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RESUMO

“COMPOSIgéES DE VACINA COMPREENDENDO UM ADJUVANTE DE SAPONINA”

A presente invencdo proporciona uma dose humana de uma
composicao imunogénica compreendendo um antigénio ou uma
preparagao antigénica, em combinacdo com um adjuvante, cujo
adjuvante compreende uma fracg¢ado saponinica 1munologicamente
activa derivada da casca de Quillaja saponaria Molina, presente
na forma de um lipossoma e um lipopolissacdarido, em que a
referida fracgdo saponinica e o referido lipopolissacarido estéo
ambos presentes na referida dose humana a um nivel abaixo de
30 ug. A presente invencdo proporciona ainda uma composicao
adjuvante num volume adequado para dose humana compreendendo
entre 1 e 30 pg de um lipopolissacarido e entre 1 e 30 pg de uma
fracgdo saponinica imunologicamente activa presente na forma de

um lipossoma.



DESCRIGAO

“COMPOSIQéES DE VACINA COMPREENDENDO UM ADJUVANTE DE SAPONINA”

CAMPO TECNICO

A presente 1invencao refere-se a composicgdes de vacina
melhoradas, a métodos para a sua preparacdo e a sua utilizacao
em medicina. Em particular, a invencdo refere-se a composicdes
de wvacina adjuvadas em que o adjuvante € uma formulacéao

lipossomal, compreendendo uma saponina e um lipopolissacarido.

ANTECEDENTES TECNICOS

Composig¢des ou vacinas novas com uma 1imunogenicidade
melhorada sao sempre necessarias. Como uma estratégia, foram
utilizados adjuvantes para tentar e melhorar a resposta imune

produzida contra qualquer antigénio dado.

Os lipopolissacaridos (LPS) sao a principal molécula de
superficie, e ocorrem exclusivamente ai, do folheto externo da
membrana externa de bactérias Gram-negativas. Os LPS impedem a
destruicdo da bactéria pelos complementos séricos e células
fagociticas e estdo envolvidos na aderéncia para a colonizacéao.
Os LPS sadao um grupo de moléculas complexas relacionadas
estruturalmente de aproximadamente 10000 Daltons de tamanho e

consistem em trés regides covalentemente ligadas:



(1) uma cadeia polissacaridica especifica de O (antigénio O)
na regiao externa

(1i) uma regido central de oligossacdrido nuclear

(iii) 1lipido A - a regidao mais recdndita gue serve como
ancora hidrofdébica, a qual compreende unidades de
dissacarido de glucosamina dque contém &cidos gordos de

cadeia longa.

Foi demonstrado que as actividades bioldégicas de LPS, tais
como toxicidade 1letal, pirogenicidade e adjuvanticidade, estéo
relacionadas com a porcdao de lipido A. Pelo contrario, a
imunogenicidade estd associada com o componente de polissacéarido
especifico de O (antigénio 0). Os LPS e o lipido A sdao ha muito
conhecidos pelos seus fortes efeitos adjuvantes, mas a elevada
toxicidade destas moléculas, impossibilitou a sua utilizacdao em
formulacgdes de vacina. Tem sido feito, deste modo, um esforco
significativo para reduzir a toxicidade de LPS ou do lipido A

enquanto é mantida a sua adjuvanticidade.

O mutante R595 de salmonella minnesota foi isolado em 1966 a
partir de uma cultura da estirpe parental (suave) (Luderitz
et al. Ann. 1966 N. Y. Acad. Sci. 133:349-374). As coldnias
seleccionadas foram rastreadas para a sua susceptibilidade a
lise através de um painel de fagos e apenas aquelas coldnias gque
apresentaram uma estreita gama de sensibilidade (susceptivel a
apenas um ou dois fagos) foram seleccionadas para estudo
adicional. Este esforco conduziu ao isolamento de uma estirpe
mutante fortemente rugosa que é deficiente na biossintese de LPS

e referida como S. minnesota R595.

Em comparacdo com outros LPS, aqueles produzidos pelo
mutante S. minnesota R595 tém uma estrutura relativamente

simples.



(i) ndo contém a regido especifica de O - uma caracteristica
que ¢é responsavel pelo desvio do fendtipo suave de tipo
selvagem para o fendtipo rugoso de mutante e resulta numa
perda de viruléncia

(1ii) a regido nuclear ¢é muito curta - esta caracteristica
aumenta a susceptibilidade da estirpe a uma variedade de
quimicos

(iii) a unidade de 1lipido A é altamente acilada com até

7 adcidos gordos.

O lipido A 4’-monofosforilo (MPL) que pode ser obtido pela
hidrélise 4&cida de LPS extraidos de uma estirpe mutante
fortemente rugosa de bactérias Gram-negativas, retém as
propriedades adjuvantes de LPS, enquanto demonstra uma
toxicidade que ¢é reduzida por um factor de mais de 1000 (como
medida por dose letal em ovos de embrido de pintainho) (Johnson
et al. 1987 Rev. Infect. Dis. 9 Supl:S512-8516). O LPS &
tipicamente submetido a refluxo em solugbes de Aacido mineral de
forca moderada (e. g., 0,1 M de HCl) durante um periodo de
aproximadamente 30 minutos. Este processo resulta em
desfosforilagcdo na posicao 1 e descarbo-hidratacdao na posicgéao

6’, produzindo o MPL.

O lipido A monofosforil-3-0O-desacilado (3D-MPL) que pode ser
obtido por hidrdélise alcalina suave do MPL, tem uma toxicidade
mais reduzida engquanto mantém novamente a adjuvanticidade, ver
documento US4912094 (Ribi Immunochemicals). A hidrdélise alcalina
¢ tipicamente realizada em solvente orgénico, tal como uma
mistura de clorofdérmio/metanol, por saturacgcdo com uma solucédo
aquosa de base fraca, tal como carbonato de sédio a 0,5 M a

pH 10,5.



Informacdo adicional sobre a preparacdo de 3D-MPL esta
disponivel, por exemplo, nos documentos US4912094 e WO02/078637

(Corixa Corporation).

As saponinas de Quillaja sao uma mistura de glicdsidos de
triterpeno extraidos da casca da 4&arvore Quillaja saponaria. As
saponinas em bruto tém sido extensivamente wutilizadas como
adjuvantes veterindarios. A Quil-A é um extracto aquoso
parcialmente purificado de material saponinico de Quillaja. QS21
é uma fraccado purificada de HPLC, nao téxica, de Quil A e o seu
método de producdo ¢é divulgado (como QA21) na patente U.S.
N° 5057540.

A titulo de exemplo, vacinas da influenza e vacinas contra o
virus do papiloma  humano (HPV) foram desenvolvidas com

adjuvantes.

O documento W09633739 divulga uma composicdo de wvacina

compreendendo uma saponina imunologicamente activa e um esterol.

Existe ainda uma necessidade para vacinas melhoradas.

Foram previamente divulgadas combinac¢des contendo adjuvantes
lipopolissacdridos e saponinas de Quillaja, por exemplo, no
documento EP0671948. Esta patente demonstrou uma forte sinergia
quando um lipopolissacarido (3D-MPL) foi combinado com uma
saponina de Quillaja (QS21). Verificou-se agora que podem ser
obtidas boas propriedades adjuvantes com combinacdes de
lipopolissacéaridos e saponina de Quillaja como
imunoestimuladores numa composicao adjuvante, mesmo quando o0s
immunoestimuladores estdo presentes em baixas quantidades numa

dose humana.



EXPOSIGAO DA INVENGAO

A presente invencdo proporciona uma composicdao imunogénica
compreendendo um antigénio de M. tuberculosis em combinacadao com
um adjuvante, cujo adjuvante compreende uma fraccdo saponinica
imunologicamente activa derivada da casca de Quillaja saponaria
Molina, presente na forma de um lipossoma e um
lipopolissacdarido, em que a referida fraccdo saponinica e o
referido lipopolissacarido estdo ambos presentes na composicao a
um nivel entre 1 pg e 30 pg por dose, para utilizagdao como um

medicamento humano.

Apropriadamente, o adjuvante saponinico na forma de um
lipossoma de acordo com a invencao compreende uma fraccao activa
da saponina derivada da casca de Quillaja saponaria Molina, tal
como QS21, e um esterol, tal como colesterol, numa razao

saponina:esterol desde 1:1 a 1:100 p/p.

Em particular, a referida composicdao imunogénica compreende
um antigénio com um epitopo de célula T CD4. Alternativamente, a
referida composicao imunogénica compreende um antigénio com um

epitopo de célula B.

E aqui divulgada a utilizacdo de (a) um antigénio ou uma sua
preparacgao antigénica e (b) um adjuvante como aqui definido
acima no fabrico de uma composicdao imunogénica para inducao num
humano de, pelo menos, um ou, pelo menos, dois ou todas das
seguintes: (i) uma resposta 1imune melhorada de célula T CD4
contra o referido antigénio ou uma sua preparagado antigénica,
(1ii) uma resposta imune humoral melhorada contra o referido
antigénio ou uma sua preparacao antigénica, (iii) uma resposta
melhorada de célula B de memdéria contra o referido antigénio ou

uma sua preparacao antigénica.



E também aqui divulgada a utilizacdo de um antigénio ou uma
sua preparacdo antigénica e um adjuvante como aqui definido na
preparacao de uma composicao imunogénica para vacinacdao do
humano, em particular um adulto idoso humano, contra o patogéneo
a partir do gqual é derivado o antigénio na composicéao

imunogénica.

Como aqui divulgado, a composicao imunogénica é capaz de
induzir uma resposta imune melhorada de célula T CD4 contra o
referido antigénio ou uma sua preparacao antigénica e, em
particular, é ainda capaz de induzir uma resposta imune humoral
ou uma resposta melhorada de célula B de membéria ou ambas,
comparativamente aquela obtida com o antigénio ou composicao
antigénica nao adjuvada. Especificamente, a referida resposta
imune de célula T CD4 envolve a inducado de uma resposta de T CD4
auxiliar de reaccgao cruzada. Especificamente, a referida
resposta imune humoral envolve a inducdo de uma resposta imune

humoral de reacc¢ao cruzada.

E também aqui divulgado um método ou utilizacdo como aqui
definidos acima, para proteccdao contra infeccdo ou doenca
provocada por um patogéneo que ¢é uma variante do patogéneo do
qual €& derivado o antigénio na composigcdo 1imunogénica. Ainda
divulgado é um método ou utilizacgdo, como aqui definidos acima,
para proteccgcdao contra infecgdes ou doengcas provocadas por um
patogéneo que compreende um antigénio que é uma variante daquele
antigénio na composicgdao imunogénica. Também aqui divulgada ¢é a
utilizacdo de um antigénio ou uma sua preparacao antigénica, no
fabrico de uma composicdao imunogénica para revacinacao de
humanos vacinados previamente com uma composicao imunogénica
compreendendo um antigénio ou uma sua preparacgadao antigénica, em

combinacdo com um adjuvante como aqui descrito.
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E também divulgada uma composicdo utilizada para revacinacéo
que pode além disso conter um adjuvante. A divulgacdo refere-se
ainda a composicao imunogénica para revacinacdo que contém um
antigénio que partilha epitopos comuns da célula T CD4 com um
antigénio ou uma composicado antigénica wutilizada para uma

vacinacado anterior.

Outros aspectos e vantagens da presente invencdao sdao ainda
descritos na seguinte descricado detalhada das suas formas de

realizacado preferidas.

DESCRIGAO DAS FIGURAS

Figura 1 - representacao em diagrama da preparacao de MPL.

Figura 2 - Resposta humoral contra varias estirpes de
influenza, apdés 1imunizacao de furdes com formulagdes
experimentais: Teste de Inibicdo da Hemaglutinacdo (GMT +/-
IC95) antes e apds iniciacéao heterdloga (HIN1
A/Estocolmo/24/90), apds imunizacao (HINL A/Nova
Caledénia/20/99, H3N2 A/Panamda/2007/99 e B/Shangdong/7/97) e
apds desafio heterdlogo (H3N2 A/Wyoming/3/2003).

Figura 3 - Estudo de furao: Titulacdo viral em lavagens

nasais apés desafio (Dia 42).

Figura 4 - Estudo de murganhos: Resposta humoral contra as
trés estirpes da vacina da influenza, apds imunizacao de
murganhos com formulacgdes experimentais: Teste de Inibicéo

da Hemaglutinacdo (GMT +/- 1IC95) 21 dias apds imunizacgao



(HIN1 A/Nova Caleddénia/20/99, H3N2 A/Wyoming/3/2003 e
B/Jiangsu/10/2003).

Figura 5 - Estudo de murganhos: resposta imune mediada por
célula: respostas de célula T CD4+ especificas de gripe no

Dia 7 Pés—-imunizacéao.

Figura 6 - Estudo de murganhos: CMI para CD4 - Estirpe
agrupada (toda a dobrar) - Dia 0 e Dia 21

Figura 7 - GMT nos dias 0 e 21 para anticorpos HI.

Figura 8: Incidéncia de sintomas locais e gerais em humanos
(Total e relacionados com grau 3) reportados durante o
periodo de acompanhamento de 7 dias, apds imunizacdao com
formulagdes adjuvadas de virus da influenza, comparando
adjuvantes que tém duas concentracgdes diferentes de

imunoestimuladores.

Figura 9: Respostas humorais a HPV 16 e 18 L1 em murganhos,
apds imunizacdao com formulagdes adjuvadas de HPV, comparando
adjuvantes que tém duas concentracdes diferentes de

imunoestimuladores.

Figura 10: Resposta imune mediada por célula em murganhos:
Coloracao Intracelular de Citocinas - célula T CD4+ VLP16 e
18, apds imunizacdo com formulacdes adjuvadas de HPV,
comparando adjuvantes que tém duas concentracgdes diferentes

de imunoestimuladores.

Figura 11: Produgadoc de células B de meméria especificas,

apdés imunizacao com formulagdes adjuvadas de HPV, comparando



adjuvantes que tém duas concentracdes diferentes de

imunoestimuladores.

Figura 12: Comparacadao pré-clinica de wvacinas adjuvadas de

S. pneumonaie em murganhos, comparando adjuvantes que tém

duas concentragdes diferentes de imunoestimuladores.

Figura 13: Titulos de ELISA Anti-gB de cobaio, apéds

imunizacdo com vacina adjuvada de Gb, comparando adjuvantes

que tém duas concentracdes diferentes de imunoestimuladores.

Figura 14: Titulos neutralizantes anti CMV de cobaio, apds

imunizac¢dao com vacina adjuvada de Gb, comparando adjuvantes

que tém duas concentracgdes diferentes de imunoestimuladores.

Figura 15: Titulos de ELISA Anti-gB de murganho, apds

imunizacdo com vacina adjuvada de gB.

Figura 16: Titulos neutralizantes anti CMV de murganhos,

apds imunizacdo com vacina adjuvada de gB.

Figura 17: Estudo de murganhos: Imunidade mediada por célula
- células CD4+ e CD8+ especificas de CMV, apds
re—-estimulacdo com um agrupamento de péptidos gB (7 dias

apdés a segunda imunizacao).

Figura 18: Estudo de murganhos. Imunidade mediada por célula
- células CD4+ especificas de CMV, apds re-estimulacado com
duas dosagens diferentes de um agrupamento de péptidos gB

(21 dias apds a segunda imunizacao).

Figura 19: Estudo de murganhos. Imunidade mediada por célula

- células CD8+ especificas de CMV, apds re-estimulacado com
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duss dosagens diferentes de um agrupamento de péptidos gB

(21 dias apds a segunda imunizacao).

Figura 20: Média geométrica de titulos de anticorpo (GMT)

contra a proteina Circunsporozoita CSP, apds Imunizacao com
vacina adjuvada RTS,S em murganhos; comparando adjuvantes

que tém imunoestimuladores a duas concentracgdes diferentes.

Figura 21: Média geométrica de titulos de anticorpo (GMT)

contra antigénios de superficie de hepatite B (HB), apds
imunizacao com vacina adjuvada RTS, S em murganhos;
comparando adjuvantes com imunoestimuladores a duas

concentracgdes diferentes.

Figura 22: Expressdo ex vivo de IL-2 e/ou IFN gama por

células T CD4 e CD8 especificas de CSP, apdés imunizacao com
uma composicdo imunogénica adjuvada RTS, S, comparando
adjuvantes com imunoestimuladores a duas concentracdes

diferentes.

Figura 23: Expressdo ex vivo de IL-2 e/ou IFN gama por

células T CD4 e CD8 especificas de HBs, apds imunizacgdo com
uma composicao imunogénica adjuvada RTS, S, comparando
adjuvantes com imunoestimuladores a duas concentracdes

diferentes.

Figura 24: Respostas humorais em murganhos, apds imunizacéo
com vacina da influenza fragmentada trivalente adjuvada
(A/Nova Caledénia, A/Wyoming, B/Jiangsu), imunoestimuladores

a duas concentracdes diferentes.

Figura 25: Resposta imune mediada por célula em murganhos,

apds imunizacdao com vacina da influenza trivalente adjuvada
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(A/Nova Caleddénia, A/Wyoming, B/Jiangsu), imunoestimuladores

a duas concentracdes diferentes.

Figura 26: Resultados pré-clinicos em murganhos, comparando

vacinas VZV gE adjuvadas com AS0l1 B ou ASOlE.

Figura 27: Titulos virais de lavagens nasais, apds iniciacéao

e desafio com antigénios de virus da influenza - imunizacao
com A/Nova Caleddénia, A/Wyoming, B/Jiangsu simples ou
adjuvadas com composicdes adjuvantes compreendendo

imunoestimuladores a duas concentracgdes diferentes, em

furdes

Figura 28: Monitorizacdo da temperatura corporal em furdes,
apdés iniciacdo e desafio com antigénios da influenza.
Imunizacdo com A/Nova Caledédnia, A/Wyoming, B/Jiangsu
simples ou adjuvadas com composicdes adjuvantes
compreendendo imunoestimuladores a duas concentracgdes

diferentes.

Figura 29: Titulos Anti HI para as estirpes A na formulacéo
de vacina trivalente, apdés 1munizacdo e desafio com
preparacgdes de antigénio de influenza. Imunizagdo com A/Nova
Caleddénia, A/Wyoming, B/Jiangsu simples ou adjuvadas com
composigdes adjuvantes compreendendo imunocestimuladores a

duas concentracdes diferentes.

Figura 30: Titulos Anti HI para B/Jiangsu e a estirpe de

desvio utilizada para desafio, apds imunizacao e desafio com
preparacdes de antigénio de influenza. Imunizacdo com A/Nova
Caledénia, A/Wyoming, B/Jiangsu simples ou adjuvadas com
composicdes adjuvantes compreendendo imunoestimuladores a

duas concentracdes diferentes.
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DESCRIGCAO DETALHADA

A presente requerente verificou que uma composicado adjuvante
que compreende uma saponina, presente na forma de um lipossoma e
um lipopolissacdrido, em que cada imuncestimulador estd presente
a um nivel igual ou inferior a 30 upg por dose humana, pode
melhorar respostas imunes a uma preparacao antigénica, enquanto
ao mesmo tempo tem uma reactogenicidade mais baixa do que
algumas das formulagdes da técnica anterior em que 0s
imunoestimuladores estavam presentes a niveis mais elevados por

dose humana.

A presente requerente verificou ainda que uma formulacao de
influenza compreendendo um virus de influenza ou sua preparacgao
antigénica  juntamente com um adjuvante compreendendo uma
saponina apresentada na forma de um lipossoma e, opcionalmente,
além disso com um derivado de 1lipido A, tal como 3D-MPL, foi
capaz de melhorar a resposta imune da célula T CD4 contra o
referido antigénio ou composicdo antigénica comparativamente a
obtida com o virus nao adjuvado ou sua preparacao antigénica. As
formulagcdes adjuvadas com saponina apresentadas na forma de um
lipossoma sao utilizadas vantajosamente para induzir respostas
de células T CD4 de anti influenza capazes de deteccao de
epitopos de influenza apresentados por moléculas de classe II de
MHC. A presente requerente verificou que é eficaz para dirigir o
sistema imune mediado por células de modo a aumentar a
responsividade contra estirpes de influenza homdélogas e de

desvio (apds vacinacgao e infeccéao).

A requerente verificou que a composicdao adjuvante como aqui
definida demonstra resultados de imunogenicidade para a producao
de anticorpos e para a frequéncia de péds-vacinacao de CD4

especifico da influenza dque sdo equivalentes, ou por vezes
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superiores, aqueles produzidos com vacina ndo adjuvada. Este
efeito tem particular wvalor na populacdo idosa e pode ser
conseguido com um adjuvante como aqui definido, contendo uma
dose mais baixa de imunoestimuladores. Além disso, o8 sintomas
de reactogenicidade mostraram uma tendéncia para serem maiores
no grupo gque recebeu a vacina adjuvada com a concentragdo mais
elevada de imunoestimuladores comparativamente ao grupo que
recebeu a vacina adjuvada em qgue os imunoestimuladores estéo

numa concentracdo mais baixa.

Estas observacdes podem ser aplicadas a outras formas dos

mesmos antigénios e a outros antigénios.

Adjuvante saponinico

Uma saponina particularmente adequada para utilizacdo na
presente invencdo é Quil A e o0s seus derivados. A Quil A & uma
preparacdo de saponina isolada a partir da &rvore sul-americana
Quillaja saponaria Molina e foi primeiro descrita por Dalsgaard
et al. em 1974 (“Saponin adjuvants”, Arclv. flir die gesamte
Virusforschung, Vol. 44, Springer Verlag, Berlim, p243-254) como
tendo actividade adjuvante. Foram isolados por HPLC fragmentos
purificados de Quil A gue retém a actividade adjuvante sem a
toxicidade associada com Quil A (documento EP 0362278), por
exemplo QS7 e QS21 (também conhecidos como QA7 e QA21). A QS-21
é uma saponina natural derivada da casca de Quillaja saponaria
Molina que induz células T CD8+ (CTL) citotdxicas, células Thl e
uma resposta predominante de anticorpo IgG2a e € uma saponina

preferida no contexto da presente invencao.

Numa forma adequada da presente invencado, o adjuvante
saponinico na composicao imunogénica € um derivado de quil A de
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Saponaria molina, de um modo preferido, uma fraccao
imunologicamente activa de Quil A, tais como QS-17 ou QS-21,
adequadamente QS-21. Numa forma de realizacdo, as composicdes da
invencdo contém a fracgado saponinica imunologicamente activa na
forma substancialmente pura. De um modo preferido, as
composicgdes da invencdo contém QS21 na forma substancialmente
pura, i1isto €&, QS21 é, pelo menos, 90% pura, por exemplo, pelo

menos, 95% pura ou, pelo menos, 98% pura.

Numa forma de realizacdo especifica, a QS21 & proporcionada
na sua composicado menos reactogénica onde € inactivada com um
esterol exdgeno, tal como colesterol, por exemplo. Existem
varias formas particulares de composicgdes menos reactogénicas em
que QS21 é inactivada com um colesterol exdgeno. Numa forma de
realizacdo especifica, a saponina/esterol estd na forma de uma
estrutura lipossomal (documento WO 96/33739, Exemplo 1). Nesta
forma de realizacdo, os lipossomas contém adequadamente um
lipido neutro, por exemplo fosfatidilcolina que ¢é adegquadamente
nao cristalino a temperatura ambiente, por exemplo,
fosfatidilcolina de gema de ovo, dioleoilfosfatidilcolina (DOPC)
ou dilaurilfosfatidilcolina. Os lipossomas podem também conter
um lipido carregado que aumenta a estabilidade da estrutura
lipossoma-QS21 para lipossomas compostos de 1lipidos saturados.
Nestes casos, a quantidade de lipido carregado ¢é adequadamente
1-20% p/p, de um modo preferido 5-10%. A razao de esterol para

fosfolipido é 1-50% (mol/mol), adequadamente 20-25%.

Os esterdis adequados incluem PR-sitosterol, estigmasterol,
ergosterol, ergocalciferol e colesterol. Numa forma de
realizacao particular, a composicao adjuvante compreende
colesterol como esterol. Estes esterdis sdo bem conhecidos na

técnica, por exemplo, o colesterol é divulgado no Indice Merck,
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11 Ed., pagina 341, como um esterol de ocorréncia natural

encontrado na gordura animal.

As composicdes imunogénicas da invencao compreendendo QS21 e
um esterol, em particular colesterol, mostram uma
reactogenicidade diminuida quando comparada as composicdes em
que o esterol estda ausente, enquanto o efeito adjuvante &
mantido. Os estudos de reactogenicidade podem ser avaliados de
acordo com os métodos divulgados no documento WO 96/33739. O
esterol de acordo com a invencdo significa um esterol exdgeno,
i. e., um esterol que nao ¢ enddgeno ao organismo do qual a
preparagao antigénica € retirada, mas é adicionada a preparacgao
antigénica ou subsegquentemente no momento da formulacao.
Tipicamente, o esterol pode ser adicionado durante formulacéao
subsequente da preparacao antigénica com o adjuvante saponinico,
utilizando, por exemplo, a saponina na sua forma inactivada com
o esterol. Apropriadamente, o esterol exdgeno ¢é associado ao

adjuvante saponinico como descrito no documento WO 96/33739.

Nos casos em que a fraccédo activa da saponina é QS21, a
razdo QS2l:esterol serd tipicamente na ordem de 1:100 a
1:1 (p/p), adequadamente entre 1:10 e 1:1 (p/p) e, de um modo
preferido, 1:5 a 1:1 (p/p). Adequadamente, o esterol esta
presente em excesso, sendo a razao QS2l:esterol, pelo menos,
1:2 (p/p). Numa forma de realizacdo, a razdao QS2l:esterol ¢é

1:5 (p/p). O esterol é adequadamente o colesterol.

Outras saponinas Uteis sao derivadas das plantas Aesculus
hippocastanum ou Gyophilla struthium. Outras saponinas que foram
descritas na literatura incluem Escina que foi descrita no
indice Merck (122 ed: entrada 3737) como uma mistura de
saponinas que ocorrem na semente da &arvore de castanheiro-da-

india, lat: Aesculus hippocastanum. O seu isolamento é descrito

15



por cromatografia e purificacdo (Fiedler, Arzneimittel-Forsch.
4, 213 (1953)) e por resinas de permuta idnica (Erbring et al.,
documento U.S. 3238190). As fraccgdes de escina foram purificadas
e mostraram ser Dbiologicamente activas (Yoshikawa M, et al.
(Chem Pharm Bul (Téquio) Agosto de 1996; 44(8):1454-1464)). A
sapoalbina de Gypsophilla struthium (R. Vochten et al., 1968, J.
Pharm. Belg., 42, 213-226) foi também descrita relativamente a

producao, por exemplo, de ISCOM.

Um aspecto chave da presente invencdo, é o facto da saponina
imunologicamente activa que ¢, de um modo preferido, QS21, poder
ser utilizada em quantidades menores do que se tinha previamente
pensado ser util, especificamente entre 1 e 30 pg, por dose

humana da composicao imunogénica.

A invencgao proporciona, deste modo, uma dose humana de uma
composicdo 1imunogénica compreendendo saponina imunologicamente

activa, de um modo preferido, QS21, a um nivel entre 1 e 30 ug.

Numa forma de realizagadao, uma composicado i1imunogénica num
volume que é adequado para uma dose humana, em gue a dose humana
da composicao imunogénica compreende QS21 a um nivel em torno de
25 mug, por exemplo entre 20 - 30 ng, adeguadamente entre
21 - 29 pg ou entre 22 e 28 nug ou entre 23 e 27 pg ou entre 24 e
26 pg, ou 25 ug.

Numa outra forma de realizacgdo, a dose humana da composicéo
imunogénica compreende QS21 a um nivel em torno de 10 pg, por
exemplo entre 5 e 15 ng, adequadamente entre 6 e 14 ug, por
exemplo entre 7 e 13 pg ou entre 8 e 12 ng ou entre 9 e 11 ug,
ou 10 ug.
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Numa forma de realizacdo adicional, a dose humana da
composicdao imunogénica compreende QS21 a um nivel em torno de
5 ng, por exemplo, entre 1 e 9 npg, ou entre 2 e 8 ug ou

adequadamente entre 3 e 7 ug ou 4 e 6 upg, ou 5 ug.

