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RESUMO

“COMPOSIQAO DE VACINA MULTIVALENTE”

A presente invencado refere-se a novas formulagdes de vacina
combinada a base de DTP vantajosas e a kits de vacina combinada
administrados concomitantemente. Sao também proporcionados

métodos de administracdo destas vacinas e kits.



DESCRICAO

“COMPOSIQAO DE VACINA MULTIVALENTE”

A presente invencao refere-se a novas formulacgdes de vacina
combinada. As vacinas combinadas (que proporcionam proteccao
contra multiplos agentes patogénicos) sdo muito desejaveis, de
modo a minimizar o numero de 1imunizagdes necessarias para
conferir proteccdao contra multiplos agentes patogénicos, para

reduzir os custos de administracdo e para aumentar as taxas de

aceitacao e abrangéncia. 0 fenémeno bem documentado da
competicgao (ou interferéncia) antigénica complica o
desenvolvimento de vacinas com multiplos componentes. A

interferéncia antigénica refere-se a observacdo de que a
administracdo de multiplos antigénios resulta, frequentemente,
numa resposta diminuida a determinados antigénios, em relacdo a
resposta 1munitaria observada quando esses antigénios @ séo
administrados individualmente. E imprevisivel a sua ocorréncia
na preparacao de novas combinacdes de antigénios (Rappuoli et al

(1996), Vaccine, 14(7):691-700).

Sdo conhecidas vacinas de combinagdao que podem prevenir
Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium
diphtheriae e, opcionalmente, o virus da Hepatite B e/ou
Haemophilus influenzae do tipo Db (ver, por exemplo, 0Ss
documentos WO 93/24148; WO 97/00697; e WO 99/48525; WO 99/13906;
EP 0594950; Andre (1999), Vaccine, 17: 1620-1627; Poolman et al
(2001), Vaccine, 19:2280-2285; e Pines et al. (1999), Vaccine,

17:1650-1656; as combinacdes divulgadas incluem DTPa-HBV,



DTPa-HBV-1IPV, DTPa/Hib, DTPa-HBV/Hib e DTPa-IPV-HBV/Hib, mas néao
vacinas Dbaseadas em DTP tendo valéncias de N. meningitidis
(Men)). A utilizacdo de antigénios conjugados com Men ¢é
conhecida de, por exemplo, Paradiso e Lindberg (19906),

Developments in Biological Standardization, 87:269-275.

A presente 1invengdo refere-se a preparagado das vacinas
multivalentes mais ambiciosas até a data, cuja administracao
pode prevenir ou tratar infeccdo por Bordetella pertussis,
Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae, virus da
Hepatite B, ©poliovirus e N. meningitidis e, de um modo
preferido, também Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae e/ou virus da Hepatite A, em que o0s componentes da
vacina nédo interferem significativamente com o desempenho

imunoldgico de qualquer um dos componentes da vacina.
Consequentemente, num aspecto da invencado € proporcionada
uma composic¢caoc imunogénica multivalente para conferir proteccgéao
num hospedeiro contra doenca causada por Bordetella pertussis,
Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae, virus da

Hepatite B, poliovirus e N. meningitidis, compreendendo:

(a) componentes de pertussis acelular (Pa) compreendendo

toxbdide de pertussis e FHA,

(b) toxdéide tetédnico (TT ou T),

(c) toxdide diftérico (DT ou D),

(d) Antigénio de superficie da hepatite B (HepB ou HB),

(e) Poliovirus inactivado (IPV) e



(f) um ou ambos os conjugados de uma proteina veiculo e um
polissacdarido ou oligossacarido capsular de uma Dbactéria
seleccionada do grupo N. meningitidis do tipo Y (MenY) e

N. meningitidis do tipo C (MenC) e

(g) opcionalmente um conjugado de uma proteina veiculo e o
polissacdrido ou oligossacarido capsular de H. influenzae

do tipo B (Hib).

A composicao imunogénica acima pode ainda compreender um,
dois, trés, gquatro, cinco ou seis componentes seleccionados da
seguinte lista: polissacédrido de N. meningitidis do tipo A
[MenA] (de um modo preferido, conjugado), polissacarido de
N. meningitidis do tipo W [MenW] (de um modo preferido,
conjugado), o polissacdrido Vi de Salmonella typhi, vesiculas da
membrana externa de N. meningitidis (de um modo preferido,
serotipo B), uma ou mais proteinas da membrana externa (expostas

na superficie) de N. meningitidis (de um modo ©preferido,

serotipo B), virus da Hepatite A morto, atenuado (HepA — de um
modo preferido, o produto conhecido como “Havrix™™” [SmithKline
Beecham Biologicals]) sem problemas de interferéncias

substanciais para gquaisquer dos antigénios da composicéo.

Além disso, s&do aqui divulgados varios kits wvantajosos
compreendendo duas ou trés composicdes imunogénicas
multivalentes, sendo os referidos kits capazes de conferir
proteccdao num hospedeiro contra doenca causada por Bordetella
pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae,
virus da Hepatite B, poliovirus e Streptococcus pneumoniae e,

opcionalmente, também N. meningitidis e Haemophilus influenzae.



Esse kit pode compreender duas composic¢cdes imunogénicas
multivalentes para conferir proteccdao num hospedeiro contra a
doenca causada por Bordetella pertussis, Clostridium tetani,
Corynebacterium diphtheriae, virus da Hepatite B, poliovirus e
Streptococcus pneumoniae e, opcionalmente, também

N. meningitidis e Haemophilus influenzae.

0 referido kit compreende um primeiro recipiente

compreendendo:
(a) Bordetella pertussis em célula inteira morta (Pw) ou
dois ou mais componentes de pertussis acelular (Pa) [de um
modo preferido, o ultimo],
(b) toxdide teténico (TT ou T),
(c) toxdide diftérico (DT ou D),
(d) Antigénio de superficie da hepatite B (HepB ou HB) e
(e) Poliovirus inactivado (IPV)

e um segundo recipiente compreendendo:
(2a) um ou mais conjugados de uma proteina veiculo e um
polissacarido capsular de Streptococcus pneumoniae [em que
0 polissacarido capsular ¢é, de um modo preferido, de um
serotipo pneumocécico seleccionado do grupo consistindo de

1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9v, 10aA, 11a, 12F, 14,
158, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F].



Noutras formas de realizacdao vantajosas do kit divulgado
acima, o primeiro recipiente compreende adicionalmente: (f) um
ou ambos ©s conjugados de uma proteina veiculo e um
polissacarido capsular de uma bactéria seleccionada do grupo

N. meningitidis do tipo Y (MenY) e N. meningitidis do tipo C

(MenC) e (g) um conjugado de uma proteina veiculo e o
polissacarido capsular de H. influenza do tipo B (Hib); ou o
segundo recipiente compreende adicionalmente: (2b) um ou ambos

os conjugados de uma proteina veiculo e um polissacarido
capsular de uma bactéria seleccionada do grupo N. meningitidis
do tipo Y (MenY) e N. meningitidis do tipo C (MenC) e (2c) um
conjugado de uma proteina veiculo e o polissacdrido capsular de
H. influenza do tipo B (Hib); ou o primeiro recipiente
compreende adicionalmente: (f) um ou ambos os conjugados de uma
proteina veiculo e um polissacdrido capsular de uma bactéria
seleccionada do grupo N. meningitidis do tipo Y (MenY) e
N. meningitidis do tipo C (MenC) e o segundo recipiente
compreende adicionalmente (2b) um conjugado de uma proteina
veiculo e um polissacdrido capsular de H. influenzae do tipo B
(Hib); ou o primeiro recipiente compreende adicionalmente (f) um
conjugado de uma proteina veiculo e o polissacadrido capsular de
H. influenzae do tipo B (Hib) e o segundo recipiente compreende
adicionalmente: (2b) um ou ambos os conjugados de uma proteina
veiculo e um polissacarido capsular de uma bactéria seleccionada
do grupo N. meningitidis do tipo Y (Men Y) e N. meningitidis do

tipo C (MenC).

