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"VACINA MONOBACTERIANA"

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengao refere-se a vacinas de

Haemophilus influenzae nao-tipaveis e seus usos no tratamento

5 de doencas pulmonares, tais como doengca pulmonar obstrutiva

crénica e asma. O presente pedido de patente refere-se também

a novas cepas de Haemophilus 1influenzae TUteis para o

tratamento de doencas pulmonares, como doenca pulmonar
obstrutiva crbnica e asma.

10 ANTECEDENTES DA INVENCAO

A Doenca Pulmonar Obstrutiva Crdnica (DPOC), em

grande parte, por razao da inalacadao da fumaga do tabaco é a
principal causa de morbidade e mortalidade sendo a quarta
causa mais comum de morte no Mundo (Lung Disease Data (2008).

15 American Lung Association). De acordo com estimativas do
National Heart, Lung and Blood Institute, em 2007, o custo
anual nos EUA para DPOC foi da ordem de 42,6 bilhdes de
ddélares, incluindo 26,7 milhoes gastos diretamente em
tratamentos de saude (Lung Disease Data (2008). American Lung

20 Association). O 1insucesso do tratamento médico instituido
para melhorar substancialmente os resultados tem sido
decepcionante e novas estratégias de gestdo sao necessdarias.
(Global Initiative for COPD (2006). Global Strategy for the
Diagnosis, Management & Prevention of COPD, que pode ser

25 encontrado no web site da Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease). A patologia de base da DPOC
inclui um estreitamento das pequenas vias aéreas e
destruicdo do parénquima pulmonar, resultados gque, pelo
menos em parte, sao consequéncia de um processo

30 inflamatdério. Exacerbacdes agudas recorrentes estdo ligadas
a piora da obstrucdo do fluxo aéreo e do estado de saude,

possivelmente porque refletem a inflamacado intrabronquial mais
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intensa. A causa desta resposta inflamatéria é complexa, mas, em
parte, inclui a colonizagdo bacteriana da mucosa intrapulmonar do
bronquio, que foi danificada pela inalagdo de material téxico (Sethi,
2006, Chest 129:223-224). “
Exacerbacoes agudas sao eventos criticos na historia
natural dav DPOC e sao mais comuns em doencas graves. AS
exacerbacoes agudas reduzem a qualidade de vida, aceleram o declinio
da fun¢dao pulmonar, e sdo os principais determinantes de

hospitalizacdo e morte (Global Initiative for COPD, 2006; _Niewoehner,
2006, Am. J. Med. 119(10 Suppl. 1):38- 45; Wedzicha & Seemungal,

2007, Lancet 370(9589):786-96; Sethi, 2006, Chest 129:223-224;

Anzueto, 2007, Clin. Chest Med. 28(3):609-16, vii; and Look et al., 2006,

“Proc. Am. Thordé. Soc. 3(6)7482-3)7 Uma vez~que—os pacientes s&o

hospitalizados com uma exacerbacado, eles permanecem com alto risco

-de reinternagdo ou morte (Sin_& Tu, 2001, Am. J. Respir. Crit. Care Med.

164(4):580-4).

A prevencido das exacerbagdes na DPOC é uma das
principais metas da administracdo (Global Initiative for COPD
Guidelines, 2002; Celli & MacNee, 2004, Eur. Respir. J. 23(6):932- 46;
O'Donnell et al, 2607, Can. Respir J. 14 Suppl. B:5B-32B), com a
prevencao ou redugdo no nuUmero de exacerbacgoes, tendo
aparentemente efeitos benéficos sobre o curso clinico da doenga a longo
prazo e sobre a qualidade de vida dos pacientes (Burge et al, 2000,
BMJ 320(7245): 1297-303; Calverley et al.,, 2003, Chest 124(4): 1350-6;
Vincken et al.,, 2002, Eur. Respir. J. 19(2):209-16; and Casaburi et al,

12002, Eur. Respir J. 19(2):217-24).

A asma é uma condicdo inflamatéria cronica das vias
aéreas caracterizada pela obstrucgdo reversivel das vias respiratérias, e

tem sido tradicionalmente classificada como extrinseca (devida a reacéo
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alérgica a alérgenos inalados, tais como poélen e acaros) ou intrinseca
(nao devida a alergia classica), cujo mecanismo é desconhecido. A asma

extrinseca € também referida como asma “alérgica’, enquanto que a
asma intrinseca taﬁlbérr; é referida como asma "nao-alérgica" ou
S5 idiopatica”.

Em contraste com a DPOC, a asma é uma condicao
tipicamente cronica que envolve geralmente o sistema respiratério, na
qual as vias aéreas, ocasionalmente, se contraem, se inflamam, e sao
revestidas com uma quantidade excessiva de muco, frequentemenfe erﬁ

10 resposta a um ou mais ativadores. Estes épisédios podem ser
desencadeados por coisas como a exposicdo a um estimulante
ambiental, que pode ser um alérgeno, fumaga ambiental do tabaco, ar

" frio ou quente, perfume, pélo§ dé animais, ar umidos- exercicio: ou-
esforgco ou estresse emocional. Em criangas, os desencadeadores mais

- .= = 15 _comuns _sdo. doencas_virais, como - aquelas que causam o resfriado

comum. Este estreitamento das vias aéreas provoca sintomas como
Chiado, falta de ar, desconforto toracico e tosse. A constricdo das vias
aéreas reage aos broncodilatadores. Entre os episodios, a maioria dos
pacientes sente-se bem, mas pode ter sintomas leves e pode permanecer
20 com falta de ar apos exercicios, por periodos de tempo mais longos do
que individuos nao afetados. Os sintomas da asma, que podem variar

de leves a gravissimos, podem, geralmente, ser controlados com uma

corﬁbiﬁéggo de drogas e mudancas ambientais.

Em wum estudo recentemente relatado baseado em

25 individuos diagnosticados com asma, a asma foi classificada com base
nas diferencas ha contagem de eosinofilos € neutréfilos no escarro
(Simpson et al.,, 2006, Respirc;logy 11:54-61). Os individuos do estudo

foram divididos em diferentes subtipos de asma com base na presenca

destes tipos de células em. comparacdo com individuos saudaveis.
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Varios subtipos de asma foram identificados, incluindo a asma
neutrofilica (> 61% de neutréfilos) e a asma eosinofilica (> 1,01% de
eosinofilos). O grupo com asma neutrofilica compreendeu
aprbximaidamente cerca de 20% do numero total de asmaticos. O
estudo também relatou neutrofilia persistente na maioria destes
individuos, acima de ambos os intervalos, tanto de curto prazo (quatro
semanas) como de longo prazo (média 5,3 anos), entre as amostragens,
apesar da auséncia de relato de infec¢éao do trato respiratério durante o
més antecedente a avaliacdo. Embora se tenha descoberto qLie os
individuos com asma tém niveis mais elévados de bactérias
intracelulares e macréfagos que individuos sadios, nao foram

encontradas diferenc¢as significativas entre asmaticos neutrofilicos e

outros grupos de"asma—Sem duavida os*niveis-de -bactérias-encontrados -

foram considerados menores que aqueles consistentes das infeccoes

- bacterianas..agudas,. € o relatério. concluiu nao haver evidéncia de

infeccao bacteriana que explicasse o processo inflamatério da asma
neutrofilica.

A bronquite é uma inflamagédo dos bréonquios (vias aéreas de
médio porte) nos pulmdes. A bronquite créonica (BC) ndo é
necessariamente causada por uma infecgdo e geralmente é parte da
sindrome de DPOC. A BC é definida clinicamente como uma tosse
persistente que produz escarro (catarro) e muco, durante pelo menos

A Haemophilus influenzae néao-tipavel (HiNT) é a bactéria
patogé€nica mais comum associada & bronquite crénica (BC) (Sethi and
Murphy, 2001, Clin. Microbiol. Rev. 14:336-363). A HiNT pode ser
encontrada nas vias aéreas superiores (por exemplo, nariz, ouvido
médio, garganta e seios da face) de pacientes saudaveis e pacientes com

BC (Sethi and Murphy, 2001, Clin. Microbiol. Rev. 14:336-363) bem
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como em varios locais do trato respiratério, incluindo o limen, aderindo
as células epiteliais da mucosa no intersticio da submucosa (Moller et
al, 1998, Am. J. Respir. Crit. Care Med. 157:950-56). Estudos da BC
ndo-obstrutiva e obstrutiva tém 6bsexjvado que grande .proporgéo de
pacientes tém uma infecgdo persistente com HiNT (Murphy et al., 2004,
Am. J. Respir. Crit. Care Med. 170:266-72).

Tanto HiNT como Staphylococcus aureus anteriormente

~mostraram induzir a liberacdo de histamina nao-mediada por IgE e

mediada por IgE reforcada, dos mastocitos obtidos por lavagem
bronquioalveolar das vias respiratérias dos pacientes com BC. No caso
da HiNT, tem sido relatado que a exotoxina pode ser responsavel pelo

aumento da liberacéo de histamina mediada por IgE (Clementsen et al,

- 1990, Allergy 45:°10=17). Ficou demonstrado -que-as-células do sistema -

imunolégico isoladas de pacientes com BC durante exacerbagoes

-agudas sao sensiveis e hiperativas a bactérias do préprio paciente (Norn

et al., 1994, Agents Actions 41, Special Conference Issue 1994:C22-
C23). Varios estudos também relataram anticorpos _IgE especificos
produzidos em resposta a infeccao resbiratéria por fungos (por exemplo.,
Aspergillus) e virus (por exemplo, virus sincicial respiratério, virus
parainfluenza (Welliver et al, 1982, J. Pediatrics 101:889-96)) e
bactérias (S. pneumoniae (Kjaergard et al., 1996, APMIS 104:61-67; Tee
and Pepys, 1982, Clin. Allergy 12:439-50; Pauwels et al.,, 1980, Allergy

1 157:665-9) S. aureus (Rhode et al., 2004, Respir. Med. 98:858-64; Tee

and Pepys, 1982, Clin. Allergy 12:439-50), Pseudomonas aeruginosa
(Shen et al., 1981, Infect. Immun. 32:967-68) e Mycoplasma pneumonia

(Seggev et al, 1996, Ann.- Allergy. Asthma Immunol. 77:67-73).