Uma quantidade adequada de QS21 &, por exemplo, qualgquer de
i, 2, 3, 4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 pg (p/v) por dose

humana da composicdo imunogénica.

Pela expressdao *“dose humana” entende-se uma dose que esta

D

num volume adequado para utilizacdo humana. Geralmente isto

D

entre 0,3 e 1,5 mL. Numa forma de realizacdo, uma dose humana
0,5 mL. Numa forma de realizacdao adicional, uma dose humana é
superior a 0,5 mL, por exemplo, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 ou 1 mL. Numa
forma de realizacdo adicional, uma dose humana estd entre 1 mL e
1,5 mL. A invencado ¢é caracterizada por cada dose humana conter

30 png ou menos, por exemplo, entre 1 e 30 ng, de QS21.

No caso em que o adjuvante estd num forma liquida para ser
combinada com uma forma liquida de uma composicdo antigénica, a
composicdo adjuvante estarda num volume adequado para dose
humana, o que €, aproximadamente, metade do volume final
pretendido da dose humana, por exemplo, um volume de 360 pL para
uma dose humana pretendida de 0,7 mL ou um volume de 250 ulL para
uma dose humana pretendida de 0,5 mL. A composicdo adjuvante é
diluida quando combinada com a composigdo antigénica para
proporcionar a dose humana final de wvacina. O volume final de
tal dose 1ird naturalmente variar dependendo no volume inicial da
composicdao adjuvante e do volume da composicdo antigénica
adicionada a composicdao adjuvante. Alternativamente, é utilizado
adjuvante liquido para reconstituir uma composigao antigénica

liofilizada. Em tais casos, o volume adequado da dose humana da
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composicdo adjuvante é aproximadamente igual ao volume final da
dose humana. A composicdo adjuvante liquida ¢é adicionada ao
frasquinho contendo a composicdo antigénica liofilizada. A dose
humana final pode wvariar entre 0,5 e 1,5 mL. Numa forma de
realizacdao particular, a dose humana ¢ 0,5 mL, nesta forma de
realizacdo a composicdo de vacina da invengdo ird compreender um

nivel de QS21 entre 1 e 30 nug, por 0,5 mL de dose humana.

A dose de (QS21 ¢é adequadamente capaz de aumentar uma
resposta 1mune a um antigénio num humano. Em particular, uma
quantidade de QS21 adequada ¢ aquela gque melhora o potencial
imunoldégico da composicdo comparativamente a composicdo nao
adjuvada, ou comparativamente a composicdo adjuvada com uma
outra quantidade de QS21, enquanto for aceitdavel a partir de um

perfil de reactogenicidade.

Adjuvante 3D-MPL

A composicdo compreende ainda um adjuvante adicional que é
um lipopolissacarido, adequadamente um derivado nao téxico de
lipido A, ©particularmente lipido A monofosforilo ou mais

particularmente lipido A monofosforil-3-desacilado (3D-MPL).

O 3D-MPL ¢é vendido sob o nome MPL pela GlaxoSmitKline
Biologicals N.A. e é referido ao longo do documento como MPL ou
3D-MPL. Ver, por exemplo, patentes U.S. N° 4436727; 4877611;
4866034 e 4912094. O 3D-MPL promove principalmente respostas de
célula T CD4+ com um fendtipo IFN-g (Thl). O 3D-MPL pode ser
produzido de acordo com os métodos divulgados no documento
GB 2220211A. Quimicamente é uma mistura de lipido A
monofosforil-3-desacilado com 3, 4, 5 ou 6 cadeias aciladas. De

um modo preferido, nas composicgdes da presente invencdo é
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utilizado 3D-MPL de pequena particula. O 3D-MPL de pequena
particula tem um tamanho de particula tal que ©pode ser
esterilizado por filtracao através de um filtro de 0,22 pm. Tais

preparacdes sao descritas no documento WO 94/21292.

Um aspecto chave da presente invencao é o facto de o
lipopolissacarido que é, de um modo preferido, 3D-MPL, poder ser
utilizado em gquantidades menores do gue se tinha previamente
pensado ser util, adequadamente entre 1 e 30 ng, por dose humana

da composicdo imunogénica.

A invencgao proporciona, deste modo, uma dose humana de uma
composicdao imunogénica compreendendo lipopolissacdarido, de um

modo preferido, 3D-MPL, a um nivel entre 1 e 30 ug.

Numa forma de realizacdao, a dose humana da composicao
imunogénica compreende 3D-MPL a um nivel em torno de 25 ug, por
exemplo, entre 20 - 30 png, adequadamente entre 21 - 29 npg ou
entre 22 e 28 pg ou entre 23 e 27 pg ou entre 24 e 26 pg, ou

25 ug.

Noutra forma de realizacdo, a dose humana da composicéo
imunogénica compreende 3D-MPL a um nivel em torno de 18 nug, por
exemplo, entre 5 e 15 pg, adequadamente entre 6 e 14 ug, por
exemplo, entre 7 e 13 pg ou entre 8 e 12 ng ou entre 9 e 11 ug,
ou 10 ug.

Numa forma de realizacdao adicional, a dose humana da
composigao imunogénica compreende 3D-MPL a um nivel em torno de
5 ug, por exemplo, entre 1 e 9 upg ou entre 2 e 8 ug ou

adequadamente entre 3 e 7 ug ou 4 e 6 ug, ou 5 ug.
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Uma quantidade adequada de 3D-MPL &, por exemplo, qualquer
de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 png (p/v) por

dose humana da composicadao imunogénica.

Numa forma de realizacdo, o volume da dose humana é 0,5 mL.
Numa forma de realizacdo adicional, a composicao imunogénica
estd num volume adequado para uma dose humana cujo volume é
superior a 0,5 mL, por exemplo, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9 ou 1 mL. Numa
forma de realizacdo adicional, a dose humana estd entre 1 mL e
1,5 mL. A invencado €& caracterizada por cada dose humana conter

entre 1 e 30 pg de 3D-MPL.

No caso em que o adjuvante estd num forma liquida para ser
combinada com uma forma liguida de uma composicao antigénica, a
composigao adjuvante estard num volume adequado para dose
humana, o que ¢é aproximadamente metade do volume final
pretendido da dose humana, por exemplo, um volume de 360 pL para
uma dose humana pretendida de 0,7 mL ou um volume de 250 ulL para
uma dose humana pretendida de 0,5 mL. A composicdo adjuvante é
diluida gquando combinada com a composicdo antigénica para
proporcionar a dose humana final de vacina. O volume final de
tal dose ird naturalmente variar dependendo no volume inicial da
composicao adjuvante e do volume da composicdo antigénica
adicionada a composicdo adjuvante. Alternativamente, é utilizada
uma composicao de adjuvante liquido para reconstituir uma
composicdo antigénica 1liofilizada. Em tais casos, o volume
adequado da dose humana da composicao adjuvante é
aproximadamente igual ao volume final da dose humana. A
composicdo adjuvante liquida ¢ adicionada ao frasquinho contendo
a composicao antigénica liofilizada. A dose humana final pode
variar entre 0,5 e 1,5 mL. Numa forma de realizacdo particular,

a dose humana ¢ 0,5 mL, nesta forma de realizacdo a composicao
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de vacina da invencdo ird compreender um nivel de 3D-MPL entre 1

e 30 pg, por 0,5 mL de dose humana.

A dose de 3D-MPL ¢é adequadamente capaz de aumentar uma
resposta 1mune a um antigénio num humano. Em particular, uma
quantidade adequada de 3D-MPL & aquela que melhora o potencial
imunoldégico da composicdo comparativamente a composicdo nao
adjuvada ou comparativamente a composicdo adjuvada com outra
quantidade de MPL, enquanto for aceitdvel a partir de um perfil

de reactogenicidade.

As composigdes adequadas da invencao sao agquelas em que O0sS
lipossomas sao inicialmente preparados sem MPL (como descrito no
documento WO 96/33739) e 0 MPL é depois adicionado,
adequadamente como particulas pequenas abaixo de particulas de
100 nm ou particulas que sao susceptiveis a filtracdo estéril
através de uma membrana de 0,22 pm. O MPL nédo esta, deste modo,
contido numa membrana vesicular (conhecida como MPL out). As
composicdes em que o MPL estd contido na membrana vesicular
(conhecida como MPL in) também formam um aspecto da invencgao. O
antigénio pode estar contido na membrana vesicular ou contido
fora da membrana vesicular. Adequadamente, os antigénios
soltveis estdo fora e os antigénios hidrofdébicos ou lipidados

estdo contidos dentro ou fora da membrana.

A composicao imunogénica da invencgao compreende
lipopolissacarido e saponina imunologicamente activa. Numa forma
de realizacdo especifica da invencdo, o lipopolissacarido ¢é

3D-MPL e a saponina imunologicamente activa é QS21.

Numa forma de realizacdo adicional da invencdo, a composicéo
adjuvante compreende, numa formulacao lipossomal,

lipopolissacarido e saponina imunologicamente activa em
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combinagdao com um ou mais imunoestimuladores ou adjuvantes
adicionais. Apropriadamente, numa forma desta forma de
realizacéao, o) lipopolissacéarido é 3D-MPL e a saponina

imunologicamente activa €& QS21.

Numa forma de realizacdo especifica, QS21 e 3D-MPL estéo
presentes na mesma concentracao final por dose humana da
composicdo imunogénica. Num aspecto desta forma de realizacao,
uma dose humana da composicado imunogénica compreende um nivel
final de 25 pg de 3D-MPL e 25 npng de (QS21. Numa forma de
realizacdo adicional, uma dose humana de composicdo imunogénica
compreende um nivel final de 10 pg de cada um de MPL e QS21.
Numa forma de realizacado especifica adicional, ¢é proporcionada
uma composigdo adjuvante que tem um volume de 250 puL e
compreendendo um nivel de 25 pg de 3D-MPL e 25 pg de QS21, ou
10 pg de cada um de MPL e QS21.

Os antigénios que podem ser utilizados com as composicdes
imunogénicas da presente invencao sao antigénios de
M. tuberculosis, por exemplo, Tb Ral2, Tb HY9, Tb Ra3b, Tb38-1,
Erd 14, DPV, MTI, MSL, mITC2 e hTCCl (documento WO 99/51748),
Mtb72F e M72. As proteinas para M. tuberculosis também incluem
proteinas de fusdo e as suas variantes em que, pelo menos, dois,
de um modo preferido, trés polipéptidos de M. tuberculosis estao
fundidos numa proteina maior. As fusdes preferidas incluem
Ral2-TbH9-Ra35, Erdl14-DPV-MTI, DPV-MTI-MSL, Erdl4-DPV-MTI-MSL—-
mTCC2, Erdl14-DPV-MTI-MSL, DPV-MTI-MSL-mTCCZ2, ThbH9-DPV-MTI
(documento WO 99/51748). Uma sequéncia Ral2-Tbh9-Ra35 particular
que pode ser mencionada é definida pela SEQ ID N° 6 do documento
W02006/117240 conjuntamente com variantes em que a Ser704 dessa
sequéncia é mutada para outro aminodcido & excepcgdo de Serina,

e. g., Ala, e o0s seus derivados, gue incorporam um marcador His
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no N-terminal de um comprimento apropriado (e. g., SEQ ID N° 2

ou 4 do documento W02006/117240) .
As composicgdes da presente invencao sao particularmente

adequadas para o tratamento imunoterapéutico da

tuberculose (TB).

Propriedades imunogénicas da composigédo imunogénica

utilizada para a vacinagdo da presente invencgéo

Na presente invencado, a composicao imunogénica €, de um modo

preferido, capaz de induzir uma resposta imune melhorada de
célula T CD4 contra, pelo menos, um do(s) componente (s)
antigénico (s) ou composicao antigénica comparativamente a

resposta 1imune da célula T CD4 obtida com a composicgéao
correspondente que nao ¢é adjuvada, 1i. e., nao contém nenhum
adjuvante exdgeno (agqui também referida como “composicao

simples”).

Por “resposta imune melhorada de célula T CD4” entende-se
que ¢ obtida uma resposta CD4 mais elevada num mamifero, apds
administracao da composicdo imunogénica adjuvada face aquela

obtida apds administracao da mesma composicdao sem adjuvante.

A resposta imune melhorada de célula T CD4 pode ser avaliada
por medicao do numero de células que produzem qgualquer das

seguintes citocinas:

. células produzindo, pelo menos, duas citocinas diferentes
(CD40L, IL-2, IFNy, INFx)
. células produzindo, pelo menos, CD40L e outra citocina
(IL-2, TNFo, IFNy)
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. células produzindo, pelo menos, IL-2 e outra citocina
(CD40L, TNFo, IFNy)

. células produzindo, pelo menos, IFNy e outra citocina (IL-2,
TNFo, CD40L)

. células produzindo, pelo menos, TNFa e outra citocina (IL-2,

CD40L, IFNYy)

Existird resposta imune melhorada de célula T CD4 guando as
células que produzem gquaisquer das citocinas acima estardao numa
quantidade mais elevada apds administracdo da composicéo
adjuvada comparativamente a administracdo da composicdo nao
adjuvada. Tipicamente, pelo menos uma, de um modo preferido,
duas de cinco condigdes aqui mencionadas acima serd satisfeita.
Numa forma de realizacadao particular, as células gque produzem
todas as quatro citocinas estardao presentes numa quantidade mais
elevada no grupo adjuvado comparativamente ao grupo nao

adjuvado.

Noutra forma de realizacdo, a administracdao da referida
composigao imunogénica induz uma resposta melhorada de célula B
de memdéria em doentes administrados com a composicao imunogénica
adjuvada comparativamente a resposta de célula B de memdéria
induzida em individuos imunizados com a composicdao nao adjuvada.
Uma resposta melhorada de célula B de memdéria pretende
significar uma frequéncia aumentada de linfdécitos B de sangue
periférico capazes de diferenciagdo em células plasmaticas
secretoras de anticorpos apds encontro antigénico, como medido

por estimulacadao de diferenciacado in vitro.

Noutra forma de realizacdo, a administracdao da referida
composicdo imunogénica induz uma resposta humoral melhorada em
doentes administrados com a composicdo imunogénica adjuvada,

comparativamente a resposta humoral induzida em individuos
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imunizados com a composicdo nao adjuvada. A referida resposta
imune humoral pode ser medida de acordo com gqualguer pProcesso
detalhado no Exemplo I e, especialmente, nas seccgdes 1.1

(I.1.1), I.2 (I.2.1) e I.3 (I.3.5.2).

Numa forma de realizagdo especifica, a administracao da

referida composicao imunogénica adjuvada induz, pelo menos, duas

das seguintes respostas: (i) uma resposta imune melhorada de
célula T CD4, (1i) wuma resposta melhorada de célula B de
memdria, (1ii) uma resposta humoral melhorada contra, pelo
menos, um do(s) componente (s) antigénico (s) ou composicao

antigénica comparativamente a resposta imune obtida com a
composicdo correspondente que € nao adjuvada, i. e., nao contém
nenhum adjuvante exdégeno (aqui também referida como “composicao

simples”).

Ainda numa forma de realizacdo especifica adicional, a
vacinacdao com a composicao para a primeira vacinacdo, adjuvada,

ndo tem impacto mensuravel na resposta CDS.

Meios de vacinagéao

As composicdes imunogénicas da invencao podem ser
administradas através de qualquer via adequada de distribuicao,
tais como, intradérmica, mucébdsica, e. g., intranasal, oral,
intramuscular ou subcutédnea. Outras vias de distribuicdo sdo bem

conhecidas na técnica.

A via de distribuicdo intramuscular é preferida para a

composicao imunogénica adjuvada.
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A distribuigdo intradérmica é outra via adequada. Pode ser
utilizado qualquer dispositivo adequado para distribuicéao
intradérmica, por exemplo, dispositivos de agulha curta, tais
como aqueles descritos nos documentos U.S. 4886499, US5190521,
U.S. 5328483, U.sS. 5527288, U.S. 4270537, U.S. 5015235,
U.S. 5141496, U.S. 5417662. As vacinas intradérmicas podem
também  ser administradas por dispositivo que limitam o
comprimento da penetracao efectiva de uma agulha na pele, tal
como aqueles descritos nos documentos W099/34850 e EP1092444,
aqui incorporados por referéncia, e 08 seus equivalentes
funcionais. Sdo também adequados dispositivos da injeccdao de
jacto que distribuem vacinas ligquidas a derme através de um
injector de jacto liquido ou através de uma agulha que perfura a
cama cdbérnea e produz um Jjacto que atinge a derme. Os

dispositivos de injeccdo de 3jacto sao descritos, por exemplo,

nos documentos U.S. 5480381, U.S. 5599302, U.S. 5334144,
U.S. 5993412, U.S. 5649912, U.S. 5569189, U.S. 5704911,
U.S. 5383851, U.s. 5893397, U.sS. 5466220, U.s 5339163,
U.S. 5312335, U.sS. 5503627, U.S. 5064413, U.S 5520639,
U.S. 4596556 U.sS. 4790824, U.S. 4941880, U.sS. 4940460,

WO 97/37705 e WO 97/13537. Também sado adequados dispositivos
balisticos de distribuicdo de pd/particulas que utilizam gés
comprimido para acelerar a vacina em forma de pd através das
camadas externas da pele até a derme. Além disso, podem ser
utilizadas seringas convencionais no método clédssico de Mantoux

de administracdo intradérmica.

Uma outra via adequada de administracdo é a via subcuténea.
Qualquer dispositivo adequado pode ser utilizado para
distribuicdo subcutédnea, por exemplo, uma agulha classica. De um
modo preferido, é utilizado um dispositivo injector a jacto sem
agulha, tal como aquele publicado nos documentos WO 01/05453,
WO 01/05452, WO 01/05451, WO 01/32243, WO 01/41840, WO 01/41839,
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WO 01/47585, WO 01/56637, WO 01/58512, WO 01/64269. WO 01/78810
WO 01/91835, WO 01/97884, WO 02/09796, WO 02/34317. O referido
dispositivo ¢é, de um modo mais preferido, pré-cheio com a

formulacdo de vacina ligquida.

Alternativamente, a vacina ¢ administrada intranasalmente.
Tipicamente, a vacina ¢ administrada localmente a 4drea
nasofaringea, de um modo preferido, sem ser inalada para os
pulmdes. E desejdvel wutilizar um dispositivo de distribuicao
intranasal que distribui a formulagcdao de vacina a area
nasofaringea, sem ou substancialmente sem entrada da mesma nos

pulmobes.

Os dispositivos preferidos para administracdo intranasal das
vacinas de acordo com a invencao sao dispositivos
pulverizadores. Os dispositivos pulverizadores nasais
comercialmente disponiveis adequados incluem Accuspray™ (Becton
Dickinson). Os nebulizadores produzem uma pulverizacdo muito
fina que pode ser facilmente inalada para os pulmdes e, deste
modo, nao alcancga eficientemente a mucosa nasal. Os

nebulizadores nao sao, deste modo, preferidos.

Os dispositivos pulverizadores preferidos para utilizacgao
intranasal sao dispositivos para os quais o desempenho do
dispositivo ndo estd dependente da ©pressdo aplicada pelo
utilizador. Estes dispositivos sao conhecidos como dispositivos
de limite de pressao. 0O liquido é 1libertado pelo bocal apenas
quando for aplicada uma pressdao limite. Estes dispositivos
tornam mais fdacil de conseguir uma pulverizacdo com um tamanho
regular de gota. 0Os dispositivos de limite de pressdao adequados
para utilizacdo com a presente invencdo sao conhecidos na

técnica e sao descritos, por exemplo, nos documentos WO 91/13281

e EP 311863B e EP 516636. Tais dispositivos estdao comercialmente
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disponiveis a partir da Pfeiffer GmbH e sdao também descritos em

Bommer, R. Pharmaceutical Technology Europe, Set. de 1999.

Os dispositivos intranasais preferidos produzem gotas
(medidas utilizando &gua como o liquido) na gama de 1 a 200 pm,
de um modo preferido, 10 a 120 um. Abaixo de 10 um existe um
risco de inalacdo, deste modo é desejdvel ndo ter mais do que
cerca de 5% das gotas abaixo de 10 pm. Gotas acima de 120 pm nao
se espalham tdo bem quanto as gotas menores, sendo assim
desejdvel ter nao mais do que cerca de 5% das gotas acima de

120 pm.

A distribuigdo em bi-dose € uma caracteristica preferida
adicional de um sistema de distribuicdo intranasal para
utilizagcdo com as vacinas de acordo com a invencgao. Os
dispositivos de bi-dose contém duas sub-doses de uma uUnica dose
de wvacina, uma sub-dose para administracdao a cada narina.
Geralmente, as duas sub-doses estdo presentes numa uUnica camara
e a construcao do dispositivo permite a distribuicdao eficiente
de uma uUnica sub-dose de cada vez. Alternativamente, pode ser
utilizado um dispositivo de mono-dose ©para administrar as

vacinas de acordo com a invencéao.

Alternativamente, a via epidérmica ou transdérmica de

vacinacdo estd também contemplada na presente invencéo.

Populag¢des para vacinar

A populacéao alvo para vacinar pode ser humana
imuno-comprometida. Os humanos imuno-comprometidos sao
geralmente menos capazes de responder bem a um antigénio em

comparagao com adultos saudaveis.
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Regimes de vacinagdo, dosagem e critérios adicionais de

eficacia

Apropriadamente, as composig¢des imunogénicas de acordo com a
presente invencdo sdo uma dose injectdvel padrdo de 0,5 mL na
maioria dos casos. Apropriadamente, o volume da dose de vacina
serd entre 0,5 mL e 1 mL, em particular 0,5 mL padrao, ou 0,7 mL

de volume de dose de vacina.

E divulgado um método de concepcdo de uma vacina para
doencas conhecidas por serem curadas ou tratadas por uma

activacao das células T CD4+, compreendendo

1) seleccionar um antigénio contendo epitopos de CD4+, e

2) combinar o referido antigénio com adjuvante saponinico
na forma de um lipossoma como aqui definido acima, em que a
referida vacina apds administracao no referido mamifero &
capaz de induzir uma resposta aumentada de células T CD4 no

referido mamifero.

Para evitar dividas, 0s termos “compreendendo”,
“compreendem” e “compreende” aqui utilizados pretendem, pela
requerente, ser opcionalmente substituiveis com o0s termos
“consistindo de”, “consistem de”, e “consiste de”,

respectivamente, em cada exemplo.

A invencgdo serd adicionalmente descrita com referéncia aos

seguintes exemplos de referéncia, nao limitativos:
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O Exemplo de Referéncia I descreve métodos visualizacgdo
imunoldégica utilizados em estudos de murganhos, furdes e

humanos.

O Exemplo de Referéncia II descreve a preparacdao do

adjuvante MPL/QS21 lipossomal.

O Exemplo de Referéncia III descreve uma avaliagdo
pré-clinica de vacinas da influenza adjuvadas e nao

adjuvadas em furdes.

O Exemplo de Referéncia IV mostra uma avaliacdo pré-clinica
de vacinas da influenza adjuvadas e nao adjuvadas em

murganhos C57BI/6 naives e iniciados.

O Exemplo de Referéncia V descreve uma comparacdo de vacina
da influenza adjuvada com 3D-MPL a duas concentracdes

diferentes em murganhos.

O Exemplo de Referéncia VI descreve uma comparacao de
vacina da influenza adjuvada com 3D-MPL a duas

concentracdes diferentes em humanos idosos.

O Exemplo de Referéncia VII descreve uma avaliacdao

pré-clinica de vacinas de HPV adjuvadas em murganhos.
O Exemplo de Referéncia VIII descreve uma avaliacgédo

pré-clinica de composigdes imunogénicas de citomegalovirus

adjuvadas e nao adjuvadas.
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O Exemplo de Referéncia IX descreve a avaliacgdo pré-clinica
de uma composicao de wvacina de RTS,S adjuvada com 3D-MPL a

duas concentracdes diferentes.
O Exemplo de Referéncia X descreve a avaliagdo pré-clinica

de uma vacina de RTS,S adjuvada com 3D-MPL a duas

concentragdes diferentes.

Exemplo de Referéncia I - Métodos de Visualizagdo

Imunolégica

I.1. Métodos de murganhos

I.1.1. Teste de Inibicado de Hemaglutinacéao

Processo de teste

Os titulos de anticorpo anti-hemaglutinina para as trés
estirpes do virus da influenza foram determinados utilizando o
teste de inibicdo da hemaglutinacdo (HI). O principio do teste
de HI ¢é Dbaseado na capacidade de anticorpos especificos
anti-influenza para inibirem a hemaglutinacdo da hemaglutinina
de gldébulos vermelhos (RBC) de galinha pela hemaglutinina do
virus da influenza (HA). Os soros inactivadas pelo calor foram
previamente tratados com Caulino e RBC de galinha para remover
inibidores nao especificos. Apds o pré-tratamento, diluicgdes
duas vezes dos soros foram 1incubadas com 4 unidades de
hemaglutinacdao de cada estirpe de influenza. 0Os gldbulos
vermelhos de galinha foram depois adicionados e a inibicao da
aglutinacdao foi pontuada. O0s titulos foram expressos como O

inverso da diluicao mais elevada de SOro que inibiu
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completamente a hemaglutinacdo. Uma vez que a primeira diluicao
dos soros foi 1:20, um nivel indetectéavel foi pontuado como um

titulo igual a 10.

Analise estatistica

A andlise estatistica foil realizada nos titulos de HI apds
vacinacao wutilizando UNISTAT. O protocolo aplicado para a
andlise de varidncia pode ser resumidamente descrito como se

segue:

B Transformacao logaritmica dos dados
B Teste de Shapiro-Wilk em cada populacao (grupo) de modo a

verificar a normalidade da distribuicdo dos grupos

Teste de Cochran de modo a verificar a homogeneidade de
variédncia entre as diferentes populacdes (grupos)

B Andlise de dois factores de varidncia realizada nos
grupos

m Teste de Tukey HSD para comparagdes maltiplas

I.1.2. Coloragao intracelular de citocinas

Esta técnica permite uma quantificacdo de 1linfécitos T
especificos de antigénio com base na producdo de citocina:
células T efectoras e/ou células T efectoras-memdéria produzem
IFN-y e/ou células T de memdéria central produzem IL-2. As PBMC

sdo recolhidas no 7 dia pds—-imunizacao.

As células linfdéides sdo re-estimuladas in vitro na presenca

de inibidor de secrecao (Brefeldina):
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Estas células sao depois processadas por pProcesso
imunofluorescente convencional utilizando anticorpos
fluorescentes (CD4, CDS8, IFN-y e 1IL-2). Os resultados séao
expressos como uma frequéncia de célula positiva a citocina nas
células T CD4/CD8. A coloracdao intracelular de citocinas de
células T foi realizada em PBMC 7 dias apds a segunda
imunizacdo. O sangue foi recolhido de murganhos e agrupado em
meio heparinizado RPMI + Adic. Para o sangue, as RPMI +
Adic-suspensdes PBL diluidas foram colocadas sobre um gradiente
Lympholyte-Mammal de acordo com o) protocolo recomendado
(centrifugar 20 minutos a 2500 rpm e t.a.). As células
mononucleares na 1interface foram removidas, lavadas 2X em
RPMI + adic e as suspensdes de PBMC foram ajustadas para

2 X 106células/mL em RPMI com 5% de soro fetal de vitela.

A estimulacao antigénica in vitro de PBMC foi realizada a
uma concentracdo final de 1 x 10° células/mL (tubo FACS) com
fragmentado de gripe trivalente sobre pesferas (5 ng de
HA/estirpe) ou FI 1Inteiro (1 npng de HA/estirpe) e depois
incubados 2 horas a 37 °C com adigcdo de anti-CD28 e anti-CD49d
(1 pg/ mL para ambos).