Alternativamente esse kit pode compreender duas composicgdes
imunogénicas multivalentes para conferir proteccgao num
hospedeiro contra doengca causada por Bordetella pertussis,

Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae, virus da



Hepatite B, poliovirus, N. meningitidis e Haemophilus

influenzae.
O referido kit compreende um primeiro recipiente contendo:
(a) Bordetella pertussis em célula inteira morta (Pw) ou
dois ou mais componentes de pertussis acelular (Pa) [de um
modo preferido, o ultimo],
(b) toxdéide teténico (TT ou T),
(c) toxdide diftérico (DT ou D),
(d) Antigénio de superficie da hepatite B (HepB ou HB),
(e) Poliovirus inactivado (IPV),

e um segundo recipiente compreendendo:
(2a) um ou ambos os conjugados de uma proteina veiculo e um
polissacédrido capsular de wuma bactéria seleccionada do
grupo N. meningitidis do tipo Y (MenY) e N. meningitidis do

tipo C (MenC) e

(2b) um conjugado de uma proteina veiculo e o polissacarido

capsular de H. influenzae do tipo B (Hib).

Noutra forma de realizacdo o kit divulgado pode compreender
trés composicgdes imunogénicas multivalentes para conferir
proteccdo num hospedeiro contra doenca causada por Bordetella

pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae,



virus da Hepatite B, poliovirus, N. meningitidis, Haemophilus

influenzae e Streptococcus pneumoniae.

0 referido kit compreende um primeiro recipiente

compreendendo:
(a) Bordetella pertussis em célula inteira morta (Pw) ou
dois ou mais componentes de pertussis acelular (Pa) [de um
modo preferido, o ultimo],
(b) toxdide teténico (TT ou T),
(c) toxdide diftérico (DT ou D),
(d) Antigénio de superficie da hepatite B (HepB ou HB) e
(e) Poliovirus inactivado (IPV),

e um segundo recipiente compreendendo:
(2a) um ou mais conjugados de uma proteina veiculo e um
polissacarido capsular de Streptococcus pneumoniae [em que
0 polissacarido ou capsular é, de um modo preferido, de um
serotipo pneumocdcico seleccionado do grupo consistindo de
1, 2, 3, 4, 5, o6A, 6B, 7F, 8, 9N, 9v, 10aA, 11A, 12Fr, 14,
158, 17¢, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F],

e um terceiro recipiente compreendendo:

(3a) um ou ambos os conjugados de uma proteina veiculo e um

polissacarido capsular de wuma bactéria seleccionada do



grupo N. meningitidis do tipo Y (MenY) e N. meningitidis do

tipo C (MenC) e

(3b) um conjugado de uma proteina veiculo e o polissacdarido

capsular de H. influenzae do tipo B (Hib).

Qualgquer um ou o0s recipientes acima dos kits acima podem
ainda compreender um, dois, trés, quatro, cinco, seis ou sete
componentes seleccionados da seguinte lista: polissacarido de
N. meningitidis do tipo A [Menl] (de um modo preferido,
conjugado), polissacdrido de N. meningitidis do tipo W [MenW]

(de um modo preferido, conjugado), o polissacarido Vi de

Salmonella typhi, vesiculas da membrana externa de
N. meningitidis (de um modo preferido, serotipo B), uma ou mais
proteinas da membrana externa (expostas na superficie) de

N. meningitidis (de um modo preferido, serotipo B), HepA (como
descrito acima) e uma ou mais proteinas de S. pneumoniae (de um
modo preferido, expostas na superficie) sem problemas de
interferéncia substancial para gqualquer dos antigénios da

composicao.

Os recipientes do kit podem ser embalados separadamente ou,
de um modo preferido, embalados em conjunto. De um modo
preferido, o kit ¢é proporcionado com uma lista de instrucgdes

para administragdo das vacinas nos dois ou mais recipientes.

Quando um recipiente num kit contiver um determinado
conjugado de polissacaridos, é preferido, gque o mesmo conjugado

nao esteja presente nos outros recipientes do kit.

A requerente verificou surpreendentemente gque um kit

divulgado como acima, apresenta vantajosamente os varios



antigénios ao sistema imunitdrio de um hospedeiro de uma forma
6ptima. O kit proporciona a um médico assistente um método
6ptimo de imunizacdao de um hospedeiro, com uma ou mais das
seguintes vantagens (de um modo preferido, 2 ou 3 e, de um modo
muito preferido, todas): eficédcia protectora para todos o0s
antigénios, ©reactogenicidade minima, interferéncia minima de
supressao do veiculo, interferéncia minima do
adjuvante/antigénio ou interferéncia minima do
antigénio/antigénio. Dessa forma, estes objetivos podem ser
alcancados com o numero minimo de administracdes (duas), de um

modo preferido, ocorrendo na mesma visita ao médico assistente.

Embora numa forma de realizacdo preferida da divulgacao as
vacinas do primeiro e segundo (e terceiro, quando aplicavel)
recipientes sejam administradas concomitantemente em diferentes
locais (como descrito abaixo), numa forma de realizacéao
alternativa, a requerente prevé que os conteudos dos primeiro e
segundo recipientes possam ser misturados (de um modo preferido,

extemporaneamente) antes da administragao como uma vacina unica.

Os antigénios da invencao

Sao bem conhecidos na técnica métodos de preparacao do
tox6éide tetdnico (TT). Por exemplo, o TT €&, de um modo
preferido, produzido por purificacdo da toxina a partir de uma
cultura de Clostridium tetani, seguida por desintoxicacao
quimica, mas é alternativamente produzido por purificacdao de um
andlogo da toxina recombinante ou desintoxicado geneticamente
(por exemplo, como descrito no documento EP 209281). *“Toxdide

tetdnico” abrange também fragmentos imunogénicos da proteina



completa (por exemplo, o Fragmento C - wver o documento

EP 478602).

Os métodos de preparacgcao do toxdéide diftérico (DT) sao bem
conhecidos na técnica. Por exemplo, o DT &, de um modo
preferido, produzido por purificacdo da toxina a partir de uma
cultura de Corynebacterium diphtheriae, seguida por

desintoxicacadao quimica, mas ¢é alternativamente produzido por

purificacao de um anadlogo da toxina recombinante ou
desintoxicado geneticamente (por exemplo, CRM197 ou outros
mutantes como descritos nos documentos U.S. 4709017,

U.S. 5843711, U.S. 5601827 e U.S. 5917017).

Sado bem conhecidos na técnica, componentes de pertussis
acelular (Pa). Os exemplos incluem toxdéide de pertussis (PT),
hemaglutinina filamentosa (FHA), pertactina (PRN) e
aglutinogénios 2 e 3. Estes antigénios sao parcial ou altamente
purificados. De um modo preferido, sado utilizados 2 ou mais
componentes de pertussis acelular na vacina. De um modo mais
preferido, sado incorporados na vacina 2, 3, 4 ou todos os 5 dos
componentes de pertussis acelular do exemplo acima. De um modo
muito preferido, sdo incluidos PT, FHA e PRN. O PT pode ser
produzido por varias formas, por exemplo, por purificacdo da
toxina a partir de uma cultura de B. pertussis, seguida por
desintoxicacdo quimica ou, alternativamente, por purificacao de
um andlogo de PT desintoxicado geneticamente (por exemplo, como

descrito no documento U.S. 5085862).
No documento WO 93/24148 sdo divulgados métodos de

preparacao de Bordetella pertussis (Pw) em célula inteira,

morta, adequados para esta invencdo, uma vez dJue sao métodos
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adequados de formulacdo para produzir vacinas DT-TT-Pw-HepB e

DT-TT-Pa-HepB.

