dosis administradas en intervalos de
alrededor de dos a alrededor de seis semanas, preferiblemente de alrededor de dos a alrededor de cinco semanas.
Sin embargo, un experto en la técnica reconocera que el nimero de dosis y el intervalo de tiempo entre vacunaciones
dependen de varios factores que incluyen, pero no se limitan a, la edad del animal vacunado, la condicién del animal,
la via de inmunizacion, la cantidad de antigeno disponible por dosis, y similares. Para la vacunacion inicial, el periodo
generalmente serd mas largo que una semana, y preferiblemente sera de entre alrededor de dos y alrededor de cinco
semanas. En el caso de animales previamente vacunados, se puede realizar una vacunacién de refuerzo, antes o
durante el embarazo, con un intervalo de alrededor de una vez al afo.

Una composicion farmacéutica obtenida segun la invencién puede ser para uso en métodos para tratar un hospedante,
por ejemplo un animal, comprendiendo los métodos administrar al hospedante una composicién farmacéutica obtenida
segun la invencién y que comprende al menos un inmunégeno seleccionado del grupo que consiste en proteinas o
péptidos, virus inactivados o atenuados, anticuerpos, alérgenos, CpG ODN, factores de crecimiento, citocinas, o
antibiéticos, y en particular CpG ODN o citocinas. Estas composiciones farmacéuticas se pueden utilizar para mejorar
el rendimiento del crecimiento de un animal tal como un pollo, un cerdo, una vaca o un ganado.

En una realizacién, la descripciéon proporciona una composicién inmunolégica o de vacuna que comprende una
formulacién adyuvante, una cantidad terapéuticamente eficaz de un componente antigénico, y un portador
farmacéutica o veterinariamente aceptable, en la que la formulacién adyuvante comprende un polimero de &cido
poliacrilico (PAA) no reticulado que tiene un peso molecular medio ponderal (AMw) de alrededor de 350 kDa a
alrededor de 650 kDa, que comprende menos de 0,005% de persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de
polimero de &cido poliacrilico, y en la que el polimero de acido poliacrilico esta compuesto exclusivamente por
unidades de acido acrilico. En algunas realizaciones, el componente antigénico puede comprender un vector viral
recombinante atenuado, un virus o microorganismo atenuado vivo natural o genéticamente modificado, un virus o
microorganismo inactivado, un microorganismo coccidio, un microorganismo coccidio precoz, una subunidad proteica,
un parasito unicelular, un parasito multicelular, o cualquier combinacién de los anteriores.

En una realizacién particular, el componente antigénico puede comprender: un antigeno de coronavirus canino (C CV),
un antigeno del virus del moquillo canino (CDV), un antigeno del parvovirus canino (CPV), un antigeno de la
parainfluenza canina (CPI), un antigeno del calicivirus felino (FCV), un antigeno del virus de inmunodeficiencia felina
(FIV), un antigeno del virus del herpes felino (FHV), un antigeno del virus de la leucemia felina (FeLV), un antigeno
del cancer (por ejemplo, Her2-neu, tirosinasa, II-2 y similares), una Eimeria sp. o antigeno de la misma, Escherichia
coli (E. coli) o antigeno de la misma, Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyo), un antigeno del virus de la diarrea bovina
(BDV), un vector de viruela del canario recombinante que contiene y es capaz de expresar in vivo al menos un
inmunégeno protector, una glicoproteina de la rabia de longitud completa inactivada, una Erysipelothrix sp.,
Erysipelothrix rhusiopathiae, un antigeno protector de superficie (SpaA) de E. rhusiopathiae, una proteina de fusién
SpaA que comprende al menos una porcién de al menos un inmunégeno adicional, una proteina de fusion SpaA-FlaB,
una proteina de fusién SpaA-FlaB-His, una toxina B/C de Clostridium (C.) perfringens, una toxina D de C. perfringens,
una toxina de C. septicum, una toxina de C. novyi, una toxina de C. tetani, o cualquier combinacién de los anteriores.

En algunas realizaciones, un componente antigénico puede comprender una Eimeria sp. 0 antigeno de la misma,
Escherichia coli (E. coliy o antigeno de la misma, Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyo), un antigeno del virus de la
diarrea bovina (BDV), un vector de viruela del canario recombinante que contiene y es capaz de expresar in vivo al
menos un inmunoégeno protector, una glicoproteina de la rabia de longitud completa inactivada, una Erysipelothrix sp.,
Erysipelothrix rhusiopathiae, un antigeno protector de superficie (SpaA) de E. rhusiopathiae, una proteina de fusién
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SpaA que comprende al menos una porcién de al menos un inmunégeno adicional, una proteina de fusion SpaA-FlaB,
una proteina de fusién SpaA-FlaB-His, una toxina B/C de Clostridium (C.) perfringens, una toxina D de C. perfringens,
una toxina de C. septicum, una toxina de C. novyi, una toxina de C. tetani, o cualquier combinacién de los anteriores.

En otra realizacién, el componente antigénico comprende o consiste en una glicoproteina de la rabia de longitud
completa inactivada. El componente antigénico también puede comprender o consistir en una toxina B/C de C.
perfringens, una toxina D de C. perfringens, una toxina de C. septicum, una toxina de C. novyi, una toxina de C. tetani,
0 combinaciones de las mismas. En una realizacion particular, la composicién inmunolégica o de vacuna puede
comprender un componente antigénico que comprende una toxina B/C de C. perfringens, una toxina D de C.
perfringens, una toxina de C. septicum, una toxina de C. novyi y una toxina de C. tetani. El adyuvante PAA descrito
aqui proporciona "ahorro de dosis".

En todavia otra realizacién, el componente antigénico comprende un antigeno SpaA o una proteina de fusién que
comprende el antigeno SpaA.

En otra realizacién, el componente antigénico comprende un virus de la viruela aviar atenuado o un plasmido de ADN
que contiene y es capaz de expresar in vivo un gen de la gripe. El componente antigénico también puede comprender
un virus de la viruela aviar atenuado o un plasmido de ADN que contenga y sea capaz de expresar in vivo un gen de
la glicoproteina de la rabia.

En algunas realizaciones, un componente antigénico puede comprender M. hyo.

En algunas realizaciones, un componente antigénico puede comprender FIV.

En algunas realizaciones, un componente antigénico puede comprender un antigeno de cancer.

En algunas realizaciones, un componente antigénico puede comprender coronavirus canino (CCV).

En algunas realizaciones, un componente antigénico puede comprender rotavirus bovino.

En algunas realizaciones, un componente antigénico puede comprender el virus de la gripe canina (CIV).

Composiciones que comprenden una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de PAA lineal o ramificado que
tiene un intervalo de Mw de alrededor de 350 kDa a alrededor de 650 kDa, menos de 0,005% de persulfatos, basado
en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y en las que el polimero de acido poliacrilico esta
compuesto exclusivamente por unidades de &cido acrilico, pueden usarse en un método para tratar a un bovino contra
una infeccidén causada por bacterias, que comprende administrar al animal bovino una vacuna de dichas
composiciones. En realizaciones particulares, los PAA que tienen un Mw de alrededor de 450 kDa son
excepcionalmente Utiles para provocar en animales, incluidos los bovinos, respuestas inmunes protectoras.

En algunas realizaciones, la descripcion se refiere a una composicién de vacuna de la descripciéon para uso en un
método de tratamiento de un canino o equino contra una infeccién causada por gripe, comprendiendo el método
administrar al canino o equino la composicién de vacuna.

Una composicién de vacuna que comprende una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de PAA lineal o
ramificado que tiene un intervalo de Mw de alrededor de 350 kDa a alrededor de 650 kDa, menos de 0,005% de
persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y en la que el polimero de
acido poliacrilico estda compuesto exclusivamente por unidades de &cido acrilico, puede usarse en un método para
tratar a un canino o equino contra una infeccién causada por gripe, que comprende administrar al canino o equino
dicha vacuna que comprende un plasmido de ADN o avipox que contiene y es capaz de expresar in vivo un antigeno
de la gripe. En realizaciones particulares, el antigeno de la gripe es un gen HA.

Una composicién de vacuna que comprende una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de PAA lineal o
ramificado que tiene un intervalo de Mw de alrededor de 350 kDa a alrededor de 650 kDa, menos de 0,005% de
persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y en la que el polimero de
acido poliacrilico estda compuesto exclusivamente por unidades de &cido acrilico, puede usarse en un método para
tratar a un canino contra una infeccién causada por el virus de la rabia, que comprende administrar al canino dicha
composicién de vacuna que comprende glicoproteina de la rabia inactivada.

Vacunas aviares, incluida una vacuna contra la coccidiosis aviar, para administracion in ovo, que pueden comprender:

un adyuvante que comprende PAA no reticulado que tiene un Mw promedio de alrededor de 350 kDa a alrededor de
650 kDa; menos de 0,005% de persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico,
y en el que el polimero de acido poliacrilico estd compuesto exclusivamente por unidades de acido acrilico, y un
antigeno protozoario seleccionado entre (1) una o mas proteinas expresadas de forma recombinante; (2) una 0 mas
proteinas u otras macromoléculas aisladas de dicho protozoo por medios convencionales; (3) extractos o
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preparaciones de células completas de dicho protozoo; y (4) coccidios inactivados, vivos o vivos precoces
seleccionados entre: Eimeria (E.) acervulina, E. adenoeides, E. brunetti, E. colchici, E. curvata, E. dispersa, E.
duodenalis, E. fraterculae, E. gallopavonis, E. innocua, E. praecox, E. maxima, E. meleagridis, E. meleagrimitis, E.
mitis, E. necatrix, E. phasiani, E. procera, E. tenella, y combinaciones de los mismos.

En realizaciones particulares, el PAA tiene un Mw promedio de alrededor de 450 kDa.

Una composicién de vacuna que comprende una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de PAA lineal o
ramificado que tiene un intervalo de Mw de alrededor de 350 kDa a alrededor de 650 kDa, menos de 0,005% de
persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y en la que el polimero de
acido poliacrilico esta compuesto exclusivamente de unidades de acido acrilico, puede ser para uso en un método
para tratar a un bovino contra una infeccién causada por E. coli o M. hyo, que comprende administrar al bovino dicha
composicién de vacuna que comprende E. coli o M. hyo. Una composicién de vacuna que comprende una sal
farmacéuticamente aceptable de un polimero de PAA lineal o ramificado que tiene un intervalo de Mw de alrededor de
350 kDa a alrededor de 650 kDa, menos de 0,005% de persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de
polimero de &cido poliacrilico, y en la que el polimero de acido poliacrilico esta compuesto exclusivamente por
unidades de acido acrilico, puede ser para uso en un método para tratar a un cerdo contra una infeccién causada por
M. hyo, que comprende administrar al cerdo dicha vacuna que comprende M. hyo.

La composicién inmunolégica o de vacuna puede comprender un antigeno correspondiente a un agente responsable
de una infeccion y/o enfermedad felina. El antigeno puede comprender el virus de inmunodeficiencia felina (FIV). Una
composicién de vacuna que comprende una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de PAA lineal o
ramificado que tiene un intervalo de Mw de alrededor de 350 kDa a alrededor de 650 kDa, menos de 0,005% de
persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y en la que el polimero de
acido poliacrilico estda compuesto exclusivamente por unidades de &cido acrilico, puede usarse en un método para
tratar a un felino contra una infeccién causada por FIV, que comprende administrar al felino dicha vacuna que
comprende un antigeno de FIV y PAA.