A adicao de ambos os anticorpos, aumentou a proliferacadao e a
producdo de citocinas por células T e NK activadas e pode

proporcionar um sinal co-estimulador para inducédo de CTL.

Além disso, as PBMC foram também estimuladas, de um dia para
o outro, com fragmentado trivalente de gripe (30 npg de
HA/estirpe) - ou FI Inteiro (5 pg de HA/estirpe)- BMDC pulsadas
(1 x 10° células/mL) que foram preparadas por pulsac de BMDC com
fragmentado de Gripe (60 pg de HA/estirpe) ou FI trivalente da
Gripe inteiro (10 pg de HA/estirpe) durante 6 horas a 37 °C.

Apds o passo de re-estimulacgcao antigénica, as PBMC foram
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incubadas, de um dia para o outro, a 37 °C, na presenca de
Brefeldina (1 pg/ mL) a 37 °C para inibir a secrecgao de

citocinas.

A coloragao de IFN-y/IL-2/CD4/CD8 foi realizada como se
segue: As suspensdes celulares foram lavadas, ressuspensas em
50 pL. de FCS 1% em PBS contendo 2% de reagente de blogqueamento
Fc (1/50; 2.4G2). Apds 10 minutos de incubacdo a 4 °C, foram
adicionados 50 puL de uma mistura de anti-CD4-PE (2/50) e
anti-CD8 perCP (3/50) e incubados 30 minutos a 4 °C. Apds uma
lavagem em FCS 1% em PBS, as células foram permeabilizadas por
ressuspensao em 200 pL de Cytofix-Cytoperm (Kit BD) e incubadas
20 minutos a 4 °C. As células foram depois lavadas com Perm Wash
(Kit BD) e ressuspensas com 50 pL de uma mistura de anti-IFN-v
APC (1/50) + anti-IL-2 FITC (1/50) diluido em Perm Wash. Apds
uma incubacdo no minimo de 2 h e no méximo de um dia para o
outro, a 4 °C, as células foram lavadas com Perm Wash e
ressuspensas em FCS 1% em PBS + 1% de paraformaldeido. A andlise
da amostra foi realizada por FACS. As células vivas foram
circunscritas (FSC/SSC) e a aquisicao foi realizada em
~50000 eventos (linfdécitos) ou 35000 eventos em células T CD4+.
As percentagens de IFN-y + ou IL2+ foram calculadas em

populacdes CD4+ e CD8+ circunscritas.

I.2. Métodos de furdes

I.2.1. Teste de Inibicgdo de Hemaglutinagdo (HI)

Processo de teste

Os titulos de anticorpo anti-hemaglutinina para as trés

estirpes do virus da influenza foram determinados utilizando o
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teste de inibicdo da hemaglutinacdo (HI). O principio do teste
de HI ¢é Dbaseado na capacidade de anticorpos especificos
anti-influenza para inibirem a hemaglutinag¢dao da hemaglutinina
de glébulos vermelhos (RBC) de galinha pela hemaglutinina do
virus da influenza (HA). Os soros foram primeiramente tratados
com uma solugdo de neuraminidase a 25% (RDE) e foram inactivados
pelo calor para remover inibidores nao especificos. Apds o
pré-tratamento, diluic¢des duas vezes dos soros foram incubadas
com 4 unidades de hemaglutinacdo de cada estirpe de influenza.
Os gldébulos vermelhos de galinha foram depois adicionados e a
inibicdao da aglutinacadao foi pontuada utilizando gotas para a
leitura. Os titulos foram expressos como O 1inverso da diluicgéao
mais elevada de soro que inibiu completamente a hemaglutinacéo.
Uma vez que a primeira diluicdo dos soros foi 1:10, um nivel

indetectavel foil pontuado como um titulo igual a 5.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada nos titulos de HI
(Dia 41, antes do desafio) wutilizando UNISTAT. O protocolo
aplicado para a andlise de varidncia pode ser resumidamente

descrito como se segue:

B Transformacao logaritmica dos dados

B Teste de Shapiro-Wilk em cada populacdo (grupo) de modo a
verificar a normalidade da distribuicdao dos grupos

m Teste de Cochran de modo a verificar a homogeneidade de
variédncia entre as diferentes populacdes (grupos)

B Teste para interaccdao de ANOVA de um factor

m Teste de Tukey HSD para comparac¢des multiplas
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I.2.2. Lavagens nasais

As lavagens nasais foram realizadas por administracao de
5 mL de PBS em ambas as narinas de animais acordados. O indculo
foi recolhido numa placa de Petri e colocado em recipientes de

amostra em gelo seco.

Titulagdo viral em lavagens nasais

Todas as amostras nasails foram primeiro filtradas de modo
estéril através de filtros Spin X (Costar) para remover qualquer
contaminacao bacteriana. Foram transferidos 50 pL de diluicgdes
dez vezes em série de lavagens nasais para placas de
microtitulacgao contendo 50 pL de meio (10 pogos/diluicgao). Foram
depois adicionados 100 pL de células MDCK (2,4 x 10° células/mL)
a cada pogo e incubadas a 35 °C durante 5-7 dias. Apds 6-7 dias
de incubacdo, o meio de cultura ¢ cuidadosamente removido e sao
adicionados 100 pL de um meio contendo 1/20 WST-1 e incubadas

durante outras 18 horas.

A intensidade do corante formazan amarelo produzida apds
reducao de WST-1 por células viadveis é proporcional ao numero de
células viavels presentes no poco no final do ensaio de
titulacdo viral e é quantificada por medicdo da absorvéncia de
cada po¢o no comprimento de onda apropriado (450 nandémetros). O
limite é definido como a média de OD de células nao infectadas
de controlo - 0,3 OD (0,3 OD corresponde a +/- 3 StDev de OD de
células nao infectadas de controlo). Uma pontuacgdo positiva é
definida gquando o OD é < que o limite e, em contraste, uma
pontuagcdo negativa € definida quando o OD é > que o limite. Os
titulos de disseminacdo viral foram determinados por “Reed e

Muench” e expressos como Log TCID50/mL.
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I.3. Ensaios para avaliar a resposta imune em humanos

I.3.1. Ensaio de Inibicdo de Hemaglutinacéao

A resposta imune foi determinada por medicdo de anticorpos
de HI utilizando o método descrito pelo Centro de Colaboracéo
para a 1influenza da OMS, Centros para Controlo de Doencga,

Atlanta, EUA (1991).

As medicdes do titulo de anticorpos foram conduzidas em
amostras séricas descongeladas com um micrométodo padronizado e

detalhadamente validado utilizando 4 unidades de 1inibicao de

hemaglutinacéo (4 HIU) dos antigénios apropriados e uma
suspensao a 0,5% de eritrécitos de ave de capoeira. Os
inibidores séricos nao especificos foram removidos por

tratamento de calor e enzima destruidora de receptor.

Os soros obtidos foram avaliados para niveis de anticorpos
de HI. Comecando com uma diluigao inicial de 1:10, foi preparada
uma diluicao em série (por um factor de 2) até uma diluicéo
final de 1:20480. O ponto final de titulacadao foi tomado como o
passo de maior diluicdo que mostrou inibicdo completa (100%) da

hemaglutinacao. Todos os ensaios foram realizados em duplicado.

I.3.2. Ensaio de Inibigcdo da Neuraminidase

O ensaio foi realizado em placas de microtitulacao
revestidas com fetuina. Foli preparada uma diluicdo em série de
2 vezes do anti-soro e misturada com uma quantidade padronizada

de virus da influenza A H3N2, HINl1 ou influenza B. O teste foi
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baseado na actividade Dbiocldgica da neuraminidase que liberta
enzimaticamente o acido neuraminico da fetuina. Apds clivagem do
acido neuraminico terminal, a B-D-glactose-N-acetil-
galactosamina foi exposta. Foi adicionada aos pocgos aglutinina
de amendoim marcada com peroxidase de rabano (HRP) de Arachis
hypogaea que se liga especificamente as estruturas de galactose.
A qgquantidade de aglutinina ligada ©pode ser detectada e
quantificada numa reaccao de substrato com tetrametilbenzidina
(TMB). A maior diluicdo de anticorpo que ainda inibe a
actividade de neuraminidase viral por, pelo menos, 50% foi

indicado no titulo de NI.

I.3.3. Ensaio de Anticorpo Neutralizante

As medigdes de anticorpo neutralizante foram conduzidas em
amostras séricas descongeladas. A neutralizagao viral por
anticorpos contidos no soro foi determinada num ensaio de
microneutralizacdo. Os soros foram wutilizados sem tratamento
adicional no ensaio. Cada soro foi testado em triplicado. Uma
quantidade padronizada de virus foi misturada com diluicdes em
série do soro e incubada para permitir a ligacdo dos anticorpos
ao virus. Foi depois adicionada uma suspensao celular contendo
uma quantidade definida de células MDCK a mistura de virus e
anti-soro e incubadas a 33 °C. Apds o periodo de incubacado, a
replicacdao viral foi visualizada por hemaglutinacao de gldébulos
vermelhos de galinha. O titulo de 50% de neutralizacgdo de um

soro foil calculado pelo método de Reed e Muench.
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I.3.4. Imunidade mediada por célula foi avaliada por

Citometria de Fluxo de Citocina (CFC)

As células T CD4 e CD8 especificas de antigénio de sangue
periférico podem ser re-estimuladas in vitro para produzir IL-2,
CD40L, TNF-alfa e 1IFN, se incubadas com o seu antigénio
correspondente. Consequentemente, as células T CD4 e CDS8
especificas de antigénio podem ser contadas por citometria de
fluxo apds marcagao imunofluorescente convencional do fendtipo
celular, assim como producdo intracelular de citocinas. No
presente estudo, o antigénio de vacina da influenza, assim como
péptidos derivados de proteina especifica da influenza foram
utilizados como antigénio para re—estimular células T
especificas de influenza. Os resultados foram expressos como uma
frequéncia de <células T CD4 ou CD8 positivas a citocina(s)

dentro da subpopulacdo de células T CD4 ou CDS.

I.3.5. Métodos Estatisticos

I.3.5.1. Pontos finais primdrios

. Percentagem, intensidade e relacdo com a vacinacdo de sinais
e sintomas locais e gerais solicitados durante um periodo
de 7 dias de acompanhamento (i. e., dia da wvacinacado e
6 dias subsequentes) apds vacinacao e em termos globais.

. Percentagem, intensidade e relacgdao com a vacinacgdo de sinais
e sintomas locais e gerais nao solicitados durante um
periodo de 21 dias de acompanhamento (i. e., dia da
vacinacdao e 20 dias subsequentes) apds vacinacdao e em
termos globais.

. Ocorréncia de eventos adversos sérios durante a totalidade

do estudo.
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I.3.5.2. Pontos finais secundarios

Para a resposta imune humoral:

Varidveis observadas:

Ros dias 0 e 21: inibicdo da hemaglutinacdo (HI) sérica e
titulos de anticorpos de NI, testados separadamente contra
cada das trés estirpes de virus da influenza representadas
na vacina (anticorpos anti-HIN1, anti-H3N2 e anti-B).

Aos dias 0 e 21: titulos de anticorpos neutralizantes,
testados separadamente contra cada das trés estirpes de

virus da influenza representadas na vacina

Varidvels derivadas (com intervalos de confianca de 95%):

Titulos médios geométricos (GMT) de anticorpos séricos de HI
com intervalos de confianca de 95% (IC de 095%) pré- e
pbés—-vacinacao

Taxas de seroconversao* com IC de 95% no dia 21

Factores de conversao** com IC de 95% no dia 21

Taxas de seroproteccao*** com IC de 95% no dia 21

GMT de anticorpos séricos de NI (com intervalos de confianga

de 95%) em todos os pontos de tempo.

A taxa de seroconversao ¢é definida como a percentagem de

vacinados que tém, pelo menos, um aumento de 4 vezes nos titulos

séricos de HI no dia 21 comparativamente ao dia 0, para cada

estirpe de vacina.
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** O factor de conversdo é definido como o numero de vezes que
aumentaram os GMT séricos de HI no dia 21 comparativamente ao
dia 0, para cada estirpe de vacina.

***% A taxa de proteccdo ¢é definida como a percentagem de
vacinados com um titulo sérico de HI =40 apds vacinacgcao (para
cada estirpe de vacina) gque normalmente é aceite como indicador

de proteccao.

Para a resposta imune mediada por célula (CMI)

Varidvel observada

Nos dias 0 e 21: frequéncia de células CD4/CD8 positivas a
citocinas por 10° em testes diferentes. Cada teste quantifica a

resposta de células T CD4/CD8 a:

. Antigénio peptidico da influenza (pf) (a natureza e a origem
precisas destes antigénios necessita ser dada/explicada
. Antigénio fragmentado da influenza (sf)

. Antigénio inteiro da influenza (wf).

Varidveis derivadas:

. células produzindo, pelo menos, duas citocinas diferentes
(CD40L, IL-2, IFNy, TNFo)

. células produzindo, pelo menos, CD40L e outra citocina
(IL-2, TNFo, IFNy)

. células produzindo, pelo menos, IL-2 e outra citocina
(CD40L, TNFo, IFNy)

. células produzindo, pelo menos, IFNy e outra citocina (IL-2,
TNFo, CD40L)
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células produzindo, pelo menos, TNFoa e outra citocina (IL-2,

CD40L, IFNYy)

I.3.5.3. Anadlise de imunogenicidade

A andlise de imunogenicidade foi baseada no coorte total de

vacinados. Para cada grupo de tratamento, foram calculados os

seguintes parametros (com intervalos de confianca de 95%):

Titulos médios geométricos (GMT) de titulos de anticorpos de
HI e NI nos dias 0 e 21

Titulos médios geométricos (GMT) de titulos de anticorpos
neutralizantes nos dias 0 e 21.

Factores de conversao no dia 21.

Taxas de seroconversao (SC) no dia 21, definidas como a
percentagem de vacinados que tém, pelo menos, um aumento de
4 vezes nos titulos séricos de HI no dia 21
comparativamente ao dia O.

Taxas de protecgao no dia 21, definidas como a percentagem
de vacinados com um titulo sérico de HI = 1:40.

A frequéncia dos linfécitos T CD4/CD8 gue segregam em
resposta foli resumida (estatistica descritiva) para cada
grupo de vacinacdo, em cada ponto do tempo (dia 0, dia 21)
e para cada antigénio (de influenza peptidico (pf), de
influenza fragmentado (sf) e de influenza inteiro (wf)).
Estatistica descritiva em diferencas individuais entre as
respostas de ponto do tempo (Pds-pré) para cada grupo de
vacinacdo e cada antigénio (pf, sf, e wf) em cada 5 testes
diferentes.

Um teste nao paramétrico (teste de Kruskal-Walis) foi
utilizado para comparar as diferencas de posicdo entre os

3 grupos e foi calculado o valor p estatistico para cada
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antigénio em cada 5 testes diferentes. Todos os testes de
significdncia foram bilaterais. Os valores de p menores ou
iguais a 0,05 foram considerados como estatisticamente

significativos.

Exemplo de Referéncia II - Preparagdo do adjuvante

lipossomal MPL/QS21

II.3 Preparagdo da suspensdo liquida de MPL

O MPL (como utilizado ao longo de todo o documento é uma
abreviatura para 3D-MPL, i. e., lipido A monofosforil-3-0-
desacilado) liquido em Dbruto ¢é preparado a partir de pbd
liofilizado de 3D-MPL. O MPL liquido em bruto € uma dispersao
aquosa concentrada estdvel (em torno de 1 mg/mL) do material em
bruto, que estd pronto-a-utilizar para a vacina ou formulacdo
adjuvante. Uma representacao esquematica do processo de

preparacao € apresentada na Figura 1.

Para um tamanho maximo de lote de 12 g, a preparagao de MPL
liquido em bruto é realizada em recipientes de vidro estéreis. A

dispersao de MPL consiste nos seguintes passos:

- suspender o pd de MPL em Agua para injeccéo

- desagregar quaisquer agregados grandes por aguecimento
(tratamento térmico)

- reduzir o tamanho de particula entre 100 nm e 200 nm por
microfluidizacao

- pré-filtrar a preparagao numa unidade de pré-filtracéao
Sartoclean, 0,8/0,65 pm

- filtrar de modo estéril a preparacdo a temperatura ambiente

(unidade Sartobran P, 0,22 um)
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O pd de MPL ¢é liofilizado por microfluidizacdo resultando
numa dispersdo aquosa coloidal estédvel (particulas de MPL de um
tamanho susceptivel a filtracdo estéril). 0O pd liofilizado de
MPL é disperso em agua para injeccdo de modo a obter 10 mg/mL de
uma suspensao grosseira. A suspensao ¢é depois submetida a
tratamento térmico sob agitacao. Apds arrefecer até a
temperatura ambiente, o processo de microfluidizacdo é iniciado
de modo a diminuir o tamanho de particula. A microfluidizacdo é
conduzida wutilizando um dispositivo Microfluidics MI110EH, por
circulacdao continua da dispersdo através de uma camara de
interaccdo de microfluidizacao, a uma pressao definida durante
uma quantidade minima de passagens (numero de ciclos: nupin) . A
duracao da microfluidizacdo, representando o numero de ciclos, é
calculada com base no caudal medido e no volume de dispersao.
Num determinado equipamento e a uma determinada pressao, o
caudal resultante pode variar de uma cadmara de interacc¢do para
outra, e ao longo do ciclo de vida de uma cédmara de interaccgao
particular. No presente exemplo, a camara de interaccéo
utilizada é do tipo F20Y Microfluidics. Uma vez que a eficiéncia
de microfluidizacdo estd ligada ao par pressdo-caudal, o tempo
de processamento pode variar de um lote para outro. O tempo
requerido para 1 ciclo é calculado com base no caudal. O caudal
a ser considerado é o caudal medido com A&agua para injeccao,
imediatamente antes da introdugdo de MPL no aparelho. Um ciclo é
definido como o tempo (em minutos) necessdrio para o volume
total de MPL passar uma vez através do aparelho. O tempo

necessario para obter n ciclos é calculado como se segue:

n x quantidade de MPL para tratar (mL)/caudal (mL/min)

O numero de ciclos € assim adaptado em conformidade. 2

quantidade minima de ciclos a realizar (nmn) € descrita para o
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equipamento e céamaras de interaccdo preferidos wutilizados. A
quantidade total de ciclos a wutilizar ¢é determinada pelo
resultado de uma medicdo do tamanho de particula realizada apds
N, ciclos. E definido um limite de tamanho de particula (diin),
com base em dados histdéricos. A medicao é realizada por técnica
através de espectroscopia de correlacao de fotdao (PCES) e o diig é
expresso como um resultado unimodal (Zpegia). Abaixo deste limite,
a microfluidizacdo pode ser parada apds nuin, ciclos. Acima deste
limite, a microfluidizacao é mantida até ser obtida uma reducéao

de tamanho satisfatdria, no maximo durante mais 50 ciclos.

Se a filtracao nao ocorrer imediatamente apds a
microfluidizagao, o MPL disperso ¢é armazenado a +2 a +8 °C,

esperando transferéncia para a area de filtracéo.

Apds microfluidizacdo, a dispersao €& diluida com &gua para
injeccdo e filtrada de modo estéril através de um filtro de
0,22 pm sob fluxo laminar. A concentragdo final de MPL é 1 mg/mL
(0,80-1,20 mg/mL) .

II.2 Preparagdo de adjuvante lipossomal MPL/QS21

Este adjuvante, denominado AS01l, compreende 3D-MPL e QS21
numa forma inactivada com colesterol e foi preparado como
descrito no documento WO 96/33739. Em particular, o adjuvante
AS01 foi ©preparado essencialmente como no Exemplo 1.1 do
documento WO 96/33739. 0O adjuvante AS01B compreende: lipossomas,
que por sua vez compreendem dioleoilfosfatidilcolina (DOPC),
colesterol e 3D MPL [numa quantidade de 1000 pg de DOPC, 250 ug
de colesterol e 50 pg 3D-MPL, cada valor dado aproximadamente
por dose de vacinal, QS21 [50 ug/dose], tampdao fosfato NaCl e

dgua para um volume de 0,5 mL.
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0O adjuvante ASQOlE compreende 08 mesmos ingredientes que
ASO1B mas numa concentracdo mais baixa, numa gquantidade de
500 ng de DOPC, 125 ng de colesterol, 25 pg de 3D-MPL e 25 npg de

Q0S21, tampao fosfato NaCl e Aagua para um volume de 0,5 mL.

No processo de producdo de lipossomas contendo MPL, séao
dissolvidos DOPC (dioleilfosfatidilcolina), colesterol e MPL em
etanol. Uma pelicula 1lipidica ¢é formada por evaporacao do
solvente sob vacuo. E adicionado soro fisioldégico tamponado com
fosfato (9 mM de NaHPO,, 41 mM de KH;PO4, 100 mM de NaCl) a
PH 6,1 e a mistura é submetida a pré-homogeneizacao, seguida por
homogeneizacdo a alta pressao a 15000 psi (cerca de 15 a
20 ciclos). Isto <conduz a producdo de 1lipossomas que sao
filtrados de modo estéril através de uma membrana de 0,22 um
numa &area asséptica (classe 100). O produto estéril ¢é depois
distribuido em recipientes de vidro estéreis e armazenado numa

camara fria (+2 a +8 °C).

Deste modo, os lipossomas produzidos contém MPL na membrana

(a forma de realizacdo “MPL in” do documento WO 96/33739).

A (QS21 € adicionada em solucdo aquosa a concentracao

desejada.
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Exemplo de Referéncia III - Avaliagdo pré-clinica de vacinas

da influenza adjuvadas e ndo adjuvadas em furdes

IIT.1. Fundamentagdo e objectivos

A infeccadao da influenza no modelo de furdo mimetiza muito
bem a influenza humana, relativamente a sensibilidade a infeccéo

e a resposta clinica.

0O furdo ¢é extremamente sensivel a infeccdo com virus de
influenza A e B sem adaptacdo prévia de estirpes virais. Deste
modo, este proporciona um excelente sistema de modelo para
estudos de protecgdo conferida por administragdo de vacinas da

influenza.

Este estudo investigou a eficdcia de véarias vacinas
Fragmentadas Trivalentes, adjuvadas ou nao, para reduzir os
sintomas de doenca (temperatura corporal) e disseminacdao viral

em secrecdes nasais de furdes desafiados com estirpes homdlogas.

O objectivo desta experiéncia foi demonstrar a eficdcia de
uma vacina da influenza adjuvada comparativamente a vacina
simples (nao adjuvada).

Os pontos finais foram:

1) ponto final primédrio: reducdo da disseminacgdo viral em

lavagens nasais apds desafio homdlogo:

2) pontos finais secunddrios: Andlise da resposta humoral

através de titulos de HI.
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III.2. Concepgdo experimental

IIT.2.1. Tratamento/grupo (Tabela 1)

Furdes fémeas (Mustela putorius furo) com 14-20 semanas
foram obtidos da MISAY Consultancy (Hampshire, RU). 0s furdes
foram iniciados no dia 0 com estirpe hetero-subtipica
HIN1 A/Estocolmo/24/90 (4 Log TCIDso/mL). No dia 21, os furdes
foram injectados intramuscularmente com uma dose total humana
(dose de wvacina de 500 wnpg, 15 pg de HA/estirpe) de uma
combinacdo de HIN1 A/Nova Caleddénia/20/99, H3N2 A/Panamda/2007/99
e B/Shangdong/7/97. Os furdes foram depois desafiados no dia 42
por via intranasal com uma estirpe hetero-subtipica

H3N2 A/Wyoming/3/2003 (4,5 Log TCIDsy/mL) .

Tabela 1

Grupo | Antigénio(s) | Formulag¢ | Comentdrios In/Po | Outros tratamentos
+ dosagem do + (plano/via/
dosagem desafio)
1 Simples DH IM; Dia 21 In Iniciacgédo HINI1
Trivalente Total: (A/Estocolmo/24/90)
15 ng de Dia 0
HA/estir
e
2 Trivalente/M | DH IM; Dia 21 In Iniciacdo HIN1
PL-QS21 em Total: (A/Estocolmo/24/90)
lipossomas 15 ng de Dia 0
HA/estir
re
6 furdes/grupo. In/Po = Individual/agrupamento
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ITI.2.2. Preparacao das formulagdes de vacina (Tabela 2)

Formulacdo 1: Formulacdo simples (nao adjuvada) fragmentada

trivalente:

E adicionado PBS 10 vezes concentrado (pH 7,4 quando
concentrado uma vez) assim como uma mistura contendo Tween 80,
Triton X-100 e VES (quantidades tendo em consideracdo os
detergentes presentes nas estirpes) a 4dgua para injeccao. Apds
agitar 5 minutos, sado adicionados 15 pg de cada estirpe HINI,
H3N2 e 17,5 ng de estirpe B com 10 minutos de agitacgdo entre
cada adicao. A formulagcao ¢é agitada durante o minimo de
15 minutos e armazenada a 4 °C, se nao administrada

directamente.

Formulacdo 2: Influenza Fragmentada Trivalente com MPL/QS21

em lipossomas:

E adicionado PBS 10 vezes concentrado (pH 7,4 quando
concentrado uma vez) assim como uma mistura contendo Tween 80,
Triton X-100 e VES (gqguantidades tendo em consideracdo os
detergentes presentes nas estirpes) a dgua para injeccado. Apds
agitar 5 minutos, sdo adicionados 15 pg de cada estirpe HINI,
H3N2 e 17,5 ng de estirpe B com 10 minutos de agitacgdo entre
cada adicao. A formulacdo ¢é agitada durante um minimo de
15 minutos. Uma pré-mistura denominada DQS21-MPLin ¢é adicionada
a formulacdo que ¢é depois agitada durante um minimo de
15 minutos. A  pré-mistura DQS21-MPLin ¢é uma mistura de
lipossomas (feitos de DOPC 40 mg/mL, colesterol 10 mg/mL,
MPL 2 mg/mL) e o imunocestimulador QS21. Esta pré-mistura &

incubada durante um minimo de 15 minutos, antes da adicao a
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mistura fragmentada trivalente. A concentragdao de MPL e QS21 na
formulacdo final é 50 pg por 500 pL. A formulagdo é armazenada a

4 °C, se nao administrada directamente.

Nota: Em <cada formulacao, € adicionado PBS 10 vezes
concentrado para atingir isotonicidade e é 1 vez concentrado no
volume final. O volume de H20 é calculado para alcancgcar o volume

desejado.

Tabela 2: Composicao final das formulacdes 1 e 2

(Formulacgdes preparadas com estirpes fragmentadas (para 500 pL))

Formulacao | Antigénio Tween Triton | VES DOPC Coles- | MPL Qs21
80 X-100 terol

1 HIN1:15 pg 375 pg | 55 ng 50 pg - - - -
H3N2: 15 pg
B: 17,5 ug

2 HIN1:15 ug 375 pg | 55 ug 50 pg 1 mg | 250 pg | 50 pg | 50 pg
H3N2: 15 pg
B: 17,5 pg

ITITI.2.3. Leituras (Tabela 3)

Tabela 3
Leitura Ponto do tempo Amostra-tipo | Método de
analise
Disseminacdo viral D+1 a D+7 Lavagens Titulagdao
Pds desafio nasais
Anticorpos anti-HI Pré, Pés iniciacao, Soros Teste de
(titulos de HI) Pds imunizacao, inibicdo de
Pds desafio Hemaglutinacdo
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IITI.3. Resultados

Uma representacdo esquemdtica dos resultados €& apresentada

nas Figuras 1 e 2.

I77.3.1. Imunidade humoral (Figura 1).

Actividade de inibicdo da hemaglutinacdo contra as estirpes
de vacina H3N2 (estirpe de vacina A/Panamd/2007/99 e estirpe de
desafio A/Wyoming/3/2003) foi detectada em soros de 6 animais
por grupo, no Dia 17 apds iniciacdo heterdloga intranasal e no

Dia 21 Pés-imunizac¢édo e no Dia 13 Pds-desafio.