Anticorpos IgE especificos para HiNT também tém sido identificados no’

soro de pacientes com BC (Kjaergard et al, 1996, APMIS 104; 61-67;
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Tee and Pepys, 1982, Clin. Allergy 12:439-50) e fibrose cistica (Tee and
Pepys, 1982, Clin. Allergy 12:439-50).

Em um estudo de pacientes com asma brénquica,
ranticor‘pc;s Igk par; I:hNT forafn encontradbé Veam729% dos pacientes.
S Anticorpos para HiNT e/ou Sireptoco’ccus pneumoniae estavam também

presentes em 22% dos pacientes sem outras hipersensibilidades a
mediadas por IgE. No entanto, altos niveis de anticorpos IgE
bacterianos foram encontrados em pacientes com anticorpos IgE
demonstraveis para varios antigenos inalantes (sugerindo um feﬁétipo
10 alérgico) (Pauwels et al, 1980, Allergy 157:665-9). Embora tenha sido

levantada a hipétese de que as infecgdes bacterianas podem

desempenhar um papel na indugao e exacerbacdo da asma extrinseca,

~ foi considerado que a exacerbacdo da asma é predominantementé
desencadeada por infeccao viral. De fato o efeito clinico de vacinas

__..._15___ bacterianas no tratamento da_asma tem_sido_questionado, levando a

: recomendé(;c")es internacionais da Organizacao Mundial de Satide (OMS)
de que as"v'acinas bacterianas ndo tém nenhum papel no tratamento da
asma moderna.

Apesar da enorme quantidade de pesquisas voltadas para a
20 intervencao terapéutica e o tratamento da asma, a condi¢do continua a
ser um grande problema, custoso e crescente nas sociedades
ocidentalizadas.
A citélgéo ou 1dent1ﬁcz;(;éo de qualquer/ referéncia neste
pedido ndo devem ser interpretadas como uma admissao de que tal
25 referéncia se encontre disponivel como estado da técnica ao presente
pedido. - R o
Uma nova forma de imunoterapia foi desenvolvida,
envolvendo a administragao oral de Haemophilus influenzae (HiNT) nao-

tipavel inativados, para estimular o sistema comum da mucosa. A
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protecao contra exacerbagdes agudas na DPOC foi associada a reducgao
na densidade de HiNT no escarro. Estes estudos iniciais utilizaram um
HiNT isolado pouco caracterizado. Uma combinagdo de ensaios para
selegéd foi utilizada pa;a identificar um HiNT isolado (que, salvo
5 indicacdo em contrario, é referido aqui como intermutacdo dos HiNT-
164, HI-164, 164 isolado ou linhagem 164), que induziu uma ampla
protecao cruzada.
A Depositante surpreendentemente descobriu que a
vacinagcdo com HI-164 é eficiente no tratamento da asma e reduz a
10 necessidade da terapia anti-asmatica. |
Conforme acordado, o presente pedido é destinado para as

vacinas contendo HI-164 e linhagens similares de HiNT e seus usos no

T tratamento dé doéncas envolvendo episodiosagudos-de colonizacdo ‘do— -

sistema da mucosa, como por exemplo o sistema de mucosa das vias

S

aéreas inferiores. O- presente pedido é também dirigido as vacinas

contendo HI-164 e linhagens similares de HiNT, e seus usos no
tratamento de doencas pulmonares, como asma, DPOC e bronquite
cronica que nao esteja associada a DPOC. Em certas modalidades da
invencao, a vacina € monobacteriana compreendendo uma ou mais
20 linhagens de HIiNT e/ou uma ou mais frag()es imunogénicas das ditas
espécies de HiNT.
As linhagens de HiNT tuteis nas vacinas do presente pedido
~ sdo caracterizadas por uma combinacio de qualquer (por exemplo, dois,
trés, quatro, cinco, seis ou todas) das seguintes caracteristicas:
25 (1) Falta do gene de capsula B;
(2) Ser biotipo I; - IR - - s -
(3) Falta do gene B-lactamases;
)

(4) Crescer de forma aerdbica;
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(5) Ser capaz de provocar uma resposta especifica IgA do Haemophilus
influenzae na mucosa, refletida pelo aumento dé pelo menos 10%, pelo
menos 20%, pelo menos 50%, pelo menos, 70%, pelo menos 100%, ou
outro estatisticamente siénificabr{te em IgA especifico de Hdemophilus
influenzae na saliva;

(6) Ser capaz de estimulai células T especificas de Haemophilus
influenzae em placas de Peyer, sendo refletido pelo aumento de pelo
menos de 10%, pelo menos 20%, pelo menos 50%, pelo menos, 70%,
pelo menos 100%, ou outro aumento estatisticamente significativo na
produgao de linfocinas por células T pelas placas >de Peyer, em resposta
a exposicao ao Haemophilus influenzae;

(7) Codifica uma proteina 2 da membrana externa, que exibe pelo

menos 90%: pelo ‘menos~95%, pelo menos 98% pelo menos 99% , pelo

menos 99,5% ou 100% de identidade de sequéncias com a proteina 2 da

membrana externa _de }-IiN_T— 164 ;L

(8) Codifica uma proteina 26 de membrana externa, que exibe pelo
menos 90%, pelo menos 95%, pelo menos 98%, pelo menos 99 %, pelo -
menos 99,5% ou 100% de identidade de sequéncia com a proteina 26
da membrana externa de HiNT-164;

(9) Expressa uma pi‘oteina 2 de membrana externa, que fﬁncione como
uma corrida de eletroforese em gel unidimensional de poliacrilamida;

(10) Expressa uma proteina 2 de membrana externa, que tem um pl de

‘9,1 - 9,3, mais preferivelmente um pl de 9,2;

(11) Expressa destacadamente em um gel bidimensional de um extrato
celular integral, pelo menos 5, pelo menos 10, ou pelo menos 15 das
proteinas listadas na Tabela 11A; - - o o -

(12) Expressa, destacadamente, em um gel bidimensional de um extrato
celular integral, pelo menos duas ou pelo menos trés das proteinas

listadas na Tabela 11B;
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(13) Expressa destacadamente em um gel bidimensional de um extrato
celular integral pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo menos cinco,

pelo menos sete, ou pelo menos dez das proteinas listadas na Tabela

' 11A, mas que nido constem na Tabela 11C;

(14) Expressa destacadamente em gel bidimensional de um extrato
celular integral pelo menos trés, pelo menos quatro, ou pelo menos
cinco das proteinas listadas na Tabela 11A e Tabela 11D.

Como aqui utilizado, o termo "expressa destacadamente
uma proteina em gel bidimensional" indica que a proteina esta presente
em um ponto suficiente para extracao e anélise de MALDI em gel
bidimensional.

Além disso, o presente pedido prové regimes terapé€uticos

. para pacientes.com-DPOC.e asma: -=—= = -— ~-== === == =0 = ==

Em algumas incorporagdes, os regimes terapéuticos para

asma incluem (1) testar um paciente, por exemplo, um pa_tgiente que

aprééente sinfomaé de asma, para (a) um nivel elevado de neutrofilos na
-saliva, (b) a presenca de um microrganismo no escarro ou saliva, €/ou
(c) anticorpos especificos para o HiNT e (2) administrar uma vacina do
presente pedido em um paciente positivos para um, dois ou para todos
os trés parametros. Em algumas realizagbes, a vacina administrada
compreende umé, duas ou mais linhagens de HiNT do presente pedido
e/ou uma fracao imunogénica de linhagens de HiNT do presente pedido.

A vacina “do "~ presente pedido pode ser uma vacina
polivalente, ou de preferéncia, uma vacina monobacteriana.

Em certas modalidades, a vacina da presente invencio,
pode estar na forma de comprimido, .dito comprimide compreendendo
um nucleo que contém a reférida populagdo ou a dita fragdo de

membrana e um revestimento entérico em torno do referido nucleo.
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Na vacina do presente pedido o peso do nucleo € de 400 mg
a 500 mg.

Na vacina do presente pedido as bactérias mortas vou a
fracdo- de membrana constitui 7,5% a 15% do pésd do nucleo do
mencionado comprimido.

Na vacina do presente pedido as bactérias mortas ou a
fracdo de membrana constitui aproximadamente 10% do referido nticleo
do mencionado comprimido. | |

Na vacina da atual invencao o dito revestimento subentérico
resulta em 2% a 3% do peso do nucleo.

Na vacina do presente pedido o referido | ré\}estimento
entérico resulta em 10% a 12% do peso do nucleo.

e o -—Qualquer---discussio- -acerca— de- documentos,™ dc¢oes,

materiais, equipamentos, artigos ou algo parecido que tenha sido

incluido na presente especificagdo € exclusivamente com a finalidade de__

= rm—— . = cm—— —_— ——

proporciohar um contexto para o presente pedido. Nao é para ser
tomado como uma aceitacao de que uma ou todas estas questoes facam
parte do estado da técnica ou constituam um conhecimento geral
comum, no campo relevante para o presente pedido como se existisse
antes da data de prioridade deste pedido.