La composicién de vacuna puede comprender un antigeno de cancer. Una composicién de vacuna que comprende
una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de PAA lineal o ramificado que tiene un intervalo de Mw de
alrededor de 350 kDa a alrededor de 650 kDa, menos de 0,005% de persulfatos, basado en el peso seco total de dicha
sal de polimero de acido poliacrilico, y en la que el polimero de acido poliacrilico esta compuesto exclusivamente por
unidades de acido acrilico, puede ser para uso en un método de tratamiento de un sujeto contra el cancer, que
comprende administrar al sujeto dicha composicién de vacuna que comprende el antigeno de cancer y PAA.

En algunas realizaciones, la descripcién se refiere a una composicién de vacuna para uso en un método de tratamiento
de un canino contra una infeccién causada por CCV (coronavirus canino), comprendiendo el método administrar al
canino la composicién de vacuna.

En algunas realizaciones, la descripcién se refiere a una composicién de vacuna para uso en un método de tratamiento
de un bovino contra una infeccién causada por rotavirus bovino, comprendiendo el método la administraciéon al bovino
de la composicién de vacuna.

En algunas realizaciones, la descripcién se refiere a una composicién de vacuna para uso en un método de tratamiento
de un canino contra una infeccién causada por CIV (virus de la gripe canina), comprendiendo el método la
administracién al canino de la composicion de vacuna.

Los ejemplos que se exponen a continuacién, con referencia a las Figuras, resaltan las propiedades y ventajas de los
polimeros utilizados en la invencién. En estos ejemplos, NaPAA designa la sal sédica del polimero, sea cual sea ésta
segun la invencién o no.

Cuando no se especifica, "peso molecular” significa "peso molecular medio ponderal”.

Ejemplo 1 - Materiales v métodos para la caracterizacion de los polimeros

Todas las determinaciones de Mw, pendiente de Mark Houwink, IP, contenidos de monémero y persulfatos se llevaron
a cabo segun los procedimientos que se describen a continuacién.

1.1- Determinacion de Mw, pendiente de Mark Houwink, e IP

1. Productos quimicos y reactivos
El agua se purificé en un sistema Milli-Q-UF (Millipore, Milford, MA, EE. UU.). Se preparé en nuestro laboratorio una

disoluciéon salina amortiguada con fosfato (PBS 1C; 6,5 mMol.L-1 Na2HPO4, 2H20; 1,5 mMol.L-1 KH2PO4; 2,7
mMol.L-1 KCI; 137 mMol.L-1 NaCl; pH 6,8). La determinacién de las caracteristicas de permeacién en gel se realizé
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con ADN (CAS numero 73049-39-5) de Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, Francia) y sacarosa (CAS numero 57-
50-1) de VWR (Darmstadt, Alemania).

Los patrones utilizados como calibracion del sistema se obtuvieron de Malvern (Malvern, Reino Unido) para Pululano
100 KDa, y de Agilent (Santa Clara, CA) para Pululano 400 KDa.

2. Cromatografia de exclusién por tamano (SEC) con triple deteccién

Se utilizdé un sistema Viscotek GPCmax VE2501 (Malvern Instrument, Malvern, Reino Unido) que comprende una
bomba de HPLC con desgasificador incorporado y muestreador automatico con bucle de inyeccion de 100 ul para
realizar los analisis de HP-SEC. Para la deteccién de sefiales de SEC en linea, se utilizé un sistema detector Viscotek
TDA 302 con indice de refraccion, dispersidn de luz en angulo recto, y detectores de viscosimetro diferencial de cuatro
capilares. Los detectores estaban en el siguiente orden: LS (dispersion de luz en angulo recto)-RI (indice de
refraccion)-VIS (viscosimetro diferencial de cuatro capilares). Se colocd un prefiltro de nailon de 0,22 um entre la
columna y los detectores. Para la adquisicion y analisis de datos de SEC se utilizo el programa OmniSEC 4.7. Todos
los detectores se calibraron con un patrén de pululano de 100 KDa en una fase mévil de PBS 1C. La fase movil PBS
1C se filtré a través de un filtro de nitrato de celulosa de Millipore de 0,22 um y se desgasificé antes de su uso. La
separacion de muestras de NaPAA se logro a través de dos columnas A6000M (8 mm de diametro interior x 30 cm de
largo) (Malvern) conectadas en serie. La elucién fue isocratica a un caudal de 0,6 ml.min"'. Se inyectaron muestras de
100 pl con una concentracion diana de NaPAA de alrededor de 0,4 mg.ml™" para medidas de Mw, IP y pendiente de
Mark Houwink. El patréon de pululano de 400 kDa se utilizé como muestra de "control" para todos los analisis. El
volumen vacio de la columna (Vo) y el volumen de permeacién total (Vi) se determinaron mediante la inyeccién de
ADN de alto peso molecular y sacarosa, respectivamente.

3. Preparacioén de patrones y muestras

Los patrones de pululano, ADN y sacarosa se prepararon mediante disolucion de las materias primas en PBS 1C hasta
concentraciones finales de 1, 0,1 y 2 mg.ml"' respectivamente. Los NaPAAse formularon y diluyeron a la concentracién
diana en PBS 1C.

4. Determinacién del valor dnldc de NaPAA y medidas de Mw, pendiente de Mark Houwink e IP.

El coeficiente dn/dc esta relacionado con la masa molar segun la siguiente relacion (Zimm, 1948, J. chem. Phys., 16,
1099-1116):

en la que K es la constante dptica que incluye dn/dc para un sistema de dispersién particular descrito en la siguiente
ecuacién, C es la concentracion de NaPAA en la muestra, Re es el exceso de intensidad de luz dispersada en el angulo
8, Mw es el peso molecular medio ponderal, y A2 es el segundo coeficiente virial, que puede tomarse como cero,
debido a la concentracion extremadamente baja de las fracciones de muestra individuales. P(6) es la funcidén de
dispersion de particulas que representa la dependencia angular de la intensidad de dispersion de la luz, y esta
relacionada con el radio de giro (Rg) de la molécula de polimero.

K- 47?2nj @ :
N, A | de
siendo no el indice de refraccidn del disolvente en la muestra; Na el numero de Avogadro; Ao la longitud de onda del

rayo laser en el vacio.

Para moléculas pequefias cuyos tamafios son menores que Ao/20, se supone que la intensidad de la luz dispersada
es independiente del angulo de dispersion, de modo que P(6) = 1 para todos los angulos.

La expresién resultante es ahora:
R, =KCMy,

El dn/dc de NaPAA se calculd automaticamente mediante el software OmniSEC utilizando concentraciones conocidas
crecientes de NaPAA con el sistema de deteccion triple de SEC de 0,4 a 1 mg.ml™". Cada concentracion se inyecto por
duplicado. Este experimento se ha repetido en las mismas condiciones con diferentes lotes representativos de NaPAA
de concentraciones conocidas. El coeficiente dn/dc final correspondié a la media de estas determinaciones, y se
determino que era 0,172 ml.g™'. Este valor dn/dc se utilizé para otras determinaciones del peso molecular.
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Las determinaciones de Mw, IP y pendiente de Mark Houwink se realizaron con una disolucién de la sal polimérica de
acido poliacrilico en PBS 1C, con una concentracion conocida de la sal polimérica de &cido poliacrilico, por ejemplo
de 0,4 mg.ml'. Como la sal de acido poliacrilico representa mas del 95% del peso seco de la sal de polimero de 4cido
poliacrilico, se considera que el peso de la materia seca es el peso seco de la sal de polimero de acido poliacrilico.

La viscosidad intrinseca (IV) de un NaPAA esta relacionada con su peso molecular y conformacién; y se representa
con el diagrama de Mark-Houwink:

[V=K+«MW

en el que "a"y "K" son constantes para un sistema soluto-disolvente dado, y el exponente "a" varia de 0 (esfera sélida)
a 2 (forma de varilla).

La pendiente "a" de Mark Houwink se determiné a partir de esta formula IV = K « MW?,
Una pendiente "a" superior o igual a 0,7 significa que la NaPAA puede considerarse lineal.

El indice de polidispersidad (IP) se define como Mw/Mh, siendo Mn el peso molecular medio numérico. El Mn de NaPAA
se calcul6 automaticamente por el software OmniSEC.

1.2 Determinacién de persulfatos vy monémeros de acrilato

A. En materias primas

7. Productos quimicos y reactivos

El agua se purificé en un sistema Milli-Q-UF (Millipore, Milford, MA). Se prepararon disoluciones de hidréxido de sodio
de 25 mM (fase A) y 200 mM (fase B) con hidroxido de sodio concentrado al 46 - 51% de Fisher Scientific (lllkirch,
Francia). El hidréxido de sodio 0,1 N procedia de VWR (Darmstadt, Alemania). Los patrones utilizados para la
calibracién se obtuvieron de Fisher Scientific (lllkirch, Francia) para persulfato de sodio, y de Sigma Aldrich (Saint
Quentin Fallavier, Francia) para acrilato de sodio. El patrén interno utilizado para corregir la desviacién en la
preparacién de la muestra fue oxalato de sodio, de Sigma Aldrich (Saint Quentin Fallavier, Francia).

2. Cromatografia de intercambio anionico de alto rendimiento con deteccion conductimétrica

Las impurezas de acrilato y persulfato en muestras de NaPAA se analizaron simultdneamente mediante cromatografia
de intercambio aniénico de alto rendimiento (HPAEC) con deteccién conductimétrica. Se utilizé un sistema de
cromatografia iénica ICS-3000 (Dionex, Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, PA). Estaba equipado con una bomba
SP-1, un muestreador automatico termostatizado (5 C), una columna termostatizada (40 2C) y un compartimento
detector conductimétrico (30 °C). Se colocé una columna trampa de carbonato ATC3 RFIC (9 x 24 mm) (Thermo Fisher
Scientific) delante de la columna para capturar aniones de carbonato de agua y mejorar la sensibilidad analitica global.
La separacion analitica se logré en una columna de intercambio anionico AS-11HC (250x4 mm) de Dionex (Thermo
Fisher Scientific) con un gradiente de elucién de disolucién de hidréxido de sodio de 25 mM (fase A) a 200 mM (fase
B). El programa de gradiente fue: 0% B (12 min}, 0-40% B (5 min}, 40-100% B (8 min), 100% B (25 min), 100-0% B (1
min), 0% B (9 min). El caudal de la fase mévil fue 1 ml/min, y el volumen de inyeccién fue 50 pl. Se utilizé una
precolumna AG-11HC (50 x 4 mm) de Dionex (Thermo Fisher Scientific) para proteger la columna analitica. Se colocd
un supresor de conductividad Dionex (AERS 082540, Thermo Fisher Scientific) delante del compartimento del detector
para mejorar la sefial. En estas condiciones cromatograficas, los tiempos de retencién para acrilato, oxalato y
persulfato fueron alrededor de 4, 11 y 45 minutos respectivamente.

3. Preparacion de muestras

Antes del andlisis cromatografico, se eliminaron de las muestras las especies de alto peso molecular. En resumen, las
muestras de NaPAA se diluyeron diez veces con agua (lo que produjo una concentracion de 10 mg/ml en NaPAA), y
se afiadié un patrén interno de oxalato de sodio para alcanzar una concentracién de 50 pg/ml. Después, 500 pl de las
muestras se centrifugaron a 14000 g durante 30 minutos a través de sucesivamente un filtro centrifugo Amicon Ultracel
0,5 ml-100k y un filtro centrifugo Amicon ultracel 0,5 ml-3k, obtenidos de Merck Millipore (Darmstadt, Alemania). Antes
de su uso, los filtros centrifugos Amicon se lavaron con agua y NaOH 0,1 N sucesivamente para eliminar el glicerol.