Os titulos de anticorpo anti-hemaglutinina para as trés
estirpes de virus da influenza foram determinados utilizando o
teste de inibicdo da hemaglutinacdao (HI) como detalhado no

Exemplo I.2.1. As conclusdes sao as seguintes:

» Para as duas estirpes A/H3N2 e para todos oS grupos, um
aumento dos titulos de HI foi observado em todos o0s grupos

vacinados apdés imunizagao.

» Poés—-imunizacdo com A/Panamd/2007/99, foram observados
titulos de HI anti-A/Panaméa/2007/99 mais elevados,
estatisticamente significativos, quando a vacina
Fragmentada Trivalente foi adjuvada com MPL/QS21 em
lipossomas comparativamente a vacina Simples Fragmentada

Trivalente.
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» Apds imunizacdo com A/Panamda/2007/99, apenas a Fragmentada
Trivalente adjuvada com MPL/QS21 em lipossomas foil capaz de
aumentar significativamente os titulos de HI para a estirpe
heterdloga A/Wyoming/3/2003 (reactividade cruzada antes do

desafio com esta estirpe de desvio).

» Apds desafio com A/Wyoming3/2003, foli observado um aumento
significativo de titulos de HI anti-A/Wyoming/3/2003 para a
Fragmentada Trivalente Simples e Fragmentada Trivalente

adjuvada com MPL/QS21 em lipossomas.

» Para estirpes A/Nova Caleddénia/20/99 e B/Shangdong/7/97,
foram observados titulos de HI mais elevados,
estatisticamente significativos, quando a Fragmentada
Trivalente foi adjuvada com MPL/QS21 em lipossomas

comparativamente a vacina Fragmentada Trivalente Simples.

ITT.3.2. Disseminagao viral (Figura 3).

A titulagcao viral de 1lavagens nasais fol realizada em
6 animais por grupo como detalhado no Exemplo I.2.3. As lavagens
nasais foram realizadas por administragdo de 5 mL de PBS em
ambas as narinas em animais acordados. A inoculacgao foi
recolhida numa placa de Petri e colocada em recipientes de

amostra a —-80 °C.

» Dois dias apds o desafio, foil observada disseminacdo viral
mais baixa, estatisticamente significativa, com Fragmentada
Trivalente adjuvada com MPL/QS21 em lipossomas

comparativamente a Fragmentada Trivalente Simples.

52



» No dia 49 (7 dias Pdés-desafio), nenhum virus foi detectado

em lavagens nasais.

ITT1.3.3. Conclusao da experiéncia

Foram observadas respostas humorais mais elevadas (titulos
de HI) com Fragmentada Trivalente adjuvada com MPL/QS21 em
lipossomas comparativamente a Fragmentada Trivalente Simples

para todas as 4 estirpes.

Apds imunizacao com A/Panama/2007/99, apenas a Fragmentada
Trivalente adjuvada com MPL/QS21 em lipossomas foi capaz de
aumentar significativamente os titulos de HI para a estirpe
heterdloga A/Wyoming/3/2003 (reactividade cruzada antes do

desafio com esta estirpe).

A presencga de MPL/QS21 em formulagdes lipossomais mostrou um
beneficio acrescentado em termos de eficdcia ©protectora em
furdes (disseminacdo viral mais baixo apds desafio heterdlogo).
A reaccao cruzada observada apdés 1munizacao com Fragmentada
Trivalente MPL/QS21 em lipossomas contra a estirpe de desvio
utilizada para o desafio pareceu correlacionar com o efeito de

protecgao observado nestes furdes.
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Exemplo de Referéncia IV - Avaliagdo Pré-clinica de vacinas
da influenza adjuvadas e ndo adjuvadas em murganhos C57BI/6

iniciados

IV.1l. Concepgdo experimental e objectivo

Foram utilizados murganhos C57BI/6 iniciados com estirpes

heterélogas para esta experiéncia.

O objectivo foi comparar as respostas imunes humorais
(titulos de HI) e CMI (ICS, coloracgao intracelular de citocinas)
induzidas por uma vacina fragmentada Trivalente comercialmente
disponivel da GlaxoSmitKline (Fluarix ) versus uma vacina
Trivalente de subunidade (vacina Agrippal’ da Chiron), assim como
que a resposta de CMI obtida com estas vacinas adjuvadas com
lipossomas contendo apenas 3D-MPL, apenas DQS21 (QS21 em
lipossomas, i. e., QsS21 destoxificada) ou MPL/QS21 em
lipossomas. No exemplo aqui apresentado abaixo, as formulacgdes
foram preparadas partindo de fragmentados em bruto para alcancgar
a mesma composicdao do que na vacina Fluarix e nao partir de
doses comercialmente disponiveis de Fluarix. As formulacdes

obtidas foram denominadas “tipo Fluarix”.

IV.1.1. Tratamento/grupo

Os murganhos C57BI/6 fémeas com 6-8 semanas foram obtidos da
Harlan Horst, Holanda. Os murganhos foram iniciados no dia 0 com
estirpes hetero-subtipicas (5 npg de HA inteira inactivada
HIN1 A/Beijing/262/95, H3N2 A/Panamd/2007/99, B/Shangdong/7/97).
No dia 28, o0s murganhos foram injectados intramuscularmente com

1,5 g de HA fragmentada Trivalente simples
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(A/Nova Caleddénia/20/99, A/Wyoming/3/2003, B/Jiangsu/10/2003) ou
adjuvada (ver grupos nas Tabelas 4 a 6 abaixo).
Tabela 4
Gr |Antigénio/Formulacéo Outro tratamento
1 Fragmentado trivalente*/simples Iniciacdo heterdloga DO
(nédo adjuvada) = tipo Fluarix
2 Fragmentado trivalente*/ Iniciacdao heterdéloga DO
Lipossomas contendo 3D-MPL
3 Fragmentado trivalente*/DQS21 Iniciacdao heterdéloga DO
4 Fragmentado trivalente*/MPL/QS21 Iniciacdo heterdloga DO
em lipossomas
5 Agrippal  (subunidade) Iniciacdo heterdloga DO
6 Agrippal (subunidade)/Lipossomas | Iniciacdo heterdloga DO
contendo 3D-MPL
7 Aggripal (subunidade)/DQS21 Iniciacdo heterdloga DO
8 Aggripal (subunidade)/MPL/QS21 Iniciacdo heterdloga DO
em lipossomas
9 PBS Iniciacdao heterdéloga DO
* Tipo Fluarix. 16 murganhos/grupo
IV.1.2. Preparacao das formulacdes de vacina
Formulagdao para o grupo 1:
Foi adicionado PBS 10 vezes concentrado (pH 7,4 quando

concentrado uma vez)

Triton X-100 e VES

detergentes presentes nas estirpes)
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agitar 5 minutos, foram adicionados 15 ng de cada estirpe HINI,
H3N2 e 15 pg de estirpe B com 10 minutos de agitagdo entre cada
adigcdao. A formulagdo ¢é agitada durante no minimo 15 minutos e

armazenada a 4 °C, se ndo administrada directamente.

Formulacao para O grupo 2:

Foi adicionado PBS 10 vezes concentrado (pH 7,4 guando
concentrado uma vez), assim como uma mistura contendo Tween 80,
Triton X-100 e VES (quantidades gque tomam em consideracdo os
detergentes presentes nas estirpes) a dgua para injeccao. Apds
agitar 5 minutos, foram adicionados 15 ng de cada estirpe HINI,
H3N2 e 15 pg de estirpe B com 10 minutos de agitagdo entre cada
adigcao. A formulacdo ¢é agitada durante 15 minutos. Foram
adicionados lipossomas concentrados contendo 3D-MPL (feitos de
DOPC 40 mg/mL, colesterol 10 mg/mL, 3D-MPL 2 mg/mL) para
alcangar uma concentracado final de MPL de 50 pg por dose. A
formulacédo é depois agitada no minimo 15 minutos e armazenada a

4 °C, se nao administrada directamente.

Formulagdo para o grupo 3:

Foi adicionado PBS 10 wvezes concentrado (pH 7,4 guando
concentrado uma vez) assim como uma mistura contendo Tween 80,
Triton X-100 e VES (quantidades que tomam em consideracado os
detergentes presentes nas estirpes) a 4dgua para injeccao. Apds
agitar 5 minutos, foram adicionados 15 ng de cada estirpe HINI,
H3N2 e 15 ng de estirpe B com 10 minutos de agitagdo entre cada
adicdo. A formulacdo € agitada durante 15 minutos. Uma pré-
mistura feita de lipossomas (feitos de DOPC 40 mg/mL, colesterol

10 mg/mL) e QS21 chamado “DQS21” ¢é depois adicionado para
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alcancar uma concentracao de QS21 de 50 ng por dose. Esta pré-
mistura € incubada, pelo menos, 15 minutos antes da adicao a
mistura fragmentada trivalente. A formulacdo ¢ agitada durante
no minimo 15 minutos e armazenada a 4 °C, se nao administrada

directamente.

Formulagao para o grupo 4:

Foi adicionado PBS 10 vezes concentrado (pH 7,4 guando
concentrado uma vez), assim como uma mistura contendo Tween 80,
Triton X-100 e VES (quantidades que tomam em consideracao os
detergentes presentes nas estirpes) a &gua para injeccdo. Apds
agitar 5 minutos, foram adicionados 15 pg de cada estirpe HINI,
H3N2 e 15 pg de estirpe B com 10 minutos de agitagdo entre cada
adicdo. A formulacadao é agitada durante 15 minutos. Uma mistura
feita de lipossomas contendo 3D-MPL (feitos de DOPC 40 mg/mL,
colesterol 10 mg/mL, 3D-MPL 2 mg/mL) e QS21 é depois adicionada
para alcancar concentragdes de QS21 e MPL de 50 pg por dose.
Esta mistura ¢ incubada, pelo menos, 15 minutos antes da adicéo
a mistura fragmentada trivalente. A denominada formulacgao
“fragmentada trivalente MPL/QS21 em lipossomas” € agitada
durante no minimo 15 minutos e armazenada a 4 °C, se néao

administrada directamente.

Nota: Nos grupos 1 a 4, o PBS 10 vezes concentrado &
adicionado para alcangar isotonicidade e é 1 vez concentrado no
volume final. O volume de H20 é calculado para alcancgcar o volume

desejado.
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Formulagao para o grupo 5:

Uma dose de Agrippal’ é misturada com volume igual de PBS a
PH 7,4 de. A formulacdo é agitada durante no minimo 15 minutos e

armazenada a 4 °C, se nao administrada directamente.

Formulagao para o grupo 6:

S30 misturados PBS pH 7,4 e uma dose de Agrippal . Sao
depois adicionados lipossomas contendo 3D-MPL (feitos de DOPC
40 mg/mL, colesterol 10 mg/mL, 3D-MPL 2 mg/mL) sob agitacdo para
alcangar o equivalente de 50 pg de MPL por dose. A formulagao é
agitada durante no minimo 15 minutos e armazenada a 4 °C, se nao

administrada directamente.

Nota: O PBS ¢ adicionado para alcancgar i1isotonicidade no

volume final. O Aggripal é metade do volume da formulagédo.

Formulacao para O grupo 7:

Sdo misturados PBS pH 7,4 e uma dose de Agrippal . Uma
pré-mistura de lipossomas (feitos de DOPC 40 mg/mL, colesterol
10 mg/mL) e QS21 denominado “DQS21” ¢é depois adicionado sob
agitacdo para alcangar o eqgquivalente de 50 npg de QS21. Esta
pré-mistura ¢ incubada durante, pelo menos, 15 minutos antes da
adicdo. A formulacdo ¢ agitada no minimo 15 minutos e armazenada

a 4 °C, se nadao administrada directamente.

Nota: O PBS ¢ adicionado para alcancgar isotonicidade no

volume final. O Aggripal’ ¢é metade do volume da formulacio.
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Formulacao para O grupo 8:

Sdo misturados PBS pH 7,4 e uma dose de Agrippal . Uma
pré-mistura do denominado  “DQS21-MPLin” é adicionada sob
agitacdao a formulacdo. A pré-mistura de DQS21-MPLin ¢é uma
mistura de lipossomas (feitos de DOPC 40 mg/mL, colesterol
10 mg/mL, MPL 2 mg/mL) e do imunocestimulador QS21. Esta
pré-mistura ¢ incubada durante, pelo menos, 15 minutos antes da
adicdo a mistura de Aggripal/PBS. A guantidade de MPL e QS21 na
formulagcdo ¢ 50 pg cada. A formulagdao ¢é agitada no minimo
15 minutos e armazenada a 4 °C, se nao administrada

directamente.
Nota: O PBS ¢é adicionado para alcancar isotonicidade no

volume final. O Aggripal € metade do volume da formulacao.

Tabela 5: Composicao final das formulagdes 1 a 4 preparadas

com estirpes fragmentadas (para 1 mL)

Grupo | Antigénio Tween 80 Triton | VES DOPC | Coles— | MPL Qs21
X-100 terol
1 HIN1l: 15 ug 750 ng 110 pg | 100 pg | - - - -
H3N2: 15 ug
B: 17,5 ug
2 Idéntico a 1 | Idéntico a 1 | 110 pg | 100 pg |l mg | 250 pg | 50 ug | -
3 Idéntico a 1 | Idéntico a 1 | 110 pg |[100 pg |1l mg | 250 pg | — 50 pg
4 Idéntico a 1 | Idéntico a 1 | 110 pg | 100 pg |1l mg | 250 pg | 50 pg | 50 ug
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Tabela 6: Composicdo final das formulagdes 5 a 8 preparadas
com vacina Agrippal’ (1 mL)
Grupo Antigénio DOPC Colesterol MPL Qs21
5 1 dose de vacina | - - - -
Aggripal
6 Idéntico a 5 1 mg 250 ug 50 pg -
7 Idéntico a 5 1 mg 250 ug - 50 pg
8 Idéntico a 5 1 mg 250 ug 50 pg 50 pg
IV.1.3. Leituras (Tabela 7)
Tabela 7
Leitura Ponto do tempo Tipo de | In/Po | Método de
amostra analise
Anticorpos Dia 21 Soros In Teste de
anti-HI (titulos | Pés—Imunizacado inibicdo de
de HI) (Dia 49) Hemaglutinacéo
Cb4, CD8, IL-2, Dia 7 PBL Po Coloracao
IFN-y (FACS) Pés—-Imunizacao intracelular de
(Dia 35) Citocinas (ICS)
In = Individuo/Po = Agrupamneto
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IV.2. Resultados

IV.2.1. Resposta humoral (titulos de HI 21 dias apéds

imunizacao) .

Respostas humorais por titulos de HI - Figura 4.

A actividade da inibicdo da hemaglutinacao contra as trés
estirpes de vacina (A/Nova Caleddénia/20/99, A/Wyoming/3/2003,
B/Jiangsu/10/2003) foi detectada em soros de 8 animais por grupo

no Dia 21 Pés-imunizacéao.

» Comparativamente a murganhos imunizados com PBS, foi
observado um aumento em titulos de HI apds imunizacgdo com
todos os candidatos de vacina da Gripe testados para todas
as trés estirpes (vacina fragmentada Trivalente ou

Trivalente de subunidade).

» Para todas as trés estirpes, foram observados titulos de
HI mais elevados, estatisticamente significativos, em
murganhos imunizados com Fragmentada Trivalente adjuvada
apenas com DQS21 ou MPL/QS21 em lipossomas comparativamente
a murganhos imunizados com Gripe Fragmentada Trivalente
simples ou adjuvada com Lipossomas contendo apenas 3D-MPL.
A classificagdo para a resposta humoral foi como se segue:
(MPL/QS21 em 1lipossomas = apenas DQS21) > (Lipossomas
contendo apenas 3D-MPL = simples) > PBS

» Para todas as trés estirpes, foram observados titulos de
HI mais elevados, estatisticamente significativos, em
murganhos imunizados com subunidade Trivalente adjuvada
apenas com DQS21, Lipossomas contendo apenas 3D-MPL ou
MPL/QS21 em lipossomas comparativamente a murganhos
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imunizados com fragmentada Trivalente simples. A
classificacdo para a resposta humoral foi como se segue:
(MPL/QS21 em 1lipossomas = apenas DQS21 = Lipossomas
contendo apenas 3D-MPL) > simples > PBS.

» Fragmentada trivalente e Trivalente de subunidade induzem
titulos de HI semelhantes quando as formulacgdes foram néao
adjuvadas ou adjuvadas com apenas DQS21 ou MPL/QS21 em

lipossomas.

IV.2.2. Resposta 1mune mediada por célula (ICS no dia 7

pdés—imunizacao) .

Respostas de célula T CD4 - Figura 5

As PBMC de 8 murganhos por grupo foram recolhidas no Dia 7
Pds—-imunizacao e testadas em 4 agrupamentos de

2 murganhos/grupo.

Em termos de células T CD4+ totais especificas de wvirus

inteiro da Gripe (expressando IL-2, IFN-y e ambas as citocinas):

» Qualquer que seja a formulacdo, foram observadas respostas
idénticas de célula T CD4+ entre as vacinas fragmentadas

Trivalentes e Trivalentes de subunidade.

» Foram observadas respostas de célula T CD4+ mais elevadas
para formulagdes Trivalentes (fragmentadas ou de
subunidade) adjuvadas com MPL/QS21 em lipossomas quando
comparadas a formulacgdes Trivalentes (fragmentadas ou de
subunidade) simples ou adjuvadas com Lipossomas contendo

apenas 3D-MPL ou apenas DQS21.
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» Para a resposta celular induzida por uma formulacéo
Trivalente (fragmentada ou de subunidade), existe um efeito
sinérgico de Lipossomas contendo 3D-MPL + DQS21
comparativamente a apenas DQS21 ou Lipossomas contendo

apenas 3D-MPL.

» A classificacdo para a resposta celular fol como se
segue: MPL/QS21 em lipossomas > (Lipossomas contendo apenas

3D-MPL = apenas DQS21 = simples = PRS).

IV.3. Resumo de resultados e conclusodes

» Para todas as trés estirpes, foram observados titulos de
HI mais elevados, estatisticamente significativos, em
murganhos imunizados com formulacdes Trivalentes
(fragmentadas ou de subunidade) adjuvadas com apenas DQS21
ou MPL/QS21 em lipossomas comparativamente a murganhos
imunizados com formulagdes Trivalentes (fragmentadas ou de
subunidade) simples. 0Os lipossomas contendo apenas 3D-MPL
parecem 1induzir uma resposta humoral mais elevada gquando
formulados com subunidade Trivalente do que fragmentada

Trivalente.

» Qualquer que seja a formulacdo, foram obtidas respostas
semelhantes de célula T CD4+ para fragmentada Trivalente

(Fluarix) e de subunidade Trivalente (Agrippal).

» As formulacbes Trivalentes (fragmentadas ou de subunidade)
adjuvadas com MPL/QS21 em lipossomas induzem respostas de

célula T CD4+ mails elevadas comparativamente a formulacdes
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Trivalentes (fragmentadas ou de subunidade) simples ou
adjuvadas com Lipossomas contendo apenas 3D-MPL ou apenas

0S21 em lipossomas (DQS21).

Exemplo de Referéncia V - Comparagdo pré-clinica de uma
vacina contendo uma preparacgao antigénica de influenza
fragmentada adjuvada com 3D-MPL/QS21 numa formulagdo lipossomal

(3D-MPL a duas concentragdes diferentes)

V.1l - murganhos.

V.1l.1 - Concepgao experimental e objectivo.

Foram utilizados murganhos C57B1/6 iniciados com estirpes
heterdélogas para esta experiéncia. O objectivo foi analisar as
respostas imunes humorais (titulos de HI) e CMI (ICS, coloracéao
intracelular de citocinas) induzidas por uma vacina fragmentada
Trivalente comercialmente disponivel da GlaxoSmitKline (Fluarix )
numa forma nado adjuvada e quando adjuvada com lipossomas

contendo duas concentracgdes diferentes de 3D-MPL e QS21.

V.1.2 Tratamento/Grupo

Foram obtidos murganhos C57Bl1/6 fémeas com 8 semanas da
Harlan Horst, Holanda. Os murganhos foram iniciados
intranasalmente no dia 0 com estirpes hetero-subtipicas
(inactivadas inteiras A/Beijing/262/95, H3N2 A/Panama/2007/99,
B/Shandong/7/97). No dia 28, os murganhos foram injectados
intramuscularmente com Fragmentada Trivalente (A/Nova Caledénia,

A/Wyoming, B/Jiangsu) simples ou adjuvada com duas concentragdes
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diferentes de imunoestimuladores em formulagdes lipossomais

grupos na Tabela 8 abaixo).

Tabela 8

Grupo | Antigénio(s) + Formulagdo + Outros tratamentos
dosagem dosagem

1 Gripe fragmentada Simples Iniciagdo heterdloga
Trivalente - DO inactivada inteira
1,5 ng/estirpe/ 5 ug/20 plL
50 pL intranasalmente

2 Gripe fragmentada Lipossomas Iniciacdo heterdloga
Trivalente - contendo 3D-MPL DO inactivada inteira
1,5 pg/estirpe/ 50 pg por dose de 5 nug/20 pL
50 pL 0,5 mL intranasalmente

3 Gripe fragmentada DQS21 50 ng por Iniciagdo heterdloga
Trivalente - dose de 0,5 mL DO inactivada inteira
1,5 pg/estirpe/ 5 ug/20 pL
50 uL intranasalmente

4 Gripe fragmentada MPL e QS21 25 ug Iniciagdo heterdéloga
Trivalente - por dose de 0,5 mL | DO inactivada inteira
1,5 ng/estirpe/ 5 ng/20 L
50 uL intranasalmente

5 Gripe fragmentada MPL e QS21 50 ug Iniciagao heterdéloga
Trivalente - por dose de 0,5 mL | DO inactivada inteira
1,5 ng/estirpe/ 5 ug/20 pL
50 pL intranasalmente

6 PRBRS Nenhuma Iniciacédo heterdloga

DO inactivada inteira
5 pg/20 uL

intranasalmente
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V.1.3 - resultados.

Respostas humorais por titulos de HI - Figura 24.

A  actividade de inibigdo de hemaglutinacdo contra as
3 estirpes de vacina foi detectada em soros de 9 animais/grupo

no dia 21 pdés—-imunizacéo.

» Comparativamente a murganhos imunizados com PBS, foi
observado um aumento em titulos de HI apds imunizacgdo com
todos os candidatos de vacina da Gripe testados para todas

as trés estirpes.

» Para todas as trés estirpes, foram observados titulos de
HI mais elevados, estatisticamente significativos, em

murganhos imunizados com Fragmentada Trivalente com

adjuvante MPL e QsS21 em qualqgquer concentracao
comparativamente a murganhos imunizados com Gripe
Fragmentada Trivalente Simples (valor maximo de p = 0,03)

» Ndo foil observada qualquer diferenca estatisticamente

significativa entre 0s dois grupos de adjuvantes

lipossomais
Resposta imune mediada por célula (ICS no dia 7
pés—imunizacdo) - Figura 25.

Foram recolhidas PBMC de 9 murganhos/grupos 7 dias
pdés—imunizacao e testadas em trés agrupamentos de

3 murganhos/grupo. Em termos de células T CD4+ especificas de
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virus da Gripe inteiro que expressam IL-2, IFN-y ou ambas as

citocinas:

Como pode ser observado na Figura 25, as respostas
especificas de célula T CD4+ IFN-y mails elevadas foram
obtidas apds imunizacgdo com fragmentada trivalente adjuvada
com a maior concentracdao de imunoestimuladores. Contudo, as
respostas de célula T de IL2 e IL2+ IFN-y foram semelhantes

entre as duas concentracgdes de imunoestimuladores.

Exemplo de Referéncia VI - Ensaio clinico numa populagédo
idosa com mais de 65 anos com uma vacina contendo uma preparacéo
antigénica de influenza fragmentada adjuvada com MPL/QS21 numa

formulag¢do lipossomal (3D-MPL a duas concentrag¢des diferentes)

VI.1l. Concepgdo do ensaio e objectivos

Um ensaio aleatorizado de fase I/I1 aberto para demonstrar a
nao inferioridade em termos de resposta imune mediada por célula
das vacinas da influenza candidatas da GlaxoSmitKline
Biologicals contendo varios adjuvantes administradas numa
populacao idosa (com 65 anos ou mais) em comparacgcao com Fluarix™
(conhecida como o—-Rix™ na Bé€lgica) administrada em adultos (18-

40 anos)

Foram atribuidos quatro grupos paralelos:

. 75 adultos (com idades de 18-40 anos) num grupo de controlo
que recebe uma dose de Fluarix™ (grupo Fluarix)
. 200 individuos idosos (com 65 anos ou mais) aleatorizados

3:3:2 em trés grupos:
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- Um grupo com 75 individuos gque recebem a vacina da
influenza adjuvada com AS0l B

- Um grupo com 75 individuos que recebem a vacina da
influenza adjuvada com ASOl1E

- Grupo de referéncia da Gripe com 50 individuos que

recebem uma dose de Fluarixm™

Objectivo Primdrio

O objectivo primdrio € demonstrar a nado 1inferioridade

21 dias pods-vacinagdo das vacinas da influenza adjuvadas

administradas em individuos idosos (com 65 anos ou mais)
comparativamente a Fluarix™ administrado em adultos (com
18-40 anos) em termos de frequéncia de linfécitos T CD4

especificos de influenza qgue produzem, pelo menos, duas

citocinas diferentes (CD40L, IL-2, TNF-o, IFN-v).

Objectivos secundarios

Os objectivos secunddrios sao:

1) Avaliar a seguranca e a reactogenicidade de vacinacao com
vacinas da influenza candidatas adjuvadas durante 21 dias,

ap6és a administracdo intramuscular da vacina em individuos

idosos (com 65 anos ou mais). Fluarix™ ¢é utilizado como
referéncia.
2) Avaliar a resposta imune humoral (titulo

anti-hemaglutinina) 21, 90 e 180 dias apds vacinacdo com
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vacinas da influenza candidatas adjuvadas. Fluarix™ &

utilizado como referéncia.

Objectivo Tercidario

O objectivo tercidrio é avaliar a resposta imune mediada por
célula (producao de IFN-y, IL-2, CD40L e resposta de célula B de
meméria e TNF-o) 21, 90 e 180 dias apds vacinagcao com vacinas da

influenza adjuvadas. Fluarix™ & utilizado como referéncia.
J

VI.2. Composigdo de vacina e administracgéao

Foram utilizados dois adjuvantes diferentes:

1. ASO01B, um adjuvante baseado em lipossoma contendo 50 ug
de MPL e QS21
2. ASO01lE, uma formulacdo diluida duas vezes de AS01B

Controlo: dose total de Fluarix™ por administracdao IM.

Todas as vacinas sdao pretendidas para administracéao
intramuscular. As estirpes wutilizadas nas c¢inco vacinas sao
aquelas que foram recomendadas pela OMS para a estacao de
2005-2006 do hemisfério norte, 1. e., A/Nova Caleddénia/20/99
(HIN1), A/Nova Iorque/7/2004 (H3N2) e B/Jiangsu/10/2003.

Os trés antigénios de virido fragmentado inactivado (carga
monovalente) wutilizados na formulagdo da vacina da influenza
candidata adjuvada, sao exactamente 0s mesmos que 0S
ingredientes activos wutilizados na formulagdao comercial de

Fluarix™/o-Rix™ - wvacina da influenza 1nactivada de wvirido
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fragmentado da GSK Bio. Sao derivados de virus cultivados em
ovo. As estirpes da influenza sdao as recomendadas para a estacao
de 2005/2006, como utilizadas na formulacdo comercial de

Fluarix™/o-Rix™ de 2005/2006.