As caracteristicas € vantagens do presente pedido tornar-se-

ao ainda mais evidentes a partir da seguinte descricdo detalhada das

- realizagoes do mesmo.

DESCRICAO DAS FIGURAS

A figura 1 mostra as curvas de crescimento de HiNT-164 e
uma cepa de referéncia para o meios de cultura diferentes. -

A figura 2 descreve os dados de clearance das bactérias
resultantes de diferentes regimes de vacinagdo com HiNT-164 em ratos

machos Dard Agouti.
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As figuras 3A e 3B demostram os niveis médios de bactérias
em camundongos imunizados com doses variadas de HiNT-164.

A figura 4 apresenta a resposta meédia proliferativa de

linfécitos de linfonodos mesentéricos de ratos imunizados com o HiNT-
S5 164.

As figuras SA-5C descrevem a proliferagdo de linfécitos em
seres humanos em resposta & vacinagdo com o HI-164. A figura 5A
demonstra a proliferacdo periférica de linfécitos séricos em 1lug de
antigeno de HI-164 in vitro. A figura SB expde a pro‘lifera(;éo periférica

10 de linfécitos sérica em 10 ug de antigeno de HI-164 in vitro. A figura 5C
exibe a proliferacao periféricd de linfécitos sérica em PHA in vitro.

A figura 6 mostra a lisozima da saliva (média + SEM) em

—.seres humanos.apéds-vacinagae-com-Hl-164—— -+ =— - ==—=

A figura 7 exibe o efeito da vacinacdo de seres humanos

15 com:o HI-164 em niveis IgG séricos.

-

A-fig{ira 8 apresenta urh grafico que mostra o numero
médio de HINT isolados no gargarejo de um grupo de estudo de
individuos humanos com doses de plabebo.

A figura 9 é um grafico que apresenta os niveis de IgG

20  séricos especificos de HiNT em individuos humanos no gfupo placebo e
no grupo de tratamento imunizado com uma vacina oral de HiNT

mortos.

A figura 10 é um grafico que exibe os niveis IgG de saliva

especificos de HiNT em seres humanos no grupo do placebo e no grupo

25 de tratamento imunizado com uma vacina oral de HiNT mortos.

A figura 11 revela os resultados da eletroforese -em gel

unidimensional de extratos de HI-164 e Hf—166.
A figura 12 demonstra os resultados do gel unidimensional

de extratos de varios isolados/linhagens de Haemophilus influenzae.
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As figuras 13A-13D mostram os resultados da eletroforese
em gel bidimensional de varios isolados/linhagens de Haemophilus

influenzae, sendo a figura 13A um HI-164, preparado 2 crescido em

‘placa, a figura 13B um HI—'16“6,~preparado 1, crescido em placa, a ﬁgura

13C. HI-167, preparado 1 crescido em placa e a figura 13D. HI-164,
preparacao da proteina de membrana externa (PME).

DESCRICAO DETALHADA

A presente invengao prové vacinas baseadas no HiNT para o
tratamento de doenc¢as pulmonares, como asma e DPOC.

O paciente nao precisa ter uma infeé(;éo de HiNT para se
beneficiar das vacinas do presente pedido. Assim, em certos aspectos,

um paciente a quem a vacina do presente pedido é administrada nao

~temruma-infecgao=por HiNT-ou"marcadores-indicativos dé uma iriféccao

por HiNT (por exemplo, anticorpos especificos HiNT). Em outros

aspectos, o paciente € positivo para uma infecgdo por HiNT ou_tem

marcadores indicativos de uma infec¢dao por HiNT.

Como, em certas modalidades, a vacina do presente pedido
€ capaz de elicitar. uma. resposta imune né.o-especifi'ca'contra outrés
bactérias que ndo o HiINT, um paciente pode ser positivo para outras
bactérias qué nao a infeccao pbr HiNT ou tem marcadores indicativos de
infeccdo por outras bactérias que nao HINT. Em modalidades
especificas, a bactéria é uma ou mais das seguintes: Staphylococcus
aureus; uma linhagem tipavel de Haemophilus influenzae; Streptococcus
pneumoniae; Escherichia coli; Pseudomonas aeruginosa, Mycoplasma

pneumoniae; Haemophilus parainfluenzae;, B-Haemolytic Streptococcus

spp.; a- Haemolytic Streptococcus spp.; Pseudomonas spp.; Klebsiella

pneumoniae; Serratia marcescens; Enterobacter cloacae; Chlamydia

pneumoniae; e Moraxella catarrhalis.
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O paciente a quem a vacina € administrada em
conformidade com o presente pedido sera normalmente um ser
humano, embora a vacina tambem possa ser administrada a qualquer
modelo adequado de asma em mamlferos | .

Parametros adicionais e alternativos para um paciente a
quem a vacina do presente pedido é administrada sao discutidos
abaixo.

Convencionalmente em estudos de asma, cuidados foram

tomados para o estudo de grupos distintos e, geralmente, individuos

com asma claramente definida (por exemplo, asma extrinseca classica)

sao separados dos outros grupos (por exemplo, aqueles com doengas

das vias aéreas relacionadas ao fumo), levando a estudos realizados em

" grapos definidos dé pacieiités asmaticos isolados dé outros grupos de

asmaticos. Todavia, esta é uma classificacdo artificial e, ao contrario,

___sendo- mais_realista para visualizar- a asma como um _espectro de

doencgas das vias aéreas, como ilustrado no Esquema 1.

S P Doenga crénica
Extrinsico Cldssico ¢

(asma alérgica) v Asma Bronquite aguda da; vias aereas
[contagem etevada neutrofilica recorrente com chiado || com bronquite
de eosinéfilo no . - recorrente com |
esearro} | . ‘ chiado

Esquema 1: Espectro da doenga de asma

Varias diferentes observacdes tem sido feitas comrrelaééo- a
estas diversas manifestacdes clinicas da asma. Em resumo, estas
podem ser resumidas da seguinte forma:
- A inducédo de anticorpos IgE a antigenos inalados (por exemplo, os
polens) da origem a asma alérgica classica em que o alérgeno-especifico

IgE se liga aos mastécitos causando degranulacdo dos mastocitos e
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liberacdo de mediadores tais como a histamina, que dao origem a

sintomas alérgicos.

- A colonizacao das vias aéreas danificadas e infecgao viral intermitente

podem conduzir o fluxo de neutréfilos para os broénquios (bronquite

aguda) (geralmente associada com chiado - que se imagina seguir a

"inflamag&o” dos bronquios).

- Fumar acarretando danos nos pulmées pode tornar o sujeito propenso

a infec¢des das vias aéreas. 4
No entanto, muitos individuos asmaticos com asma

clinicamente diagnosticados sdo "mistos" ‘em relég:éo a esses

componentes e propde-se que este espectro da doenca de asma possa

ser harmonizado pelo reconhecimento de que diferentes caminhos

- patogénicos-podem-levar-a-asma-e-que-estas-vias  possam coexistir. Em

particular, sem ser limitada pela teoria, & defendido pela Depositante

que a causa dominante do chiado em muitos asmaticos sem

demonstravel hipersensibiiidade aos alérgenos classicos (por exemplo,
testes negativos para anticorpos IgE contra a poeira doméstica, podlens e
afins, e/ou a quem tenha elevada contagem de eosinéfilos) é uma
reacdo mediada de anticorpos IgE a colonizagdo e/ou recorrente
exposicdo a microrganismos em conjungéob com a capacidade do
microrganismo para induzir e ativar os neutrofilos. Especificamente, as
vacinas baseadas em microrganismos podem reduzir a carga do
microrganismo correspondente as pequenas vias aéreas, e proporcionar
um tratamento eficaz para a chamada "asma intrinseca".

Em outros aspectos, e também sem ser limitado pela teoria,
acredita-se que alguns pacientes que sao p_assiveis de tratamento por
parte das vacinas do presente pedido sdo alérgicos as bactérias e tém
anticorpos IgE. Acredita-se também que, em tais individuos podem

existir interagbes entre as bactérias e o estado de alergia a outros
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alérgenos que contribuem para o estado asmatico. Assim, em certos
aspectos, as vacinas do presente pedido sdo usadas para tratar um
paciente que seja um asmatico alérgico./m

Mais amplamente, o beneficio das vacinas do presente
pedido pode ser obtido por aqueles pacientes que exibem um ou mais
parametros indicativos de exposicao a um microrganismo que € capaz
de colonizar as vias aéreas, tais como niveis elevados de neutréfilos
(com ou sem niveis elevados de eosindfilos), na saliva, infécgéo
frequente com o microrganismo como, por exemplo, indicado pela
presenca do microrganismo no escarro ou saiiva e/ou anticorpos

especificos para o microrganismo, € os pacientes com vias respiratorias

danificadas, tais como em decorréncia do tabagismo (doeng¢a pulmonar

obstrutiva crénica (DPOC)) ou bronquite cronica (especialmente aqueles
pacientes que apresentam sibilancia). Reconhece-se, por exemplo, qué
pacientes com vias.respiratorias danificadas sdo altamente_propensos a
infec¢do/ colonizacdo por microrganiémos patogénicos. Assim como os
danos as vias aéreas classicamente seguem o tabagismo, a asma
extrinseca também pode danificar as vias aéreas (por isso, posteriof
ocorréncia de tosse e expectoragdo associadas a infeccao das Vias
respiratorias). O beneficio pode também ocorrer em pacientes asmaticos
com mecanismos combinados (por exemplo, sujeitos atépicos com
anticorpos IgE a um microrganismo que coloniza as vias aéreas), € no
tratamento da. ésma e dos sintomas de asma em“geral, como resultédo
da diminui¢do ou impedimento de indug¢do da producdao de IgE