O poliovirus inactivado (IPV) compreende, de um modo
preferido, os tipos 1, 2 e 3, como é convencional na técnica das

vacinas. E muito preferida a vacina da poliomielite de Salk.

Tipicamente, a vacina de Streptococcus pneumoniae da
presente divulgagdo ird compreender antigénios de polissacéaridos
(de um modo preferido, conjugados), em que o0s polissacaridos séao
derivados de pelo menos quatro serotipos de pneumococos
escolhidos do grupo consistindo de 1, 2, 3, 4, 5, 6A, oB, 7F, 8,
9N, 9v, 10aA, 11aA, 12, 14, 15B, 17, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F
e 33F. De um modo preferido, os quatro serotipos incluem 6B, 14,
19F e 23F. De um modo mais preferido, sao incluidos, pelo menos,
7 serotipos na composicao, por exemplo, os derivados dos
serotipos 4, 6B, 9v, 14, 18C, 19F e 23F. De um modo mais
preferido, sdo incluidos ainda mais de 7 serotipos na
composicao, por exemplo, pelo menos 11 serotipos. Por exemplo, a
composicao numa forma de realizagdo inclui 11 polissacaridos
capsulares derivados dos serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14,
18C, 19F e 23F (de um modo preferido, conjugados). Numa forma de
realizacdo preferida da divulgacdo, sdo incluidos pelo menos
13 antigénios de polissacaridos (de um modo preferido,
conjugados), embora sejam também contemplados outros antigénios
de polissacédridos, por exemplo, 23 valentes (tais como o0s
serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9v, 10A, 11A, 12Fr, 14,
15B, 17Fr, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F).

Para a vacinacadao de idosos (por exemplo, para a prevengao
da pneumonia), ¢é vantajoso incluir os serotipos 8 e 12F (e, de

um modo muito preferido, também os 15 e 11) a composicao

11



antigénica 11 valente preferida descrita acima para formar uma
vacina 13/15 wvalente, enquanto dque para bebés ou criancas
pequenas (em que a otite média é mais preocupante), o0s serotipos
6A e 19A sao incluidos vantajosamente para formar uma vacina 13

valente.

Conjugados

Os conjugados de ©polissacdridos capsulares Dbacterianos
podem compreender qualquer péptido, polipéptido ou proteina
veiculo compreendendo pelo menos um epitopo T auxiliador. De um
modo preferido, a(s) proteina(s) veiculo(s) utilizada(s) é(sao)
seleccionada(s) do grupo compreendendo: toxdide tetanico,
toxdide diftérico, CRM197, toxina recombinante da difteria (como
descrito em qualquer dos documentos U.S. 4709017, WO 93/25210,
WO 95/33481 ou WO 00/48638), pneumolisina (de um modo preferido,
gquimicamente destoxificada ou um mutante desintoxicado) de
S. pneumoniae, OMPC de N. meningitidis e proteina D de
H. influenzae (documento EP 594610). Devido ao efeito conhecido
de supressao do veiculo, é¢ vantajoso que, em cada das

composicgdes da invencdo os antigénios de polissacadridos contidos

nestas (antigénios “n”), estejam conjugados com mais de um
veiculo. Deste modo, (n-1) dos polissacdridos podem ser
transportados (separadamente) num tipo de wveiculo e 1 num

veiculo diferente ou (n-2) num e 2 em dois veiculos diferentes,
etc. Por exemplo, numa vacina contendo 4  conjugados de
polissacaridos bacterianos, 1, 2 ou a totalidade dos dquatro
podem ser conjugados com diferentes veiculos). A proteina D é,
no entanto, utilizada vantajosamente como um veiculo nas
composicgdes da invencdo, Jja que esta pode ser utilizada para

varios (2, 3, 4 ou mais) polissacdridos numa composicdo sem um

12



efeito significativo de supressao do veiculo. De um modo muito
preferido, Hib estd presente como um conjugado de TT, o0s
polissacaridos pneumocdcicos sao conjugados de proteina D, DT ou
CRM197 e MenA, MenC, MenY e MenW sao conjugados de TT ou de PD.
A proteina D ¢é também um veiculo util, uma vez dque esta
proporciona um antigénio adicional que pode proporcionar

protecgao contra H. influenzae.

Os polissacaridos podem ser ligados a proteina veiculo por
qualquer método conhecido (por exemplo, por Likhite, Patente
U.S. 4372945 e por Armor et al., Patente U.S. 4474757). De um
modo preferido, é realizada conjugacgao CDAP (documento

WO 95/08348) .

Em CDAP, é utilizado, de um modo preferido, o reagente de
cianilagcéo tetrafluorocborato de 1l-ciano-dimetilaminopiridinio
(CDAP) para a sintese de conjugados polissacarido-proteina. A
reacgao de cianilacado pode ser realizada sob condigdes
relativamente suaves, o0 que evita a hidrdlise dos polissacaridos
sensiveis a alcalinidade. Esta sintese permite a ligacao directa

a uma proteina veiculo.

Propriedades das composicdes imunogénicas da invencao

As composigdes imunogénicas da invencdo sao, de um modo
preferido, formuladas como uma vacina para administrac¢do in vivo
ao hospedeiro, de tal modo que os componentes individuais da
composicgao sao formulados de forma a gque a imunogenicidade dos
componentes individuais ndo seja substancialmente dificultada
por outros componentes individuais da composig¢do. Por néao

substancialmente dificultada, pretende-se significar que, apds
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imunizacao, é obtido um titulo de anticorpo (e. g., IgG) contra
cada componente que é mais de 60%, de um modo preferido, mais de
70%, de um modo mais preferido, mais de 80%, de um modo ainda
mais preferido, mais de 90% e, de um modo muito preferido, mais
de 95 a 100% do titulo obtido quando o antigénio é administrado

isoladamente.

De um modo 1interessante, com as combinacdes de kits
descritas acima, € possivel, apds imunizacdo, obter titulos de
anticorpos contra o polissacdrido capsular de Hib ou alguns
polissacaridos pneumocdédcicos aproximando-se ou excedendo 100% do

titulo obtido quando o antigénio é administrado isoladamente.

Formulagdes de wvacina

As composigdes imunogénicas da invencao sao formuladas, de
um modo preferido, como uma vacina para administracadao in vivo ao
hospedeiro, para gque estas confiram um titulo de anticorpo
superior ao critério para a seroproteccdo para cada componente
antigénico para uma percentagem aceitdvel de individuos humanos.
Este é um teste 1importante na avaliacdo da eficdcia de uma

vacina entre a populacdo. Sado bem conhecidos antigénios com um

D

titulo de anticorpo associado acima, do qual um hospedeiro
considerado como estando seroconvertido contra o antigénio e
esses titulos estdao publicados por organizacgdes tal como a OMS.
De um modo preferido, mais de 80% de uma amostra
estatisticamente significativa de individuos esta
seroconvertida, de um modo mais preferido, mais de 90%, de um
modo ainda mais preferido, mais de 93% e, de um modo muito

preferido, 96 a 100%.
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As composigdes imunogénicas da invencgado sao, de um modo
preferido, adjuvantadas. Adjuvantes adequados incluem um sal de
aluminio, tais como gel de hidrdéxido de aluminio (alumen) ou
fosfato de aluminio, mas podem ser também um sal de céalcio,
ferro ou zinco ou podem ser uma suspensao insoluvel de tirosina
acilada ou agucares acilados, polissacaridos derivatizados

cationica ou anionicamente ou polifosfazenos.