As estirpes utilizadas nas trés vacinas sao aguelas dque
foram recomendadas pela OMS para a estacao de 2005-2006 do

hemisfério norte, 1. e.,

. A/Nova Caledénia/20/99 (H;N;) IVR-116
. A/Nova Iorque/55/2004 (H3N2) NIMC X-157
. B/Jiangsu/10/2003

Tal como Fluarix™/o-Rix™, a vacina adjuvada contém 15 pg de
hemaglutinina (HA) de cada estirpe de virus da influenza por

dose.

VI.2.1. Descricado dos lotes de vacina adjuvada AS01B

A vacina da influenza candidata adjuvada com ASQ01B ¢é uma
vacina de 2 componentes consistindo de antigénios de viriao
fragmentado inactivado trivalentes concentrados apresentados num
frasquinho de vidro e de um frasquinho de wvidro contendo o
adjuvante AS01B. Na altura da injeccdo, o conteudo do frasquinho
do adjuvante é retirado e injectado no frasquinho que contém os
antigénios de viriédo fragmentado inactivado trivalentes
concentrados. Apds mistura, o contetdo é retirado para a seringa
e a agulha é substituida por uma agulha intramuscular. A agulha
utilizada € substituida por uma agulha intramuscular e o volume
é corrigido para 1 mL. Uma dose da vacina da influenza candidata

adjuvada com ASQ1B reconstituida corresponde a 1 mL.
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A vacina da influenza candidata adjuvada com AS01B & uma

vacina sem conservante.

VI.2.2. Composicdo do lote clinico adjuvado ASO1B

Uma dose da vacina da influenza adjuvada com AS01B
reconstituida corresponde a 1 mL. A sua composicdo €& apresentada
na Tabela 8. Contém 15 pg de HA de cada estirpe de virus da

influenza como na vacina registada Fluarix /o—Rix®.

Tabela 8 - Composigdo (influenza e componentes adjuvantes)
da vacina da influenza candidata adjuvada com ASO1B

reconstituida

Componente Quantidade Referéncia

por dose Analitica

INGREDIENTES ACTIVOS

Virides fragmentados inactivados

- A/Nova Caleddnia/ 20/99 (HIN1)

IVR-116 15 pg de HA Ph. Eur. 158
- A/Nova Iorque/55/2004 (H3N2)
NIMC X-157 15 pg de HA Ph. Eur. 158
- B/Jiangsu/10/2003 15 pg de HA Ph. Eur. 158
ADJUVANTE ASO1B
- Lipossomas
» dioleilfosfatidilcolina (DOPC) 1000 ng GSK Bio 3217
» Colesterol 250 ng Ph. Eur. 0993
+ MPL 50 ug GSK Bio 2972
- QSsS21

50 ug GSK Bio 3034
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VI.2.3. Método de producdao do lote de vacina adjuvada ASO1B

O fabrico da vacina da influenza adjuvada com ASQOlB consiste

em trés passos principais:

. Formulagao da carga final trivalente (2 x concentrada) sem
adjuvante e enchimento no recipiente de antigénio

. Preparacao do adjuvante ASO1B

. Reconstituicdo extemporédnea da vacina de virus fragmentado

adjuvada com ASQOLlB.

Formulagdo da carga final trivalente sem adjuvante e

enchimento no recipiente de antigénio

Os volumes das trés cargas monovalentes sdo baseados no
conteudo de HA medido em cada carga monovalente antes da
formulacédo e num volume alvo de 1320 mL. Soro fisioldgico
tamponado com fosfato concentrado POsNa/K; (80 uL/dose) e uma
pré-mistura de Tween 80, Triton X-100 e hidrogenossuccinato de
o-tocoferil sdo diluidos em 4&agua ©para injeccdo. As trés
monocargas concentradas (A/Nova Caleddénia/20/99 IVR-1106,
A/Nova Iorque/55/2004 NIMC X-157, B/Jiangsu/10/2003) s&ao depois
diluidas sucessivamente na solucgao resultante de SOro
fisioldgico tamponado com fosfato/Tween 80 - Triton X-100 -
hidrogenossuccinato de o-tocoferil (pH 7,8, 81 mM de NaCl,
1,56 mM de KC1l, 4,79 mM de NayHPO,, 0,87 mM de KH,PO,, 7,2 mM de
NaH,PO,, 72,8 mM de Ky;HPO,, 750 npg/mL de Tween 80, 110 pg/mL de
Triton X-100 e 100 pg/mL de hidrogenossuccinato de o-tocoferilo)
de modo a ter uma concentracdo final de 30 pg de HA de estirpes
A (HINl1 e H3N2) por mL de carga final trivalente (15 ug de
HA/estirpe A/500 pL de carga final trivalente) e 35 pg de HA de
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estirpe B (17,5 npg de HA/estirpe B/500 pL de carga final
trivalente). Entre a adicdo de cada carga monovalente, a mistura
¢ agitada durante 10-30 minutos a temperatura ambiente. Apds
adicdao da ultima carga monovalente e 15-30 minutos de agitacao,

o pH é verificado e ajustado para 7,65 = 0,25 com HC1l ou NaOH.

A carga final trivalente de antigénios é cheia
assepticamente em frasquinhos de vidro de Tipo I (Ph. Eur.)
estéreis de 3 mL. Cada frasquinho contém um volume de 600 uL

(500 pL + 100 1 de transbordo).

Preparacdo da carga de adjuvante AS0IB e enchimento no

recipiente de adjuvante

O adjuvante AS01B ¢é ©preparado por mistura de dois
componentes: QS21 e lipossomas contendo MPL. A preparacao de
cada um destes componentes € resumida abaixo. A QS21 é um
glicdésido de triterpeno obtido de casca da Aarvore Quillaja
saponaria e ¢é produzida por Aquila Worchester, MA, EUA (agora

Antigenics).

A (QS21 ¢é proporcionada a GSK Biologicals como um pbd
liofilizado. A preparagao de QS21 na GSK Bio consiste na
suspensao do pd de QS21 em Agua para injeccdo a uma concentracao
de aproximadamente 5 mg/mL, ajuste de pH para pH 6,0 +* 0,2 e
filtragdo estéril. A carga liquida de QS21 é armazenada a -20 °C

em recipientes de polietileno.
O MPL é o lipido A 4’-monofosforil-3-0O-desacilado obtido por

hidrélises 4&dcidas e bdasicas sequenciailis do lipopolissacéarido da

estirpe Re595 de Salmonella minnesota. E produzido por GSK
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Biologicals, Hamilton, Montana. O MPL em bruto é fornecido como

o0 sal liofilizado de trietilamina (TEA).

No processo de producao de lipossomas contendo MPL-, DOPC
(dioleilfosfatidilcolina), colesterol e MPL sdo dissolvidos em
etanol. Uma pelicula 1lipidica ¢é formada por evaporacgao do
solvente sob vacuo. Soro Fisioldgico tamponado com fosfato feito
de 9 mM de NayHPO,, 41 mM de KH,PO,, 100 mM de NaCl a pH 6,1 é
adicionado e a mistura é submetida a pré-homogeneizacao, seguida
por homogeneizacdo a alta pressdo a 15000 psi (+/- 20 ciclos).
Isto conduz a producdo de lipossomas que sdo filtrados de modo
estéril através de uma membrana de 0,22 pm numa Aarea asséptica
(classe 100). O produto estéril ¢é depois distribuido em
recipientes de vidro estéreis e armazenado numa cémara fria (42

a +8 °QC).

A preparagao de carga estéril de lipossomas é misturada com
solugao de carga QS21 estéril. Apds agitar 30 minutos, esta
mistura ¢é adicionada a uma mistura de 4agua para injeccdo e
fosfato 500 mM, NaCl 1 M pH 6,1 guando diluido 10 vezes. A
quantidade do fosfato 500 mM, NaCl 1 M pH 6,1 gquando diluido
10 vezes, ¢é calculada para alcancar a isotonicidade no volume
final. O pH é verificado. O adjuvante é depois filtrado de modo
estéril (0,22 pm) e distribuido assepticamente em frasqguinhos.

Os frasquinhos sao armazenados a +2 a +8 °C.

O diluente ASQ01B ¢é um 1liquido incolor opalescente, sem
particulas estranhas, contido num frasquinho de vidro de tipo 1
estéril. O enchimento alvo para cada frasquinho & 0,7 mL de modo

a satisfazer a especificacdo (2 0,5 mL).
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Reconstituicdo extempordnea da vacina de virus fragmentado

adjuvada com ASOIB

Na altura da injeccao, o contetdo do frasquinho contendo o
adjuvante é retirado e é injectado no frasgquinho gque contém os
antigénios de viriao fragmentado inactivado trivalentes
concentrados. Apds mistura, o conteudo é retirado para a seringa
e a agulha é substituida por uma agulha intramuscular e o volume
€& corrigido para 1 mL. Uma dose da vacina da influenza candidata

adjuvada com AS01B reconstituida corresponde a 1 mL.

VI.2.4. Descricao dos lotes de vacina adjuvada com ASOlE

A vacina da influenza candidata adjuvada com ASOlE & uma
vacina de 3 componentes consistindo de antigénios de wviriao
fragmentado inactivado trivalentes concentrados apresentados num
frasquinho de wvidro, um frasgquinho de vidro contendo adjuvante
ASO1B e um frasquinho de vidro contendo o diluente (solugdo de
cloreto de sdédio para injecgao) para a diluicdo duas vezes de

ASO1B.

Para preparar o adjuvante ASOlE, o conteudo do frasquinho de
diluente é retirado com uma seringa e injectado no frasquinho
contendo o adjuvante AS01B, seguido por mistura. Na altura da
injeccao, 600 puL de adjuvante ASOlE sdo retirados com uma
seringa do frasquinho de ASOlE e injectados no frasquinho que
contém 0s antigénios de viriao fragmentado inactivado
trivalentes concentrados. Apds mistura, o conteudo ¢é retirado
para a seringa e a agulha ¢é substituida por uma agulha
intramuscular. Uma dose da vacina da influenza candidata

adjuvada com ASQ1B reconstituida corresponde a 1 mL.
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A vacina da influenza candidata adjuvada com ASOlE & uma

vacina sem conservante.

VI.2.5. Composigcao do lote clinico adjuvado ASO1E

Uma dose da vacina da influenza adjuvada com ASOlE
reconstituida corresponde a 1 mL. A sua composicdo €& apresentada
na Tabela 9. Esta contém 15 pg de HA de cada estirpe do virus da

influenza como na vacina registada Fluarix™/o-Rix®.

Tabela 9 - Composigdo (influenza e componentes adjuvantes)
da vacina da influenza candidata adjuvada com ASOlE

reconstituida

Componente Quantidade Referéncia

por dose Analitica

INGREDIENTES ACTIVOS

Virides fragmentados inactivados

- A/Nova Caleddnia/ 20/99 (HIN1)

IVR-116 15 pg de HA Ph. Eur. 158
- A/Nova Iorque/55/2004 (H3N2)
NIMC X-157 15 pg de HA Ph. Eur. 158
- B/Jiangsu/10/2003 15 pg de HA Ph. Eur. 158
ADJUVANTE ASO1B
- Lipossomas
» dioleilfosfatidilcolina (DOPC) 500 ug GSK Bio 3217
» Colesterol 125 nug Ph. Eur. 0993
+ MPL 25 ug GSK Bio 2972
- QSs21 25 ug GSK Bio 3034
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VI.2.6. Método de produgao do lote de vacina adjuvada ASOLE

O fabrico da vacina da influenza adjuvada com ASOlB consiste

em trés passos principais:

. Formulacdo da carga final trivalente (2 x concentrada)
sem adjuvante e enchimento no recipiente de antigénio

. Preparacdo do adjuvante AS01B

o Preparacao do adjuvante ASQOLE, seguida por
reconstituicgao extemporénea da vacina de virus

fragmentado adjuvada com ASOl1E.

Formulagdo da <carga final trivalente sem adjuvante e

enchimento no recipiente de antigénio

E feita referéncia & seccdo V.2.3 para a vacina da influenza
adjuvada com ASO1B.

Preparacdo da carga adjuvante de AS0IB e enchimento no

recipiente de adjuvante

E feita referéncia & seccdo V.2.3 para a vacina da influenza

adjuvada com ASO1B.
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Reconstituicdo extempordnea da vacina de virus fragmentado

adjuvada com ASOIE

Para preparar o adjuvante ASQlE, o conteudo do frasquinho de
diluente ¢é retirado com uma seringa e injectado no frasquinho
contendo o adjuvante AS01B, seguido por mistura. Na altura da
injeccado, 600 pL de adjuvante ASOlE é retirado com uma seringa
do frasquinho de ASOlE e injectado no frasquinho que contém os
antigénios do viriao fragmentado inactivado trivalentes
concentrados. Apds mistura, o conteldo é retirado para a seringa
e a agulha é substituida por uma agulha intramuscular. Uma dose
da vacina da influenza candidata adjuvada com ASO1E

reconstituida corresponde a 1 mL.

Quatro visitas programadas por individuo: aos dias 0, 21, 90
e 180, com amostra de sangue recolhida em cada visita para

avaliar a imunogenicidade.

Programa de vacinacao: uma injeccado de vacina da influenza

no dia 0

VI.2.7 — Ensaios imunoldégicos

Ensaio de inibicdo da hemaglutinacéao

A resposta imune é determinada por medicgdo de anticorpos de
inibi¢do da hemaglutinagdao (HI) wutilizando o método descrito
pelo Centro de Colaboracado para a influenza da OMS, Centros para
Controlo de Doenca, Atlanta, EUA (1991). As medicgdes do titulo
de anticorpos foram conduzidas em amostras séricas descongeladas
com um micrométodo padronizado e detalhadamente validado

utilizando 4 unidades de inibicdao de hemaglutinacao (4 HIU) dos
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antigénios apropriados e uma suspensao a 0,5% de eritrécitos de
ave de capoeira. Os 1inibidores séricos nédo especificos foram
removidos por tratamento de calor e enzima destruidora de
receptor. O0s soros obtidos foram avaliados para niveis de
anticorpos de HI. Comecando com uma diluicdo inicial de 1:10,
foi preparada uma diluicdo em série (por um factor de 2) até uma
diluicadao final de 1:20480. O ponto final de titulacao foi tomado
como © passo de maior diluicdo que mostrou inibicdo completa
(100%) da hemaglutinacdo. Todos os ensaios foram realizados em

duplicado.

Citometria de Fluxo de Citocina (CFC) utilizada para avaliar

a frequéncia de linfécitos T CD4 ou CD8 positivos a citocina(s)

As células T CD4 e (CD8 especificas de antigénio de sangue
periférico podem ser re-estimuladas in vitro para produzir
CDh40L, 1IL-2, TNF-o e IFN-y, se incubadas com o seu antigénio
correspondente. Consequentemente, as células T CD4 e CDS8
especificas de antigénio podem ser contadas por citometria de
fluxo apds marcagao imunofluorescente convencional do fendtipo
celular, assim como producdo intracelular de citocinas. No
presente estudo, os antigénios de wvacina da influenza serao
utilizados como antigénios para re—-estimular células T
especificas de influenza. Os resultados serdo expressos Como uma
frequéncia de células T CD4 ou CD8 positivas a citocina(s)

dentro da subpopulacao de células T CD4 ou CDS8.
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ELISPOT utilizado para avaliar a frequéncia de células B de

memdria

A tecnologia Elispot de célula B permite a quantificacdo de
células B de memdéria especificas para um determinado antigénio.
As células B de meméria podem ser induzidas para se
diferenciarem em células plasmaticas in vitro, apds cultivo com
CpG durante 5 dias. As células plasmaticas especificas de
antigénio geradas in vitro podem, deste modo, ser contadas
utilizando o ensaio elispot de célula B. Resumidamente, as
células plasmaticas geradas in vitro sdao incubadas em placas de
cultura revestidas com antigénio. As células plasmaticas
especificas de antigénio iréo formar pontos de
anticorpo/antigénio gue podem ser detectados por processo
imuno-enzimdtico convencional. No presente estudo, as estirpes
de wvacina da influenza ou imunoglobulina anti-humana séao
utilizados para revestir as placas de cultura para enumerar
células plasmaticas secretoras de anti-influenza ou IgG,
respectivamente. Os resultados sao expressos como uma frequéncia
de plasma especifico de antigénio em um milhdao de células

plasmdticas produtoras de IgG.

Caracterizacdo Exploratdéria de PBMC

A expressao de marcadores de superficie/activacgao
seleccionados (i. e., CD4, CD8, CD45R0O, CD45RA, CD28, CD27 ou
algum KIR) pode ser realizada. A funcao de linfécitos T
induzidos por vacina pode ser abordada através da andlise de
marcadores caselros (1. e., CCR7, CXCRbH), de citocinas
(citocinas de auxiliar T 1 ou auxiliar T 2) ou por andlise da
expressao de factores associados com fungdes reguladoras, tais

como Foxp3, CTLA-4 ou TGFB. Em particular, a populacdo de
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CD8+CD28- ou outras populacgdes de células T reguladoras podem

ser analisadas em relacdo as respostas humorais de células B e T

para o antigénio de wvacina.

VI.3. Resultados de imunogenicidade

VI.3.1l. Pontos finais de CMI e resultados

De modo a caracterizar a resposta de CMI apds vacinacado com
as vacinas da influenza adjuvadas, linfdécitos T CD4 e CD8 foram
re—-estimulados in vitro utilizando antigénios das trés estirpes
de vacina (utilizadas individualmente ou agrupadas) . Os
linfécitos T CD4/CD 8 especificos da influenza foram contados
por citometria de fluxo apds marcagao imunofluorescente
convencional da produgadao intracelular de citocinas (IL-2, IFN-v,

TNF-o e CD40L) .

Avaliacdo do ponto final primario.

No dia 21: a resposta de CMI em todos os individuos em
termos de frequéncia de linfécitos T CD4 especificos da
influenza por 10° em testes gue produzem, pelo menos, duas

citocinas diferentes (IL-2, IFN-y, TNF-a e CD40L).

Para a avaliacdao da resposta de CMI, a frequéncia de CD4

especifico da influenza é analisado como se segue:

Utilizando a abordagem de nao inferioridade, a nao
inferioridade de, pelo menos, uma vacina da influenza candidata
adjuvada (administrada a idosos =265 anos - o grupo denominado

Gripe idosos ou Gripe IDO) comparativamente a Fluarixm™
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(administrada a adultos com 18 - 40 anos - o grupo denominado
Gripe Jovens ou Gripe JOV) foi alcancada quando o limite
superior do intervalo de confianca de 98, 75% bilateral na razao
das Médias Geométricas (GM) (entre o grupo Fluarix™ (18-40 anos)
e a vacina da influenza candidata adjuvada (grupo =265 anos) em
termos de frequéncia de células T CD4 especificas da influenza
que produzem, pelo menos, duas citocinas no dia 21) foi inferior

a 2,0

GM Fuarix adnltos
98, 75% IC GM

Gripe adjnoada

UL <2

O IC de 98,75% de razdes GM, 21 dias apdbds vacinacédo, foi
calculado por computador utilizando uma andlise do modelo de
covariancia (ANCOVR) na transformacdo logaritmica 10 das
frequéncias. O modelo ANCOVA incluiu o grupo de vacina como
efeito fixo (Fluarix™ (18-40 anos) versus a vacina da influenza
candidata adjuvada (265 anos)) e a frequéncia de pré-vacinacao
como um regressor. A razao de GM e seu IC de 98,75% sao
derivados como transformacgao exponencial do correspondente grupo
de contraste no modelo. O IC de 98,75% para GM ajustada ¢é obtido
por transformacdo exponencial do IC de 98,75% para O grupo menos

a média quadrada do modelo de ANCOVA acima.

Resultados — andlise de interferéncia (Tabela 10)

As GM ajustadas e razdes de GM (com seus IC de 98,75%) de
linfécitos T CD4 especificos da influenza que produzem, pelo
menos, duas citocinas (IL-2, IFN-y, TNF-a e CD40L) no dia 21,

apdés restimulacdao in vitro com “antigénios agrupados II”, sao
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apresentadas na Tabela 10. Para cada vacina da influenza
adjuvada, o limite superior de IC de 98,75% bilateral da razao
de GM estd muito abaixo do limite clinico de 2,0. Isto mostra a
nao 1inferioridade de ambas as vacinas da influenza adjuvadas
administradas a individuos idosos comparativamente a vacina
Fluarix™ administrada a adultos com idades entre 18 e 40 anos,
em termos de frequéncia pds-vacinacdo de CD4 especifico da

influenza.

Tabela 10 Razdo de GM ajustada de células T CD4 especificas
da influenza dque produzem, pelo menos, duas citocinas apéds
re—estimulagdo com antigénios de vacina agrupados, Dia 21

(coorte ATP para imunogenicidade)

Razdo de GM (Gripe JOV/ASO01B)

Gripe JOV ASO1B 98,8% IC
N GM N GM Valor LL UL
74 2844,8 | 71 2725,6 1,04 0,79 1,38

Razao de GM (Gripe JOV/ASO1E)

Gripe JOV ASOlE 98,8% IC

N GM N GM Valor LL UL

74 2879,6 | 74 2697,0 (1,07 0,79 1,44

GM ajustada = média geométrica de anticorpos ajustada para o
titulo da linha de base; N = numero de individuos com resultados
pré- e pds-vacinacao disponiveis; 98,8% IC = 98,8% de intervalo

de confianca para a razao de GM ajustada (modelo Ancova: ajuste
a linha de base); LL = limite inferior, UL = limite superior;

Origem dos dados = Tabela IIIA do apéndice
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Resultados - Andlise descritiva (Figura 6)

As principais observagdes foram:

1) Antes da vacinagcdo a resposta CMI é maior em adultos

jovens do que em idosos

2) Apds vacinacgao:

- houve um efeito de reforco da vacina da influenza na
resposta CMI em adultos jovens (18-40 anos)

- a resposta CMI nos 1idosos que receberam a vacina da
influenza adjuvada ¢é comparavel a resposta CMI de

adultos jovens.

A diferenca entre a pré- e pds—-vacinacado nas respostas de
linfécitos T CD4 para todas as citocinas investigadas (IL-2,
CD40L, TNF-o e IFN-y) foi significativamente maior com vacinas

adjuvadas comparativamente a Fluarix™ para todos os testes.

Andlise do objectivo tercidrio:

De modo a avaliar o ponto final tercidrio, a frequéncia de
linfécitos T CD4/CD8 especificos da influenza e células B de

memdéria fol medida nos dias 0, 21, 90 e 180.

. A frequéncia de linfécitos T CD4/CD8 especificos da
influenza positivos a citocina foi resumida (estatistica
descritiva) para cada grupo de vacinacao nos dias 0 e 21,
para cada antigénio.

. Um teste nao paramétrico (teste de Wilcoxon) foi utilizado
para comparar a localizacdo da diferenga entre os dois

grupos (vacina da 1influenza adjuvada versus Fluarix™) e
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valor p estatistico é calculado para cada antigénio em cada
teste diferente.

. A estatistica descritiva na diferenga individual entre
respostas do dia 21/dia 0 (Pés-/Pré-vacinacao) ¢é calculada
para cada grupo de vacinacao e cada antigénio em cada teste
diferente.

. Um teste nao paramétrico (teste de Wilcoxon) € utilizado
para comparar a diferenca individual (Pés-/Pré-vacinacao) e
o valor p estatistico serd calculado para cada antigénio em

cada teste diferente.
Os valores p do teste de Wilcoxon utilizado para comparar a

diferengca na frequéncia de linfécitos T CD4 especificos da

influenza sdo apresentados na Tabela 11.

Resultados - Avaliacdo do ponto final tercidrio (Tabela 11)

As principais conclusdes sao:

. As frequéncias de GM de pré-vacinacao de células T CD4
especificas da influenza foram semelhantes em todos os
grupos de individuos idosos mas superiores nos adultos com
idades entre 18 e 40 anos.

. Em individuos idosos, a frequéncia de pds-vacinacao (dia 21)
de linfdécitos T CD4 especificos da influenza foi
significativamente maior apds vacinacao com vacinas
adjuvadas do que com Fluarixm™,

. A frequéncia de pds-vacinacao de linfdécitos T CD4
especificos da influenza permaneceu inferior em individuos
idosos vacinados com vacinas adjuvadas com AS01B ou ASOlE
do gque em adultos com idades entre 18 e 40 anos vacinados

com Fluarixm,
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. A frequéncia

de

GM de pré-vacinacao

células T CD8 especificas da influenza foi

semelhante em todos o0s grupos.

Tabela 11 Estatistica por inferéncia: valores

Kruskal-Wallis para células T CD4 em cada ponto do tempo (coorte

ATP para imunogenicidade)

e pobds-vacinacao de

essencialmente

p de testes

Descrigéo valor P
do teste ASO1B vs. Gripe JOV ASOlE vs. Gripe JOV
dia 0 dia 21 dia O dia 21
TODOS < 0,0001 0,0070 < 0,0001 0,0025
DUPLOS
CD40L < 0,0001 0,0056 < 0,0001 0,0015
IFNy < 0,0001 0,0009 < 0,0001 0,0006
IL2 < 0,0001 0,0029 < 0,0001 0,0021
TFNo < 0,0001 0,0295 < 0,0001 0,0378
ASO01B vs. Gripe IDO ASOlE vs. Gripe IDO
dia 0 dia 21 dia O dia 21
TODOS 0,6165 0,0004 0,8744 0,0018
DUPLOS
CD40L 0, 7560 0,0005 0,9504 0,0021
IFNY 0,9936 0,0008 0,9835 0,0029
IL2 0,6702 0,0011 0, 7855 0,0023
TFNa 0,5450 0,0022 0,6688 0,0040
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Resultados — Avaliagdo dos pontos finalis da resposta imune

humoral

Varidveis observadas:

Nos dias 0, 21, 90 e 180: titulos de anticorpos de inibigao
da hemaglutinacao (HI) sérica, testados separadamente contra
cada das trés estirpes de virus da influenza representadas na

vacina (anticorpos anti-HIN1, anti-H3N2 e anti-B).

O wvalor limite para anticorpos de HI contra todos os
antigénios de vacina foil definido pelo laboratdrio antes da
andlise (e ¢é igual a 1:10). Um individuo seronegativo €& um
individuo cujo titulo de anticorpo estd abaixo do wvalor limite.
Um individuo seropositivo é um individuo cujo titulo de
anticorpo ¢é maior ou igual ao valor limite. Ao titulo de
anticorpo abaixo do limite do ensaio é dado um valor arbitréario

de metade do limite.

Com base nos titulos de anticorpo de HI, sao calculados os

seguintes parametros:

. Titulos médios geométricos (GMT) de anticorpo de HI nos dias
0 e 21, calculado tomando o anti-log da média do log das
transformacdes de titulo.

. Factores de seroconversao (SF) no dia 21, definidos como o
numero de vezes do aumento nos GMT de HI sérica no dia 21
comparativamente ao dia 0.

. Taxas de seroconversao (SC) no dia 21, definidas como a
percentagem de vacinados com um titulo de prevacinagao de
HI < 1:10 e um titulo de pds-vacinacdo =21:40, ou um titulo
de prevacinacdo 2 1:10 e um aumento minimo de 4 vezes no

titulo de pds-vacinacéo.
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. Taxas de Seroprotecgao (SPR) no dia 21, definidas como a

percentagem de vacinados com um titulo de HI =21:40.

O IC de 95% para GM €& obtido dentro de cada grupo
separadamente. O IC de 95% para a média do titulo transformado
por log ¢é obtido primeiramente, assumindo gque os titulos
transformados por log sao distribuidos normalmente com varidncia
desconhecida. O IC de 95% para GM ¢é depois obtido por
transformagao exponencial do IC de 95% para a média do titulo

transformado por log.

Um resultado seroldégico em falta para uma medida particular
de anticorpo nao ¢é substituido. Deste modo, um individuo sem
resultado seroldgico num determinado ponto do tempo nao

contribuil para a andlise do ensaio para esse ponto do tempo.