resultante da exposicdo a uma vacina que tenha como alvo o

microrganismo.
Os niveis de anticorpos podem ser medidos em amostras de
sangue, soro, plasma, escarro ou saliva usando qualquer protocolo de

ensaio convencionalmente conhecido e adequado, incluindo, ensaio

N
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imunoenzimatico (ELISA) ou outros imunoensaios. O anticorpo testado
pode ser selecionado a partir de um ou mais entre IgA, IgM, IgG ¢ IgE e
subclasses dos mesmos, tais como o IgG1l e/ou IgG3. Os anticorpoﬁs IgE
e/ou IgE totais especificos para um microrganismo que coloniza as vias
aéreas geralmente sera medido em amostra de escarro ou saliva. Os
niveis de neutréfilos também podem ser medidos na saliva ou escarro
usando qualquer ensaio convencionalmente conhecido € apropriado,
incluindo a avaliacdo miéroscépica apds coloragdao de células. Da

mesma forma, qualquer método adequado conhecido no estado da arte

pode ser empregado para determinar a contagem/nivel de

- microrganismos da infecgdo. Os niveis de anticorpos, os niveis de

neutrofilos e contagens de HINT podem ser comparados com ofs)

nivel(is) de referéncia befééﬁaﬁaéﬁ?gisj der?-ado(s) dos asmaticos

extrinsecos classicos (por exemplo, exibindo eosinofilica e/ou hiper-

responsividade).ou,_por exemplo, um. controle.nao-asmaticos.-ou outro— --

grupo de referéncia indicado. Métodos estatisticos para diferenciar
grupos de asma séo‘ descritos em, por exemplo, Simpson et al., 2006,
Respirology 11:54-61.

Em certos aspectos, os pacientes aos quais as vacinas do
presente pedido sdo administradas podem ou ndo ter DPOC e/ou
sintomas associados a DPOC, como a bronquite crénica e o enfisema.

A DPOC € uma doenca lenta e progressiva das vias aéreas
que € caracterizada pela per.c-i-awgra;dual da fung:éo puimoﬁar. P.acientes..
com DPOC, que inclui bronquite crdnica e enfisema, frequentemente
requerem tratamento de emergéncia e internagdes, por vezes, durante
os periodos de exacerbacdo da doenga. A DPOC leva a obstrucéo crénica
do fluxo respiratério, que € det{nida como uma reducao persistente da |
taxa de fluxo de ar através dos pulmées quando a pessoa respira para

fora (expira). Sintomas tais como chiado e falta de ar sao aliviados
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quando a obstrucdo do fluxo de ar diminui, revertendo o espasmo da

musculatura lisa brénquica, a inflamagéo e o aumento das secregoes.

As31m em certos aspectos um pac:1ente a quem a vacina da

presente invencao € admlmstrada pode ter um ou mais dos seguintes

‘sintomas: bronquite crénica, enfisema, tosse croénica, producao

excessiva de expectoragao, baixos niveis de oxigénio no sangue, severa €
incapacitante falta de ar, reduzido ﬂuxo de ar através dos pulmoes,
espasmo da musculatura lisa brénquica, inflarnagéo brénquica, e
aumento das secre¢oes brénquicas (incluindo plugs mucosos).

A DPOC severa ¢é geralmente classificada em dois
estereédtipos — o pink puffer (soprador rosado) € o blue bloater (cianético

pletérico). A maioria dos pacientes com DPOC avancada tém

" caracieristicas de ambos 08 esteredtipos. O pink pujfer é tipicamente

um paciente asmatico, enfisematoso com o peito em formato de barril

_que exibe_respiracdo-com labios semicerrados e néo tem cianose ou

edema. Normalmente, esse paciente utiliza os musculos extratoracicos
para respirar, produz minimo escarro, € experimenta pouca flutuacao
no nivel diario da dispnéia. A mobilidade diafragmatica éncontra—se
reduzida, e os sons da respiracdo e do coragao sao distantes. O térax
em barril é inespecifico, pois idosos geralmente tém aumentada a
complacéncia pulmonar e maior volume pulmonar de repouso. O blue
bloater é tipicamente acima do peso, cianético e edematoso € tem uma
~tosse crénica prodliaVa Blue bloaters idosos sdo raros, porque os blue

bloaters geralmente tém cor pulmonale, que leva rapidamente a morte se

ndo tratada adequadamente. Em certos aspectos, um doente a quem as

“vacinas do. presente pedido sao administradas apresefitam a

caracteristica de um pink puffer e/ou de um blue bloater.

A hipoéxia cronica (reducao do suprimento de oxigénio para

‘0 corpo, apesar do fluxo sanguineo através do corpo), a hipertenséao e
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hipertrofia ventricular esquerda sao condi¢des relacionadas que podem
ser sintomaticas da DPOC ou coincidentes com a DPOC. Assim sendo,
em certos aspectos, o paciente a quem a vacina da presente invencéao €
administrado tem hipéxia crénica, hipefténrsAé; 'alziﬂzerrial‘ ;3 /ou hipertrofia
do ventriculo esquerdo.

A fibrose cistica é um exemplo de um transtorno pulmonar
obstrutivo, que resulta em bronquiectasia e declinios progressivos da
capacidade pulmonar. Assim, em certos aspéctos, o paciente a quem a
vacina do presente pedido é administrada pode ter fibrose cistica.

Em certos aspectos, o paciente € positivo para um gene ou

outro marcador associado a DPOC (ver, por exemplo, US 20080108079
Al e US 20080044843 Al, respectivamente, cada qual aqui incorporada

" por referéncia na sua totalidade). O paciente positivo para um ou mais

genes ou marcadores pode ou nao apresentar sintomas da DPOC, ou

. seja, as vacinas dos presentes_pedidos_podem _ser_administradas antes

ou apos o inicio dos sintomas da DPOC.

Em certos aspectos, o paciente a quem as vacinas do
presente pedido sao administradaé nao tem asma. Em uma modalidade
especifica, o paciente ndo tem asma extrinseca. Em outra modalidade
especifica, o paciente ndo tem asma intrinseca.

De acordo com o presente pedido, o tratamento da asma
engloba o tratamento de pacientes ja diagnosticados como tendo
queilque_rforma de asma em qualquer estégiérc;lir'iiic‘o (')u‘r’hanifestagéo; o)
atraso no inicio ou na evolugdo ou agravamento ou deterioragao dos
sintomas ou sinais de asma; prevencao e/ou reducao da severidade dos
ataques de asma noturnos e/ou diurnos, melhora da capacidade
puimonar; prevencao da redugao na capacidade pulmonar de pacientes

asmaticos; impedir ou limitar a exacerbac¢des adversas; impedir ou

limitar internacées por sintomas de asma; e/ou reduzir ou limitar a
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necessidade de antibioticos, esterédides, broncodilatadores ou outras
medicacoes.

Vantajosamente, a administracao de uma vacina de acordo
comumaou ;néis feéiiéai@éés do breseﬁte pedido pode levar a uma
reducdo no nivel de anticorpos IgE e/ou uma reducgido dos sintomas ou
gravidade da asma (por exerﬁplo, a asma intrinseca ou neutrofilica) no
paciente.

De acordo com o presente pedido, o tratamento da DPOC
engloba o tratamento de pacientes ja diagnosticados como tendo
qualquer forma de DPOC em qualquer estagio clihico ou manifestacao;

o atraso no inicio ou na evolugdo ou agravamento ou deterioragdo dos

sintomas ou sinais de DPOC; prevenir e/ou reduzir a gravidade dos

15

episodios de sibilancia e/ou a diminui¢do da respiracdo; a melhoria da
capacidade pulmonar, impedindo uma redugdo na capacidade

pulmonar_de_pacientes;_prevenir ou limitar as exacerbagdes adversas;

20

25

impedir ou limitar internacodes por sintomas da DPOC e/ou reduzir ou
limitar a necessidade de antibiéticos, esterdides, broncodilatadores ou
outras mgdicagées.

A vacina pode ser administrada de acordo com qualquer
regime adequado para gerar uma resposta imune eficaz contra uma
infeccdo pelo microrganismo. A vacina do presente pedido pode ser
administrada em dose tnica ou, quando necessario ou desejado, a dose
inicial i)ode ser seguida por um reforco de varios diés, seiﬁanaé, meses
ou anos seguidos a dose inicial.

Em uma modalidade exemplar, uma dose unica da vacina
pode ser administrada uma vez por ano antes do inverno.
Opcionalmente, uma ou mais doses "booster' (de refofc;o) da vacina
administrada com um intervalo de algumas semanas ou meses podem

igualmente ser dadas. Alternativamente, um nuimero de doses da vacina
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podem ser administradas ao longo de varias semanas a fim de gerar
uma resposta imune eficaz contra a infecgdo e/ou colonizagao por um

microrganismo que seja capaz de colonizar as vias aéreas, tal como o

HiNT.

Cada dose administrada a um paciente pode consistir de
uma dose unitaria (conformé descrito abaixo), ou mais ou menos. A
dosagem especifica eficaz para uso terapéutico vai depender, por
exemplo, do componente imunogénico da vacina (como descrito abaixo),
o peso € estado geral de satde do paciente, o julgamento do médico que
prescreve, € o modo de entrega proposto, e a nétureza dé vacina (por
exemplo, capsulas, po, liquidos, aerossol, comprimidos; co‘rnp’rimidos
entericamente revestidos, eté.)

utilizando qualquer rota de administragao, incluindo, mas nao limitado

""As vacinas do presente pedido podem ser administradas

a, - por ..exemplo,.._subcutanea, . intravenosa, = intramuscular._ _ou_

intradérmica, embora a administracao pela mucosa seja a preferida. As
rotas de administracdo pela mucosa incluem, mas nao limitadas a
administracdo oral, retal e nasal. Os preparativos para as
administragées pela mucosa sdo convenientes em varias formulacgoées,
como descritos abaixo. A via de administragdo pode variar durante o
curso do tratamento.