0 adjuvante pode também ser seleccionado para ser um
indutor preferido, de um tipo TH1 de resposta para auxiliar o

ramo mediado por células da resposta imunitaria.

Niveis elevados de citocinas do tipo Thl tendem a favorecer
a 1inducdo das respostas imunitdrias mediadas por células contra
um determinado antigénio, enquanto elevados niveis de citocinas
do tipo Th2 tendem a favorecer a 1indugcao de respostas

imunitdrias humorais contra o antigénio.

Sistemas adjuvantes adequados que promovem uma resposta
predominantemente Thl, incluem o lipido A monofosforilico ou um
seu derivado, particularmente o lipido A monofosforilico 3-des-
O-acilado e uma combinacdo de 1lipido A monofosforilico, de um
modo preferido, lipido A monofosforilico 3-des-0O-acilado
(3D-MPL) juntamente com um sal de aluminio. Um sistema melhorado
envolve a combinacdo de um lipido A monofosforilico e um
derivado de saponina, particularmente a combinacdo de QS21 e
3D-MPL, como divulgado no documento WO 94/00153 ou uma
composicdo menos reactiva em qgue QS21 seja atenuado com
colesterol, como divulgado no documento WO 96/33739. No
documento WO 95/17210 ¢é descrita uma formulagao adjuvante
particularmente potente, envolvendo QS21, 3D-MPL e tocoferol

numa emulsdo de 6leo em &gua. A vacina pode ainda compreender
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adicionalmente uma saponina, de um modo mais preferido, QS21. A
formulagao pode também compreender uma emulsdo de dleo em agua e
tocoferol (documento WO 95/17210). Oligonucledétidos contendo CpH
nao metilado (documento WO 96/02555) sdo também indutores
preferidos de uma resposta TH1 e sdo adequados para utilizacao

na presente invencéao.

Os sais de aluminio sao adjuvantes preferidos nas
composigdes imunogénicas acima. Em particular, HepB deve estar,
de um modo preferido, adsorvido em fosfato de aluminio antes da
mistura com os outros componentes. A pertactina € adsorvida, de
um modo preferido, em hidrdéxido de aluminio antes da mistura com
os outros componentes. 0Os conjugados de polissacadrido podem ser
nao adjuvantados, para minimizar os niveis de adjuvante
(particularmente o8 sais de aluminio) nas composicdes da

invencao.

A  presente invengdo proporciona também um método para
produzir wuma formulagao de vacina compreendendo a etapa de
mistura dos componentes da vacina Jjuntamente com um excipiente

farmaceuticamente aceitavel.

Uma composicdo de DTPa particularmente preferida da

invencao compreende: TT, DT, Pa (compreendendo PT, FHA e
opcionalmente PRN — com PRN, de um modo preferido, adsorvido em
hidréxido de aluminio), HepB (de um modo preferido, adsorvido em

fosfato de aluminio), IPV, MenC (de um modo preferido, conjugado
com qualquer das proteinas D, TT, DT ou CRM197) e,
opcionalmente, MenY (de um modo preferido, conjugado com
qualquer das proteinas D, TT, DT ou CRM197). A composicdo pode
também compreender opcionalmente Hib (de um modo preferido,

conjugado com TT e/ou né&o adsorvido em adjuvante). De um modo
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preferido, a vacina pode ser proporcionada em 2 frasquinhos, o
primeiro contendo DTPa-IPV-HepB numa forma liquida e um segundo
contendo MenC (e, opcionalmente, MenY e/ou Hib) numa forma
liofilizada, de um modo preferido, na presenca de um agente
anti-agregante, tal como sacarose, lactose ou trealose. Os
conteudos dos frasquinhos podem ser misturados
extratemporaneamente num uUnico recipiente antes da administracéo
a um  hospedeiro numa administracdo/injeccao unica. Esta
composigao pode ser também utilizada num kit descrito acima (os

conteudos do primeiro recipiente).

Para o objectivo dos kits compreendendo um recipiente
contendo Hib (de um modo preferido, conjugado com TT e/ou néo
adsorvido em adjuvante) e/ou um ou ambos de MenC e MenY (de um
modo preferido, conjugados em qualquer das proteinas D, TT, DT
ou CRM197 e/ou nao adsorvido em adjuvante), esta composicédo &,
de um modo preferido, armazenada numa forma liofilizada, de um
modo preferido, na presenca de um agente anti-agregante, tais

como sacarose, lactose ou trealose.

Para © objectivo das composicdes DTPa da invencao
compreendendo um recipiente contendo DTPa e Hib e/ou um ou ambos
de MenC e MenY, em gque os componentes Hib e/ou Men séo
conjugados com TT, ¢é preferido, equilibrar o conteudo de TT na
vacina, para que o conteudo total de TT num uUnico recipiente
seja nao mais do que um limiar critico (tais como 40, 45, 50,
60, 70 ou 80 ug de TT) para reduzir, minimizar ou prevenir a
interferéncia imunitdria do TT ou a supressdo do veiculo de
polissacaridos conjugados com TT. De um modo preferido, este
limiar ¢é 50 mug. A requerente verificou que a proporgao
polissacdrido:TT pode ser reduzida nos conjugados acima para

1:0,5 a 1,5 em peso (de um modo preferido, 1:0,6 a 1,2, de um
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modo muito preferido, cerca de 1:1) para ser benéfica no que a
isto respeita. Por exemplo, numa vacina DTPa-HB-IPV-Hib(TT)-
MenC(TT), a quantidade de T em DTPa deve, de um modo preferido,
ser reduzida abaixo de uma quantidade padradao tipica (de um modo
preferido, cerca de um a trés guartos, de um modo muito
preferido, cerca de metade da quantidade normal) para, por
exemplo, 10 a 30 pg de TT, de um modo preferido, 20 a 25 ug de
TT. Por exemplo, se a quantidade de TT conjugado com Hib for
cerca de 12 ug de TT e a quantidade conjugada com MenC for cerca
de 5 pg de TT e a quantidade de TT nao conjugado for 24 ug,

entdo o total de TT ird ser cerca de 41 ug.

Uma composicdo de polissacaridos de Hib/pneumocdcicos
particularmente preferida de acordo com a presente divulgacao
(para utilizacdo independente ou como o0s contetdos do segundo
recipiente de um dos kits descritos acima) compreende: Hib (de
um modo preferido, conjugado com TT e/ou nao adsorvido em
adjuvante) e conjugados de polissacaridos pneumocdcicos (por
exemplo, as combinacdes descritas no pardagrafo sobre *“a vacina
de Streptococcus pneumoniae da presente divulgacao” acima)
multiplos (por exemplo, mais de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou
11). De um modo muito preferido, sao incluidos 11 polissacaridos
(dos serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F e 23F). De
um modo preferido, os polissacaridos pneumocdédcicos sao
conjugados com PD, DT, CRM197 ou TT. Numa forma de realizacéao
preferida, o antigénio do polissacdrido de Hib nao € adsorvido
num adjuvante, particularmente sais de aluminio. Embora of(s)
antigénio(s) de polissacéaridos pneumocdcicos possa (m) ser
adjuvantado(s) (de um modo preferido, com fosfato de aluminio),
estes podem também nao ser adsorvidos num adjuvante,
particularmente sais de aluminio. Numa forma de realizagao

particular, nao existe qualquer sal adjuvante de aluminio
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presente na composigdao. Podem ser incluidos outros antigénios
nas composicdes divulgadas (por exemplo, o conjugado de
polissacaridos capsulares de N. meningitidis do tipo C [de um
modo preferido, conjugado com qualgquer proteina D, TT, DT ou
CRM197 e/ou nado adsorvido em adjuvante]), no entanto, numa forma
de realizacdo alternativa, os conjugados de polissacdarido de Hib
e pneumocdcico sdo o0s uUnicos antigénios presentes na composicao.
Numa outra forma de realizacdo especifica das formulacgdes
divulgadas acima, os polissacdridos de Hib e pneumocdcicos néao
sdao conjugados com o mesmo veiculo (particularmente quando o

veiculo é CRM197).