4. Calibracion y resultados
La cuantificacién de impurezas de persulfato y acrilato se realizé mediante calibracién externa preparada con patrones
comerciales. Se mezclaron en agua seis concentraciones que oscilaban de 1 - 100 pg/ml de acrilato de sodio y

persulfato, y se afiadieron 200 pl de patrén interno de oxalato de sodio de 500 pg/ml a cada concentracién. La curva
de calibracion siguié un modelo lineal para el persulfato y un modelo cuadratico para el acrilato. El contenido de
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impurezas se expreso en % p/p (% de peso de impureza de acrilato o persulfato sobre peso seco de NaPAA), o en ug
de impureza de persulfato o acrilato por gramo de materia prima de NaPAA.

B. En polimeros de NaPAA obtenidos después de la purificacion

Las impurezas de persulfato y acido acrilico residual en muestras de NaPAA después de la etapa de purificacién (por
dialisis, ultrafiltracién o filtracion en gel)} se determinaron como se describié anteriormente para su determinacién en
las muestras de materia prima de NaPAA. Sin embargo, en las muestras purificadas, se omiti6 la etapa de dilucion de
10 veces del procedimiento de preparacion de la muestra. Para el persulfato, las condiciones cromatograficas fueron
las mismas que para la materia prima de NaPAA, y el andlisis se gestiond como una prueba limite con un limite de
deteccién de 100 ng/ml. Para el acrilato, se utilizé el mismo sistema HPAEC pero la separacion analitica se logré en
una columna de intercambio aniénico CarboPacTM SA10 (250x4 mm) de Dionex (Thermo Fisher Scientific) con un
gradiente de elucién de disolucién de hidréxido de sodio de 30 mM (fase A) a 200 mM (fase B). El programa de
gradiente fue: 0% B (14 min), 0-100% B (6 min), 100% B (15 min), 100-0% B (1 min), 0% B (9 min). El caudal de la
fase moévil fue 1 ml/min, y el volumen de inyeccion fue 50 pl. Se utilizé una columna CarboPacTM SA10G (50 x 4 mm)
de Dionex (Thermo Fisher Scientific) para proteger la columna analitica. Se colocé un supresor de conductividad
Dionex (AERS 082540, Thermo Fisher Scientific) delante del compartimento del detector para mejorar la sefial. En
estas condiciones cromatograficas, el tiempo de retencion del acrilato fue alrededor de 11 minutos. La impureza
residual de acido acrilico se determiné a partir de una curva de calibracién lineal construida utilizando un patrén externo
de acido acrilico a 20 - 500 ng/ml en PBS 1C. Los resultados se expresaron como se indicé anteriormente en % p/p
(% de peso de impureza de acrilato o persulfato sobre peso seco de NaPAA), o en ug de impureza de persulfato o
acrilato por ml de disolucién adyuvante de NaPAA.

Ejemplo 2 - Pruebas sobre actividades adyuvantes

1) Evaluacion del efecto adyuvante del PAA segun la invencién en comparacion con 2 PAA del estado de la
técnica, con respecto al antigeno de Staphylococcus aureus

Se probd la actividad adyuvante de formulaciones basadas en polimeros en ratones OF1 ex6gamos utilizando como
antigeno modelo el polisacarido tipo 5 de S. aureus (PS5) conjugado con exotoxina A recombinante de Pseudomonas
aeruginosa (rEPA).

El antigeno se preparé de la siguiente manera:

Staphylococcus aureus (cepa Reynolds) se cultivd durante 72 horas en medio de cultivo SATA-1 bajo agitacion (100
rpmy}, y luego se inactivé mediante adicién de una disolucién de fenol/etanol 1/1 (v/v) hasta una concentracion final de
2% p/v. Las células bacterianas se sedimentaron a 16.000 g durante 75 min. La pasta celular se suspendié a 0,5 g
(peso humedo) por ml en 50 mM Tris-2 mM MgSO4, pH 7,5. Se afiadi6 lisostafina (100 pg/ml), y la suspensioén se
incub6 a 37 °C durante 4 horas bajo agitacién. Posteriormente, se afiadié benzonasa a una concentracion de 5 U/ml,
y la incubacién se continu6é durante 2 horas mas. La mezcla de reaccién se concentré6 mediante filtracion de flujo
tangencial (corte de peso molecular de 30.000 Da). El material concentrado resultante se digirié con benzonasa (5
U/ml) durante 6 horas a 37 °C y después con pronasa (a 4 U/ml} a 37 °C durante 15 horas en el amortiguador apropiado
(Tris 50 mM a pH 8,0 que contiene MgCl2 1 mM y CaCl2 1 mM). Después de la centrifugacion a 5.000 g durante 30
minutos, el sobrenadante se concentré mediante filtracién de flujo tangencial (MWCO 30.000 Da). Esta disolucién se
ajustd entonces hasta una concentracién final de Tris HCI 50 mM, pH 7,5. Las alicuotas se cargaron en una columna
de Q Sepharose (20 ml) equilibrada con Tris HCI 50 mM, pH 7,5. La columna se eluy6 a un caudal de 2 ml/min, y se
recogieron fracciones de 5 ml. La columna se lavd con 5 volimenes del amortiguador de partida. Los polisacaridos se
eluyeron entonces con un gradiente lineal de 250 ml de 0 a 0,5 M de NaCl en 50 mM de Tris HCI, pH 7,5. Las fracciones
que contenian polisacaridos y ningun acido icoico, detectado por absorcién 6ptica a 210 nm y por cromatografia de
intercambio aniénico de alto rendimiento (HPAEC-PAD), se dializaron y se liofilizaron.

El polisacarido purificado se activd entonces en NaCl mediante dihidrazida de acido adipico (ADH). El pH se ajusto a
4,9, y se afiadi6 etildimetilaminopropilcarbodiimida (EDAC). A medida que avanzaba la activacién, que duré 90 minutos
a temperatura ambiente, el pH se ajusté constantemente hasta un valor de 4,9 con HCI 0,1 N. La reaccién se detuvo
mediante adicién de NaOH hasta la neutralizacién (pH 7,0). El polisacarido activado se dializ6 entonces contra una
disolucién acuosa de NaCl 500 mM, y después contra agua. Después, el polisacarido activado y dializado se liofilizo.
El porcentaje de funcionalizacién se estimé en alrededor de 5,9% (p/p).

Una disolucién del polisacarido activado se mezclé con la proteina transportadora (fEPA) en NaCl y EDAC. La
conjugacion se realizé a 4 °C, con un pH mantenido en 5,7 mediante adicién de HCI 0,1 N. Después de 90 minutos, la
reaccion se detuvo mediante adicién de NaOH 0,2 N hasta un pH de 7. Después, el antigeno conjugado se dializé
contra una disolucién acuosa de NaCl, y después se purificd mediante cromatografia de exclusiéon por tamafio en una
columna de sefarosa Cl-4B equilibrada con NaCl 200 mM en un amortiguador de fosfato 10 mM, pH 7,2. Se combinaron
las fracciones que contenian conjugados (detectados por absorcion éptica a 206 nm y 278 nm) y que se eluyen
principalmente con el volumen muerto de la columna.
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Las formulaciones de polimero se prepararon de la siguiente manera:

El producto denominado PAA225000 (Ref. 18613, sal sédica) se obtuvo de Polysciences Europe (Eppelheim,
Alemania) en forma de disolucién concentrada. Se ha diluido con agua hasta obtener una concentracién de 20 mg/ml,
y se ha mantenido en agitacién a temperatura ambiente durante 12 horas. El pH se ha ajustado a 7,55 con HCl, y la
disolucién se ha dializado a temperatura ambiente frente a una disolucion acuosa de NaCl 150 mM (3 bafios
consecutivos) utilizando casetes de dialisis con corte de 2 kDa (Thermo Fischer Scientific, Courtaboeuf, Francia).
Después, la disolucion se filtré a través de una membrana de PVDF de 0,22 um, para su esterilizacién. Después, se
midi6 el peso molecular de la sal de polimero, y es 488.550 Da. Su Mn fue 129.070 Da, y su IP 3,8.

El polimero se almacend entonces a + 4 2C, como una disolucién que comprendia 20 mg/ml de polimero en una
disolucién acuosa de NaCl 150 mM. Esta disolucién se mezclé luego con PBS 1C concentrado 10 veces con agua
estéril, para obtener una disolucién salina que comprendia 2 mg/ml de sal de polimero.

El producto denominado PAA20 se obtuvo como sal de sodio de Polymer Expert (Pessac, Francia) en forma de polvo
seco. Se rehidraté en agua a la concentracion de 20 mg/ml, y se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente durante
12 horas. Después, la disolucion se filtré a través de una membrana de PVDF de 0,22 um, para su esterilizacion. El
peso molecular de la sal de polimero se midié en 100.700 Da. Su Mn fue 46.700 Da, y su IP 2,2. El polimero se
almacend entonces a + 4 °C, como una disolucién que comprendia 20 mg/ml de sal de polimero en una disolucién
acuosa de NaCl 150 mM. Esta disoluciéon se mezcld luego con PBS 10C y con agua estéril, para obtener una disolucion
salina que comprendia 2 mg/ml de sal de polimero.

CARBQOPOL® 974 P (denominado CARBOPOL®), que es un polimero de PAA reticulado, con un peso molecular de
varios millones de Da, se diluyé con PBS para obtener una disolucién que comprendia 2 mg/ml de polimero.

Las formulaciones adyuvantes a inyectar a los animales se prepararon mezclando vol/vol la disolucién de antigeno y
la disolucién de polimero. Cada dosis inyectada contenia 200 ug de polimero y 2,5 pg de polisacarido en disolucién
PBS 1C.
Inmunizaciones:
Se inmunizaron grupos de 5 a 10 ratones OF1, de 7 a 9 semanas, con PAA20, PAA225000 o0 CARBOPOL® solos (se
utilizaron como controles negativos) o con las formulaciones que comprendian tanto el antigeno como el adyuvante.
A un grupo de ratones se le inyect6 solo PS5-rEPA. Las dosis se administraron por via subcutanea (SC) en la regién
escapular los dias DO, D21 y D35. Se recogieron muestras de sangre el dia 42 para analizar la respuesta inmune.
Las muestras de sangre se recogieron en tubos vacutainer que contenian un activador de la coagulaciéon y un gel
separador de suero (Becton Dickinson, Meylan, Francia). Los tubos se centrifugaron a 2600 g durante 20 minutos para
separar el suero de las células. Los sueros se transfirieron a placas de pocillos profundos, y se inactivaron con calor
a 56 °C durante 30 minutos antes de almacenarlos a -20 °C hasta su uso en ensayos posteriores.
La prueba comprendi6 diferentes grupos como sigue:

PBS

Carbopol®

PAA20

PAA225000

PS5-rEPA

PS5-rEPA + Carbopol®

PS5-rEPA + PAA20

PS5-rEPA + PAA225000

Las muestras de sangre se utilizaron para analizar los anticuerpos especificos IgG1 e IgG2a producidos por los ratones
inmunizados.