A vacina utilizada em um método do presente pedido
ﬁonnélmente contera{ H1NT 'i‘éolado(s) (por e:{e;riplo; -fbrmol-'mortd)
totalmente mortos ou inativos (por exemplo, atenuados) de acordo com
o presente pedido. No entanto, o antigeno, soluvel ou particulado,
compreendendo ou sendo constituido por membrana celular externa
e/ou antigenos. de supefficie do microrganismo podem ser utilizado.s da

mesma forma, ou em vez de, HiNT totalmente morto.
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O antigeno soluvel e/ou particulado pode ser preparado
pela lise de isolado(s) HiNT mortos ou viaveis. Uma fragdo para uso na
vacina pode ser entdo preparada por centrifugacao, filtracao e/ou

" outras técnicas apropriadéswcrc;nhecidas n(; éstado da arte.“ Qualquer
5 método que atinja o nivel necessario de rompimento celular pode ser
aplicado, incluindo sonicagdo ou dissolugao utilizando surfactantes
adequados € agitagdo, € a combinacdo de tais técnicas. Quando a
sonicagédo é empregada, o isolado pode ser submetido a uma série de
etapas de sonicacdo, a fim de obter o grau desejado de rompimerito
10 celular ou geracdo de matéria soluvel e/ou particulada de um tamanho

especifico ou tamanho de faixa.

Em modalidades especificas, os componentes imunogénicos

da presente invencgéo.

15 A falta de um gene de P-lactamases € uma caracteristica

opcional das linhagens de HiNT do presente pedido. B-lactamases sao
enzimas produzidas por algumas bactérias e sdo responsaveis pela sua
resisténcia aos antibidticos [-lactamicos como  as penicilinas,
cefalosporinas, cefamicinas, ertapenemos e carbapenémicos. Os
20 antibidticos B-lactamicos sdo tipicamente usados para tratar um amplo
espectro de bactérias gram-positivas € gram-negativas. Como a
expressdo de -lactamases pode resultar em resisténcia a antibioticos, a
presenca de um gené de B—)lactarhééésrnéd é gefaﬁﬁéhte preferenci:ﬂi“éili‘
durante a fabricacdo e administracdo de agentes patogénicos mortos
25 como o HINT. A falta de um gene de B-lactamases permite que o
organismo seja controlado com antibidoticos B-lactamicos em caso de
necessidade durante a fabricagdo ou um evento adverso em unri

paciente.

sdo células mortas e/ou Uma fracdo iminogénica de espécies de HiNT =~
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O Haemophilus influenzae néo-tipavel HI-164 isolado,
depositado conforme disposi¢ées do Tratado de Budapeste, com o
National Measurement Institute in Melbourne, na Australia, em 13 de
agos'tdzde 2008, sob n®. {/08 / 072”‘1002, cgfho é pafticulafmehte aééquédo
para uso em vacinas do presente pedido. Outra linhagem adequada € o
isolado Haemophilus influenzae nao-tipavel HI-167, depositado
conforme disposicées do Tratado de Budapeste, com o Instituto
Nacional de Medidas de Melbourne, na Australia, em 13 de agosto de
2008 e atribuido com o n°. V08/021003.

Em uma ou fnais incorporagoes, a .frag:éo de membrana
celular externa ou proteina(s) da membrana da cepa HiINT

selecionada(s) sera(m) utilizada(s) como componente imunogénico de

uma vacina do presente pedido.

Proteinas e peptideos imunogénicos de HiNT tem sido

~descritos. Em_uma realizacdo_especifica, uma_fracdo_de proteina de.

membrana externa (PME) de HiNT ou proteina PME é usada como um

componente imunogénico de uma vacina do presente pedido. As PMEs
de HiNT incluem a PME P6, uma lipoproteina de 16-kDa altamente
conservada (Nelson et al.,, 1988, Infect Inmun 56: 128-134), que € alvo
de anticorpos bactericidas humanos e induz a protecao tanto em
modelos humanos quanto animais. Na doenca pulmonar obstrutiva

cronica (DPOC), foi demonstrado que a PME P6 evoca uma resposta

‘proliferativa linfocitaria que esta associada & protecéo relativa contra a

infecgcao por HiNT (Abe et al, 2002, Am. J. Respir Crit Care Med 165:
967 -71). Consequentemente, a PME P6 ou quaisquer outras adequadas
proteinas -de HiNT da membrana externa, polipeptideos (por exemplo,
P2, P4 e P26) ou peptideos' antigé.nicos dessas proteinas podem
cénvenientemente ser usados como 0s componentes imunogénicos das

vacinas do presente pedido, seja de forma isolada e purificada ou como
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um componente de uma fracéo celular, como, por exemplo, uma fragao
PME.

Em uma 1ncorporagao a protelna ou peptldeo 1munogen100

¢ PME P26 ou um fragmento imunogénico dos mesmos. Em outra

5 incorporagdo, a proteina ou peptideo imunogénico € PME P2 ou um
fragmento imunogénico do mesmo. Em realizagées especificas, a vacina
compreende (1) uma proteina PME P26 ou fragmento imunogénico do
mesmo, que tenha pelo menos 99% ou pelo menos 99,5% de identidade

de sequéncia com a- proteina PME P26 do HiNT-164, e/du (2) uma

10 proteina PME P2 ou fragmento imunogénico da pfoteina, que tenha pelo
menos 99% ou pelo menos 99,5% de identidade de sequéncia com a

- proteina PME P2 de HINT-164.

- T —Uma vacina da préesente invencgao o tipicamente compreende
as células do componente imunogénico selecionado (ou seja, HiNT
15 _ isolado(s)_e/ou fragdes celulares_e/ou proteinas e/ou peptideos isolados
ou purificados), num total de cerca-de 0,1% a 100% p/p da composi¢cao
da vacina, mais preferencialrﬁente, de 1% a 50% p/p da composicdo da
vacina. |
Para todas. as vacinas de células mortas, a dose unitaria
20 sera tipicamente na faixa de cerca de 102 até cerca de 1012 células
mortas, méis preferencialmente, de cerca de 1092 até cerca de 10!l de
células mortas, e mais preferencialmente ainda, cerca de 10! a mais ou
menos 101! de células mortas. N ) -
No caso das vacinas feitas de fracoes celulares de HiNT, a
25 dose unitaria sera fracionada a partir de cerca de 10° a
| aproximadamente 1014 de células, mais preferencialmente, fracionada

cerca de 1010 até cerca de 1013 de células, e mais preferivelmente

fracionada de cerca de 1010 até mais ou menos 1012 de células.
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Para vacinas contendo proteinas purificadas ou isolada e

fragmentos de peptideos, a dose unitaria é geralmente 50-75 mg, 75-

100 mg, 100-125 mg, 125-150 mg, 150-175 mg, 175 - 200 mg ou mais.

A dosagem ideal da vacina pode ser deterrmnada pela
administracao de doses diferentes para diferentes grupos de mamiferos
de teste, antes de infectar os animais, posteriormente, em cada grupo,
com o microrganismo, € determinar o nivel de dosagem necessaria para
conseguir a satisfatoria remocao do patégeno.

Uma vacina do presente pedido pode incluir também um ou
mais carreadores e/ou adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis. Os
adjuvantes exemplares que podem ser utilizados sdo detalhados abaixo.

Normalmente, embora néao exclusivamente, a formulacao preferida da

—-vacina oralé¢"sém adjuvanté.—

Métodos atuais para preparar as formulacdes da vacina do

presente recurso serao conhecidos ou aparentes para os técnicos no

assunto e estao descritos em detalhes em publicagées como a
Remington's Pharmaceutical Science, 15% ed. Mack .Publishing
Company, Easton, Pensilvania (1980).

As vacinas do atual pedido sdo geralmente providas em
composi¢ées com carreadores farmaceuticamente aceitaveis. Varios
carreadores farmaceuticamente aceitaveis sao bem conhecidos no

estado da técnica. Conforme utilizado neste documento, "carreadores

farmaceuticamente aceitaveis" inclui qualquer material que, quando

combinado com um ingrediente ativo de uma composi¢ao, permite que o
ingrediente mantenha a atividade biolégica e, de preferéncia nao cause
reagGes no sistema imunolégico do individuo. - - o
Em geral, as vacinas podemﬂ ser preparadas de diversas

formas, tais como granulos, comprimidos, pilulas, supositorios,

capsulas (por exemplo, adaptadas para administragao oral), microbeads,
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microesferas, lipossomas, suspensdes, pomadas, locoes e similares. A
vacina erri si pode ser uma vacina liofilizada ou “freeze-dried”
reconstituida, utilizando um tampao ou um fluido fisioldgiéamente
aceitavel. A vacina também pold'e conter um ou mais agentes énti—
5 aglomerantes, conservantes, como o timerosal, ou que sejam de outra
forma apropriada para o modo de administracdo proposto,
estabilizadores, tais como aminoacidos e moléculas de agucar, agentes
edulcorantes como a sacarose, lactose ou sacarina, surfactantes,
agentes tampéo de pH e modificadores de pH que podem ser o hidréxido
10 de sédio, écido‘ cloridrico, fosfato monossédico e./ ou fosfato dissoédico,
um carreador farmaceuticamente aceitavel, tal comd soro fisiologico,

solventes e meios de dispersdo e preparagdes isotonicas.