A vacina pode ser proporcionada num recipiente (com o0s
contetdos numa forma ligquida ou liofilizada) ou em dois
frasquinhos, o primeiro contendo Hib (de um modo preferido,
liofilizado), o segundo contendo os antigénios pneumocdcicos (de
um modo preferido, numa forma liquida) . As composicdes
liofilizadas estdo, de um modo preferido, na presencgca de um
agente anti-agregante, tais como sacarose, lactose ou trealose.
Os conteudos dos frasquinhos podem ser misturados
extemporaneamente num Unico recipiente antes da administracado a
um hospedeiro numa administracdo/injecc¢do Unica. Com essa
formulagcdo ¢é possivel, apds a imunizacao, obter titulos de
anticorpos contra o) polissacarido capsular de Hib,
aproximando-se ou muito frequentemente excedendo 100% do titulo
obtido quando o antigénio é administrado isoladamente. Em formas
de realizacédo preferidas, nao ocorre qualquer efeito prejudicial
(significativamente) com 0s conjugados de polissacéaridos
pneumocdcicos (em termos de eficdcia protectora) na combinacédo
em comparacgao com sua administracdo isoladamente. Isto pode ser
avaliado em termos de medigao das concentragcdes médias

geométricas (GMC) pds-primdrias de anticorpo anti-polissacarido
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1 més apds a ultima dose primdria (sendo as doses primarias as
administrag¢des iniciais — normalmente 3 — no primeiro ano de
vida). A GMC (em ug/mL) para a vacina da invencdo deve estar de
um modo preferido, superior a 55% (de um modo mais preferido,
superior a 60, 70, 80 ou 90%) da GMC gquando os polissacaridos
pneumocdcicos sao administrados sem o conjugado de Hib. Outra
indicacdao de gue nao ocorreu qualquer efeito prejudicial é se a
% de individuos com concentracdes de anticorpo de nédo menos de
0,5 ng/mL diferir em ndo mais de 10% (de um modo preferido,
menos de 9, 7, 5, 3 ou 1%) quando comparando 1 més de
administracgdes pdés—-priméarias da vacina divulgada versus a vacina

sem o conjugado de Hib.

Embora o acima se refira a “polissacédridos” de Hib,
pneumocdcicos e meningocdcicos, considera-se que a invencao pode
ser alargada a “polissacdridos reduzidos” e a *“oligossacaridos”
(polissacaridos reduzidos em tamanho para maneabilidade, que
sejam ainda capazes de induzir uma resposta imunitaria
protectora num hospedeiro) de Hib e pneumocdcicos, que sao bem
conhecidos na técnica das vacinas (ver, por exemplo, o documento
EP 497525). Vantajosamente, pode estar presente MenY como um
conjugado de oligossacdrido com o oligossacéarido 0,1, 0,2, 0,3,
0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 ou 0,9 vezes o0 peso molecular do

polissacarido nativo.

E aqui divulgada uma composicdo imunogénica ou vacina como

aqui descrita, para utilizacao num medicamento.

Num aspecto da invencdo € proporcionada uma utilizacdo das
composicgdes imunogénicas da invencdo na preparacdao de um
medicamento para o tratamento ou a prevencao de doencas causadas

pela infeccdo por Bordetella pertussis, Clostridium tetani,
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Corynebacterium diphtheriae, virus da Hepatite B, poliovirus e
N. meningitidis (e opcionalmente H. influenzae). E divulgada uma
utilizacao das composicdes imunogénicas da invencao na
preparacgao de um kit de vacina para o tratamento ou prevengao de
doencas causadas por infeccao por Bordetella pertussis,
Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae, virus da
Hepatite B, poliovirus, Haemophilus influenzae, Streptococcus

pneumoniae e N. meningitidis.

Adicionalmente, €& também, divulgado um método para imunizar

um hospedeiro humano contra doencga causada por Bordetella

Pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae,
virus da Hepatite B, poliovirus e N. meningitidis (e
opcionalmente H. influenzae), em que o método compreende

administrar uma dose imunoprotectora da composicdo imunogénica

da invencgado ao hospedeiro.

Um outro aspecto da divulgacdao refere-se a um método de
imunizacgao de um hospedeiro humano contra a doenca causada por
Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium
diphtheriae, virus da Hepatite B e poliovirus e um ou mais de
Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae e
N. meningitidis, com os kits descritos acima, em que o método
envolve uma calendarizacdo de administragdo concomitante como

definida abaixo.

Calendarizacdo de administragdo concomitante

Essa calendarizacado compreende a etapa de administrar a um
hospedeiro uma dose imunoprotectora de uma composicao

imunogénica de um primeiro recipiente de um kit (por exemplo, um
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dos kits aqui divulgados) num local diferente drenado por um
nédulo linfatico diferente do 1local em que ¢ administrada a
composicdo imunogénica do segundo (ou terceiro) recipiente do
kit. De um modo preferido, os locais diferentes sao membros
diferentes. De um modo preferido, a administracdo das vacinas
ocorre em 24 horas uma da outra, de um modo mais preferido, no
mesmo dia e, de um modo muito preferido, na mesma visita do
hospedeiro ao médico. De um modo preferido, o hospedeiro &,
subsequentemente, iniciado com ambas (ou todas) as vacinas da
mesma forma uma ou mais (de um modo preferido, 2) vezes
adicionais, cada vez separada por 2 a 12 semanas (de um modo
preferido, aproximadamente 1 més). Frequentemente, pode ser
administrada uma terceira administracdo inicial entre 2 semanas
e 7 meses apds a segunda administracdao. Por exemplo, a vacina
pode ser administrada como acima, de acordo com uma
calendarizacao de administracao normal para as vacinas DTP (tal
como um sistema de trés visitas, cada visita ¢é separada por
1 més, por exemplo, uma calendarizacao de 3, 4 e 5 meses de
idade; ou uma calendarizacao de 3, 5 e 11; ou uma calendarizacao
de 3, 5 e 12 meses de idade). ©Essa calendarizacao de
administracdo permite a optimizagcdo da resposta imunitdria

contra os antigénios em ambos (ou todos) os recipientes do kit.

Pode ser proporcionada uma administracdo de reforco das
vacinas da mesma forma a em qualguer momento a partir do segundo
ano de vida até a idade adulta. Embora a aplicacao seja, de um
modo preferido, realizada através da via intramuscular, o
reforco pode ser realizado vantajosamente por via mucosal,
opcionalmente na presenca de um adjuvante mucosal (de um modo
preferido, laureth 9 ou Toxina Termoldbil [LT] de E.coli e os
seus mutantes ou fragmentos), (por exemplo, a administracao

intranasal das vacinas €& fédcil de administrar e pode funcionar
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extremamente bem, especialmente quando o hospedeiro €& iniciadodo
parentericamente) e o local de administragcdo das vacinas néao

necessita de drenar para os diferentes nddulos linféaticos.