Resultados da resposta imune humoral (Figura 7 e Tabela 12)

Os GMT de pré-vacinacao de anticorpos de HI para todas as 3
estirpes de vacina estavam dentro da mesma gama nos 4 grupos de
tratamento. Apds vacinacdo, existe um dimpacto claro dos 2
adjuvantes que aumentam a resposta humoral em idosos,
comparativamente a Fluarix padrdo na mesma populacao (Figura 7,
mostrado numa escala linear, mas o0 mesmo impacto obviamente

observado se mostrado numa gama logaritmica).

Os GMT sao

. significativamente maiores para HIN1 1 para ASOlE
. significativamente maiores para H3N2 para ambos 0s
adjuvantes.
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. Nao foi observada diferenca significativa em termos de GMT
de péds-vacinacado entre os dois grupos de individuos que

receberam vacinas adjuvadas.

Vinte um dias apds a vacinacao, os individuos de Fluarix
(18-40 anos) tiveram uma resposta de HI mais elevada para as

estirpes Nova Caleddénia e B/Jangsu.

Como mostrado na Tabela 12, as vacinas da influenza
adjuvadas excederam o0s requisitos das autoridades europeias para
registo anual de vacinas da influenza de viridao fragmentado
[“Note for Guidance on Harmonization of Requirements for
Influenza Vaccines for the immunological assessment of the
annual strain changes” (CPMP/BWP/214/96)] em individuos com mais

de 60 anos.

Apds vacinagao, existia um diferenga estatistica em termos
de taxas de seroprotecgdao de anticorpos de HI entre o grupo

Fluarix (265 anos) e

. F1u/AS01B e F1u/ASOlE para a estirpe A/HIN1/Nova Caledédnia

Para cada estirpe de vacina, as taxas de seroprotecgdo para
0s 2 grupos de vacina da influenza adjuvada estdo na mesma gama

comparativamente ao grupo Fluarix (18-40 anos).

Para cada estirpe de vacina, as taxas de seroprotecgado para
0s 2 grupos de vacina da influenza adjuvada estdo na mesma gama
comparativamente ao grupo Fluarix (18-40 anos), excepto para a

estirpe Nova Caleddnia.
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Tabela 12 Taxas de Seroprotecgédo,

taxas de seroconversido e

factores de conversao no dia 21 (coorte ATP para
imunogenicidade)
Estirpes Grupo N Taxa de Taxa de Factor da
Seroprotecgao seroconversao conversao [95%
(titulo de HI 2 (aumento 24 IC] %
40) vezes) [95% IC]
00
Caledoédnia [95,20-100]
(HIN1) Gripe IDO 49 71,4 30,6[18,3-45,4] 3,702,4-5,7]
[156,74-83,42]
Gripe 75 97,3 | 48,0[36,5-59,8] 4,5[3,3-6,1]
ASQO1B [90,70-99,68]
Gripe 75 93,3 | 52,0[40,2-63,7] 5,0[3,6-6,9]
ASO1lE [85,12-97,80]
A/Nova Gripe JOV 75 93,3 | 76,0([64,7-85,1] 9,2[7,1-11, 8]
Torque [85,12-97,80]
(H3N2) Gripe IDO 49 81,6 | 69,4[54,6-81,7] 8,2[5,7-11,8]
[67,98-91,24]
Gripe 75 96,0 | 85,3[75,3-92,4] 13,1[10,0-17,1]
ASO1B [88,75-99,17]
Gripe 75 93,3 [85,12-| 80,0[69,2-88,4] | 14,5[10,4-20,2]
ASQOlE 97,80]
B/Jiangsu Gripe JOV 75 100 | 81,3[70,7-89,5] 13,9[(10,1-19,1]
(B) [95,20-100]
Gripe IDO | 49 93,9 | 44,9[30,7-59,38] 4,3[3,0-6,1]
[83,13-98,72]
Gripe 75 100 | 65,3[53:5-76,0] 5,2[4,2-6,5]
ASQO1B [95,20-100]
Gripe 75 97,31 70,7[59,0-80,6] 6,7[5,1-8,9]
ASOLlE [90,70-99,68]
N = numero total de individuos; % = percentagem de individuos com titulo no

dia 21 dentro da gama especificada;

90
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VI.3.2. Conclusdes de imunogenicidade

A frequéncia de pré-vacinacdo de CD4 especifico da influenza
foi significativamente inferior em adultos idosos
comparativamente a adultos com idades entre 18 e 40 anos.
Apds vacinagdo com Fluarix™, a frequéncia de pds-vacinacgao
(dia 21) permaneceu inferior em adultos idosos
comparativamente aos mais novos. Pelo contrdrio, a néo
inferioridade em termos de frequéncia pds-vacinacdo de CD4
especifico da influenza apobds vacinacao com vacinas
adjuvadas de individuos idosos foi demonstrada
comparativamente a vacinag¢do com Fluarix™ em adultos com

idades entre 18 e 40 anos.

Relativamente & resposta imune humoral em termos de resposta
de anticorpo de HI, todas as vacinas da influenza cumpriram
0s requisitos das autoridades europeias para registo anual
de vacinas da influenza inactivadas [“Note for Guidance on
Harmonization of Requirements for Influenza Vaccines for
the immunological assessment of the annual strain changes”
(CPMP/BWP/214/96)]. Em adultos idosos, as vacinas adjuvadas
mediaram, pelo menos, uma tendéncia para uma resposta imune
humoral mais elevada a hemaglutinina da influenza do que
Fluarix™, As diferencas significativas entre a resposta
imune humoral contra cada estirpe de wvacina mediada em
individuos idosos por vacinas adjuvadas comparativamente a
Fluarix™ sao resumidas na Tabela 13. Comparativamente a
adultos com idades entre 18 e 40 anos vacinados com
Fluarix™, os individuos idosos vacinados com as vacinas
adjuvadas mostraram  uma tendéncia para maiores GMT
pdés—vacinacado e factor de seroconversao no dia 21 contra a

estirpe A/Nova Iorque.

91



Tabela 13 Estirpes da influenza para as quais foi observada
resposta imune humoral significativamente mais elevada (baseada
em ndo sobreposigdo de 95% IC) em individuos idosos vacinados
com as diferentes vacinas adjuvadas comparativamente a Fluarix

na mesma populagéo.

GMT Pés-vac Factor de Taxa de Taxa de
seroconversao Seroprotecgao Seroconversio
F1luASO1lB A/Nova Iorque A/Nova Caledénia
FluASOlE | A/Nova Caleddénia A/Nova Caledénia
A/Nova Iorque

GMT Pés-vac = Titulos Médios Geométricos em pds—-vacinacgao

VI.4 Conclusdes de Reactogenicidade

VI.4.1. Registo de eventos adversos (EA)

Os sintomas solicitados (ver Tabela 14) gque ocorrem durante
um periodo de 7 dias de acompanhamento (dia da wvacinacado e
6 dias subsequentes) foram registados. Os sintomas nao
solicitados que ocorrem durante um periodo de acompanhamento de
21 dias (dia da wvacinacao e 20+3 dias subsequentes) foram também
registados. A 1intensidade dos seguintes EA foi avaliada como

descrito na Tabela 15.

92




Tabela 14 Eventos adversos locais/gerais solicitados

EA locais solicitados EA Gerais Solicitados

Dor no local de injeccgéo Fatiga

Vermelhiddo no local de injeccgéo Febre

Tumefacgdo no local de injeccgdao Dor de cabecga
Hematoma Dor muscular
Tremores

Dor articular no brago de injeccgao

Dor articular noutros locais

N.B. A temperatura foi registada a noite. Se fossem realizadas
medi¢gdes de temperatura adicionais noutros momentos do dia, seria

registada a temperatura mais alta.

Tabela 15 Escalas de intensidade para sintomas solicitados

em adultos

Evento Adverso Grau de Parametro
intensidade
Dor no local de 0 Ausente
injeccao 1 ao toque
2 quando o membro € movido
3 impede a actividade normal

‘Dor de cabeca 0 Ausente
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(continuacéo)

Evento Adverso Grau de Pardmetro
intensidade
1 é¢ facilmente tolerada
2 interfere com a actividade
normal
3 impede a actividade normal
Fatiga 0 Ausente
1 é facilmente tolerada
2 interfere com a actividade
normal
3 impede a actividade normal
Dor articular no 0 Ausente
local de injeccédo |1 ¢ facilmente tolerada
e outros locais 2 interfere com a actividade
normal
3 impede a actividade normal
Dor muscular 0 Ausente
1 é facilmente tolerada
2 interfere com a actividade
normal
3 impede a actividade normal
Tremores 0 Ausente
1 ¢ facilmente tolerada
2 interfere com a actividade
normal
3 impede a actividade normal

* A febre é definida como temperatura nas axilas 237,5 °C.

(99,5 °F)
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A intensidade maxima da vermelhiddo/tumefaccdo local no

sitio de injeccdo € pontuada como se segue:

0 ¢ 0mm; 1 é& >0 - <20 mm; 2 é& >20 — <50 mm; 3 é >50 mm.

A intensidade maxima da febre € pontuada como se segue:

1 é& >37,5 - £38,0 °C; 2 é »38,0 - £39,0 °C; 3 & >39,0

O investigador faz uma avaliacdo de intensidade para todos
0s restantes EA, 1. e., sintomas nao solicitados, incluindo EA
descritos durante o estudo. A avaliacao ¢é baseada na avaliacéao
clinica do investigador. A intensidade de cada EA registado é

atribuida a uma das seguintes categorias:

1 (suave) = Um EA que é facilmente tolerado pelo individuo,
causando desconforto minimo e nao interferindo com as

actividades diédrias;

2 (moderado) = Um EA que & suficientemente desconfortante

para interferir com as actividades didrias normais;

3 (grave) = Um EA qgue impede actividades normais didrias
(em adultos/adolescentes, um tal FEA poderia, por exemplo,
impedir a ida ao trabalho/escola e necessitaria da

administracdo de terapia correctiva).

VI.4.2. Registo de Eventos Adversos (EA)

Em individuos idosos, a reactogenicidade observada com
vacinas adjuvadas, em termos de sintomas locais e gerais, foi

maior do que com Fluarix™, Nao apenas a incidéncia mas também a
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intensidade dos sintomas foi aumentada apdés vacinacdao com
vacinas adjuvadas (Figura 8). 0Os sintomas de Grau 3 mostraram
uma tendéncia de serem maiores no grupo que recebeu a vacina
adjuvada com a maior concentracdo de imunoestimuladores (MPL,
QS21) comparativamente ao grupo que recebeu a vacina adjuvada em
que 08 imunoestimuladores estdo numa concentracdo mais baixa. Em
todos 0s casos, 0s sintomas foram, contudo, rapidamente

resolvidos.

Exemplo de Referéncia VII: Avaliagdo Pré-clinica de vacinas

de HPV adjuvadas em Murganhos.

Este estudo utilizou uma composicao antigénica bivalente de
papilomavirus humano (HPV), combinando particulas de tipo viral
(VLP) formadas a partir de L1 de HPV 16 e L1 de HPV 18 como o
antigénio. O objectivo do estudo foi comparar a eficacia desta
preparagao antigénica quando formulada com ASO1B e uma diluigéao
1/5 de AS01B, referenciada contra o adjuvante actual encontrado
na vacina do cancro do colo do utero da GSK, AS04 (MPL no

altmen) .

V11l.1 - Vacinagéo

Foram injectados murganhos (n = 12 por grupo) nos dias 0 e
28 com formulacgdes de vacina compostas de L1 de HPV16/18 (2 ug
ou 0,5 pg cada) derivadas do processo Hi-5 80/80L e formuladas
com AS04 (50 pg de MPL formulado com alumen ou ASO01B (50 pg de
0sS21 - 50 pg de MPL em 0,5 mL) a 1/10 e 1/50 da dose humana.
Como os estudos foram realizados em murganhos, 1/10 da dose
humana pode ser tomada como equivalente a formulacdo humana de
AS01B, i. e., 50 pg de QS21 e 50 pg de MPL em 0,5 mL e 1/50 pode
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ser tomada como uma diluicdo 1/5 da formulacdo humana de ASO01B,
i. e., 10 pg de S21 e 10 pg de MPL em 0,5 mL. As amostras de
sangue foram retiradas aos dias 14 e 45 pds-dose II para ensaiar
as anticorpos totails especificos de tipo anti-L1 em soros
individuais. A coloracado intracelular de citocinas foi medida
nos dias 7 e 14 pdés-II em PBMC e no dia 45 pdés-II utilizando
células de Dbaco. A frequéncia de células B de memdria
especificas para VLP foi medida no dia 45 pdés-II wutilizando

células de baco.

VII.2 - ELISA de Ll de 16/18 Anti-HPV

A quantificacdo de anticorpos anti-HPV-16 e HPV-18 de L1 foi
realizada por ELISA wutilizando L1 de HPV-16 e HPV-18 como
revestimento. 0Os antigénios foram diluidos a uma concentracgao
final de 0,5 pg/mL em PBS e foram adsorvidos, de um dia para o
outro, a 4 °C a pocos de placas de microtitulacdo de 96 pocgos
(Maxisorp Immuno-plate, Nunc, Dinamarca). As placas foram depois
incubadas durante 1 hora a 37 °C com PBS contendo 1% de Albumina
de Soro Bovino (tampao de saturacao). Os soros diluidos em
tampao contendo PBS + 0,1% de Tween20 + 1% de BSA foram
adicionados as placas revestidas com L1 de HPV e incubadas
durante 1 hora e 30 minutos a 37 °C. As placas foram lavadas
quatro vezes com PBS contendo 0,1% de Tween20 e foi adicionado a
cada pog¢o Ig anti-murganho conjugado com biotina (Dako, RU)
diluido a 1/1000 em tampdo de saturacdo e incubadas durante
1 hora e 30 minutos a 37 °C. Apdés um passo de lavagem, foi
adicionada estreptavidina-peroxidase de rabano (Dako, RU),
diluida 1/3000 em tampdo de saturacdo durante mais 30 minutos a
37 °C. As placas foram lavadas como indicado acima e incubadas
durante 20 minutos a temperatura ambiente com uma solucdo a

0,04% de o-fenilenodiamina (Sigma) e 0,03% de H;0, em 0,1% de
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Tween20, 0,05 M de tampao citrato pH 4,5. A reaccdo foi parada
com H»,SO0, 2 N e 1lida a 492/620 nm. Os titulos de ELISA foram
calculados a partir de uma referéncia por SoftMaxPro (utilizando

uma equacao de quatro parametros) e expressa em EU/mL.

VII.3 - Coloragdo intracelular de citocinas (ICS)

A coloragao intracelular de citocinas de células T foi
realizada em PBL nos dias 7 e 14 pés-II e em células de baco no
dia 45 apds a segunda imunizacdo. As PBMC (1 agrupamento/grupo)
ou células de baco (4 agrupamentos de 3 dérgdos por grupo) foram
recolhidas de murganhos. A estimulacdao antigénica in vitro de
células de bacgo fol realizada a uma concentracao final de
5.10° células/mL (microplacas de 96 pocos) com VLP 16 ou 18
(5 pg/mL) + anticorpos CD49d CD28 (1 ng/mL) e depois incubadas
3 h a 37 °C. Depois do passo de re-estimulacao antigénica, as
células foram incubadas, de um dia para o outro, na presenca de
Brefeldina (1 ug/mL) a 37 °C para inibir a secrecdo de
citocinas. A coloracdo celular foi realizada como se segue: as
suspensdes celulares foram lavadas, ressuspensas em 50 pL de 1%
de FCS em PBS contendo 2% de reagente de blogueamento Fc (1/50;
2,4G2). Apdés 10 minutos de incubagdo a 4 ©°C, 50 uL de uma
mistura de anti-CD4-APC (1/50) e anti-CD8 perCp (1/50) foi
adicionada e incubada 30 minutos a 4 °C. Apdés uma lavagem em 1%
de FCS em PBS, as células foram permeabilizadas através de
ressuspensao em 200 upL de Cytofix-Cytoperm (Kit BD) e incubadas
20 minutos a 4 °C. As células foram depois lavadas com Perm Wash
(Kit BD) e ressuspensas com 50 uL de anti-IFy APC (1/50) +
anti-IL-2 FITC (1/50) diluidos em Perm Wash. Apds incubacdo de
2h a 4 °C, as células foram lavadas com Perm Wash e
ressuspensas em 1% de FCS em PBS + 1% de paraformaldeido. A

andlise das amostras foil realizada por FACS. As células vivas
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foram circunscritas (FSC/SSC) e a aqgquisicdo foi realizada a
~20000 eventos (linfécitos). As percentagens de IFy+ ou IL2+

foram calculadas em populacgdes CD4+ e CD8+ circunscritas.

VII.4 - Célula B de memdria

Quarenta e cinco dias apds a segunda imunizacdo, 0S8
murganhos foram sacrificados, as células do bago foram separadas
através de um gradiente lymphoprep (Cedarlane). As células B
foram depois ressuspensas em meio RPMI 1640 (Gibco) contendo
aditivos (piruvato de sdédio 1 mM, aminodcidos ndo essenciais
MEM, Pen/Strep, glutamina e f-2-mercaptoetanol), 5% de soro
fetal de vitela, 50 U/mL de rhIL-2 (eBioscience) e 3 ug/mL de
CpG. As células foram cultivadas cinco dias a uma concentracao
final de 10° células/mL, em 5 mL por 6 pocos de fundo plano. Apds
um passo de activacdo com etanol, as placas de nitrocelulose
(Multiscreen-IP; Millipore) foram revestidas com 10 pg/mL de VLP
ou com Ig anti-murganho de cabra (GAM; Sigma) diluido a 1/200 em
PBS. Apdés um passo de saturacdo com meio completo, foram
adicionados 100 pL de 2.10° células/mL a placas revestidas com
VLP e foram adicionados 100 pL de 10° e 5.10° células/mL a placas
GAM. Apds um tempo de incubacdao de 2 horas a 37 °C, as placas
foram armazenadas, de um dia para o outro, a 4 °C. As placas
foram lavadas quatro vezes com PBS contendo 0,1% de Tween20 e
foi distribuido as placas Ig anti-murganho Biot diluido a 1/200
em 5% de FCS em PBS com 5% de BSA (tampdao de diluicao) e
incubadas durante 2 horas a 37 °C. Apds um passo de lavagem, foi
adicionada Extravidina HRP (Sigma) diluida a 1/550 em tampdo de
diluicdo durante mais 1 hora a 37 °C. As placas foram lavadas
como acima e incubadas durante 10 min a temperatura ambiente com

uma solugdao de AEC (Sigma). A reacgao €& parada por lavagem
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cuidadosa das placas sob 4&agua da torneira. Quando as placas

estdo secas, sao lidas com KS400.

VII.5 - Analise estatistica

Os meios de formulagcao foram comparados utilizando uma
andlise de wvaridncia wunilateral (ANOVA 1). A andalise foi
conduzida em dados transformados por logl0 para fins de
normalizacdo. Quando uma diferenca significativa entre os meios
de processo foi detectada (valor p <0,05), foram realizadas
comparacgdes par—-a-par entre os meios a um nivel de significéancia

de 0,05 (teste de comparacao multiplo de Student-Newman-Keuls).

VII.6 - resultados

Os murganhos foram imunizados como em VII.1 acima. Foram

utilizados os seguintes grupos:

Grupo | Antigénio Adjuvante | Diluicdao do adjuvante
1 L1l de HPV 16-18 AS04 1/10 da dose humana
2 ug (equivalente a 50 pg de
MPL por 0,5 mL de DH)
2 L1 de HPV 16-18 AS04 1/50 da dose humana
0,5 ng (equivalente a 10 ng de
MPL por 0,5 mL de DH)
3 L1 de HPV 16-18 AS04 1/10 da dose humana
2 ug (equivalente a 50 pg de

MPL por 0,5 mL de DH)
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(continuacéao)

Grupo | Antigénio Adjuvante | Diluicado do adijuvante
4 L1 de HPV 16-18 AS04 1/50 da dose humana
0,5 ug (equivalente a 10 pg de
MPL por 0,5 mL de DH)
5 L1 de HPV 16-18 ASO1B 1/10 da dose humana
2 ug (equivalente a 50 pg de
MPL por 0,5 mL de DH)
6 L1 de HPV 16-18 AS01B 1/50 da dose humana
0,5 nug (equivalente a 10 ng de
MPL por 0,5 mL de DH)
7 L1 de HPV 16-18 AS01B 1/10 da dose humana
2 ug (equivalente a 50 pg de
MPL por 0,5 mL de DH)
8 L1 de HPV 16-18 ASO1B 1/50 da dose humana
0,5 ug (equivalente a 10 pg de
MPL por 0,5 mL de DH)

VII.6.1 - Respostas humorais

Nao foi observada uma gama de dose significativa para as

duas doses testadas de antigénios com diluicdo de adjuvante para
titulos de anti-HPV 16-L1 anticorpo

anticorpo ou titulos de

anti-HPV 18-L1 (Figura 9)
Nao foi observada uma gama de dose significativa para as
duas doses testadas de cada adjuvante, qualquer que fosse a dose

de antigénio para titulos de anticorpo anti-HPV 1l6-L1.
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Ao analisar os titulos de anticorpo anti-HPV 18-L1, foi
observada um ligeiro aumento no titulo para AS01B (1/10 da DH)
comparativamente a AS01B (1/50 da DH) como medido no dia 14
pdés-I1 (gama de dose de 2,5 vezes, valor p = 0,0035), contudo
esta gama foil observada apenas para 2 pg de antigénio e nao para
0,5 png de antigénio (valor p = 0,0867). Ao dia 45 pdés-II, néo
foi observada gama de dose significativa para as duas doses
testadas de cada adjuvante, independentemente da dose de

antigénio.

VII.6.2 — Respostas celulares

Coloragdo Intracelular de Citocinas

Nao foil observado efeito de gama de dose do antigénio para
as duas doses testadas de antigénios, qualquer que fosse a dose
de adjuvante para  HPV 18-L1. Foram obtidas frequéncias
semelhantes de células T CD4+ especificas de VLP16 com as duas
doses testadas de antigénios com diferentes doses de adjuvantes

(Figura 10).

Um ligeiro efeito de dosagem (2,6 vezes, valor p = 0,0009
para HPV 18-L1, 2 vezes, valor p = 0,0187 para HPV 16-L1) foi
observado para ASO1B (1/10 da DH) comparativamente a ASO01B (1/50
da DH), contudo esta gama foil apenas observada para 2 upg de

antigénio e nao para 0,5 pg de antigénio.
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Células B de Meméria Especificas

Nao foi observado efeito da gama de dose de antigénio para
as duas doses testadas de antigénios, qualquer que fosse a dose

de adjuvante para L1 de HPV 16 ou 18 (Figura 11)

Nao foi observado efeito da gama de dose de adjuvante para
as duas doses testadas de adjuvantes, qualquer que fosse a dose

de antigénio para L1 de HPV 17 ou 18.

Como pode ser observado a partir dos resultados acima, uma
diluigcédo de 1/5 de ASO01B produz uma formulagdo gque tem uma
eficdcia equivalente em composig¢des imunogénicas ao prdprio

ASO1B.

Exemplo de Referéncia VIII: Avaliagdo pré-clinica de vacinas

de S. pneumoniae adjuvadas em murganhos.

A vacina pneumocédcica utilizada neste estudo foi uma vacina
conjugada pneumocdcica adjuvada ll-valente (11PCV/AS)
consistindo de uma mistura de 11 conjugados polissacaridicos
pneumocdcicos adjuvados com ASO1B ou ASOlE. Os conjugados
consistem nos polissacdridos purificados dos serotipos 1, 3, 4,
5, 6B, 7F, 9v, 14, 18C, 19F e 23F de S. pneumoniae, cada um
individualmente conjugado a uma proteina veiculo, toxdide
diftérico (DT), toxdide teténico (TT) ou proteina D de
H. influenzae (PD). As vacinas sdo apresentadas como um pbd

liofilizado a ser reconstituido com um adjuvante ligquido.

11 PCV/AS é produzida como se segue:
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A activacdo e condigbdes de acoplamento sao especificas para
cada polissacarido. Estas sdo apresentadas na Tabela abaixo. O
polissacarido dimensionado (a excepcdo de PS5, 6B e 23F) foi
dissolvido em NaCl 2 M ou em A&gua para injecgdo (WFI). A
concentracgao oéptima do polissacarido foi avaliada para todos os
serotipos. Todos o0s serotipos, excepto o serotipo 18C, foram
conjugados directamente a proteina veiculo como detalhado

abaixo.

A partir de uma solucdo stock a 100 mg/mL em acetonitrilo ou
solucdo de acetonitrilo/dagua a 50%/50%, foi adicionado CDAP
(razdo CDAP/PS de 0,75 mg/mg PS) a solucdo polissacaridica. Apds
1,5 minutos, foi adicionado NaOH a 0,2 M-0,3 M para obter o pH
especifico de activacdo. A activacdo do polissacarido foi
realizada neste pH durante 3 minutos a 25 °C. Foi adicionada
proteina purificada (proteina D ou DT) (a gquantidade depende da
razdo inicial de PS/proteina veiculo) ao polissacdrido activado
e a reacgcao de acoplamento foi realizada ao pH especifico
durante até 2 horas (dependendo do serotipo) sob regulacgao de
PH. De modo a inactivar grupos éster de cianato que nao
reagiram, foi depoils adicionada uma solucdo 2 M de glicina a
mistura. O pH foi ajustado ao pH de inactivacdo (pH 9,0). A
solugdo foi agitada durante 30 minutos a 25 °C e depois, de um

dia para o outro, a 2-8 °C, com agitacao lenta continua.

Preparacao de 18C:
O 18C foi 1ligado a proteina veiculo através de um

ligante - di-hidrazida do 4&cido adipico (ADH). O polissacarido

do serotipo 18C foi microfluidizado antes da conjugacao.

104



Derivatizagdo do toxdide tetédnico com EDAC

Para a derivatizacdo do toxdide teténico, o TT purificado
foi diluido a 25 mg/mL em NaCl a 0,2 M e o espagcador ADH foi
adicionado de modo a obter uma concentracdo final de 0,2 M.
Quando a dissolugdo do espacgador estava completa, o pH foi
ajustado para 6,2. A EDAC (l1-etil-3-(3-dimetil-
aminopropil)carbodiimida) foi depois adicionada para alcancgar
uma concentracao final de 0,02 M e a mistura foil agitada durante
1 hora sob regulacdo de pH. A reaccdo de condensacdo foi parada
por aumento do pH até 9,0 durante, pelo menos, 30 minutos a
25 °C. O TT derivatizado foi depois diafiltrado (membrana de CO

de 10 kDa) de modo a remover ADH e reagente EDAC residuais.

A carga TTay foi finalmente filtrada de modo estéril até ao

passo de acoplamento e armazenada a —-70 °C.

Acoplamento quimico de TTay ao PS 18C

Os detalhes dos parametros de conjugagcao podem ser

encontrados na Tabela 1.

Foram diluidos em 4&agua 2 gramas de PS microfluidizado a
concentracao definida e ajustados a 2 M de NaCl por adicao de

NaCl em po.

A  solucdo de CDAP (100 mg/mL preparada de fresco em
acetonitrilo/WFI a 50/50 v/v) foi adicionada para alcancgar a

razao CDAP/PS apropriada.

O pH foi aumentado até ao pH 9,0 de activacao por adicao de

NaOH a 0,3 M e foil estabilizado a este pH até a adicdo de TTau.
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Apdés 3 minutos, o TTay derivatizado (20 mg/mL em NaCl a
0,2 M) foi adicionado para alcancar uma razado TTpz/PS de 2; o pH
foi regulado para o pH 9,0 de acoplamento. A solucado foi deixada

uma hora sob regulacao de pH.

Para terminar, uma solucadao de glicina a 2 M, foi adicionada

a mistura PS/TT.y/CDAP.

O pH foi ajustado ao pH de inactivacao (pH 9,0).

A solucgao foi agitada durante 30 minutos a 25 °C e depois
deixada, de um dia para o outro, a 2-8 °C, com agitacdo lenta

continua.