- A vacina é vantajosamente apresentada para administracao
oral, por exemplo, em um formato liofilizado encapsulado ou em
.. .. .15 _ comprimidos. E reconhecido que o componente imunogénico de uma-.
vacina da atual invencdo, quando administrado por via oral, &, de
preferéncia, protegido da digestdo. Isso pode ser feito misturando ou
embalando o componente imunogénico em um veiculo adequadamente
resistente, como um lipossoma, ou dentro de um revestimento entérico.
20 Os preparativos também podem ser fornecidos em liberacao controlada
ou de outras formas de liberacao retardada.
Preferencialmente, a formulagdo oral é na forma de uma

providos de um revestimento entérico que inclua, por exemplo,

25 Eudragate "S"™, Eudragate "L"™, acetato de celulose, ftalato de

a formulacao de cépsulas;ou comprimidos incluem agentes de l'iga(;éo
(por exemplo, amido de milho pregelatinizado, polivinil pirrolidona ou

hidroxipropilmetil celulose); cargas (por exemplo, lactose, celulose

celulose ou hidroxipropilmetil celulose. Outros véiculos adequados para
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microcristalina ou hid;ogeﬁofosfato de calcio), lubrificantes (por
exemplo, estearato de magnésio, talco ou silica); desintegrantes (por
exemplo, fécula de batata ou amido glicolato de s6dio) ‘e agentes
)urnecténtés r(por éxemplé, laui;il sulfato de: sédis). Os corhprimidos
5 podem ser revestidos por métodos conhecidos na técnica. Os
preparativos para a administracdao oral podem ser convenientemente
formulados para proverem liberagdo controlada do componente
imunogénico.
Estas capsulas e comprimidos podem ser usados, tal como,
10 ou, alternativamente, - material lofilizado que’ pbde ser reconstituido
antes da administracédo, por exemplo, como uma Suspénséo.
Como uma alternativa as capsulas e aos comprimidos, a
——vacifia oral Pode SeF na forma Tiquida, por exemplo, solucoes, xaropes
~ou suspensoes, ou pode ser apresentada como um medicamento para
15 _reconstituicao 7conﬁgug _ou outro veiculo aprgpriadg,énte,,sfdo uso. Tais
pr.eparag()es liquidas podem ser preparadas por meios cohvencionais
com aditivos farmaceuticamente aceitéveis- como agéntes de suspenséo
(por exemplo, o xarope de sorbitol, derivados de éelulose ou de gorduras
hidrogenadas comestiveis), agéntes emulsionantes (por exemplo, lecitina
20 ou acacia), veiculos nio-aquosos (por exemplo, o6leo de améndoa,
ésteres graxos ou élebs vegetais fracionados) e conservantes (metil, ou
propil-p-hidroxibenzoatos ou acido sérbico, por exemplo).
A fim de broteger o} corhponente imﬁnogéﬁioo da Vacirié da
acidez gastrica, uma preparagao de bicarbonato de sbédio pode ser
25 vantajosamente administrada antes de cada administracdo da vacina.
A vacina pode também ser formulada para adr'hinistragéié
por inalagao ou injeccgéo.
Salvo contrario, qualquer meio convencional ou agente que

seja incompativel com o componente imunogénico de uma vacina da
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presente invencdo ou método de administracéo proposto € uso dessas
vacinas que podem ser empregados em métodos de realizagdo pela

presente mvengao sdo espemﬁcamente abrang1dos

Agentes atlvos suplementares para estlmular a resposta
imunbl()gica, incluindo, por exemplo, os microrganismos probioticos,
fracées e produtos biologicos e citocinas apropriadas, também podem
ser incluidos na vacina.

Uma vacina do atual pedido, opcionalmente, compreende
um ou mais adjuvantes. Exemplos de adjuvantes adequados sao aqui
apresentados abaixo. '

Os adjuvantes adequados incluem adjuvantes de sal

mineral ou adjuvantes de gel de sal mineral. Tais adjuvantes de sal

—iinéral ¢ gel dé sal mineral incluem, mas nao estao limitados a:

20

25

15

hidréxido de aluminio (ALHYDROGEL, REHYDRAGEL), gel de fosfato de

aluminio,_hidroxifosfato de-aluminio (ADJU-PHOS) e fosfato de calcio. -

Outros adjuvantes adequados incluem adjuvante imunoestimulador.
Tal classe de adjuvantes inclui, mas nao estdo limitados a: citocinas
(por exemplo, a interleucina-2, interleucina-7, IL-12, fatof estimulanpe
dc colénias de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF), y-interferon, B-
interleucina-1 (B-IL—l)‘.e IL-1 (peptideo 3 (3 peptide) ou peptideo (Sclavo
peptide), lipossomas contendo citocina, glicosideos triterpendides ou
saponinas (por exemplo, QuilA e QS-21, também vendido sob a marca
STIMULON, ISCOPREP), derivados de dipeptideo Muramil (MDP), tais
como, N-acetil-L-muramil-L-treonil-D-Isoglutamina (Treonil-MDP,
vendidos sob a marca TERMURTIDE), GMDP, N-acetil-nor-muramil-L-
alanil-D-Isoglutamina, ' N—acetilmu‘ramil—L—aIanil—D—isoglutéa'rflinil—L;
alanina-2-(1'-2'-dipalmitatoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina, '

fo;sfatidiletanolamina tripeptideo muramil (MTP-PE), dinucleotideos CpG

nao-metiladas e oligonucleotideos, tais como o DNA de bactérias e
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fragmentos dos mesmos, LPS, monofosforil lipideo A (3D MLA vendido
sob a marca MPL), e polifosfazenos. No entanto, outros adjuvantes
adequados incluem particulas adjuvantes, incluihdq, U_t»(_)davia ‘nao
limifado a, emulzs,(')es, porﬂexemplo, Adjuvante Completo de Freund,
Adjuvante incompleto de Freund, esqualeno ou formulagées esqualano
adjuvante o6leo-em-agua, como SAF e MF59, por exemplo, preparado
com copolimeros em bloco, tais como L-121
(poloxipropileno/ polioxipolietileno) vendidos sob a marca PLURONIC L-
121, lipossomas, Virossomos, coquelatos e complexo estimulante
imunolégico, que é. vendido sob a marca ISCOM. No entanto, outros

adjuvantes adequados sdo os adjuvantes microparticulados, tais como,

mas nao limitados a: poliésteres biodegradaveis e biocompativeis, homo

“€" copolimeros de  4cido latico (PLA) e acido glicélico (PGA),
'microparticulas de poli (acido latico-co-glicolideos) (PLGA), polimeros

- que  se_auto-associam’ (particulas de_poloxamer), polimeros soluveis -

(polifosfazenoS), e particulas do tipo virus (VLPs), tais como particﬁlados
de prdteina recombinante, iaor exemplo, o antigeno de superficie da
hepatite B (HbsAg).

Uma classe preferivel de adjuvantes sdo os adjuvantes de
mucosa, incluindo, porém nao limitados a enterotoxina termo-labil de
Escherichia coli (LT), célera holotoxina (CT) e subunidade B da toxina da
coOlera (CTB) do Vibrio cholerae, toxinas mutantes (por exernplo, LTK63 e
LTR72 '), microparticulé.é 7é lipossofhas ﬁ)oliméfiZadbs. - -

Em élguns aspectos, o adjuvante é um adjuvante que ativa
uma resposta imunolégica de Thl. Preferencialmente, o adjuvante nao
inicia uma resposta imune Th2, embora os adjuvantes que ativam uma
resposta imune Th2 estejam contidos no escopo do presente ped{do.

As vacinas do presente pedido podem ser formuladas de

uma forma adequada. Em geral, as vacinas da presente invencao podem
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ser administradas por via oral, nasal, nasofaringeal, parenteral,
»entericamente, gastricamente, topicamente, por via transdérmica,
subcutanea, intramuscular, em comprimidos, sélidos, em po6, em forma
de Hquﬁos, aerossois, Ioc_:al ou Si_s,temicafglente, C;ﬁm ou sem carreadores
S adicionais.
Uma vacina do presente pedido pode ser administrada como
uma capsula ou comprimido, na forma de pdé seco ou de liquido. A
administracdo pode, por exemplo, ser realizada por injegcao (por
exemplo, subcutdnea, ou intravenosa), oralmente, tal como, por
10 dosagem unitaria (por exemplo, comprimido, capsula ou forma de dose
liquida), ou por inalacgao. |

Em algumas modalidades, uma vacina da presente

-~ invéncdo é administrada dé uma forma que permite ao componente

imunogénico alcancar um tecido linféide, sendo preferivel um tecido

15 linféide secundario, e_mais ainda um _tecido_linféide_ associado a.._ .

mucosa. Em certas realizacdes, o tecido linféide associado & mucosa é o
BALT (tecido linféide associado ao bronquio}, NALT (tecido linféide
associado ao nariz), LALT (tecido linféide associado a laringe) ou GALT
{tecido linféide associado ao trato  gastrointestinal). Mais
20 preferencialmente, sera administrada por meio de um comprimido
entericamente revestido pafa permitir a liberacao do componente
imunogénico da vacina para as placas de Peyer, as quais sdo agregados
de tecido linféide qué sao ﬁ;edominéntefneﬁte encontrados ﬁa porgéo
inferior do ileo, e outro tecido linféide associado ao trato gastrointestinal

25 (GALT) no intestino do paciente.
"A seguir estao descritos os métodos combinatérios em qﬁé
as vacinas do presente recurso podem ser uﬁlizadas. Os métodos
combinatérios da atual realizacao envolvem a administracdo de pelo

menos dois agentes a um paciente, dos quais o primeiro é uma vacina
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visando um microrganismo, de acordo com a presente invengao, € o
segundo é um agente terapéutico secundario.