E também divulgada a utilizacao das composicdes
imunogénicas da invencdo dentro dos recipientes num método de
preparagao de um kit de wvacina como aqui divulgado para

administracao concomitante.

Kits compreendendo TT em dois ou mais recipientes

Um outro aspecto da divulgacado refere-se a kits de wvacina
para administracao concomitante (como definido acima), em que os
contetidos de TT de dois ou mais recipientes sdao equilibrados
para vantajosamente reduzir, minimizar ou prevenir a
interferéncia imunitdria do TT ou a supressao do veiculo dos
polissacédridos conjugados com TT. O TT é um veiculo extremamente
bom, no entanto €& conhecido que este tem limitagdes se utilizado
em excesso numa composicao de vacina, particularmente se estiver
também presente TT livre. Se utilizado excessivamente, todos os
antigénios conjugados com TT apresentam titulos de anticorpos
reduzidos. Existe portanto um problema distinto na técnica de
como utilizar TT em muitas &reas diferentes (por exemplo, como
antigénio 1livre e como veiculo ©para muitos antigénios de
polissacaridos) dentro de uma grande vacina combinada sem as
desvantagens acima. A presente requerente encontrou um método
6ptimo para solucionar este problema; que pela utilizacdo de uma
calendarizagao de administragao concomitante de um kit (como
definido acima), pode ser administrada uma vacina num primeiro
recipiente, compreendendo TT numa quantidade nao superior a um

limiar c¢critico quando ocorre interferéncia imunitédria ou
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sSupressao do veiculo, com uma vacina num segundo (e
opcionalmente terceiro) recipiente compreendendo TT numa
quantidade né&o superior a um limiar critico quando ocorre
interferéncia imunitdria ou supressao do veiculo, de forma a que
a quantidade total de TT administrado concomitantemente figque
acima deste limiar critico e a interferéncia imunitdria (ou a
supressao do veiculo) é minimizada (i .e., menos do que se 0S
componentes tivessem sido administrados numa injeccdo) e de um
modo preferido, nao ocorre de todo. O limiar critico pode ser de
40, 45, 50, 60, 70 ou 80 pg de TT e &, de um modo preferido, de
cerca de 50 ug de TT. O maximo total de TT gue pode ser
administrado é, consequentemente, aproximadamente até uma
quantidade derivada do numero de recipientes do kit (dois ou

trés) multiplicada pelo limiar critico.

Consequentemente ¢ aqui divulgado um kit compreendendo dois
(ou trés) recipientes contendo duas (ou trés) composicdes
imunogénicas para administracdo concomitante, compreendendo,
cada, TT numa forma livre e/ou conjugada, em que a quantidade de
TT em cada recipiente nao €& superior a um limiar critico para
prevenir ou minimizar os efeitos da interferéncia imunitéaria (ou
supressao do veiculo), mas o total de TT em todos o0s recipientes

¢ maior do que o referido limiar critico.

De um modo preferido, pelo menos um dos recipientes deve
incluir TT livre (ndao conjugado), de um modo muito preferido, no
contexto de uma vacina multivalente de DTPa ou DTPw. Embora a
quantidade de TT livre possa estar presente, préxima dos niveis
normais de aproximadamente 42 ug, uma outra vantagem do kit
divulgado possibilita que estejam presentes menores quantidades
(10 a 30 ou 10 a 20 pg, por exemplo, 10, 15, 20, 25 ou 30 ug),

mas podem ainda ser promovidos titulos dptimos de anticorpos
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anti-TT com efeitos minimos (ou nenhuns) de interferéncia

imunitdria ou de supressdo do veiculo.

De um modo preferido, pelo menos um (mas possivelmente 2 ou
3) dos recipientes deve incluir pelo menos um (mas possivelmente
2, 3, 4, 5, 6, 7 ou mais) polissacarido conjugado com TT. Quando
o TT livre estd presente num recipiente, ¢é preferido, gque pelo
menos um polissacdrido conjugado com TT esteja num dos outros
recipientes do kit. O polissacarido pode ser qualquer descrito
neste pedido, de um modo preferido, um ou mais polissacaridos

pneumocdcicos (como descrito acima) ou MenC, MenY ou Hib.

De um modo preferido, o kit é qualquer dos kits descritos

acima.

De um modo preferido, um, dois, trés ou todos os conjugados
de polissacadrido-TT presentes no kit sdo de forma a gque a
proporcdao de polissacdrido:TT seja reduzida (em comparagdao com
conjugados padrao) a 1:0,5 a 1,5 em peso (de um modo preferido,
1:0,6 a 1,2, de um modo muito preferido, cerca de 1:1), para gue
0os conjugados sejam ainda imunologicamente funcionais, mas o0s
efeitos de interferéncia 1imunitdria do TT ou de supressao do

veiculo sejam facilitados em serem minimizados ou prevenidos.

E divulgado ainda um método para imunizar um hospedeiro
humano utilizando o kit acima, em que o método compreende a
administracao de uma dose imunoprotectora da composicao
imunogénica do primeiro recipiente ao hospedeiro num primeiro
local, a administracdo de uma dose imunoprotectora da composicgao
imunogénica do segundo recipiente ao veiculo, num segundo local
(e, opcionalmente, a administracdo de uma dose imunoprotectora

da composicdao imunogénica do terceiro recipiente ao hospedeiro
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num terceiro local), em que o primeiro e o segundo (e o

terceiro) locais sdo drenados por nddulos linfaticos diferentes.

A administracdo concomitante deve ser realizada como
descrito acima. De um modo preferido, o primeiro e o segundo (e
o terceiro) locais representam membros diferentes do hospedeiro.
De um  modo preferido, a administracao das composicdes
imunogénicas do primeiro e do segundo (e do terceiro)
recipientes ocorre no mesmo dia. De um modo preferido, o
hospedeiro €&, subsequentemente, vacinado da mesma forma uma ou
vezes mails adicionais, cada vez separada por 2 a 12 semanas, de
um modo mais preferido, duas outras vezes, cada vez separada

por, aproximadamente, um periodo de 1 a 2 meses.

Kits compreendendo DT ou CRM197 em dois ou mais recipientes

Ainda um outro aspecto da divulgacadao refere-se a kits de
vacina para administracdo concomitante (como definida acima),
quando o contetdo em DT (incluindo DT e qguaisquer mutantes
imunologicamente idénticos, tal como CRM197) de dois ou mais
recipientes estd equilibrado vantajosamente para intensificar os
titulos de anticorpos de polissacadridos conjugados com DT (ou
CRM197), minimizando simultaneamete a reactogenicidade (isto &,
reactogenicidade mais baixa do gque se o0s componentes dos
recipientes fossem administrados numa injecc¢ao unica). A DT e o
CRM197 sao veiculos extremamente bons, no entanto € conhecido
que a DT contribuil amplamente para a reactogenicidade de vacinas
que a contém. A ©presente requerente verificou que, pela
utilizagcdo de uma calendarizacgado de administracdo concomitante
do kit (de acordo com o definido acima), uma vacina num primeiro

recipiente compreendendo DT (e/ou CRM197) estd presente
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vantajosamente numa quantidade elevada (40 a 150 ug, de um modo
preferido, 60 a 120 upg, de um modo mais preferido, 70 a 100 ug,
de um modo muito preferido, <cerca de 95 ug), quando é
administrada concomitantemente uma vacina num segundo (e
opcionalmente terceiro) recipiente compreendendo um

polissacarido conjugado com DT ou a CRM197.