La prueba de ELISA utilizé el polisacarido activado PS5 (PS5 conjugado con ADH: PS5-AH) como antigeno para el
recubrimiento. Brevemente, las placas de ELISA se recubrieron con 100 pl por pocillo de 1 pg/ml de disolucién de
polisacarido activado en PBS 1C. Las placas se incubaron durante 12 horas a 4 °C, y se vaciaron invirtiéndolas. Los
pocillos se bloquearon afiadiendo 150 pl de amortiguador de saturacion 1 (PBS 1C / Tween 0,05% p/v / albimina
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bovina 1% p/v) e incubando durante 1 h a 37 °C. Las placas de ELISA se vaciaron invirtiéndolas. Se realizaron
diluciones seriadas dobles de cada suero (12 veces) directamente en placas de ELISA utilizando el amortiguador 1
como amortiguador de dilucién para un volumen final de 100 pl por pocillo. Las placas se incubaron durante 90 minutos
a 37 °C, y luego se lavaron 3 veces (250 pl por pocillo) con amortiguador 2 (PBS 1C/Tween 0,05% p/v). El conjugado
de peroxidasa anti-lgG1 de ratén o anti-lgG2a de ratén se diluyé en amortiguador 1 (1/8000) y se utilizé como
anticuerpos secundarios (100 pl por pocillo}. Después de 90 minutos de incubacién a 37 °C, las placas de ELISA se
lavaron 3 veces con amortiguador 2 (250 pl por pocillo). La reaccion se desarroll6 afiadiendo 100 pl de una disolucién
de sustrato de tetrametilbencidina a cada pocillo, y se detuvo después de 30 minutos a temperatura ambiente con 100
pl/pocillo de HCI 1 N. La absorbancia se midié a 450-650 nm. Los titulos de anticuerpos se expresan en unidades
arbitrarias correspondientes a la dilucion sérica reciproca para OD450nm = 1 utilizando el software SoftmaxPro.

Los resultados obtenidos se resumen en la FIG. 1, y muestran que:

1) No se midié ningun fondo en los sueros de control negativo (<1,3 Log) de ratones inmunizados con PBS 1C o
con formulaciones basadas en polimeros inyectadas solas (datos no mostrados).

2) Se obtuvo una respuesta inmune especifica contra el polisacarido PS5, principalmente una IgG1 anti-PS5
(4,8Log), después de la tercera inmunizacién con el conjugado PS5-rEPA solo. La respuesta de anticuerpos
anti-PS5 provocada por el conjugado PS5-rEPA inyectado solo fue impulsada principalmente por Th2, con
una relacién IgG1/lgG2a cercana a 126.

3) Los titulos de IgG1 anti-PS5 no aumentaron cuando el conjugado PS5-rEPA se formulé con Carbopol®, PAA20
o PAA225000, con una media de titulos anti-PS5 cercana a 4,8Log. La coinyeccion de Carbopol® o PAA20
provocé un aumento de los titulos de IgG2a anti-PS5, pero estas respuestas de anticuerpos anti-PS5 todavia
estaban impulsadas principalmente por Th2, con relaciones IgG1/IgG2a cercanas a 50 y 63, respectivamente.
Se observé un fuerte aumento de los titulos de IgG2a anti-PS5 (4,5Log) cuando se coinyecto el conjugado
PS5-rEPA con PAA225000. La coinyeccion de PAA225000 provocé una respuesta de anticuerpos anti-PS5
con sesgo Th1, con una relacién lgG1/IgG2a cercana a 2.

En conclusién, esta prueba demostré que mientras que el antigeno solo indujo principalmente una respuesta Th2, el
adyuvante segun la presente invencion, en comparacion con los otros polimeros probados, fue capaz de inducir una
respuesta inmune Th-1 mucho mas pronunciada sin afectar la respuesta Th-2.

Las muestras de sangre también se analizaron para determinar su capacidad para inducir actividad opsonizante en
células mononucleares periféricas humanas (hPMN). Para esta prueba, los sueros agrupados de cada grupo se
analizaron en diluciones seriadas de diez veces utilizando la cepa Lowenstein (ATCC 49521) cultivada durante 20 h a
37 °C en medio TSB solo o suplementado (fase estacionaria).

Se recogi6é sangre periférica humana de voluntarios humanos sanos en vacutainers con heparina soédica. Se
necesitaron diez mililitros por donante. Los leucocitos se aislaron mediante lisis de glébulos rojos en un amortiguador
de lisis de cloruro de amonio. Las células se lavaron dos veces en PBS 1C, y finalmente se suspendieron en 5 ml de
medio OPA (RPMI-Hepes suplementado con 0,5% de BSAy 2 mM de glutamina). Después, los leucocitos grandes
(principalmente hPMN (95%)) se contaron en el contador Multisizer Coulter y se ajustaron a una concentracion de 0,25
x 10%/ml en medio OPA.

Después de 20 h de crecimiento, las bacterias se lavaron dos veces en PBS 1C y se resuspendieron en 5 ml de PBS
1C. La concentracion de bacterias se ajusto a 108 UFC/ml en medio OPA.

Se realiz6 un ensayo de estallido oxidativo en una placa Deepwell de polipropileno de 96 pocillos. La placa se mantuvo
en hielo durante la adicién secuencial de los reactivos. Los reactivos se afiadieron a los pocillos en el siguiente orden:
50 ul de sueros especificos inactivados por calor a la dilucién determinada de 1/10 hasta 1/640, 250 pl de bacterias,
50 pl de complemento de gazapo a 1/10, 100 pl de leucocitos y 50 ul de DHR (Molecular Probe, D632) a 1 mg/ml. El
volumen final de reaccién fue 500 pl. Después, la placa se incubd durante 25 minutos a +37 °C bajo agitacién suave
y en la oscuridad. La relacién final de bacterias/leucocitos grandes fue 100:1, la dilucién final de sueros y complemento
oscilé de 1/100 a 1/6400, y la concentracién final de DHR fue 0,1 mg/ml. Al final del periodo de incubacién, la placa se
coloco en hielo para detener la reaccién. El andlisis se realizé en el Cytomics FC500. La forma oxidada de DHR,
rodamina 123, emite una fluorescencia brillante tras la excitacién a 488 nm. En un diagrama de puntos (FSC/SSC), se
definié un area en la gran poblacién granular de leucocitos para diferenciar la poblacién de PMN. Se adquirieron tres
mil eventos de cada pocillo de este area. Los resultados se expresaron como porcentaje de PMN activados por
fluorescencia (PMN positivos para rodamina 123) entre toda la poblacion de PMN.

Los resultados se muestran en la Tabla 1 a continuacion:

Tabla 1
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‘Antigeno iAdyuvante iLowenstein TSB 20 h

j éEprosién oxidativa

..ﬁ.ég..r.é.ﬁ.l.\. ...................................... + ............................................................................................................
‘PAA20 .
‘PAA225000 .

§Carbopo|®

1% de PMN activados/poblacion total de PMIN: +++ (80%-100% a una dilucion de suero 1/1000);

§++ (80%-100% a una dilucién de suero 1/100; + (30%-70% a una dilucién de suero 1/100)

Estos resultados en la Tabla 1 indican:

1) No se detectaron PMN activados con sueros de control negativo de ratones inmunizados con PBS o con
formulaciones basadas en polimeros inyectadas solas (datos no mostrados).

2) El conjugado PS5-rEPA generd anticuerpos séricos anti-PS5 capaces de activar débilmente las hPMN en
presencia de bacterias. El porcentaje de hPMN activados que producen una explosién oxidativa se estimé
entre el 30% y el 70% para una dilucién de suero de 1/100.

3) La coinyeccion de PS5-rEPA con Carbopol o PAA20 aumenté ligeramente la capacidad de los anticuerpos
séricos anti-PS5 para reconocer la superficie de la cepa Lowenstein de S. aureus. El porcentaje de hPMN
activados que producen una explosion oxidativa se estimé entre el 80% y el 100% para una dilucién de suero
de 1/100.

4) La coinyeccion de PS5-rEPA con PAA225000 mejoré claramente (aumentd diez veces) la capacidad de los
anticuerpos séricos anti-PS5 para reconocer la superficie de la cepa Lowenstein de S. aureus. El porcentaje
de hPMN activados que producen una explosién oxidativa se estimé entre el 80% y el 100% para una dilucién
de suero de 1/1000.

Los sueros obtenidos con PAA225000 y PAA20, o los sueros obtenidos con ratones inmunizados con el antigeno solo,
también se probaron para determinar su capacidad para exterminar la bacteria Staphylococcus aureus Lowenstein en
presencia de PMN humanos.

Para esta prueba, se recolectd sangre completa en bolsas de citrato de sodio de donantes humanos sanos mediante
EFS (Etablissement Frangais du Sang), y se aislaron leucocitos polimorfonucleares humanos (PMN) recientes segin
los siguientes procedimientos. Los eritrocitos se lisaron incubando 5 ml de sangre y 45 ml de amortiguador de lisis
durante 10 minutos a +20 °C. Los PMN se lavaron dos veces en amortiguador salino HEPES (HBSS sin CaMg, ref pH
7,4). La viabilidad de los PMN fue superior al 90%, como lo demostr6 la exclusién con azul tripan. La suspension de
PMN se diluyé hasta 107 células por ml.

La cepa Lowenstein de S. aureus se cultivd 12 horas en medio TSB. Las células bacterianas se sedimentaron, se
lavaron con medio OPA (RPMI + 5% de SVF + 0,05% de Tween 20), y se suspendieron en disolucién salina normal
hasta 5 x 107 células por ml. Se afiadieron las siguientes sustancias a cada tubo: 0,25 ml de PMN, 50 pl de suero de
prueba diluido, 50 pl de células de S. aureus homblogas (relacién 1 célula/1 bacteria), 50 pl de complemento de conejo
al 0,5% p/v, y medio OPA para completar el volumen a 500 pl/pocillo. Se incluyeron en el ensayo tubos de control con
S. aureus en presencia de PMN, suero de prueba, o complemento solo. Los tubos de ensayo se incubaron durante 1
hora a +37 °C con agitacién. Las diluciones se realizaron en 3 etapas (3* diluciones 1/15), y 50 ul de las diferentes
diluciones se afadieron seis veces en gelosa TSA, y se incubaron durante 12 horas. El porcentaje de supervivencia
bacteriana se definié en cada punto de dilucién, si era posible, mediante la férmula: (nUmero de bacterias
viables/in6culo original) x100.

Los datos obtenidos en 2 analisis independientes se muestran en la Tabla 2 (ONS = opsonofagocitosis no especifica)
a continuacioén:

Tabla 2

VsONSPrueba1 .............................. Prueba2 ..............................
? (ONS: 7% {ONS: 14%

D|Iu0|on de conjunto de sueros Sueros anti-PS5 §1/1 00 }1/500 51/1 00 1/500
PS5-EPA 39 9 38 119
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......................................................................................................................................................................................................................................................

Vs ONS \Prueba 1 ‘Prueba 2

\ONS: 7% {ONS: 14%
R R S e — T
\PS5-rEPA + PAA225000 50 23 42 18

Los resultados que se muestran en la Tabla 2 muestran que:

1) No se detecté muerte de bacterias con sueros de control negativo de ratones inmunizados con PBS o con
formulaciones basadas en polimeros inyectadas solas (datos no mostrados).

2) El conjugado PS5-rEPA generé anticuerpos séricos anti-PS5 que mostraron una actividad de exterminio débil
en presencia de los hPMN, con un porcentaje de exterminio bacteriano del 39% a una dilucién de suero de
1/100. La actividad de exterminio de bacterias no fue mayor cuando el grupo de sueros se diluyd hasta 1/500.