Os métodos da terapia combinatdria do presente pedido
podem- resultar erh Aum V}I‘lzair(‘)r efeito adicibnal, proporéionando
beneficios terapéuticos quando nem a vacina nem o segundo agente
terapéutico for administrado em uma quantidade que individualmente
seja eficaz no tratamento da asma.

Nos meétodos atuais, a vacina € o segundo agente
terapéutico podem - ser administrados concomitantemente ou
sucessivamente. Conforme utilizado aqui, a vacina e o segundo agente

terapéutico sdo compreendidos como administrados concomitantemente

se: forem administrados ao paciente no mesmo dia, por exemplo,

contraste, a vacina e o segundo agente terapéutico sdo entendidos como
administrados Sucessivam,¢;n1§=§§;,fgrcm ‘administrados ao paciente_em_
dias diferentes, por exemplo, a vacina e o segundo agente terapéutico
podem ser administrados em intervalos de 1 dia, 2 dias, ou 3 dias, uma
semana, duas semanas ou mensais. Nos métodos do atual pedido, a
administracdo da vacina pode preceder ou suceder a administracao do
segundo agente terapéutico.

Como exemplo nao-limitante, a vacina e o segundo agente
terapéutico pbdem ser administrados concomitantemente, durante um
pe‘riocilo‘ de .tempo,r seguido por um segundo ﬁérioaé em que a
administragdo da vacina e do segundo agente terapéutico é alternada.

Devido aos efeitos potencialmente sinérgicos de administrar
uma vacina e um segundo agente terapéutico, esses agentes podem sef
administrados em quantidédes que, se um ou ambos dos agentes for
administrado isoladamente, nao seja(m) eficaz(es) no tratamento da

asma e DPOC.
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A maioria das pessoas com asma persistente usa uma
combinacdo de medicamentos controles em longo prazo € medicagao de
alivio imediato, através de um inalador de portatil. Os sintomas da
asma desencadeados por alergeno;;transportados pelo ar, como o pdlen
ou pelos de animais, também sao tratados com medicamentos
antialérgicos.

Portanto, os agentes terapéuticos secundarios adequados
incluem medicamentos controlados de longo prazo, medicamentos de
alivio rapido, e antialérgicos.

Exemplos de medicamentos de conf_role em longo prazo

incluem, mas nao estdo limitados a (1) corticosterdides inalantes como

a fluticasona (por exemplo, Flovent Diskus™), budesonida (por exemplo,

" PUlmICOIt™)] THANCINGIOAA (Por exemplo, Azmacort™), flunisolida (por

exemplo, Aerobid™), e beclometasona (por exemplo, QvarTM); (2) B-2

Serevent Diskus™ e formoterol (por exemplo, Foradil Aerolizer™,
Oxis™, Performist™ e Brovana™; (3) antagonistas muscarinicos de
longa acgao, tais como o tiotrépio (por exemplo, Spiriva™) e ov ipratropio
(por exemplo, Atrovent™); (4) modificadores de leucotrienos como o
montelucaste (por exemplo, YSingulairTM), zafirlucaste (por exemplo,
Accolate™) e zileuton (por exemplo, Zyflo CR™); (5) inibidores de
mastoécitos tais como cromolyn (por exemplo, Intal™) e nedocromil (por
exemplo, TiladeTiVl); (6) teofilina. o |

Exemplos de medicamentos de alivio imediato incluem (1)
B-2 agonistas de curta agao (SABAs), tais como albuterol ou sulfato de
albuterol (por exemplo, tal como é vendido sob a marca Xopenex™ é‘
Ventolin™), (2) . antagonistas muscarinicos de acao curta, e (3)
cérticosterc‘)ides orais e intravenosos, como a prednisona, a

metilprednisolona, o furoato de mometasona (por exemplo, tal como é
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vendido sob a marca Asmanex™) e ciclesonida (por exemplo,
Aerobid™/Alvesco™).

Exemplos de medicamentos antialérgicos incluem (1),

imunoterépicos, (2) anti—histaminicos (por exemplo, ClaritinT‘MA ‘e
Zyrtec™) e (3) anticorpos monoclonais anti-IgE, tais como o
omalizumabe (Xolair™). Exemplos de mucoliticos incluem, contudo nao
limitados a Bronchitol™ (um inalador de manitol) e Mucomyst™ (um
inalador de acetilcisteina).

Em determinadas ag¢des, o segundo agente terapéutico € um
produto de combinagédo, ou seja, um produto que contém mais de um
ingrediente ativo. Exemplos de produtos de combinagdo adequada

incluem Symbicort™ (uma combinagao de formoterol e budesonida);

“Combivent (uma combinacao de atrovent e albuterol) e Advair™ ou

Seretaide™ (uma combinacado de salmeterol e fluticasona); uma

combinacao _de um agonista(s) P-adrenérgico de longa._ac¢do, como = .. ._ .

indacaterol com mometasona; ¢ uma combinacao de [3-2 agonista de
longa duracao, como formoterol com mometasona.
BRONCODILATADORES - Os medicamentos que‘ ajudam a
liberar as vias aéreas sdo um pilar do tratamento da DPOC.
Broncodilatadores sao mais comumente na rmaioria das vezes
administrados em uma forma inalada através de um inalador de dose

medida (MDI), inalador de p6 seco (DPI), ou nebulizador. E importante

usar o inalador corretamente para liberar a dose certa de medicacao

para os pulmédes, € nido na boca. Qualquer dos broncodilatadores

descritos acima podem ser usados em combinacdo com as vacinas HiNT

"do presente pedido para o tratamento da DPOC.

VACINAS - Em aléumas modalidades, o segundo agente

terapéutico é uma vacina, como por exemplo, uma vacina contra o

pneumococo, que ajuda a evitar um tipo de pneumonia, ou uma vacina
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contra a gripe, que em geral é administrada antes da temporada de
gripe, normalmente final do outono ou inicio do inverno.

AGENTES ANTIVIRAIS - Para pacientes com DPOC que
adqﬁirém gripe, mediééﬁ;eritog ~Varlrriti—virais podém ser prescritos.
Medicamentos antivirais também podem ser recomendados para
pessoas com DPOC que nao tenham sido vacinados contra a gripe e
estejam em risco de contrai-la. Deste modo, em certos aspectos, o
segundo agente terapéutico € um agente antiviral.

ANTIBIOTICOS - Os antibiéticos sdo de algum beneficio em
pessoas com infecgao respiratéria bacteriana q'ue. piore os sintomas da
DPOC. Um médico pode pedir um exame de eécarro (do escarro nos

pulmoes), para determinar se os antibidticos sdo necessarios em uma

" situagdo particular. Assim, em certos aspectos, o segundo agente

terapéutico é um antibidtico.

-, OXIGENIO. -__Pacientes_com_DPOC_ avancada podem ter
baixos niveis de oxigénio no sangue. Esta condi¢do, conhecida como
hipoxemia, pode ocorrer, mesmo se a pessoa nao sentir falta de ar ou
outros sintomas. O nivel de oxigénio pode ser medido com um
dispositivo colocado no dedo (oximetro de pulso) ou com um exame de
sangue (gasometria arterial). Os pacientes com hipoxemia podem ser
inseridos na terapia de oxigénio, a qual pode melhorar a sobrevida e a
qualidade de vida, dependendo do grau a que o nivel de oxigénio no
sangue reduziu. Logo, ém algunér aspec»tosr, o segundo agénte
terapéutico € o oxigénio. .

TERAPIA DE REPOSICAO PARA DEFICIENCIA a-1-
ANTITRIPSINA - Pessoas com a-l-antitripsina como um contribuinté
para sua DPOC podem ser tratadas coxh a-1l-antitripsina purificada,
qﬁe € preparada a partir de sangue concentrado doado. Portanto, em

certas modalidades, o segundo agente terapéutico € a a-1-antitripsina.
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OUTRAS TERAPIAS - Alguns pacientes com DPOC podem
receber outros tratamentos, incluindo: suporte ventilatério nado invasivo
(0o uso de uma mascara especial e maquina de respiragao para melhorar

os sintomas), ansioliticos ou antidepressivos, ou. medicamentos
semelhantes a morfina para reduzir a falta da respiracdo. Essas
terapias podem constituir o segundo agente terapéutico da presente

invencgao.

. EXEMPLO 1: SELECAO DE CEPAS DE H. INFLUENZA HI-164

1.1 Histdrico

Uma série de isolados de HiNT, incluindo a linhagem IDs
164, 165, 167 e 168, foram coletados de 20 pacientes de uma clinica

respiratéria no Hospital John Hunter, em Newcastle, Australia. Os

isolados ‘e isolados de outras pesquisas (cepa HINT-166) foram

caracterizados por condi¢des de crescimento, bidtipo, o sorotipo, a

- presenca de’ um gene de capsula B_e_a_presenca._do .gene de B-

lactamases. Os resultados sdo apresentados na tabela 1 abaixo:

TABELA 1: CARACTERISTICAS DE CRESCIMENTO DE DIFERENTES ISOLADOS DE

HINT
ID da Condigdes de | Gene de B-
Biotipo | Serotipo
linhagem | Crescimento capsula B | lactamase
Nao-
HiNT-164 Aerobico I Negativo Negativo
tipavel
) Nao-
HINT-165 Aerdbico I Negativo Positivo
' tipavel
) Nao-
HINT-166 |  Aerdbico ! Positivo Negativo-
tipavel
) Nao-
HiNT-167 Aerdbico I Negativo Negativo
tipavel
HiNT-168 | Anaerdébico I Nao- Negativo Positivo
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tipavel

Os isolados foram testados quanto a utilidade como
componente ativo da vacina oral em um modelo roedor de infecgao
respiratéria aguda. Os isoie;aos também foram testados quanto a
capacidade de estimular linfécitos humanos in vitro para secretar IFNy.
Com base nesses testes o isolédo HiNT-164 foi selecionado como a
linhagem HiINT para uso ‘na vacina oral HI-1640V da Hunter
Immunology Ltd. Este isolado tem propriedades que fazem dele uma

escolha ideal para uso em uma vacina oral que proporciona prote¢ao

 contra a infecgdo pelo H. influenzae.