Purificacdo dos conjugados:

Os conjugados foram purificados por filtracdao gel utilizando
uma coluna de filtracdo gel Sephacryl 500HR equilibrada com NaCl
a 0,15 M (S500HR para 18C) para remover pequenas moléculas
(incluindo DMAP) e PS e proteina nao conjugados. Com base nos
diferentes tamanhos moleculares dos componentes de reacgadao, O0s
conjugados PS-PD, PS-TT ou PS-DT sé&o eluidos primeiro, seguidos
por PS livre, depois pelo PD livre ou DT livre e finalmente DMAP

e outros sais (NaCl, glicina).

As fracgdes contendo conjugados sao detectadas por UVigo nm-
As fraccgdes sado agrupadas de acordo com o seu Kd, filtradas de
modo estéril (0,22 pm) e armazenadas a +2-8 °C. Foram

determinadas as razdes PS/Proteina nas preparacgdes de conjugado.
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Condigdes especificas de activacdo/acoplamento/inactivacio

de conjugados PS de S. pneumoniae-Proteina D/TT/DT

Serotipo 1 3 4 5 6B TF
pfluido (nfluido.) pfluido pfluido
Conc. de 2,5 3,0 2,5 7,1 5,0 5,0
PS (mg/mL)
Dissolugdo WE'L NaCl 2 M WE'I WE'I NaCl 2 M NaCl 2 M
de PS
Conc. de 10,0 5,0 10,0 5,0 5,0 10,0
PD (mg/mL)
Razdo 1,5/1 1/1 1,5/1 1/1 1,1/1 1,2/1
inicial
PS/PD
(p/pP)
Conc. de 0,50 0,75 0,50 0,79 0,83 0,75
CDAP
(mg/mg de
PS)
PH.=pH.=pHq 9,0/9,0/9,0 9,0/9,0/9,0 9,5/9,5/9,0 9,0/9,0/9,0 9,5/9,5/9,0 | 9,5/9,5/9,5
Serotipo v 14 18C 19F 23F
nfluido pnfluido nfluido nfluido
Conc. de PS 5,0 5,0 4,5 9,0 2,38
(mg/mL)
Dissolugdo de PS NaCl 2 M NaCl 2 M NaCl 2 M NaCl 2 M NaCl 2 M
Conc. de 10,0 10,0 20,0 (TT) | 20,0 (DT) 5,0
proteina veiculo
(mg/mL)
Razdo inicial 1,2/1 1,2/1 2/1 1,5/1 1/1
proteina
veiculo/PS (p/p)
Conc. de CDAP 0,50 0,75 0,75 1,5 0,79
(mg/mg de PS)
PH.=pHc=pHq 9,5/9,5/9,0 9,5/9,5/9,0 9,0/9,0/9,0 9,0/9,0/9,0 9,5/9,5/9,0
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Os 11 conjugados foram depois misturados conjuntamente e a
preparacgao antigénica final misturada com o adjuvante apropriado

antes da imunizacao.

Grupos de 40 murganhos Balb/c fémeas de 4 semanas foram
imunizados IM nos dias 0, 14 e 28 com 0,1 pg de conjugados PS
ll-valente formulados com AS0IB ou ASOlE. Os anticorpos IgG

anti-PS foram doseados por ELISA em soros recolhidos no dia 42.

Como pode ser observado a partir da Figura 12, foram
observadas respostas comparaveils entre a formulacdo diluida de
ASO1E comparativamente a formulacdo de ASO1B, a excepcao de
PS 14 em que foili observada uma resposta mais elevada com ASO1B e

PS 19F em que foi observada uma resposta mais elevada com ASO1lE.

Exemplo de Referéncia IX: Avaliagdo pré-clinica de
composigdes imunogénicas de citomegalovirus adjuvadas e néo

adjuvadas.

IX.1l: Cobaios.

IX.1.1 Elisa anti-gB

A qguantificacdao de anticorpos anti-gB foi realizada por
ELISA wutilizando gB como um antigénio de revestimento. O
antigénio foi diluido a uma concentracdo final de 4 pg/mL em PBS
e foram incubados 100 pL, de um dia para o outro, a 4 °C, numa
placa de microtitulacdo de 96 pocgos. As placas foram depois
saturadas durante 1 hora a 37 °C com 200 pL de PBS contendo 1%
de albumina de soro bovino. Foram adicionadas diluic¢des duas

vezes em série de soros (100 uL/pogo) e incubadas durante 1 hora
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e 30 minutos a 37 °C. As placas foram lavadas 4 vezes com PBS
contendo 0,1% de Tween20 e foram adicionados a cada pogo 100 uL
de IgG anti-cobaio com peroxidase de réabano (Dako, RU) e
incubadas durante 1 hora e 30 minutos a 37 °C. As placas foram
lavadas 4 vezes com PBS contendo 0,1% de Tween20 e 1 vez com
dgua. Depoils foram incubadas durante 20 minutos a 22 °C com
100 pL de uma solugao de o-fenilenodiamina (Sigma) em tampao
citrato 0,1 M a pH 4,2. Esta reacgado foil parada com 100 pL de
H;SO0, 2 N e 1lida a 490/620 nm. Os titulos de Elisa foram
determinados por interpolacao dos valores de OD a partir de uma
amostra de referéncia por SoftMaxPro. Os titulos foram expressos

em EU/mL.

As andlises estatisticas dos dados de Elisa foram realizadas
nos dias 14 pds 2 utilizando UNISTAT. O protocolo aplicado para
a anadlise de variédncia pode ser resumidamente descrito como se

segue:

1) Transformacao logaritmica dos dados

2) Teste de Shapiro-Wilk em cada populacdo (grupo) de modo
a verificar a normalidade da distribuicdo dos grupos

3) Teste de Cochran de modo a verificar a homogeneidade de
varidncia entre as diferentes populacdes (grupos)

4) Analise de variadncia em dados seleccionados
(unilateral)

5) Teste de Tukey-HSD para comparacdes maltiplas.

IX.1.2 - Ensaio de neutralizacgéo

Antes do ensaio, células MRC5 (10000 células/200 pL de meio
MEM) foram distribuidas em microplacas de 96 pocgos e incubadas

durante 3 dias a 37 °C com CO,. Foram realizadas diluig¢des duas
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vezes de soros inactivados (30 minutos a 56 °C) e incubados com
100 pL de solucgao viral (800/mL) durante 1 hora a 37 °C. Apds a
incubacgdo, foram inoculados 100 pL de mistura soro/virus em
microplacas de 96 pocos contendo monocamada de MRC5H. As placas
foram centrifugadas a 2000 rpm durante 1 hora a 35 °C. Apds uma
incubacdo de um dia para o outro a 37 °C, as placas foram fixas
com uma solucgcao de acetona a 80% (20 minutos a -20 °C). A
solucdo de acetona foli rejeitada e as células positivas a CMV
foram detectadas utilizando um monoclonal especifico
anti-antigénio imediatamente precoce durante 1 hora a 37 °C. As
placas foram lavadas 3 vezes com PBS e foi adicionado a cada
poco Ig anti-murganho conjugada com biotina e incubadas durante
1 hora a 37 °C. Apds um passo de lavagem, foi adicionada
estreptavidina-peroxidase de r&abano durante mais 30 minutos a
37 °C. As placas foram lavadas 4 vezes e 1incubadas durante
10 minutos com uma solugdao de True-Blue. Os sinais coloridos
especificos foram registados por examinacdo ao microscépio. Os
titulos neutralizantes foram expressos como O inverso da
diluicao mais elevada de soro que produz uma reducdao de 50% de
célula positivas a CMV comparativamente a um controlo de virus

(CMV mais células sem soro).

IX.1.3 - Protocolos de imunizagido

Foram imunizados 4 grupos. Cada grupo continha 8 cobaios
Hartley Crl:(ha) fémeas com 5 - 8 semanas, a excepcao de um
grupo de controlo (grupo 4) contendo apenas 4 individuos. Os
individuos foram imunizados IM nos dias 0 e 28. Foram recolhidas
amostras de soro 28 dias apds a primeira imunizacao e 14 dias
apdés a segunda imunizagdo. Foram realizados Elisa como descrito

acima em soro retirado a 28 pds-I e 14 pds-II. Os ensaios de
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neutralizacgado foram realizados como descritos acima a 14 pds-II.

Os grupos foram como abaixo:

Grupo Antigénio Adjuvante
1 gB NaCl

2 9B ASO1B

3 gB ASOLlE

4 NaCl NaCl

O antigénio foi preparado como se segue: O antigénio de
vacina & expresso em células de Ovario de Hamster Chinés (CHO)
como gB**, uma quimera truncada contendo sequéncias péptidicas
da glicoproteina gD do virus 2 de Herpes simplex (HSV2) nos seus
N e C-terminais. O gB** estd truncado no seu dominio C-terminal
que contém a sequéncia 4ancora da membrana e €, deste modo,

excretado no sobrenadante de cultura.

Para 0s primeiros trés grupos, 15 ug de gB** preparados em
500 pL de PBS, AS01B ou ASOlE (preparados como no Exemplo II.Z
acima) foram injectados intramuscularmente. No grupo 4, apenas

PBS foi administrado intramuscularmente.

IX.1.4 - Resultados

Como pode ser observado na Figura 13, foram observados
titulos de ELISA anti-gB significativamente maiores para os dois
grupos adjuvados comparativamente ao gB simples (8 e 5,5 vezes
maior para gB e ASO1IR e gb/AS0lE, respectivamente). Os titulos
de anticorpo de pds-dose II foram muito ligeiramente maiores
(1,5 vezes) no grupo gB/ASO01B comparativamente ao grupo
gB/ASO1E.
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Comparacao multipla:

Tuckey—HSD

Grupo Casos Média Simples ASO1E ASO01B
Simples | 8 4,7917 * K * K
ASOL1E 8 5,5293 **x
AS01B 8 5,6942 **
Simples < ASOlE = ASO1B
Relativamente a titulos neutralizantes (Figura 14):
. Nao foram observados anticorpos neutralizantes especificos

no grupo gB simples

. Foram detectados anticorpos neutralizantes especificos em

ambos o8 grupos adjuvados

. Foram observados niveis semelhantes de anticorpos

neutralizantes em ambos os grupos adjuvados.

IX.2 - Murganhos

IX.2.1 - ELISA anti gB

A qguantificacdo de anticorpos anti-gB foi realizada por

ELISA wutilizando gB como um antigénio de revestimento. O

antigénio foi diluido a uma concentracdo final de 1 pg/mL em PBS

e foram incubados 100 pL, de um dia para o outro, a 4 °C, numa

placa de microtitulacdo de 96 pocgos. As placas foram depois

saturadas durante 1 hora a 37 °C com 200 upL de PBS contendo 1%

soro bovino. Foram adicionadas diluicgdes duas

(100 pL/pocgo)

As placas foram lavadas 4 vezes com PBS

de albumina de
vezes em série de soros e incubadas durante 1 hora
e 30 minutos a 37 °C.
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contendo 0,1% de Tween20 e foram adicionados a cada pog¢o 100 uL
de estreptavidina-peroxidase de rdabano durante mais 30 minutos a
37 °C. As placas foram lavadas 4 vezes com PBS contendo 0,1% de
Tween20 e 1 vez com Aagua. Depois foram incubadas durante
10 minutos a 22 °C com 100 pL de 75% de tetra-metil-benzidina em
tampdo citrato 0,1 M a pH 5,8. Esta reaccao foi parada com
100 pL de Hy;S04 0,4 N e lida a 450/620 nm. Os titulos de Elisa
foram determinados por interpolacdo dos valores de OD a partir
de uma amostra de referéncia por SoftMaxPro. Os titulos foram

expressos em EU/mL.

As andlises estatisticas dos dados de Elisa foram realizadas
nos dias 14 pds 2 utilizando UNISTAT. O protocolo aplicado para
a andlise de variancia pode ser resumidamente descrito como se

segue:

1) Transformacao logaritmica dos dados

2) Teste de Shapiro-Wilk em cada populagdo (grupo) de modo
a verificar a normalidade da distribuicdo dos grupos

3) Teste de Cochran de modo a verificar a homogeneidade de
varidncia entre as diferentes populacdes (grupos)

4) Analise de variancia em dados seleccionados
(unilateral)

5) Teste de Tukey-HSD para comparacdes maltiplas.

IX.2.2 - Ensaio de neutralizacgéo

Antes do ensaio, células MRC5 (10000 células/200 pL de meio
MEM) foram distribuidas em microplacas de 96 pogos e incubadas
durante 3 dias a 37 °C com CO;, a 5%. Foram incubadas diluigdes
duas vezes (60 uL) de soros inactivados (30 min a 56 ©°C) com

60 pL de solucgdo viral (800 IPU/mL) durante 1 hora a 37 °C. Apds
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a incubagado, foram inoculados 100 uL de mistura soros-virus em
microplacas de 96 pocos contendo células MRCS5. As placas foram
centrifugadas a 2000 rpm durante 1 hora a 35 °C. Apds uma
incubacdo de um dia para o outro a 37 °C, as placas foram fixas
com uma solugcao de acetona a 80% (20 minutos a -20 °C). A
solucado de acetona foli rejeitada e as células positivas a CMV
foram detectadas utilizando um monoclonal especifico
anti-antigénio imediatamente precoce I (IE-I) durante 1 hora a
37 °C. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS e foi adicionado
a cada pogo Ig anti-murganho conjugado com biotina e incubadas
durante 1 hora a 37 °C. Apds um passo de lavagem, foi adicionada
estreptavidina-peroxidase de rdbano durante mais 30 minutos a
37 °C. As placas foram lavadas 4 vezes e 1incubadas durante
10 minutos com uma solucdao de True-Blue. O0s sinais coloridos
especificos foram registados por examinac¢do ao microscépio. Os
titulos neutralizantes foram expressos como O inverso da
diluicado mais elevada de soro que produz uma reducgcao de 50% de
célula positivas a CMV comparativamente a um controlo de virus

(CMV mais células sem soro).

IX.2.3 - Coloragédo Intracelular de Citocinas

A coloracgdo intracelular de citocinas de células T foi
realizada em PBL nos dias 7 e 21 apds a segunda imunizacao. Os
PBL foram recolhidos de murganhos e agrupados (1 agrupamento por
grupo). A estimulacgcdo antigénica in vitro de linfdécitos
(concentracdo final de 10*7 células/mL) foil realizada com um
agrupamento de péptidos que cobrem a sequéncia CMV ou com a
proteina gB. A mistura de PBL/antigénio foi incubada 2 h a
37 °C. As células foram depois incubadas, de um dia para o
outro, na presencga de Brefeldina (1 ug/mL) a 37 °C para inibir a

secrecao de citocina.
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A coloracao celular foi realizada como sSe segue: as
suspensdes celulares foram lavadas, ressuspensas em 50 pL de 1%
de FCS em PBS contendo 2% de reagente de bloqueamento Fc. Apds
10 min de incubagdo a 4 °C, 50 pL de uma mistura de anti-CD4 PE
e anti-CD8 perCp foi adicionada e incubada 30 min a 4 ©°C. Apds
um passo de lavagem em 1% de FCS em PBS, as membranas celulares
foram permeabilizadas através de ressuspensao em 200 pL de
Cytofix-Cytoperm (Kit Beckton Dickinson) e incubadas 20 min a
4 °C. As células foram depois lavadas com Perm Wash (Kit BD) e
ressuspensas com 50 pL de um anti-IFN-gama APC + anti-IL-2 FITC
diluidos em Perm Wash. Apds incubacdao de 2 horas a 4 °C, as
células foram ressuspensas em 1% de FCS em PBS + 1% de

paraformaldeido.

A andlise das amostras foi realizada por FACS. As células
vivas foram circunscritas e a aquisicdo foi realizada a
+/-20000 eventos. As percentagens de IFNg+ ou IL2+ foram
calculadas em populacdes CD4+ e CD8+ circunscritas.

IX.2.4- Protocolos de Imunizagéo

Foram imunizados 4 grupos. Cada grupo continha 12 murganhos

C57BI/6 fémeas com 4 - 10 semanas.
Grupo Antigénio Adjuvante
1 gB PBS
2 gB ASO1B
3 gB ASO1E
4 NaCl NaCl
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O antigénio foli preparado como se segue: O antigénio de
vacina é expresso em células de Ovario de Hamster Chinés (CHO)
como gB**, uma guimera truncada contendo sequéncias péptidicas
da glicoproteina gD do virus 2 de Herpes simplex (HSV2) nos seus
N e C-terminais. O gB** estd truncado no seu dominio C-terminal
que contém a sequéncia é&ancora da membrana e &, deste modo,

excretado no sobrenadante de cultura.

Para cada grupo, gB** a uma concentracdo de 1,5 pg/dose foi
preparado em 625 uL de PBS ou adjuvante AS01B ou ASOlE
(preparado como no Exemplo II.2 acima tendo uma concentracao de

100 nL de imunoestimuladores por mL ou 50 pL de

imunoestimuladores por mL, respectivamente). Foram injectados
50 pL (1. e., 1/10 de uma dose humana de 0,5 mL)
intramuscularmente. Um grupo de controlo de murganhos foi

injectado com soro fisioldgico. As injeccgdes foram realizadas
nos dias 0 e 28. As amostras de soro foram recolhidas 14 dias
apds as segundas injeccgdes para ensaios de ELISA e de
Neutralizacdo. Os PBL foram recolhidos 7 dias e 21 dias apds as

segundas injecc¢des para ICS.

IX.2.5 - Resultados

Titulos de ELISA anti-gB (Figura 15).

Um nivel muito fraco a indetectavel de anticorpos anti-gB
foi observado no grupo gB nao adjuvado. Contudo, foi observada
uma resposta elevada de anticorpo (65 e 66 vezes maior) em ambos
os grupos de adjuvante, AS01B e ASOlE, respectivamente. Nao

existe significéncia estatistica entre o grupo ASOI1B e ASOl1E.



Comparacado multipla:

Tuckey-HSD

Grupo Casos Média Simples ASO1E ASO1B
Simples | 12 2,1132 *x * ok
ASO1E 12 3,9317 ol
ASO1B 12 3,9375 * ok
Simples < ASOlE = ASO1B
Titulos neutralizantes anti-CMV (Figura 16)
Foram observados titulos neutralizantes anti-gB
significativamente maiores ©para os dois grupos adjuvados
comparativamente ao grupo gB simples. Nao foi observada

diferenca significativa em titulos de anticorpos neutralizantes

entre as formulacdes de ASOIB e ASO1E.

Imunidade mediada por célula.

Devido ao nivel muito baixo de resposta observado apds

re—-estimulagdo de 7 amostras pds-II, nao pode ser feita

discriminacdo entre grupos e ndo pode ser observada resposta
conclusiva para estimulacdo de CD4 e CD8 (Figura 17). Estas
respostas baixas a indetectdveis foram provavelmente devido a

uma questdo técnica durante a preparacdao das amostras. Contudo,

podiam ser observadas respostas 21 dias apds a segunda injeccao.

nao mostram qualquer diferenca apds

Os dados de CD4 (Figura 18)

re-estimulagdo por gB (5 pug/mL) ou péptidos (2 npg/mL ou

4 pg/mL). Um perfil de citocina semelhante é observado para

ASO1E e ASQO1B. Nao pode ser observada resposta conclusiva para

estimulacadao de CD8 (Figura 19)
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Estas experiéncias mostram gue para outra composicao
antigénica e em dois organismos diferentes, um adjuvante que tem
niveis menores de imunoestimuladores ¢é imunologicamente téo

eficaz quanto agquele que tem niveis maiores.

Exemplo de Referéncia X: Avaliagdo pré-clinica de Vacina

RTS,S Adjuvada

X.1l - Formulagéao

A composicao antigénica RTS,S é produzida em Saccharomyces
cervisiae e consiste em duas proteinas, RTS e S, que
intracelularmente e espontaneamente se Jjuntam em estruturas
particuladas poliméricas mistas que ¢é estimado conterem, em
média, 100 polipéptidos. A RTS ¢é uma cadeia polipeptidica
hibrida de 51 kDa de 424 aminoacidos qgue consiste em 189%aa
derivados de um antigénio de superficie esporozoita do parasita
da maldria P. falciparum estirpe NF53 (o antigénio CSP, a.a. 207
a 395), fundida a extremidade do terminal amino da proteina S do
virus da hepatite B. S ¢ um polipéptido de 24 kDa
(226 aminodcidos de comprimento) que corresponde ao antigénio de
superficie do virus da hepatite B. O sedimento antigénico
liofilizado contém aproximadamente 50 ug (quando concebido para
ser formulado em 0,5 mL com ASO1B) ou 25 pg (quando concebido

para ser formulado em 6,5 mL com ASOlE) de antigénio.

ASO01B e ASOlE foram preparados por mistura dos varios
componentes (PBS, lipossomas, MPL e QS$S21) num recipiente e
agitando sob condic¢des assépticas. O produto foil depois filtrado
de modo estéril antes ser cheio em frasquinhos ou seringas. O
adjuvante ligquido foi armazenado a +2 °C a +8 °C antes de ser
utilizado para reconstituir o sedimento antigénico liofilizado.

118



X.2 - Experiéncias de murganhos

Foram realizadas duas experiéncias em murganhos visando
comparar as respostas imunes especificas a RTS,S induzidas por
RTS, S/AS01B comparativamente a RTS,S formulado com ASOlE. Em
cada experiéncia, foram imunizados intramuscularmente murganhos
C57BI/6 (10 murganhos/grupo) trés vezes com intervalos de duas
semanas com 10, 5 ou 2,5 pg de RTS,S formulado com adjuvantes
AS01B ou ASO1E. Como controlos, dois grupos foram imunizados com
apenas AS01IBR ou ASOlE. As respostas de anticorpo especificas
para HB e CS foram avaliadas para cada murganho por ELISA,
15 dias apos a terceira imunizacéo. Os titulos médios
geométricos de anticorpo e o0s seus intervalos de confianga de
95% foram calculados para todos o0s murganhos que recebem 0 mesmo
tratamento em ambas as experiéncias. Foram realizadas andalises
estatisticas para avaliar o efeito dos adjuvantes e os efeitos
de dose de antigénio em dados agrupados de ambas as
experiéncias. As respostas de células T especificas de CD4 e CDS8
foram medidas por citometria de fluxo, 7 dias apds as segundas e
terceiras imunizagdes em agrupamentos de células sanguineas de
5 murganhos por grupo. Assim, foram gerados dois valores para

cada grupo em cada experiéncia.

Resposta Imune Humoral

Como mostrado nas Figuras 20 e 21, ambos os adjuvantes AS01B
e ASOlE induzem respostas de anticorpo comparaveils fortes contra

CSP e HB.

Uma ANOVA de trés factores em GMT anti-CSP mostrou que néo
existiu diferenca significativa entre AS0O1B e ASOlE para as

doses de 5 ou 2,5 pg de RTS, S.
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Para a dose de 10 ug, verificou-se qgue o adjuvante ASO01B
induz titulos anti-CS mais elevados do que ASOlE e a razao GMT
“grupo AS01B/grupo ASO01E” foi 1,93 (IC de 95%: 1,33 - 2,79;
p = 0,001).

Resposta imune mediada por célula especifica

As Figuras 22 e 23 mostram os niveis de células T CD4 e CDS8

especificas para CSP e HB que expressam IL-2 e/ou IFN gama.

A resposta de CD4 especifica para CSP tende a ser maior com
AS01B comparativamente a ASOlE apds trés imunizagdes, enquanto
que a resposta de célula T CD8 com ASOIlE é equivalente ou melhor

do que com ASO1B.

A resposta de CD4 especifica para HB tende a ser maior com
AS01B comparativamente a ASOlE apds trés imunizacgdes, excepto
para a dose mais baixa de RTS,S em que os niveis de células T
CD4 sdo comparaveis entre os dois adjuvantes. As respostas de
célula T CD8 especificas de HB induzidas por RTS,S formulado com
ASO1lE sao equivalentes ou melhores do que as respostas induzidas

por RTS,S formulado com ASO01B.

Pensa-se que estas diferencas estejam dentro da

variabilidade prevista de ensaios imunoldégicos celulares.
A avaliagdo pré-clinica da vacina RTS,S/ASO01lE em murganhos

revelou um perfil aceitdvel de seguranca, semelhante aquele de

RTS, S/ASO01B.
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Exemplo de Referéncia XI: Avaliagdo clinica de RTS,S/ASOlE.

As formulacdes sao preparadas como no Exemplo X acima. A
sacarose € utilizada como um excipiente no sedimento antigénico
liofilizado. Como no Exemplo X, o adjuvante liquido ¢é utilizado
para reconstituir o antigénio liofilizado. ASOlE foi preparado
como descrito no Exemplo II.2 e armazenado a +2 a +8 °C até ser

necessario para a reconstituicéo.

Um ensaio duplamente cego aleatorizado de fase 1II de
seguranca e imunogenicidade de RTS,S adjuvada com ASQOlE esta
actualmente em curso em criancas com 18 meses a 4 anos gue vivem
no Gabado. 0O plano de vacinacgdo é um plano de vacinacao de 0, 1,
2 meses. Os objectivos sdao como se seguem para RTS,S/ASOLE
quando administrado como 3 doses intramuscularmente numa plano
de 0, 1, 2 meses a criancas com 18 meses a 4 anos que vivem numa

drea endémica de malédria:

Co-primdrios

- avaliar a seguranca até um més pds-Dose 3.
- Demonstrar a nao inferioridade de wuma vacina RTS, S
adjuvada de emulsdo dleo-em—-agua em termos de resposta

de anticorpo anti-CS um més pds-Dose 3.

Secundéarios

- avaliar a reactogenicidade até um més pds-Dose 3

- demonstrar a nao inferioridade de uma vacina RTS, S
adjuvada de emulsdo dleo-em—-agua em termos de resposta
de anticorpo anti-HB um més pds-Dose 3

- descrever seroproteccdo contra hepatite B até um més

pbés—-Dose 3
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- descrever a resposta anti-CS até um més pds-Dose 3

Tercidrios

- Seguranca entre um més poés-Dose 3 até 12 meses
pd6s-Dose 3

- Resposta 1imune humoral ao antigénio CS aos 12 meses
pb6s-Dose 3

- Resposta imune humoral ao antigénio HB aos 12 meses

pbés—-Dose 3

Exploratérios

- avaliar a resposta imune mediada por célula T ao
antigénio CS até 12 meses pds-dose 3

- avaliar a resposta imune de célula B de memdbria ao
antigénio CS até 12 meses pbds—-dose 3

- descrever a resposta anti-CS até um més pds-Dose 3 de

acordo com estado de imunizacdo de HBV na seleccgao.