3) La coinyeccion de PS5-rEPA con PAA20 no mejor6 la capacidad de los anticuerpos séricos anti-PS5 para
exterminar la cepa Lowenstein de S. aureus.

4) El efecto adyuvante de PAA225000 sobre la muerte de bacterias se observé en la prueba 1, con un porcentaje
de muerte bacteriana del 50% frente al 39% para el PS5-rEPA sin adyuvante a una dilucién de suero de
1/100, y un porcentaje de muerte bacteriana del 23% frente al 9% para el PS5-rEPA sin adyuvante a una
dilucién de suero de 1/500.

La conclusién general de esta prueba en relaciéon con el antigeno de Staphylococcus es que el adyuvante de la
presente invencidon mostré una eficacia superior en comparacién con los adyuvantes que tienen un peso molecular
menor.

2) Prueba del efecto adyuvante de diferentes polimeros sobre la respuesta inmune inducida por hCMV-gB

El objetivo de este estudio fue evaluar el impacto del peso molecular del polimero de acido poliacrilico (PAA) sobre el
efecto adyuvante. Esto se ha logrado utilizando como antigeno modelo una proteina recombinante que deriva de la
glicoproteina gB del citomegalovirus humano (hCMV-gB).

Esta proteina recombinante fue producida por una linea CHO recombinante transfectada con un plasmido denominado
0708985pEE14.4, que contiene un gen gB modificado. Para facilitar la produccién de esta proteina recombinante por
la linea CHO, el gen gB, cuya secuencia se describe en la patente de EE.UU. n.? 5.834.307, se modificé previamente
eliminando la parte del gen que codifica la regién transmembrana de la proteina gB correspondiente a la secuencia de
aminoacidos entre valina 677 y arginina 752, e introduciendo 3 mutaciones puntuales en el sitio de escisién. La proteina
producida por la linea CHO, denominada gBdTM, corresponde a una proteina gB truncada desprovista del sitio de
escision y de la regién transmembrana.

La proteina gBdTM producida en el medio de cultivo se purificd posteriormente mediante cromatografia, y se almaceno
en forma de una disolucién madre que contenia >0,2 mg/ml de gBdTM en amortiguador de fosfato.

Los PAA con diferentes pesos moleculares fueron los siguientes:

PAA20 y PAA225000 segun se describe y prepara en el parrafo "1) Evaluacién del efecto adyuvante de PAA segun la
invencién en comparacién con 2 PAAs de la técnica anterior, en relaciéon con el antigeno de Staphylococcus aureus”.

PAA3000 (Ref. 06568), PAAG00O (Ref. 06567), PAA50000 (Ref. 00627) y PAAB000O (Ref. 18611) son NaPAA, y fueron
proporcionados por Polysciences en forma de polvo seco (para PAA6000) o disoluciones concentradas para los
demas.

PAA20 se mezclé con agua a una concentracién de 20 mg/ml, y se mantuvo bajo agitacién a temperatura ambiente
durante 12 horas. Después, la disolucion se filtré a través de una membrana de PVDF de 0,22 pm y se mantuvo
almacenada a + 4 °C, como una disolucién que comprendia 20 mg/ml de polimero en una disolucién acuosa de NaCl
150 mM. Después, esta disolucion se mezclé con PBS 10C y agua esterilizada, para obtener una disolucion salina
que contenia 2 mg/ml de polimero.

Los PAA de Polysciences se diluyeron con agua estéril a una concentracién de 20 mg/ml, se ajustaron a un pH de
alrededor de 7,4 (con excepcién del PAAG0000, que no se ajusté a un pH) con NaOH o HCI, y se dializaron contra
NaCl 150 mM (3 bafios consecutivos) utilizando casetes de dialisis con un corte de 2 kDa (Thermo Fischer Scientific,
Courtaboeuf, Francia). Después, las disoluciones se filtraron a través de una membrana de PVDF de 0,22 pm, para
su esterilizacion. Se determinaron Mw, Mn e IP, y los polimeros se almacenaron a + 4 °C como una disolucién que
comprendia 20 mg/ml de sal de polimero en una disolucién acuosa de NaCl 150 mM.
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Los pesos moleculares (Mw y Mn) y el Pl de los polimeros se indican en la Tabla 3 a continuacion:

Tabla 3
: ‘Mw en Da :Mn en Da indice de polidispersidad
Ve TR Nt R e R Ao
[PAAG000 9 050 12940 13,1 :
e B 2 Gy
'PAABO00O 1133 760 144 500 3,0

gy g g — g
[PAA225000 1488 550 1129 070 13,8

Una emulsion de escualeno que contenia los mismos componentes que la emulsion de escualeno MF59® de Novartis
se prepard mediante microfluidizacion, para comparar la actividad adyuvante de los diferentes polimeros con la del
adyuvante de la técnica anterior utilizado como referencia.

Las formulaciones de adyuvantes se prepararon mezclando vol/vol la disolucién de antigeno con la disolucién de
adyuvante.

La cantidad de adyuvante fue 200ug de polimero por dosis inyectada, o en el caso de la emulsion, la dosis final de
vacuna comprendié 2,5% v/v de escualeno.

Las diferentes formulaciones probadas fueron las siguientes (gB corresponde a hCMV-gB:2/ug en cada formulacién)

s B solo,

s gB + emulsion de escualeno,

e B + PAA3000,

e B + PAAGOOO,

e gB + PAA50000,

e gB + PAAG0000,

e B+ PAA20 (PBS)

e B+ PAA225000
Se inmunizaron ratones C57BL/6 (8-10 por grupo) dos veces, el dia 0 y el dia 28, con el antigeno hCMV-gB
recombinante (2 pg/inyeccion) combinado o no con adyuvante por via IM (cuadriceps izquierdo bajo un volumen final
de 50 pl). La prueba incluyd, como control, un grupo inmunizado con el antigeno hCMV-gB solo.
Se tomaron muestras de sangre bajo anestesia de la vena submandibular en D28 (sangrado intermedio) y después
de la exsanguinacién por seccion carotidea el D41 de todos los animales. La anestesia se realizo con Imalgéne (1,6
mg de Ketamina) y Rompun (0,32 mg de Xilazina) administrados en un volumen de 150 pl por via intraperitoneal (IP).
Para los ensayos de respuesta humoral el D28, se recogieron 200 ul de sangre en viales que contenian activador de
coagulo y separador de suero (Becton Dickinson Microtainer SST, ref 365951). Después de una noche a +4 °C, la
sangre se centrifugé a 10.000 rpm durante 5 minutos, y el suero se recogié y almacené a -20 °C hasta su andlisis. El
D41, se recogié 1 ml de sangre en viales que contenian activador de coagulo y separador de suero (BD Vacutainer
SST ref 367783). Después de 12 horas a +4 °C, la sangre se centrifugd a 3000 rpm durante 20 minutos, y el suero se
recogié y almacené a -20 °C hasta su analisis.
Para los ensayos de respuesta celular el D41, se recolectaron bazos en condiciones estériles de 5 ratones por grupo.
Los esplenocitos se aislaron de la siguiente manera: los bazos recién recolectados se disociaron con el disociador
Gentlemax (Miltenyi Biotec), las suspensiones celulares se pasaron a través de un colador de células y se lavaron con

medio RPMI. Los glébulos rojos se lisaron utilizando el amortiguador de lisis de glébulos rojos (Sigma). Después del
lavado, los esplenocitos se contaron y se utilizaron inmediatamente para los ensayos celulares.
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Ensayos de seroneutralizacion:

Esta técnica se utilizé para titular los anticuerpos neutralizantes funcionales presentes en los sueros de animales
inmunizados con hCMV-gB. Basandose en la capacidad del citomegalovirus para infectar fibroblastos MRC5 y células
ARPE-19 (células epiteliales humanas), un suero que contenga anticuerpos funcionales especificos contra HCMV-gB
puede inhibir la infeccion viral de las células.

a. SN50 en MRC5

Brevemente, se cultivaron 1x10* fioroblastos MRC-5 en placas de fondo plano de 96 pocillos en DMEM 1% de FBS
durante 1 dia en una incubadora de cultivo celular con 5% de CO2 a 37 °C. Los sueros inactivados por calor de los
animales inmunizados se diluyeron en serie con 1% de FBS (suero fetal bovino) en DMEM (medio de Eagle modificado
de Dulbecco) suplementado con 10% de complemento de gazapo, y se incubaron vol/vol con 3,3 log CCID50 (dosis
infecciosa de cultivo celular 50%)/ml de la cepa hCMV Towne durante 1 hora en la incubadora de cultivo celular. Las
mezclas de suero y virus se transfirieron entonces a las monocapas de células MRC-5. Después de 7 dias de
incubacion, se eliminaron los sobrenadantes de cultivo, y las células se lavaron cuatro veces con PBS 1C y después
se fijaron con 100 pl de acetona al 85% en agua durante 15 min a -20 °C. Las placas se lavaron tres veces con PBS
1C y se secaron al aire. Las células infectadas se detectaron mediante una reaccién colorimétrica. Se afiadi6 a los
pocillos una mezcla de dos anticuerpos biotinilados especificos de hCMV (CH160 anti-IE1 y CH177 anti-gB contra las
proteinas del HCMV) a 0,5/ug/ml durante 1 hora a temperatura ambiente. Las placas se lavaron en PBS 1C/0,05% de
Tween 20 (PBST) antes de la adicién de estreptavidina alcalina fosfatasa durante 1 hora a temperatura ambiente (22
°C). Las placas se lavaron en PBST y se tifieron con 100 pl de cromégeno NBT/BCIP durante 30 minutos en la
oscuridad a temperatura ambiente. Después del lavado, las placas se secaron al aire y se escanearon utilizando un
lector de placas ELISPOT colorimétrico (Microvision Instruments, Evry, Francia). En cada pocillo se observaron nucleos
tefiidos de oscuro representativos del efecto citopatico. La dilucién del suero se considera neutralizante si no se
observa ningun foco oscuro en el pocillo correspondiente. Cada dilucién de suero se probo en 4 réplicas. Para cada
dilucién se calcula la neutralizacion del 50% (SN50) mediante regresion del Gltimo cuadrado. El valor SN50 (en log 10)
se define como el reciproco de la dilucién de suero mas alta que reduce el nimero de pocillos infectados en un 50%.
Los titulos medios de anticuerpos neutralizantes se calcularon para cada grupo de ratones.

b. pPPRNT50 en ARPE-19

Brevemente, se dispensaron 2,5x10* células ARPE-19 en placas oscuras de 96 pocillos el dia antes del ensayo de
microneutralizacién (MN). El dia DO, los sueros se inactivaron por calor a 56 °C durante 30 min. Las muestras de suero
se diluyeron dos veces en serie en DMEM/F12 1% FBS, comenzando desde 1/10 hasta 1/10240 en una placa de 96
pocillos profundos, y se incubaron con 4,2 log FFU/ml de la cepa BA DrUL131-Y4 del virus HCMV durante 60 min a
37 °C en una incubadora de cultivo celular con 5% de CO2. Las mezclas de suero y virus se transfirieron entonecs a
las células ARPE-19 y se incubaron a 37 2C en una incubadora de cultivo celular con 5% de CO2 durante 4 dias.

El dia D4, después de retirar el sobrenadante del cultivo, las células se fijaron con 100 pl de formol al 1% en PBS 1C
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después, las placas se lavaron tres veces con PBS 1C y se secaron al aire a
temperatura ambiente antes del analisis en el lector de placas fluorescentes Microvision para contar las células
infectadas en cada pocillo.