As vantagens sao que a) embora o conteudo em DT seja
elevado no primeiro recipiente, este nado ¢é suficientemente
elevado para induzir os efeitos de interferéncia imunitédria do
DT ou de supressao do veiculo, b) o conjugado de polissacarido
com DT ou CRM-197 é separado do primeiro recipiente de modo a
que a reactogenicidade da vacina do primeiro recipiente nao seja
aumentada e ainda c) o titulo de anticorpos contra o
polissacarido conjugado com DT ou CRM197 ndo & reduzido e pode
ser intensificado (titulos maiores em comparacao com gquando o
conjugado ¢é administrado separadamente ou em comparagao com
quando se encontram presentes quantidades menores de DT no

primeiro recipiente).

Consequentemente, ¢é aqui divulgado um kit compreendendo
dois (ou trés) recipientes contendo duas (ou trés) composicgdes
imunogénicas para administragdo concomitante (como definido
acima), em gque o primeiro recipiente compreende um conteudo de
DT (DT mais CRM197; de um modo preferido, livre ou nao

conjugado) e o segundo (e terceiro) recipientes compreendem um

ou mais polissacédridos conjugados com DT e/ou CRM197.
De um modo preferido, o primeiro recipiente deve incluir DT

livre (nao conjugado), de um modo muito preferido, no contexto

de uma vacina multivalente de DTPa ou DTPw.
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0O polissacdrido ou polissacaridos conjugados com DT/CRM197
podem ser quaisquer descritos neste pedido; de um modo
preferido, um ou mais da seguinte lista: polissacaridos
pneumocédcicos 1, 2, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7JF, 8, 9N, 9V, 10A, 11A,
12, 14, 158B, 17¢, 18C, 19, 19Fr, 20, 22F, 23F ou 33F, MenC,
MenY ou Hib. De um modo preferido, a resposta imunitéaria
(titulos de anticorpos) contra um ou mais destes polissacdaridos
¢ mantida em comparacdo com a administracao do conjugado

isoladamente e é, de um modo muito preferido, intensificada.

De um modo preferido, o kit € qualquer dos kits descritos

acima.

De um modo preferido, um, dois, trés ou todos os conjugados
de polissacarido-DT (ou CRM197) presentes no kit sdo de forma a
que a proporcdo de polissacdarido:DT/CRM197 seja reduzida (em
comparacgao com conjugados padrédo) para 1:0,5 a 1,5 em peso (de
um modo preferido, 1:0,6 a 1,2, de um modo muito preferido,

cerca de 1:1).

E ainda divulgado um método para imunizar um hospedeiro
humano, com a utilizacdo do kit acima, em que o método
compreende administrar uma dose 1imunoprotectora da composicgao
imunogénica do primeiro recipiente ao hospedeiro num primeiro
local, administrar uma dose 1imunoprotectora da composicgao
imunogénica do segundo recipiente ao hospedeiro num segundo
local (e opcionalmente administrar uma dose imunoprotectora da
composicao imunogénica do terceiro recipiente ao hospedeiro num
terceiro local), em que o primeiro e o segundo (e o terceiro)

locais sao drenados por nddulos linfaticos diferentes.
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A  administragao concomitante deve ser realizada como
descrito acima. De um modo preferido, o primeiro e o segundo (e
0 terceiro) locais representam membros diferentes do hospedeiro.
De um  modo preferido, a administracao das composicdes
imunogénicas do primeiro e segundo (e terceiro) recipientes
ocorre no mesmo dia. De um modo preferido, o hospedeiro ¢,
subsequentemente, vacinado da mesma forma uma ou mais vezes,
cada vez separada por 2 a 12 semanas, de um modo mais preferido,
duas mais vezes, cada vez separada por um periodo de

aproximadamente 1 a 2 meses.

As preparagdes de vacina da presente invencdo podem ser
utilizadas para proteger ou tratar um mamifero susceptivel a
infeccgdo, por administracdo da referida wvacina através da via
sistémica ou mucosa. Estas administragdes podem incluir injeccéo
através das vias intramuscular, intraperitoneal, intradérmica ou
subcutdnea; ou através da administracdo mucdsica aos tractos

oral/alimentar, respiratdério (e. g., intranasal), geniturindrio.

A qguantidade de antigénio em cada dose de vacina é
seleccionada como uma gquantidade que induz uma resposta
imunoprotectora sem efeitos secunddrios significativos adversos
em vacinas tipicas. Essa gquantidade ird variar dependendo de que
imunégenio especifico é wutilizado e como este ¢é apresentado.
Geralmente, é esperado que cada dose compreenda 0,1 a 100 ug de
polissacarido, de um modo preferido, 0,1 a 50 ug, de um modo

preferido, 0,1 a 10 ug, de que 1 a 5 pug é a gama mais preferida.
O conteldo de antigénios proteicos na vacina ira situar-se

tipicamente na gama de 1 a 100 pg, de um modo preferido, 5 a

50 pg, mais tipicamente na gama de 5 a 25 ug.
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Apds uma vacinagao inicial, os individuos podem receber uma

ou mais imunizacgdes de reforgco adequadamente intervaladas.

A preparacao de vacina ¢é descrita de um modo geral em
Vaccine Design (“The subunit and adjuvant approach” (eds. Powell
M.F. & Newman M.J.), (1995), Plenum Press, Nova Iorque). A
encapsulacdao nos lipossomas ¢é descrita por Fullerton, Patente

U.S. 4235877.

EXEMPLOS

Sao proporcionados exemplos apenas para objectivos de

ilustracdo e nao pretendem limitar o &mbito da invencgao.

Exemplo 1: Preparagdo de uma vacina DT-TT-Pa-IPV-HepB
(DTPaIPVHepB)

Esta foli realizada como descrito no documento WO 93/24148.
A vacina estda comercialmente disponivel sob a designacéo

Infanrix-PeNTa™ (SmithKline Beecham Biologicals).

Exemplo 2: Preparagdo de uma vacina MenC ou MenC-MenY

MenC: Polissacadrido capsular de N. meningitidis do tipo C
conjugado com a proteina D ou com o TT (utilizando a técnica
CDAP) presente numa quantidade de 5 ug de polissacarido no
conjugado por 0,5 mL de dose humana. O pH foi ajustado para 6,1

e foi liofilizado na presenga de sacarose.
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MenCMenY: Foram misturados entre si polissacdrido capsular
de N. meningitidis do tipo C conjugado com a proteina D ou com o
TT (utilizando a técnica CDAP) e polissacarido capsular de
N. meningitidis do tipo Y conjugado ou com a proteina D ou com O
TT, numa quantidade de 5 ug de polissacarido em cada conjugado
por 0,5 mL de dose humana. O pH foi ajustado para 6,1 e foi

liofilizado na presenca de sacarose.

Exemplo 3: Preparagdo de uma vacina DT-TT-Pa-IPV-HepB-MenC-
MenY (DTPaIPVHepB/MenCMenY) ou de uma vacina ET-TT-Pa-IPV-HepB-
MenC (DTPaIPVHepB/MenC)

Foram misturadas as vacinas do Exemplo 1 e do Exemplo 2

extemporaneamente (no mesmo dia) antes da utilizacgao.

Exemplo 4: Preparagdo de uma Vacina Hib - conjugado

pneumocdécico 11 valente (Hib/StrepllvV)

Foi dissolvido polissacdrido capsular de H. influenzae do
tipo b conjugado com TT (10 pg de polissacdrido no conjugado por
dose) que tinha sido liofilizado a um pH de 6,1 na presenca de
lactose [Hiberix™ (SmithKline Beecham Biologicals)]
extemporaneamente (no mesmo dia da wutilizacao) numa solucgao
liquida de polissacarido capsular pneumocdcico undecavalente
(serotipos 1, 3, 4, 5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F e 23F) conjugado
com PD (1 upg de polissacdrido em cada conjugado por dose). A
vacina pneumocdcica tinha sido previamente adsorvida em 0,5 mg

de A1’ (como AlPO,).
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Exemplo 5: Ensaios Clinicos

Estudos sobre a Vacina do Exemplo 4

Foram administradas a vacina do Exemplo 4 e uma vacina de
controlo numa calendarizacao de trés doses (3, 4, 5 meses de
idade) a bebés alemaes.