Foram inscritos 180 individuos, foil administrada a 90 uma
vacina adjuvada com um adjuvante de emulsdo dleo-em-agua
registado e previamente validado (denominado “controlo” nas
tabelas abaixo) e foi administrada a 90 uma vacina adjuvada com
ASO1lE. Foram seleccionadas criancas masculinas e femininas
sauddveis com 18 meses a 4 anos de idade. As vacinas foram

administradas por via IM ao deltdéide esquerdo.
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Incidéncia e natureza dos sintomas (solicitados e ndo solicitados) reportados durante o
periodo de 7 dias (Dias 0-6) pos-vacinacdo apds cada dose e em termos globais {coorte de vacinados

total)

Qualquer sintoma Sintomas gerais Sintomas locais

95% IC 93% IC 95% IC

Grupe ([N |n  |3% L |0 [N |n % L WL [N (o % LI UL

Dose 1 Grl |90 |40 |44,4 34,0 553 (90 |23 256 |16,9 |358 |9 |20 22,2 |l41 |32,2

Gr2 |90 |47 52,2 |4L,4 62,9 |90 |26 289 |198 |39,4 |90 |32 |35,6 [257 |%,3

Dose 2 Grl |88 |50 |56,8 |458 |67,3 |88 |36 40,9 30,5 (51,9 |88 |35 39,8 [29,5 |%0,8
Gr2 |87 |53 60,9 |49,9 |7L,2 |87 |39 448 34,1 (55,9 |67 |34 39,1 [26,8 |%0,1
Doze 3 Grl |83 |78 94,0 |86,5 |90 83 |34 41,0 30,3 (52,3 |83 |76 |9L,6 [B3,4 |%,>5
Gr 2 |85 |82 |9%,5 90,0 99,3 |85 |50 588 |4T,6 |69,4 |85 |79 |92,9 [85,3 |974
Global/ |Gr L |261 |168 |64, 4 |58,2 70,2 [261 |93 |356 |29,8 |41,8 |261 |130 |50,2 |44,0 |56,4

dose Gr2 |22 |182 |69,5 |63,5 | 75,0 |22 |115 (43,9 |37,8 |50,1 |262 |145 |55,3 [49,1 |61,5

Global/ |6r L |90 |87 |9%,7 [90,6 [99,3 {90 |60 66,7 |559 76,3 |90 |83 |92,2 |84,6 |%,8

individwo |Gr 2 (90 |85 |94 [87,5 [982 |90 |70 |77,8 |67,8 859 |90 |84 93,3 |86,L |97,5

Gr 1 = RIS, 5.2501E, Gr 2 = controlo, LL = limite inferior, UL = limite superior

Para cada dose e en termos globais/individuo:

I = nimero de individuos com, pelo menos, um dose administrada

n/% = nimero/percentagen de individuos que apresentam, pelo menos, um tipo de sintoma, indspsndentemente da vacina de
estudo administrada

Para global/dose:

Il = nimero de doses administradas

n/% = nimero/percentagen de doses ssquidas por, pelo menos, um tipo de sintoms, independentemente da vacina de estudo
administrada

95% IC = intervalo de confianca exacto de 95%, LL = limite inferior, UL = limite superior



Estes dados demonstram gue uma vacina RTS,S adjuvada com
ASO1lE produziu resultados de reactogenicidade aceitdaveis numa
populacdo pedidtrica quando comparada com uma formulacdo de

controlo.

As respostas seroldgicas foram medidas por avaliacgdo das
respostas de anticorpo a HB e a repeticgdes de CSP (anti R32LR).
O soro para a determinacdao de anticorpo foi recolhido na
seleccao, no dia 60 e no dia 90 (na segunda vacinacdao e na
terceira wvacinacgao). Os niveis de anticorpo contra CS foram
medidos por metodologia padrao de ELISA wutilizando placas
adsorvidas com antigénio R32LR, com um anticorpo de referéncia
padrdo como um controlo de acordo com SOP do laboratério. Os

resultados sao dados em EU/mL.

O anticorpo para o antigénio de superficie da hepatite B foi
medido utilizando um imunocensaio de ELISA comercialmente
disponivel (kit de teste AUSAB EIA da Abbott) ou equivalente de
acordo com as instrugdes do ensaio. Os resultados sao dados em

mLU/mL .
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Taxas de seropositividade e GMC para anticorpos anti-CS (coorte de vacinados total)

>= 0,5 BLU/ML GMC
95% 1C 95% 1C
Anticorpo |Grupo |Instante |N |n |% |LL |UL |Valor |LL UL Min |Max
Anti-CS [Gr 1 [SELECCAO |89 0 [0,0 (0,0 [4110,3 [0,3 10,3 [<0,5 [<0,5
PII(D60) |78 |78 |100 (95,4 100 |BL,9 64,9 |103,2 |46 %686
PIIT(DS0) |75 |75 |100 (95,2 |100 |215,6 |178,8 |259,9 |14,3 |1922,3
Gr 2 |SELECCAO |90 (1 |1,100,0 16,00,3 10,2 10,3 [<0,5 [0,5
PII(DA0) |78 |78 |100 (95,4 | 100 |%6,9 |45,7 |70,9 |3,6 |2380,9
PIIT(D90) |80 |80 [100 (95,5 |100 |164,8 |134,1 |202,6 |6,3 |2093,6

Gr 1 = RIS, S.ASOIE

Gr 2 = Controlo

GMC = concentracdo media geométrica de anticorpo calculada em todos 0s individuos

N = nimero de individuos com resultados disponivels

n/% = nimero/percentagem de individuos com concentracdo dentro da gama especificada

95% IC = intervalo de confianca de 95%; LL = Limite inferior, UL = Limite superior

Min/Max = Minimo/Maximo
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Taxas de seropositividade e GMC para anticorpos anti-HB (coorte de vacinados total)

»= 10 ELU/ML GMC
95% IC 95% IC

Anticorpo | Grupo|Instante |N |n |% |LL |UL |Valor |LL UL Min |Max
Anti-HB |Gr 1 [SELECCAO |89(43|46,3(37,6(59,2140,8 23,3 [7L,4  |<10,0|46421,6
PIT(D60) |78|77)98,7|93,1|100 |8936,4 |4684,2 |17048,7<10,0|1615367
PIII(D90) | 7575|100 |95,2|100 |24527,7|15316,5]39278,5 | 21,1 | 1694306
Gr 2 | SELECCAO [90(37[41,1/30,8]52,0120,0 |12,8 [31,0  |[<10,0]3079%,4
PIT(D60) |76\ 77198,7193,11100 |3640,0 |1963,1 |6749,3 |<10,0] 1506114
PIII(DS0) | 80|80 100 |95,5|100 |19485,0(13511,3 |28099,9 |178,6| 1103974

Gr 1 = RIS, S.ASOIE

Gr 2 = Controlo

GMC = concentracdo media geométrica de anticorpo calculada em todos 0s individuos

N = nimero de individuos com resultados disponivels

n/% = nimero/percentagem de individuos com concentracdo dentro da gama especificada

95% IC = intervalo de confianca de 95%; LL = Limite inferior, UL = Limite superior

Min/Max = Minimo/Maximo




Estes dados demonstram que uma formulacdo de wvacina RTS, S
adjuvada com ASOlE produziu respostas imunes humorais aceitdveis
numa populacdo pedidtrica quando comparada a um controlo

validado.

Exemplo de Referéncia XII: Avaliagdo pré-clinica do Virus

Varicella Zoster com ASQOlB comparativamente a ASOlE.

A vacina candidata é composta de uma proteina truncada do

envelope do VZV, gE, produzida em células CHO.

Para este estudo, foram iniciados murganhos C57BU6 (n=48)
com uma dose humana (DH) de Varilrix (~4 1log pfu/dose)
administrada subcutaneamente. Cinco semanas apds a iniciacdo com
Varilrix, 0s murganhos foram divididos em 5 grupos de
12 murganhos e injectados intramuscularmente (tibias) nos dias 0
e 28 com apenas 5 pg de gE, 5 pg gk + ASOlE* (1/10 da DH) ou
5 png de gE + AS01B (1/10 da DH). O grupo de controlo dos
murganhos (apenas iniciados) foi injectado com soro fisioldgico
(0,9% de NaCl). As respostas imunes foram avaliadas nos dias 14
e/ou 30 que seguem a segunda vacinacdo. Os niveis de anticorpos
totais especificos de gE e a frequéncia de células T CD4 e CDS8

produtoras de citocinas (IL2/IFNy) foram avaliados.

Respostas de anticorpo especificas de gE:

Foi desenvolvido wum ELISA para detectar e quantificar
anticorpos especificos de gE em soros de murganhos, utilizando
proteina gE como o antigénio de revestimento. Os titulos de
ELISA foram definidos como o inverso da diluicdo sérica gue
produziu uma medida de absorvéncia (densidade dptica)
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igual a 50% do valor méximo de absorvéncia. Os titulos de ELISA

foram calculados por andlise de regressédo.

Os dados demonstram que gkE ASOIE e gE AS01B induzem niveis
semelhantes de anticorpos especificos de gE (valores p >0,05).
Ambas as formulagdes induziram respostas significativamente
maiores comparativamente a apenas antigénio gE (10-13 vezes,

valores p <0,05) 14 e 30 dias pds-I1I (Figura 26).

14 dias pés-II 95% IC 30 dias pés-II 95% IC
Grupo GMT (EU/mL) LL UL GMT (EU/mL) LL UL
gE 12067 5960 24433 3832 911 16115
gE/ASO1E 125934 95504 | 166059 50439 38071 | 66825
gE/AS01B 131728 88112 | 196934 47589 36158 | 62635
Varilrix 34 11 105 33 10 102

Respostas de CD4 e CD8 especificas de gE

A produgao de citocinas foi avaliada em células T CD4 e CDS8
utilizando uma técnica de coloracdo intracelular de citocinas.
As células de baco foram isoladas de cada grupo de 12 murganhos
30 dias p6s-I1I e reunidas em 4 grupos de 3 bacos. As células de
baco (1x10°) foram incubadas durante 2 horas na presenca de
péptidos gE (63 péptidos) cobrindo a totalidade da proteina gE
(20 aa peptidicos/10 aa de sobreposicdo) e depois incubadas de
um dia para o outro na presenca de brefeldina. Subsequentemente,
as células foram coradas com mAb fluorescente especifico para
CD4/CD8 de superficie celular e seguindo a permeabilizacao de

citocinas intracelulares IL-2 e IFNy.

Como mostrado nas Figuras 26, embora tenham sido induzidos

perfis semelhantes de citocinas (IL2/IFNy) com ambas as
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formulagdes gE ASO01B e gE ASOlE, a formulagdo AS01B induziu uma
maior magnitude de células produtoras de citocinas CD4 e C(CDS8
(2 vezes, p>0,05 para CD4, 3,6 vezes, p>0,05 para CD8). Devido a
uma inesperada elevada variabilidade das respostas de célula T,
a capacidade para detectar uma diferenga significativa entre
doses adjuvantes foi muito limitada (<50%). De modo importante,
ambos os gE formulados com ASOl1B ou ASOlE induziram células T
CD4 produtoras de citocinas de uma magnitude significativamente
maior (13,3 vezes, p<0,05) comparativamente a apenas gE. Maiores
niveis de células CD8 foram também induzidos por gE formulado
com AS01B ou ASOlE (3,8 vezes, p>0,05) comparativamente a apenas

antigénio gE.

Exemplo de Referéncia XIII: Avaliagdo Pré-clinica de ASO01B

vs ASO1lE num modelo de Furdao da Influenza.

Materiais e métodos

Furdes fémeas (Mustela putorius furo) com 4 — 6 meses foram
obtidos da MISAY Consultancy (Hampshire, RU). 0Os furdes foram
iniciados no dia 0 com a estirpe Thetero-subtipica HINI1
A/estocolmo/24/90, (4LogTCID50/mL), 250 nL administrados
intranasalmente. No dia 21, 0s furdes foram injectados
intramuscularmente com uma dose humana inteira (1000 uL de dose
de vacina, 15 pg de HA por estirpe A, 17,5 png de estirpe B) de
uma combinac¢do de HIN1 A/Nova Caleddédnia C/20/99 (15 pg/mL), H3N2
A/Wyoming/3/2003 (15 ng/mL) e B/Jiangsu/10/2003 (17,5 pg/mL). Os
furdes foram depois desafiados no dia 42 por via intranasal com
250 nplL de uma estirpe hetero-subtipica Wh.A/NY/55/04 (4,51 Log
TCID50/mL) .
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As vacinag¢bes no dia 21 foram com formulagdo trivalente
simples (“simples” nas tabelas abaixo) ou com a formulacéao
trivalente adjuvada com AS01B (“AS01B” nas tabelas abaixo) ou
ASO1E (“ASO1E” nas tabelas abaixo). As formulacdes foram

preparadas como estabelecido no Exemplo 3 acima.

Monitorizag¢do da temperatura corporal:

As temperaturas individuais foram monitorizadas durante o
periodo de desafio e foram avaliadas wutilizando implantes
telemétricos que registaram a temperatura individual de cada
animal todos os 15 minutos, antes e depois do desafio. Todos os
implantes foram verificados e restabelecidos, e uma nova
calibracdo foi realizada por DSI antes da colocacgdao na cavidade
intraperitoneal. Todos os animais foram abrigados

individualmente numa gaiola individual durante estas medigdes.

As temperaturas foram registadas cada 15 minutos, 6 dias
antes da iniciacdao até 4 dias pds—-iniciacdo, assim como 3 dias

antes do desafio até 7 dias pds—-desafio.

Teste de Inibi¢do da Hemaglutinag¢do (HI).

Processo de teste

Os titulos de anticorpo anti-hemaglutinina para as trés
estirpes do virus da influenza foram determinados utilizando o
teste de inibicdo da hemaglutinacdo (HI). O principio do teste
de HI & Dbaseado na capacidade de anticorpos especificos
anti-influenza para inibirem a hemaglutinacdo de gldbulos
vermelhos (RBC) de galinha pela hemaglutinina do virus da
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influenza (HA). Os soros foram primeiro tratados com uma solucao
a 25% de neuraminidase (RDE) e inactivados pelo calor para
remover inibidores nao especificos. Apds pré-tratamento,
diluicdes duas vezes dos soros foram incubadas com 4 unidades de
hemaglutinacdo de cada estirpe de influenza. 0Os gldbulos
vermelhos de galinha foram depois adicionados e a inibicao da
aglutinacao foi pontuada utilizando gotas para a leitura. Os
titulos foram expressos como 0 inverso da diluigdo mais elevada
de soro que inibiu completamente a hemaglutinacdo. Uma vez que a
primeira diluic¢do dos soros foi 1:10, um nivel indetectavel foi

pontuado como um titulo igual a 5.

Andlise estatistica

A andlise estatistica foli realizada nos titulos de HI
utilizando UNISTAT. O protocolo aplicado para a andlise de

varidncia pode ser resumidamente descrito como se segue:

o Transformacao logaritmica dos dados.

o Teste de Shapiro-Wilk em cada populacao (grupo) de modo a
verificar a normalidade da distribuicdo dos grupos.

o Teste de Cochran de modo a verificar a homogeneidade de
variédncia entre as diferentes populacdes (grupos).

o Andlise de varidncia uni-factorial realizada nos grupos.

o Teste de Tukey-HSD para comparac¢des multiplas

Titulag¢do viral em lavagens nasais

Todas as amostras nasais foram primeiro filtradas de modo
estéril através de filtros Spin X (Costar) para remover qualquer
contaminagao bacteriana. Foram transferidos 50 pL de diluigdes

131



dez vezes em gsérie de lavagens nasails para placas de
microtitulacdo contendo 50 pL de meio (10 pocgos/diluigdo). Foram
depois adicionados 100 pL de células MDCK (2,4 x 10° células/mL)
a cada poco e incubadas a 35 °C durante 6-7 dias. Apds 6-7 dias
de incubacao, o meio de cultura é cuidadosamente removido e séao
adicionados 100 pL de um meio contendo 1/20 WST-1 e incubadas
durante mais 18 horas. A intensidade do corante formazan amarelo
produzida apdés redugdo de WST-1 por células vidveis &
proporcional ao numero de células vidvels presentes no pogo no
final do ensaio de titulacadao viral e é quantificada por medicao

da absorvéncia de cada pogco no comprimento de onda apropriado

(450 nandémetros). O limite € definido como a média de OD de
células nao infectadas de controlo - 0,3 OD (0,3 OD corresponde
a +/- 3 StDev de OD de células nao infectadas de controlo). Uma

pontuacdo positiva é definida quando o OD é < limite e, em
contraste, uma pontuagdo negativa é definida quando o OD é > que
o limite. Os titulos de disseminacdo viral foram determinados

por “Reed e Muench” e expressos como Log TCID50/mL.

Ensaio de Linfoproliferacdo.

As PBMC foram recolhidas por centrifugacao de gradiente de
densidade (20 minutos a 2500 rpm e 4 °C) em solucdo de linfdcito
de mamifero Ficoll Cedarlane. As PBMC foram ressuspensas em 5 mL
de meio de cultura (RPMI/adicionar a 4 °C) e 10% de soro normal
de furadao. 0Os aditivos foram compostos por 100 mM de piruvato de
sédio, aminodcidos nao essenciais MEM,
Penicilina/estreptamicina, glutamina e R2-mercaptoetanol
concentrado x1000. As PBMC isoladas de fresco foram utilizadas
imediatamente para ensaios de proliferacdo in vitro. As células
foram colocadas em placas de cultura de tecidos de 96 pocos de

fundo plano a 2 x 10° células/poco e cultivadas com diferentes
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concentragdes de antigénio (0,1 a 1 pg de HA de virus inteiro
inactivado) durante 44 a 96 h e depois foram marcadas por
impulso com 0,5 pCi de [“Hltimidina. A incorporacdo do marcador
radiocactivo foi estimada 4 a 16 h mais tarde, por espectroscopia

de emissao B.

Resultados

Carga viral em lavagens nasais apds desafio.

As lavagens nasais foram recolhidas 2 dias antes da
iniciag¢do (iniciag¢dao = dia 0), 1, 2 e 7 dias pds-iniciacgao,

assim como 4 dias antes do desafio (desafio = dia 42) e durante

um periodo de 7 dias pds-desafio.

Grupo =2 0 +1 +2 +7 39 42 | 43 44 45 47 49

Simples | 0,82 1,84|5,35(1,85]0,8 1,82 5,77 |4,44(1,97 0,9
ASO1E 0,82 2,11 |5,83|1,65(0,8 1,62|4,93|4,15|2,4 0,85
ASO1B 0,81 2,26 |5,38|1,91(0,82 1,7412,25(11,89(|1,350(0,9

Ver resultados na Figura 27.

Disseminacdo viral pds—-iniciacdo

Foi observado um pico de disseminacgao viral em todos os

furdes 2 dias apds a iniciacao.

7 Dias pds-iniciacdo, foi apenas observada carga viral

residual em todos o0s grupos.
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Disseminagdo viral apds desafio

0 pico de disseminacao viral foi observado 24 horas apds

desafio.

A titulagdo viral 3 dias pods-desafio mostrou elevados
titulos virais (nenhuma proteccadao) em furdes imunizados com
fragmentada trivalente simples. Foi observada uma reducdao menor
da disseminacado viral em furdes imunizados com fragmentada
trivalente ASOlE do que foi observado com fragmentada trivalente

adjuvada com ASO1B.

Monitorizagdo da temperatura:

A temperatura corporal foili monitorizada desde 6 dias
pré-iniciac¢do (iniciacdo = dia 0) até 4 dias pds—-iniciacgao,
assim como desde 3 dias pré-desafio até 7 dias pds-desafio
(desafio = dia 42). As medicgbes foram tomadas cada 15 minutos e
foi calculada uma média a meio do dia para cada grupo. Os

resultados podem ser observados na Figura 28.

Pés—-iniciacdo
A temperatura corporal monitorizada antes, durante e depois

da iniciacdéo mostrou um aumento na temperatura em todos o0s

grupos.
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Pos—-Desafio

A interpretacdao da monitorizacdao da temperatura corporal é
dificil. Foi observado um 1ligeiro aumento da temperatura
corporal péds-desafio em furdes 1munizados com fragmentada
trivalente simples e fragmentada trivalente ASOlE, mas ndo com
fragmentada trivalente AS01B. A pontuacadao abaixo foi obtida pelo

numero de furdes com um aumento da temperatura corporal >0,4 °C.

Aumento da temperatura pds—-desafio

Trivalente Simples: 5/8 (+0,4, 40,4, +0,5, +0,7, +0,8)
Trivalente ASO1B 0/8
Trivalente ASOLE 6/8 (+0,4, +0,4, +0,5, +0,5, +0,9, +1,6)

Esta 1leitura € menos robusta do que as outras leituras

utilizadas em furdes.

Teste de Inibicdo de Hemaglutinacgao (HI)

As amostras séricas foram recolhidas 4 dias antes da
iniciacdo, 17 dias pds—-iniciacadao, 21 dias pds—-imunizacdo e
13 dias pods-desafio. Os resultados podem ser observados nas
Figuras 29 e 30. Para todas as trés estirpes de vacina, foram
observados titulos de HI mais elevados, estatisticamente
significativos, em furdes imunizados com fragmentada trivalente
adjuvada com ASQ01B ou ASOlE comparativamente a fragmentada
trivalente simples. Nao foi observada gqualgquer diferenca entre
os dois grupos adjuvados. Comparativamente a outros grupos,

foram observados titulos de HI de reacgao cruzada mais elevados,
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estatisticamente significativos, para A/Nova Iorque H3N2
(estirpe de desafio) apds imunizacdao de furdes com vacinas

fragmentadas trivalentes adjuvadas com ASO1B.

Lisboa, 11 de Junho de 2014
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REIVINDICACOES

Composicgao imunogénica compreendendo um antigénio de
M. tuberculosis em combinagdo com um adjuvante, cujo
adjuvante compreende uma fracg¢do saponinica imunologicamente
activa derivada da casca de Quillaja saponaria Molina,
presente na forma de um lipossoma e um lipopolissacarido, em
que a referida fraccao saponinica e o) referido
lipopolissacdrido estdo presentes na composicdo a um nivel
entre 1 pg e 30 ug por dose, para utilizacdo como um

medicamento humano.

Composigdo 1imunogénica para utilizagdao de acordo com a
reivindicacao 1, em que a referida composicdo adjuvante
compreende ainda um esterol, em que a razao saponina:esterol

¢ desde 1:1 a 1:100 p/p.

Composicdo imunogénica para utilizacao de acordo com a

reivindicacadao 2, em que o referido esterol &€ colesterol.

Composicao imunogénica para utilizacdo de acordo com
qualquer das reivindicagdes 1 a 3, em que a referida fraccao

saponinica imunologicamente activa € QS21.

Composicdao imunogénica para utilizacdo de acordo com
qualgquer das reivindicagdes 1 a 4, em que o referido

lipopolissacdrido é um derivado de lipido A.

Composicdao i1imunogénica para utilizacdo de acordo com a
reivindicacao 5, em que o referido derivado de lipido A é

3D-MPL.



Composicado imunogénica para utilizacao de acordo com a

-

reivindicagao 6, em gque a razao QS21:3D-MPL é 1:1.

Composicado imunogénica para utilizagdo de acordo com a
reivindicacao 1, compreendendo um antigénio de
M. tuberculosis em combinacdo com um adjuvante, cujo
adjuvante compreende QS21 presente na forma de um lipossoma
e 3D-MPL, em que a referida QS21 e o referido 3D-MPL estéo

presentes na composicgdo a um nivel de 25 pg por dose.
Composicdao imunogénica para utilizacdo de acordo com

qualquer das reivindicagdes 1 a 8, em que o antigénio de

M. tuberculosis é& M72.

Lisboa, 11 de Junho de 2014
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Figura 1 - Preparagdo de MPL
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Figura 2 - Resposta humoral contra varias estirpes de influenza,

apdés imunizagdo de furdes com formulagdes experimentais (Teste

de Inibicdo da Hemaglutinacao

(GMT +/- IC95))
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Figura 3 - Estudo de furdo - Titulagdo viral em lavagens nasais

apbés desafio (dia 42)
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Figura 4 - Estudo de murganhos - Resposta humoral contra as trés

estirpes da vacina da influenza,

com formulagdes experimentais: Teste de Inibigdao
Hemaglutinacdo (GMT +/- IC95)
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Figura 5 - Estudo de murganhos - Resposta imune mediada por
célula: respostas de célula T CD4+ especificas de Gripe no Dia 7

Pdés—imunizacéo.

. ICS Dlia 35 —re-estimula¢do com Triv Inteira a 1 pg de HA/estirpe/mL em celulas 1" CL)4
=
[
o 31 o —
= . Limite:0.28% |
£ 251 S
T 5l
§
s 1.5 1
5
CE
&
=% | e
Z 0 |l foms : B =
o Trivalente - " : Agrippal
S Triv lipessoma- . Triv MPUIQS21 . Agrippal .
T 1 ; Al i Agrippal DQS21 S21 Pes
Simples MPL fiv DQS2 em lipessomas siﬁf lipossoma-MPL 9 :T;ilgossonllms
ID CD4+L2+ 0.1 0.11 0.12 066 035 017 04 0.89 0.07
{m CD4+1L2¢INFg+ 0.19 0.1 0.29 0.57 0.21 0.24 0.38 06 003
la CDa+iNFg+ 0.07 0.14 0.08 0.56 0.06 0.33 0.29 0.63 0.05
ICS Dia 35 —re-estimula¢io com Triv Inteira a 1 pg de HA/estirpe/nL
GMT +/-1C95
45 - P —
{ Limite:0.29% |
—? 4 - | SR |
[
@] -
o 3.5
i 3
£
Y
¢ 2.5
£ 154
P
= 1 -
<
g 0.5 A
: B EI‘] ) % | ZEn
CD4Totat CD4Tota CD4Total CD4Total CDATotat CD4Total CDA4Total CD4Total CD4Total
Trivalente |y lipossoma-| TavDQS21 [TrivMPLIQS21|  Agrippal Agrippal Agrippal Agrippal PBS
Simples MPL em lipossomas simples lipessoma-MPL DQSs2t MPLIQS21
em lipossomas
0 GMT +/- CI 95 0.35 032 049 179 03 0.74 1 2.01 0.14




7/27

Figura 6 — CMI para CD4 - Estirpe agrupada (toda a dobrar) - Dia
0 e Dia 21
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(Total e relacionados com grau 3) reportados durante o periodo

Figura 8 - Incidéncia de sintomas locais e gerais em humanos

de acompanhamento de 7 dias
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Figura 9 - Respostas humorais a HPV 16 e 18 Ll.
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Figura 10 - Coloragdo Intracelular de Citocinas - células T CD4+
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Figura 11 - Produgdo de células B de meméria especificas,

imunizagdo com formulagdes adjuvadas de HPV.
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Figura 12 - Comparagdo pré-clinica de vacinas adjuvadas de

S. pneumonaie em murganhos.
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com vacina adjuvada de Gb

Figura 13 - Titulos de ELISA Anti-gB de cobaio,

apés imunizacgéo
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15 - Titulos de ELISA Anti-gB de murganho,
imunizagdo com vacina adjuvada de ¢gB.
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Figura 17 - Imunidade mediada por célula - células CD4+ e CD8+
especificas de CMV, apds re-estimulagdo com um agrupamento de

péptidos gB (7 dias apds a segunda imunizagédo)
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Figura 18 - TImunidade

especificas de CMV,

diferentes de um agrupamento de péptidos gB

segunda imunizagdo).
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Figura 20 - Média geométrica de titulos de anticorpo (GMT)
contra a proteina Circunsporozoita CSP, apds Imunizagdo com

vacina adjuvada RTS,S em murganhos.
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Figura 21 - Média geométrica de titulos de anticorpo (GMT)
contra antigénios de superficie de hepatite B (HB), apds

imunizag¢do com vacina adjuvada RTS,S em murganhos.
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Figura 22 - Expressdo ex vivo de IL-2 e/ou IFN gama por células

T CD4 e CD8 especificas de CSP
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Figura 23 - Expressdo ex vivo de IL-2 e/ou IFN gama por células

T CD4 e CD8 especificas de HBs
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Figura 24 - Respostas humorais em murganhos, apdés imunizagdo com

vacina da influenza fragmentada trivalente adjuvada

(imunoestimuladores a duas concentragdes diferentes).
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Figura 25 - Resposta imune mediada por célula em murganhos, apéds
imunizagéao com vacina da influenza  trivalente adjuvada

(imunoestimuladores a duas concentragdes diferentes)
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Figura 26 - Resultados pré-clinicos em murganhos, comparando

vacinas VZV gE adjuvadas com ASOl1l B ou ASOlE.
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Figura 27 - Titulos virais de lavagens nasais,

desafio com antigénios

adjuvados) em furdes
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Figura 28 - Monitorizag¢do da temperatura corporal em furdes,

apds iniciagdo e desafio com antigénios da influenza
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Figura 29 - Titulos Anti-HI para as estirpes A na formulagdo de
vacina trivalente, apds imunizagdo e desafio com preparagdes de

antigénio gripal
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Figura 30 - Titulos Anti-HI para B/Jiangsu e a estirpe de desvio
utilizada para desafio, apds imunizagéo e desafio com

preparagdes de antigénio gripal.
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