Como control, se colocaron en cada placa dos pocillos de control celular (sin virus) y seis pocillos con células infectadas
con la mitad de la dilucién viral que contenia 4,2log FFU/mI. La media de estos seis pocillos definié el umbral de
seroneutralizacién, determinado como el 50% del valor de la sefial especifica.

Los titulos de punto final neutralizante se definieron como el reciproco de la Ultima dilucion que cay6 por debajo del
valor de sefial especifica del 50% calculado. Los titulos neutralizantes (WPRNT50) se definieron para cada suero
individual como la ultima dilucién que indujo una reduccién del 50% de las células infectadas, es decir, la tltima dilucién
que indujo menos infeccion celular que el valor de sefial especifica del 50% calculado. Se calcularon los titulos medios
geométricos de anticuerpos neutralizantes para cada grupo.

Los resultados de GMT (titulo medio geométrico de anticuerpos neutralizantes) obtenidos para cada grupo de ratones
inmunizados se muestran en las FIGS. 2 y 3:

Se observaron perfiles similares con ambos ensayos de seroneutralizacién en fibroblastos MRC5 y células epiteliales
ARPE, independientemente del grupo analizado. No se detectaron titulos de anticuerpos neutralizantes, o estos fueron
bajos, en ratones inmunizados con hCMV-gB sin adyuvante (GMT=6).

El polimero de acido poliacrilico de la presente invencién dio, con diferencia, la mejor respuesta.

Respuestas de anticuerpos IgG1 e 1gG2¢
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Los anticuerpos séricos 1gG1 e IgG2c¢ dirigidos contra el antigeno hCMV-gB se titularon mediante un ensayo ELISA
robético segun el siguiente procedimiento.

Las microplacas Dynex de 96 pocillos se recubrieron durante 12 horas a 4 2C con 1 pg/pocillo de hCMV-gB, en
amortiguador de carbonato/bicarbonato 0,05 M, pH 9,6 (Sigma). Después, las placas se bloquearon durante 1 hora a
37 °C con 150 pl/pocillo de PBS Tween-leche (PBS pH 7,1, 0,05% de Tween 20, 1% (p/v) de leche desnatada en polvo
(DIFCO)). Todas las incubaciones siguientes se realizaron en un volumen final de 100 pl, seguido de 3 lavados con
PBS pH 7,1, 0,05% de Tween 20. Se realizaron diluciones seriadas dobles de muestras de suero en PBS-Tween-leche
(comenzando desde 1/100 o 1/1000), y se afiadieron a los pocillos. Las placas se incubaron durante 90 min a 37 °C.
Después de los lavados, se afiadié a los pocillos un conjugado de peroxidasa IgG1 o IgG2¢ antirratén (Southern
Biotech) diluido en PBS-Tween-leche a 1/2000, y las placas se incubaron durante 90 min a 37 °C. Las placas se
lavaron nuevamente, y se incubaron en la oscuridad durante 30 min a 20 2C con 100 pl/pocillo de una disolucién de
sustrato de tetrametilbencidina (TMB) lista para usar (TEBU). La reacciéon se detuvo con 100 pl/pocillo de HCI 1M
(Prolabo). La densidad éptica (DO) se midié a 450 nm-650 nm con un lector de placas (Spectra Max - Molecular
Devices). Los titulos de anticuerpos IgG se calcularon utilizando el software CodUnit, para el intervalo de valores de
DO de 0,2 a 3,0 a partir de la curva de titulacién (suero hiperinmune de ratén de referencia colocado en cada placa).
El titulo de IgG de esta referencia, expresado en unidades ELISA arbitrarias (UE), correspondi6 al log10 de la dilucién
reciproca, dando una DO de 1,0. El umbral de deteccion de anticuerpos fue 10 unidades ELISA (1,0 log10). Todos los
titulos finales se expresaron en log10 (Log).

Los resultados se representan en las FIGs. 4y 5:

Estos resultados muestran que el antigeno hCMV-gB adyuvado indujo mayores respuestas inmunes en comparacion
con el antigeno no adyuvado, tanto para los titulos de IgG1 como de IgG2c, con la excepcion de PAA3000 y PAAG00O
que tienen el peso molecular mas bajo.

Es interesante notar que el PAA de la presente invencion es particularmente eficiente para aumentar la respuesta
inmune del tipo T auxiliar 1 (Th1), ya que los titulos de IgG2¢ son particularmente fuertes en ratones inmunizados con
hCMV-gB combinado con PAA de la presente invencion.

Medidas de citocinas:

Los esplenocitos de ratones inmunizados se aislaron inmediatamente después del sacrificio el dia 41, se sembraron
a 2,5x10% células por pocillo en placas de 96 pocillos, y se incubaron con hCMV-gB (5 ug/pocillo), concanavalina A
(0,25 pg/pocillo; control positivo) o medio solo (RPMI-GSPB-10% de FCS; fondo). Después de 6 dias de incubacion,
la secrecion de las citocinas IL5 e IFNy se midié utilizando el kit CBA Flex set. Los resultados se expresan como
concentraciones de citocinas en pg/ml (media geométrica por grupo). El umbral para la deteccién positiva de citocinas
fue 5 pg/ml para IL-5 y 2,5 pg/ml para IFNy.

Los resultados se muestran en las FIGs. 6y 7:

Estos resultados muestran que con el adyuvante de emulsion, el nivel de IL5 es alto mientras que el nivel de IFNy es
bajo. Curiosamente, el adyuvante de acido poliacrilico segun la presente invencién induce un nivel bajo de IL5 pero
un nivel alto de IFNy, lo que es una indicacién de una respuesta inmune sesgada hacia el tipo Th1. Este resultado
concuerda con el resultado de la subtipificacién de inmunoglobulina.

3) Comparacion de un PAA diafiltrado seqgun la invencion con su materia prima antes de la diafiltracién.

En esta prueba, se demostro que la diafiltracién no afecté las propiedades adyuvantes del polimero.

Se probaron diferentes formulaciones que comprendian el antigeno hCMV-gB a 0,08 mg/ml, el cual se obtuvo como
se describe en el parrafo “2) Prueba del efecto adyuvante de diferentes polimeros sobre la respuesta inmune inducida
por hCMV-gB”.

A partir de una sal de sodio de polimero de é&cido poliacrilico proporcionada por Polysciences, se aplicaron dos
procedimientos diferentes (preparacion no diafiltrada y preparacion diafiltrada).

Para la preparacion no diafiltrada, el producto obtenido de Polysciences simplemente se diluy6é con PBS y se filtré de
forma estéril a través de una membrana con un corte de 0,2 um. La concentracion de la sal de PAA fue 17,4 mg/ml.
Se determinaron Mw, IP, y la pendiente de Mark Houwink.

Para la formulacioén diafiltrada, el producto obtenido de Polysciences se traté segln el siguiente protocolo:

a) mezclar la disolucién acuosa proporcionada por Polysciences con PBS 1C pH 7,4 bajo agitacién durante 15
minutos para obtener una disoluciéon de PBS que comprende 14 mg/ml de polimero,
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b) diafiltrar la disolucion obtenida en la etapa a) frente a 5 volimenes de PBS, con una membrana que tiene un
corte de 50kDa,

c) filtrar el producto obtenido en la etapa b) sobre un filtro esterilizante de 0,2 um.

La disolucién obtenida contenia 15,9 mg/ml de la sal de PAA, con un pH de 7,3. Se determinaron Mw, IP y la pendiente
de Mark Houwink.

Los valores de Mw, IP y pendiente de Mark Houwink obtenidos antes y después de la diafiltraciéon se presentan en la
Tabla 4.

Los pesos moleculares Mw y el IP del polimero antes y después de la diafiltracién son consistentes con el hecho de
que los mondémeros y los pequefios oligdmeros, en particular aquellos menores de 2000 Daltons, han sido eliminados
por la etapa de diafiltracion.

También es importante notar que el Mw anunciado por Polysciences, que se determind por GPC (cromatografia de
permeacion en gel), fue 887.000 Da, que esta muy lejos del medido antes de la diafiltracion.

A partir de estas dos preparaciones diferentes, se prepararon formulaciones de inmunizacién mezclando una de las
preparaciones de polimero con la disolucion de gB en la relacién adecuada, para obtener dosis de 50 pl que contenian
cadauna 2 ugde gBy:

e 25 50, 100 0 200 ug de sal de polimero de la formulacién diafiltrada,
e 025,50, 100 0 200 ug de sal de polimero de la formulacién no diafiltrada.

Se inmunizaron ratones C57BL/6J, de 7 semanas, dos veces por via intramuscular el dia 0 y el dia 21, con una de las
formulaciones preparadas. Cada preparacion fue probada en un grupo de 5 ratones. Como control, un grupo de 5
ratones recibioé el antigeno solo.

Las respuestas celulares (IFNy e IL5) y humorales (subclases de anticuerpos IgG, anticuerpos seroneutralizantes) de
los ratones inmunizados se monitorizaron 2 semanas después de la Ultima inmunizacién (el dia 35) de la misma
manera como se describe en el parrafo "2) Prueba del efecto adyuvante de diferentes polimeros sobre la respuesta
inmune inducida por hCMV-gB".

Los resultados mostraron que, como en la prueba anterior, el adyuvante segun la presente invencién indujo fuertes
respuestas inmunes Th-1 acompafiadas de la induccién de fuertes titulos de anticuerpos neutralizantes del virus, y
que no hubo diferencia significativa entre los ratones inmunizados con una formulacién diafiltrada y los ratones
inmunizados con una formulacién no diafiltrada.

4) Estudio de estabilidad de un PAA diafilirado en comparacién con una materia prima de PAA

Con el fin de comprobar la estabilidad de los adyuvantes de PAA segln la invencion, se ha realizado un estudio que
analiza las variaciones del peso molecular de la sal de polimero en pruebas de envejecimiento acelerado.

Para esta prueba, se utilizé una preparacién no diafiltrada y una preparacién diafiltrada. La purificacién se llevé a cabo
mediante diafiltracién con una membrana de un corte de 50 kDa, y la preparacién diafiltrada resultante contenia 8
mg/ml de una sal de polimero de PAA que tenia un peso molecular de 443553 Da en PBS 1C.

Su contenido en persulfato de sodio fue menor que 0,0007% (p/p) del polimero seco; el contenido de acrilato de sodio
se determiné que era 0,0011% del polimero seco.

Esta preparacién se envaso en viales de vidrio y se mantuvo a +5 °C, +25 °C o +37 °C.

Los andlisis se realizaron durante 24 meses a 5 2C, 9 meses a 25 2C, y 3 meses a 37 °C. Los resultados obtenidos
durante este estudio de estabilidad se muestran en la Tabla 5 a continuacién:

Tabla 5
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T ‘Tiempo ‘Mw (Da) P :Pendiente de Mark Houwink :
g s e
3 :3M+5 °C 1451035 26 08
e o g g ——————————
. 19M+5 °C 463 731 24 08
5eC 12M+590 ......................... 441474 .......................... 2,3 .......... 0,8 .....................................................................................................
1 18M+5 °C 433 764 23 0,8 :
Savigg TR g TT————
5 {1M+25 °C 442 254 23 08 :
2550 R e g ———————
:6M-+25 °C 454 505 22 08
s T T e e
g s e i L e
f 19M+25 °C 1463 731 24 08 :
s T g ———————————
372C :2M+37 °C 1419315 23 1109 _
3 T e —

Estos resultados muestran que no hubo una disminucién significativa del Mw después del almacenamiento a 5 °C
durante 24 meses, después del almacenamiento a 25 2C durante 9 meses, y después del almacenamiento a 37 °C
5 durante 3 meses, y el indice de polidispersidad del polimero permanecié igual.