Os resultados da resposta imunitdria (medidos 1 més apds a

ultima administracdo primaria) foram como segue.

Anticorpos IgG antipneumocdcicos: GMC (ug/mL) (por Elisa)

Anticorpo PS Tempo Grupo A Grupo D

N S+ [%] GMC N S+ [%] GMC
Anti-1 PIII 30 100 1,23 33 100 0,99
Anti-3 PIII 30 100 2,04 33 97,0 1,20
Anti-4 PIII 30 100 0,98 33 100 1,03
Anti-5 PIII 30 100 1,33 33 100 1,34
Anti-6B PIII 30 100 0,54 33 100 0,62
Anti-7F PIII 30 100 1,60 33 100 1,33
Anti-9Vv PIII 30 100 1,61 33 100 1,21
Anti-14 PITII 30 100 2,27 33 100 2,32
Anti-18C PIII 30 100 1,06 33 100 1,04
Anti-19F PIII 30 100 2,05 33 100 1,92
Anti-23F PIII 30 96,7 0,75 33 96,7 0,76

Grupo A = 11Pn-PD + Infanrix - HeXa ' (Infanrix-Penta mais
conjugado de Hib adicionado — DTPa-HB-IPV-Hib)

Grupo D = 11Pn-PD/Hib + Infanrix - PeNTa™ (DTPa-HB-IPV)

+ indica administracgédo concomitante (em membros diferentes) em

vez da administracdo combinada.
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Percentagem de individuos com concentracdes de anticorpos

ndo inferiores a 0,5 ug/mL

Grupo |PS 1 3 4 5 6B TF A% 14 | 18C | 19F | 23F
D 84,8(87,9(87,9|90,9(51,5(90,9193,9(97,0(81,8| 97,0 (72,7
A 86,7|96,7|76,7|90,0|50,0]93,3|90,0(90,0(80,0| 96,7 |66,7

Anticorpos anti PRP: GMC (upg/mL) (por Elisa)

Grupo D (N = 34)

no 21 pg/mL [$]  GMC [ng/mL]

Anti-PRP PIIT 33 100 10,75

100% dos individuos tinham concentracdes de anticorpos

anti-PRP ndo inferiores a 1,0 pg/mL.

O Hiberix (conjugado de Hib-TT nao adsorvido) tem uma GMC
de cerca de 6 ug/mL apds uma calendarizacdo de administracéo

semelhante.

A resposta imunitdria, em termos de anticorpos ELISA, de
bebés que tinham recebido a vacina 11Pn-PD/Hib foi semelhante a
observada para os que tinham recebido a wvacina 11Pn-PD para
todos o0s serotipos, com excepgao dos serotipos 1, 3 e 9V, para
os quais foi observada uma tendéncia para menores concentracdes
médias geométricas para a vacina 11Pn-PD/Hib. No entanto, estas
diferencas nao foram significativas, como mostrado pela

sobreposicado dos intervalos de confianca a 95%.
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A vacina 11Pn-PD/Hib induziu anticorpos funcionais

(opsonofagociticos) para todos os 11 serotipos.

A combinacdo da vacina Hib com a wvacina do conjugado
pneumocdcico nao interferiu significativamente com a resposta
imunitdria pneumocdcica e, surpreendentemente, intensificou a
resposta anti-PRP em comparacadao com ambas as vacinas registradas

Infanrix—-HeXa e Hiberix.

Estudos sobre as Vacinas do Exemplo 3 ou a Administracdo

Concomitante das Vacinas do Exemplo 3 e do Exemplo 4

Estudo 1:

Podem ser avaliadas a seguranca e a 1imunogenicidade de
Infanrix-PeNTa misturado com a vacina de conjugado MenC
administrada com uma vacina Hib ou concomitantemente com a
vacina pneumocdcica 11 valente misturada com Hiberix. Podem ser
avaliados veiculos PD e TT para o conjugado MenC. As vacinas
podem ser administradas como uma vacina de trés doses a bebés. A
injecgcdo concomitante pode ser realizada em membros diferentes,

administrada na mesma visita ao médico.

Estudo 2:

Podem ser avaliadas a seguranca e a 1imunogenicidade de
Infanrix-PeNTa misturado com a vacina do conjugado de MenC-MenY
administrada com uma vacina Hib ou concomitantemente com a
vacina pneumocdcica 11 valente misturada com Hiberix. Podem ser

avaliados o veiculo PD e TT para os conjugados MenC e MenY. As
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vacinas podem ser administradas como uma vacina de trés doses a
bebés. A injeccdo concomitante pode ser em membros diferentes,

administrada na mesma visita ao médico assistente.

Lisboa, 20 de Agosto de 2012
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REIVINDICACOES

Composicao imunogénica multivalente adequada para conferir
protecao num hospedeiro contra doenca causada por
Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium
diphtheriae, virus da hepatite B, poliovirus e

N. meningitidis compreendendo:

a) componentes de pertussis acelular compreendendo

toxdide de pertussis e FHA,

b) toxdide teténico,

c) toxdide diftérico,

d) Antigénio de superficie da hepatite B,

e) poliovirus inactivado, e

f) um ou ambos os conjugados de uma proteina veiculo e um
polissacdrido ou oligossacarido capsular de uma bactéria
seleccionada do grupo N. meningitidis do tipo Y e

N. meningitidis do tipo C

Composigdo imunogénica da reivindicacdo 1, compreendendo
ainda um ou um mais conjugados de uma proteina veiculo e um
oligossacarido ou polissacdarido capsular de uma Dbactéria
selecionada do grupo H. influenzae do tipo b,

N. meningitidis do tipo A e e N. meningitidis do tipo W.



10.

Composicéao imunogénica da reivindicacao 1 ou 2

compreendendo ainda virus do hepatite A morto, atenuado.

Composicao imunogénica das reivindicacgdes 1-3 em que af(s)
proteina(s) wveiculo utilizada(s) é(sao) selecionada(s) do
grupo compreendendo: toxdide tetédnico, toxdide diftérico,
CRM197, toxina diftérica recombinante, OMPC de
N. meningitidis, pneumolisina de S. pneumoniae e proteina D

de H. influenzae.

Composicao imunogénica das reivindicagbes 1-4 compreendendo

ainda um adjuvante.

Composicao 1imunogénica da reivindicacao 5, em que o

adjuvante sao sais de aluminio.

Composicdao imunogénica das reivindicagdes 1-6, em gque o0
componente de pertussis acelular compreende ainda

pertactina adsorvida em hidréxido de aluminio.

Utilizacao da composicdo imunogénica das reivindicagdes 1-7
na preparagao de um medicamento para o tratamento ou
prevengdao de doenga causada por infeccdo por Bordetella
pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium diphtheriae,

virus da hepatite B, poliovirus e N. meningitidis.

Processo de preparacao da composicéao imunogénica
multivalente das reivindicagdes 1-7 compreendendo o© passo

de misturar em conjunto os componentes individuais.

Composicao imunogénica das reivindicacdes 1-7 para

utilizagdo no tratamento ou prevencao da doenga causada por



infeccdo por Bordetella pertussis, Clostridium tetani,
Corynebacterium diphtheriae, virus da hepatite B,

poliovirus e N. meningitidis.

Lisboa, 20 de Agosto de 2012
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