Esto contrasta con los resultados obtenidos con una composicion correspondiente a una disolucién acuosa que

comprendia 10% p/p de sal de PAA comparable que no se habia dializado, y que contenia persulfato de sodio en una

concentracion de 0,42% p/p con respecto a la composicion de peso seco. El Mw inicial de la sal de polimero se
10 determino en 470.269 Da, mientras que el Mw anunciado por el proveedor, determinado por GPC, fue 351.100 Da.

Los resultados obtenidos durante el estudio de estabilidad para esta disolucién de polimero no dializada se muestran
en la Tabla 6 a continuacién, y muestran que el peso molecular disminuye con el tiempo, en particular después del
almacenamiento a 25 °C y 37 °C.

15
Tabla 6
Te ‘Tiempo ‘Mw (Da) P Pendiente de Mark Houwink
R PO G
3 3M-5 ° 1466 916 0,8 _
5 e B e B
55C 9M+5 2 1475 430 V 0,8
; B T g————
, 18M+5°C 1449 561 0,8 :
T i e e ——
0 1470 269 V 08
TP — R g —————
, 625 °C 336 632 : 0,8 _
e i B T
- B e i
{6M-37°C 321 482 0,8 :
5) Prueba gue muestra el efecto perjudicial del contenido de persulfato
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Una sal de sodio de polimero de acido poliacrilico (proporcionada por Polysciences) se esterilizé en un autoclave a
una temperatura de 121 °C durante 15 minutos. La concentracién de la sal de PAA en la disolucion fue 101,8 mg/g. La
Tabla 7 a continuacién muestra el Mw, la IV (viscosidad intrinseca) y la pendiente de Mark Houwink de la sal de PAA
después y antes de someterla a autoclave.

Tabla 7

?NaPAA Mw (Da) |V (diig) %Pendiente de Mark Houwink
?éﬁ't'éé‘c'i‘é"5'6"n‘ié‘t‘é}ié‘é"é‘{j'tﬁéi‘éi}‘é ........... ?““6“.‘"‘7“5““ ...................... 3509 ............................................................................
?después de someterla a autoclave §188 782 1 ,9 0,9

Parece que el tratamiento en autoclave provocd una disminucion drastica del Mw y de la IV. Se realizé un estudio
posterior para estudiar los parametros que pueden ser responsables de esta degradacion de los polimeros bajo
calentamiento. Este estudio demostrd que la purificacién de la sal de polimero, en particular mediante diafiltracion, fue
capaz de estabilizar el polimero tras la esterilizacion en autoclave.

Una mezcla de polimero NaPAA y persulfato se expuso al calor, para reproducir las condiciones de esterilizacién en
autoclave: la composicién se caracterizé para el Mw de NaPAA y el contenido de persulfato antes y después de la
incubacién a 120 °C durante 15 minutos. En la Tabla 8 se detallan las caracteristicas de la composicién en términos
de Mw de NaPAA y contenido de persulfato.

Tabla 8

‘PAA Mw (Da) IV (dli/g) iContenido de persulfato % p/p sobre peso sec :

PAA

?PAA después de la exposicion al calor
?PAA + 150 ppm de persulfato de sodio)

‘antes de la exposicién al calor

Estos resultados muestran que la presencia de persulfatos condujo a una disminucion de Mw, después del tratamiento
térmico. Por el contrario, un PAA con un contenido muy débil de persulfatos tuvo un Mw muy estable.

En conclusién, la estabilidad térmica de una disolucién de PAA podria estar directamente relacionada con su contenido
de persulfato. La etapa de diafiltracién introducida en el procedimiento de la presente invencién eliminé las impurezas
de persulfato de las disoluciones de PAA y proporcioné disoluciones de PAA termoestables compatibles con la
esterilizacion en autoclave.

Ejemplo 3 - PAA favorece una respuesta fuerte y disminuye la carga de antigeno

La demanda de una proteccién mas amplia contra los patégenos del ganado requiere la adicién de antigenos a las
formulaciones de vacuna existentes (por ejemplo, los productos SINTOXAN®, que generalmente comprenden toxinas
inactivadas y/o bacterinas mas adyuvante de hidréxido de aluminio), o la formulacién de vacunas separadas de un
Unico antigeno. Dado que proporcionar vacunas combinadas es comercialmente mas deseable, los solicitantes
razonaron que podian afiadir los nuevos antigenos manteniendo al mismo tiempo el volumen de dosis existente,
siempre que pudieran identificar un adyuvante mas potente con un buen perfil de seguridad.

Es importante destacar que, como bien sabe una persona experta en las técnicas de vacunas e inmunologia, no se
puede predecir de antemano si una especie molecular funcionard o no como un adyuvante inmunogénico seguro y
eficaz. Ademas, incluso después de que se hayan establecido las propiedades adyuvantes de una nueva molécula,
debido a la naturaleza impredecible de estas técnicas, un experto no puede esperar razonablemente tener éxito en la
aplicacion del nuevo adyuvante a diferentes situaciones. Las variables que influyen en si una nueva formulacién
funcionara o no como una vacuna segura y protectora incluyen, pero no se limitan a: 1) tipo/presencia de adyuvante;
2) tipo/naturaleza del antigeno (péptido, &cido nucleico, virus muerto, bacterina, etc.); 3) via de administracion; 4)
tipo/cepa del patégeno diana; y 5) especie diana que se va a vacunar. Por consiguiente, la seguridad y eficacia de un
nuevo adyuvante de vacuna debe demostrarse mediante al menos varias combinaciones de estas variables antes de
poder extraer conclusiones significativas en cuanto a su aplicabilidad general.
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En el presente caso, en el que el tipo de antigeno estaba compuesto en gran medida por bacterias inactivadas, los
solicitantes razonaron que el nuevo adyuvante mas potente y que ahorrase dosis tendria que ser resistente a la lipasa.
Desafortunadamente, los compuestos que permiten que una formulacién sea resistente a la lipasa a menudo pueden
provocar reacciones indeseables en el sitio de administracién. Por tanto, era necesario lograr un buen equilibrio entre
la seguridad, la eficacia y la estabilidad de la vacuna.

Se prepararon vacunas experimentales SINTOXAN® (Merial Brasil - C. perfringens BIC, C. perfringens D; C. septicum;
C. novyi; C. tetani), y se probaron en ratones, cobayas y conejos. A modo de ejemplo, el disefio y los resultados del
estudio con cobayas se presentan en las Tablas 9 y 10, respectivamente.

Tabla 9. Enfoque de ahorro de dosis utilizando el adyuvante de acido poliacrilico PAA225000

o
iesténdar)

‘Vacuna base 1 Si O
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La seguridad fue buena para cobayas, ratones y conejos, y, como se indica en la Tabla 10, la eficacia fue buena,
particularmente con formulaciones que carecian de hidréxido de aluminio (véanse, por ejemplo, las columnas Novyi,
Septicumy Sordellii, comparando E frente a D). Estos resultados fueron bastante sorprendentes, ya que la expectativa
razonable podria haber sido que una combinacidén de hidréxido de aluminio y el nuevo adyuvante polimérico (Grupo
E) superaria a la nueva formulacién de solo polimero (Grupo D).

Ejemplo 4 - PAA favorece una respuesta protectora en caninos cuando se formula con vacunas clasicas
inactivadas o recombinantes

Estudio de la rabia inactivada. Las vacunas se prepararon segun la Tabla 11, y los resultados se presentan en la FIG.
8. Todos los adyuvantes probados parecen ser seguros para uso en perros, y todos ellos indujeron seroconversién el
dia 7, con titulos positivos que se mantuvieron hasta 70 dias después de la vacunacién. PAA 225000 fue el adyuvante
mas eficaz para mejorar la inmunogenicidad a corto plazo de la rabia inactivada.

Tabla 11. Formulaciones de vacunas antirrabicas inactivadas (IMRAB® de Merial mas diferentes adyuvantes)
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....................................................................................................................................................................................................................................................

Grupos (6/grp) Antlgeno 1 x SC (cantidad por dosis) }Adyuvante (cantidad por dosis)

‘A §Vacuna antirrabica inactivada (glicoproteina de la rabia 5,6 {PAA225000 (4 mg/ml)
Bug/ml) PAA60000(4mg/mI) ............................... :
c “AF03 (2,5 %)
D {"*Emulsién de escualeno (SE} (2%) :

*AF03 es un adyuvante alternativo basado en emulsién de escualeno, produ0|do mediante inversién de fase (veaseg
J Pharm. Sciences, Vol 101, Namero 12, 2012, y aqui incorporado como referencia en su totalidad).

** La emulsion de escualeno se prepara mediante homogeneizacion a alta presion para formar una emulsién de
acelte en agua.

Estudio sobre la gripe vectorizada con viruela del canario. Se prepararon formulaciones de vacuna contra la gripe
vectorizada con viruela del canario y se probaron en 5 grupos, cada uno de los cuales contenia 7 perros (Tabla 12), y
los resultados se presentan en la FIG. 10. Se detectaron altos niveles de células productoras de IFNy en todos los
grupos en el D14, D27 y D41. De manera similar a la tendencia observada para la formulacién clésica de vacuna
inactivada anterior, los antigenos de gripe vectorizados con viruela del canario parecen estar mejor adyuvados por el
PAA de mayor peso molecular (es decir, PAA225000). vCP2242 estd completamente descrito y habilitado por el
documento US 7.425.336 (a Merial) Pero brevemente aqui, vCP2242 es un ALVAC recombinante que contiene un gen
HA optimizado en codones de un virus de la gripe equina (EIV) H3N8, en el que el gen HA se inserta en los loci C5 de
ALVAC. Los solicitantes afirman que los resultados descritos aqui respaldan la conclusién general de que los vectores
de viruela del canario recombinantes son compatibles con el PAA no reticulado de la presente descripcion y estan bien
adyuvados por éste (véase, por ejemplo, la FIG. 9).

Tabla 12. Formulaciones de vacuna contra la gripe canina vectorizada con viruela del canario

iGrupos (7/grp) Antigeno SC DO y D21 (por dosis) §Adyuvante (cantidad por dosis)

) Titulo de vCP2242 5,73 logio TCICso ‘PBS

2 .............................................. CARBOMERO(4mg/mI) ..............................
3 {PAABO00O (4 mg/ml)
————— | PAA225000(4mg/m|) ........................................
5 'PBS f

Ejemplo 5 - PAA no reticulado es un adyuvante eficaz para vacunas equinas

Estudio de gripe equina vectorizada con viruela del canario + toxina tetanica. A los equinos se les administraron las
formulaciones segin la Tabla 13. Como se indica a continuacion y en las FIGS. 11-13, PAA actia como adyuvante
potente de dos antigenos no relacionados para provocar en los equinos una respuesta inmunolégica protectora.

Tabla 13. Vacuna contra la gripe equina vectorizada con viruela del canario + formulaciones antitetanicas

?Grupo Vacunacion DO y D35, 1 ml, IM (cuello) Monitorizacion clinica*™ :Tomade muestraé
|Antigeno {Adyuvante | ‘de sangre :
‘A vCP1533 y VvCP2242: 63 logio Carb6mero (4 DO*, DO+5/6h, D1, D2, D3 :DO*, D6/7,
i(n=8) {FAIDso/ml (cada uno) mg/ml) D13/14
B PAAB000O (4

{(n=8) mg/ml)

c PAA225000  (41y :

=8 mg/mi) D35*, D35+5/6h, D36,y

D Toxina tetanica (100 Lf/mi) ADVAX1 (20 D37, D38 D35%,  DA4g/4
{(n=8) :mg/ml) D62/63

E ADVAX2 (20

(n=8) | img/ml) |

F N/A N/A DOy D35

(n=2)
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'Grupo {Vacunacion DO y D35, 1 ml, IM (cuello) Monltorlzacwn clinica™ Toma de muestrag
: Antlgeno Adyuvante de sangre

‘Los adyuvantes AD VAX™ derivan de inulina (Vaccine. 2012 agosto 3 :30(36):5373-81; véase tamblen el documento':
:US 2014/0314739, de Vaxine Pty Ltd.). ADVAX1 es una suspension estéril sin conservantes de microparticulas de'
idelta inulina a2 20 mg/ml en un amortiguador de bicarbonato, mientras que ADVAX2 incluye ademas 10 pg de:
idinucleétido CpG por 1 mg de delta inulina.

Resultados. Para el dia 14, todos los animales PAA225000 tenian titulos protectores = 0,05 Ul/ml. El dia 14, 6 de los
8 animales del grupo de la vacuna con adyuvante de carbémero todavia tenian valores < 0,05 Ul/ml. En consecuencia,
la formulacién de vacuna con adyuvante PAA225000 produjo una seroconversion significativamente mejor que la
formulacién inmunolégica con adyuvante carbémero. Para el dia 49 (después de la segunda vacunacion), los titulos
en el grupo PAA225000 fueron significativa y efectivamente altos en todos los animales.

Ejemplo 6 - PAA es un adyuvante eficaz para vacunas porcinas

Estudio del antigeno porcino “SpaA”. "SpaA" se refiere al "antigeno protector de superficie” de Erysipelothrix
rhusiopathiae, que es un patdégeno que infecta a los porcinos y otros animales, incluidos los caninos. Erysipelothrix
rhusiopathiae es una bacteria grampositiva, catalasa negativa, con forma de bastén, no formadora de esporas, no
acido-alcohol resistente, y no moévil. En los cerdos, E. rhusiopathiae causa la “enfermedad de la piel de diamante”.
"TS6" significa una emulsién de aceite en agua descrita, por ejemplo, en el documento US 7.371.395 (a Merial). TS6
se formula afiadiendo alrededor de una (1) parte de un componente acuoso que contiene antigeno a alrededor de dos
(2) partes de un componente oleoso, y emulsionando después los dos componentes para formar la emulsion final.

Tabla 14. Definiciones de grupos y tratamientos

‘Grupo  :Numero ‘Tratamiento

G 7 Antigeno SpaA (150" pg/dosis) + TS6

S e Py
‘G3 7 :Antigeno SpaA (100 ug/dosis) + PAA225000

B e P

: i7 iAntigeno SpaA-FlaB-His (1962 pg/dosis) + PAA225000

?‘150 Lg de SpaA en 2/3 del volumen de tratamiento (tt) significa 100 ug de SpaA por 1/1 del volumen de tt.
3‘196 Ug de la proteina de fusion SpaA equivalen a 100 ug de la proteina SpaA solitaria.

iEn consecuencia, la cantidad efectiva de SpaA administrada a cada grupo fue 100 pg.

Si bien G1 produjo los mejores resultados, es notable que gran parte del volumen de la dosis para emulsiones de
aceite en agua es absorbido por componentes no antigénicos (como se mencioné anteriormente, hay una relacién de
2:1 de componentes oleosos a componentes antigénicos acuosos).

Como se describe aqui, los solicitantes han descubierto por primera vez que ciertos intervalos de peso molecular del
polimero de &cido poliacrilico (PAA) no reticulado (es decir, lineal y ramificado) son particularmente adecuados para
adyuvar el efecto de antigenos inmunogénicos, asi como para provocar respuestas inmunolégicas independientes de
los antigenos. Es importante destacar que los solicitantes han descubierto sorprendentemente que estos adyuvantes
de PAA no reticulados fueron ampliamente Gtiles en muchos tipos de antigenos diferentes: un vector viral recombinante
atenuado; una glicoproteina de la rabia clasicamente inactivada; una subunidad peptidica SpaA; y toxinas bacterianas.
Ademas, los adyuvantes de PAA descritos funcionaron bien en multiples tipos de animales. En consecuencia, los
solicitantes sostienen que los PAA no reticulados descritos representan un "adyuvante universal" novedoso e inventivo.
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REIVINDICACIONES

1. Una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de acido poliacrilico lineal o ramificado, para uso como
adyuvante en una composicidon de vacuna, caracterizada por que dicha sal de polimero de &cido poliacrilico tiene un
peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 350 a 650 kDa y comprende menos de 0,005% p/p de
persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico, y en la que el polimero de
acido poliacrilico esta compuesto exclusivamente de unidades de acido acrilico.

2. Una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de acido poliacrilico lineal o ramificado, para uso segun la
reivindicacion 1, caracterizada por que dicha sal de polimero de &cido poliacrilico esta compuesta exclusivamente por
unidades de acido acrilico que son una sal de acido acrilico, 0 estd compuesta exclusivamente por unidades de acido
acrilico que son la forma de acido libre de &cido acrilico y por unidades de acido acrilico que son una sal de acido
acrilico.

3. Una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de acido poliacrilico lineal o ramificado, para uso segun la
reivindicacion 1 o 2, caracterizada por que:

(i} comprende menos de 0,005% p/p de agentes oxidantes, preferiblemente menos de 0,001% p/p de agentes
oxidantes, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico;

(if) comprende menos de 0,001% p/p de persulfatos, basado en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido
poliacrilico;

(i) dicho polimero de acido poliacrilico es una sal con Na*;

(iv} comprende menos de 0,005% p/p de monémero de acido acrilico en forma de acido libre o en forma de sal, basado
en el peso seco total de dicha sal de polimero de acido poliacrilico; y/o

(v) esta en una formulacién liquida que tiene un pH en el intervalo de 5,5 a 8,0, preferiblemente formulada en una
disolucién acuosa amortiguada, obtenida con un amortiguador tal como un amortiguador de fosfato, un amortiguador
de TRIS, Hepes, histidina o citrato.

4. Una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de &cido poliacrilico lineal o ramificado, para uso seguin una
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que dicha sal de polimero de acido poliacrilico tiene:
(i) un indice de polidispersidad menor o igual a 4, preferiblemente menor o igual a 2,5; y/o

(if} una pendiente de Mark Houwink mayor o igual a 0,7.

5. Una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de acido poliacrilico lineal o ramificado, para uso segun una
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que dicha sal de polimero de acido poliacrilico tiene
un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a 620 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual
a 4, o tiene un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad
menor o igual a 4; o tiene un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a 620 kDa y un indice de
polidispersidad menor o igual a 2,5; o tiene un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 400 a 600 kDa y
un indice de polidispersidad menor o igual a 2.

6. Una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de acido poliacrilico lineal o ramificado, para uso segin una
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que esta diafiltrada y/o esterilizada.

7. Una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de acido poliacrilico lineal o ramificado, para uso segun una
cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que se utiliza para potenciar la respuesta inmune Th1
obtenida con la composicién de vacuna.

8. Una composicion de vacuna que comprende al menos un agente de vacuna y, como adyuvante, una sal
farmacéuticamente aceptable de polimero de acido poliacrilico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. La composicion de vacuna segun la reivindicacion 8, caracterizada por que comprende, por dosis, de 0,1 a8 mg de
la sal farmacéuticamente aceptable del polimero de acido poliacrilico, preferiblemente de 0,1 a 4 mg, y mas
preferiblemente de 0,1 a 2 mg.

10. La composiciéon de vacuna segun la reivindicacion 8 o 9, caracterizada por que el al menos un agente de vacuna
es un antigeno o un vector, tal como un vector viral 0 un acido nucleico, que expresa un antigeno, preferiblemente en
la que el antigeno es un antigeno bacteriano procedente de Clostridium tetani, Clostridium diphtheriae, Bordetella
pertussis, Haemophilus influenzae tipo B, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis, Shigella sp, Salmonella
typhi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia trachomatis o
pneumoniae, o Streptococcus sp; 0 es un antigeno viral procedente del virus de la hepatitis A, B o C, del virus de la
gripe, del virus respiratorio sincitial, del rinovirus, del virus del Nilo Occidental, del virus de |a rabia, del virus de la polio,
del virus del VIH, del virus del dengue, del virus de la encefalitis japonesa, del virus de la fiebre amarilla, del
citomegalovirus o del virus del herpes; 0 es un antigeno parasitario procedente de Plasmodium sp., Leishmania sp. o
Schistosoma sp.; 0 es un antigeno tumoral.
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11. La composicion de vacuna segln una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, caracterizada por que el al menos
un agente de vacuna es un antigeno o un vector tal como un virus recombinante o un acido nucleico que codifica un
antigeno, originandose dicho antigeno a partir de Staphylococcus aureus o del citomegalovirus.

12. La composicién de vacuna segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11 para uso en la generacién de una
respuesta inmune en un individuo, en particular en un ser humano, con potenciacién de la respuesta inmunitaria Th1
obtenida y/o con un equilibrio entre las respuestas inmunes Th1 y Th2 obtenida.

13. Un procedimiento para la preparacion de una sal farmacéuticamente aceptable de un polimero de acido poliacrilico
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende las siguientes etapas sucesivas:

a) obtener una disolucién de un polimero de acido poliacrilico,

b) purificar la disolucién del polimero de acido poliacrilico, con el fin de eliminar impurezas, y

c) esterilizar la disolucién purificada del polimero de &cido poliacrilico.

14. Un procedimiento de preparacion, segun la reivindicacién 13, caracterizado por que:

(i} el polimero de acido poliacrilico de la disolucion de la etapa a) tiene un peso molecular medio ponderal Mw en el
intervalo de 300 a 550 kDa;

(ii) 1a purificacion se lleva a cabo mediante dialisis, diafiltracion, ultrafiliracion, o cromatografia de exclusién por tamario,
preferiblemente en el que la purificacion se lleva a cabo mediante diafiltracién con una membrana de un corte de 1 a
80 kDa, o de 2 a 50 kDa; y/o

(i) la esterilizacion se realiza en autoclave.

15. El procedimiento de preparacion, segin la reivindicacion 13 o 14, caracterizado por que la purificacion se realiza
en condiciones que permiten la obtencién de un polimero de acido poliacrilico en disolucién que tiene:

- menos de 0,005%, preferiblemente menos de 0,001% p/p de agentes oxidantes, basado en el peso seco total de
dicho polimero de acido poliacrilico obtenido después de la purificacion, y/o menos de 0,005%, preferiblemente menos
de 0,001% p/p de persulfatos, basado en el peso seco total de dicho polimero de acido poliacrilico obtenido después
de la purificacion,

- menos de 0,005% p/p de monémero de acido acrilico en forma de acido libre o forma de sal, basado en el peso seco
total de dicho polimero de acido poliacrilico obtenido después de la purificacion,

- para la sal de polimero de acido poliacrilico: un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380 a 620 kDa
y un indice de polidispersidad menor o igual a 4; o un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 400 a 600
kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 4; o un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo de 380
a 620 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 2,5; o un peso molecular medio ponderal Mw en el intervalo
de 400 a 600 kDa y un indice de polidispersidad menor o igual a 2.
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