10

Em ambos os exemplos e o restante da especificagdo, o

termo "HI-1640V" refere-se a um comprimido de vacina compreendendo

"Hi-164, oU seja, uma substancia ativa de HiNT-164 liofilizado morto por

20

25

formalina.

. _..1.2 RESUMO.DAS.PROPRIEDADES.DO HINT-164._.____ .

1.2.1 Identificacz’to Microbiologica

Identificacao do H. inflienzae: Requer fatores de
crescimento X e V. Identificacdao nao-tipavel (isto &, auséncia de capsula
de qualquer tipo) e nenhuma expressdo de capsula B e nenhum gene B
capsula, nenhuma p-lactamase.

1.2.2 Caracteristicas de Crescimento

Cresce bem em Oxoid™ (Caldo de Trlptona de Soja (T'SB))
suplementado com suplemento Haemophllus Test (HTM) Também
cresce bem em Oxo0id™ caldo “veggitone” com suplemento HTM.

A capacidade de varios meios de cultura para promover o

crescimento do H. influenzae HiNT-164 € do ATCC 19418 foi analisada e

os resultados comparados. O H. influenzae HiNT-164 e¢ o H. inﬂuenéae |

ATCC19418 foram incubados em Erlenmeyers de 250 ml, contendo 100

ml de cada um deles:
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- Caldo de Triptona de soja (Coédigo CM129. Lote B.: 301377)
- Caldo de Triptona de soja (CM129 Cédigo Lote B.: 301377) mais
Extrato de levedura (Oxoid Codlgo L21 Lote Ch-B.: 856108)
- Veggltone Peptona de Vegetais (Ox01d Coédigo VGO0100, Lote 335918) o
S5 - Veggitone Peptona de Vegetais (Oxoid Codigo VG0O100, Lote 335918),
além de extrato de levedura (Oxoid cédigo L21, Lote Ch -B.: 856108).
Cada meio foi suplementado com suplemento Haemophilus
Test (HTM), Oxoid Cédigo SR158E. Lote B.: 312141. O crescimento foi a
37°C no ar ambiente, com cerca de 2 rotacdes dos frascos por segundo.
10 A fase estacionaria foi alcancada apés aproximadamente 11 horas de
incubacéo. | |

Todos os meios utilizados suportaram o crescimento de

ambas as linhagens de H. influenzae, com o mais nutritivo de TSB
acrescido de extrato de levedura e suplemento HTM sendo esta a
15.__formulacgéao preferida..Os 'meios.de_cultura com base animal (TSB).e.os_ . .
meios a base de vegetais (Peptona de Vegetais) foram aproximadamente
equivalentes em caracteristicas de crescimento para os dois isolados.
Com a preferida formulacdo do meio (TSB com Extrato de
Levedura e suplemento HTM) as densidades 6pticas para as agdes das
20 cepas de H. influenzae HiNT-164 e ATCC 19418 ao longo do tempo
foram aproximadamente equivalentes, com OD’s a 595nm e 11 horas de
incubacgao para H. mﬂuenzae HiNT-164 e ATCC 19418 sendo 0,590 e
0,525, respectlvamente Note qﬁe outros meios de cultura podem
produzir resultados de crescimento semelhantes ou melhores. As curvas
25 de crescimento de HiNT-164 e ATCC 19418 sao mostradas na figura 1.
Para producéo em ‘larga escala, o HiNT-164 pode ser
cultivado em meio contendo 307i 0,3 g/L de caldo de triptona de soj.avt; 5
+ 0,05 g/L de extrato de levedura e 0,20 + 0,01 g/L de antiespumante e

suplementado com dinucleotideo adenina nicotinamida (NAD) a 15 |
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mg/ml e hematina em 15 mg/ml. Os suplementos sdo adicionados em

volumes de até 4 ml/L.

1.3 CAPACIDADE PARA INDUZIR PROTECAO A INFECCAO EM MODELOS
ROEDORES
Estes dados demonstram que o HiNT-164 morto tem a

capacidade de estimular uma resposta imune protetora. A Depositante
acredita que esta capacidade esta relacionada com o padrdo de
expressao de antigenos bacterianos e/ou a existéncia de adjuvantes
naturais e/ou a capacidade de captagao para as plé.cas de Peyer (que
estd provavelmente relacionada com o tamanho das particulas e
também, eventualmente, com as pfoteinas de adesao).

1.4 HI-164 PROTEGE CONTRA A INFECCAO RESPIRATORIA AGUDA EM RATOS

e e—— = v - -

unica de HiNT-164 morto por formalina de 3x 107, 3 x 108, ou 3 x 109
(aqui_referida: como..HI=164) . liberado_.. d1retamente para...o Iltmen
intestinal, ou seguido por uma dose oral no 14° dia ou duas doses por
via oral nos dias 14 e 21 (ou seja, os ratos receberam uma, duas ou trés
doses). No dia 28 uma dose de reforco {com capacidade para aur;lentar
a dose intestinal, mas sem a capacidade de proporcionar imunidade
protetora por conta proépria) foi liberada para os pulmoes por instilacao

na traquéia. Os ratos de controle para cada regime de imunizacao foram

imunizados com placebo (PBS). No dia 35 os ratos foram 1nfectados por

71nst11a<_;ao intra -traqueal de 5x108 de H1NT-164 vivos. Quatro horas

25

depois, os ratos foram mortos para a amostragem. Os pulmées foram

lavados para proverem o fluido da lavagem bronco-alveolar (LBA) € o

pulméo foi homogeneizado em PBS para fornecer um homogeneizado de

pulméo (LH). Diluigées em série do BAL e LH foram preparadas e as
amostras de cada diluigcdo colocadas em placas de agar chocolate. As

placas foram cultivadas durante a noite a 37°C em uma atmosfera de

Os ratos foram imunizados no dia O através de uma dose
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5% de COs. As colénias na placa foram contados e o nimero de HiNT-
164 (unidades formadoras de éolénia, ou UFC) no BAL e LH calculado.
O total de UFC de HiNT-164 no pulmao foi determinada. A média de
 UFC knos pﬁlm()esr para ros’ an{rﬁais imurﬁzédoé pélé vaéina er aqueles
5 imunizados com placebo foi calculado e o “clearance” (depuragao) de
bactérias providas por cada esquema de vacinacao foi caiculado em
relacdo ao grupo controle pertinente. Os resultados sdo mostrados na
figura 2. Uma boa depuragdo bacteriana foi obtida nos animais que
receberam uma ou niais doses quando a dose foi 3x108 ou 3x10°. Uma
10 boa depuracdo bacteriana foi obtida nos animais que receberam duas
ou trés doses quando a dose foi 3x107..

1.5 HINT-164 PROTEGE CONTRA A INFECCAO RESPIRATORIA POR H.

—  INFLUENZAE EM CAMUNDONGOS

Estes experimentos demonstram a capacidade do HiNT-164

15 para_proteger -camundongos, assim _como ratos. E_ainda.demonstrado

que a vacina é mais protetora em uma linhagem do rato que seja mais
suscetivel a infeccao. . |

Os camundongos C57BL/6 e Balb/ ¢ foram imunizados por

gavagem com PBS ou HiNT-164 mortos em PBS (tamanhos da dose

>20 5x106, 5x107 e 5x108) nos dias O e 14. Os camundongos foram reforcados

por via intra-traqueal, com uma dose nao imunizadora (5x10%) de HiNT-

164 mortos no dia 20 ou 21. Os carhundongos foram infectados por via

invtra—trav-(jueal com 1x107 dé—HiNT—ié4 vi(rés no mcii-awz7-101;1 28; mor;ﬁ;)é 4

horas mais tarde para a amostragem. Niveis de Hi-164 vivos nos

25 pulmoes foram medidos através do plaqueamento de diluigoes seriadas

de fluido de lavagem bronco-alveolar (LBA) & de homogeneizado de

puhlméok(LH) em placas de agar chocolate e cultura durante a noite ﬁa »

37°C em 5% de COa2. As colonias foram contadas, o numero de HiNT-

164 nas amostras originais de LBA e LH apurado e os niveis totais de
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bactérias em cada pulmao de camundongos calculado. O nivel médio de
bactérias em cada grupo de ratos (+EP) € mostrado nas figuras 3A e 3B.
Camundongos C57BL/ 6 nao lmumzados apresentaram niveis mais
altos de 1nfecgao do que os ratos Balb/c nao-imunizados, mdlcando que
Balb/c tinha uma melhor protecao inata. No entanto, a vacina de HiNT-
164 mortos foi altamente eficaz em camundongos C57BL/6, sugerindo
que o mecanismo especifico de protecdo foi do tipo Th1l uma vez que foi
demonstrado que os ratos C57BL/6 tém um fendétipo Thl (isto é,
respondem mais prontamente com uma resposta imunolégica do tipo
Thl) e os camundongos Balb/c mais de um Afenétipo Th2 (isto €,
respondem mais prontamente com uma resposta tipo Th2).

1.6 CAPACIDADE DE PROTECAO CRUZADA CONTRA OUTROS IsoLADOS DE H.

Este exemplo demonstra a ampla protecdo cruzada provida
pela-_imunizacdo_com HiINT-164_mortos _por formalina. Isso né&o—_foi
previsto por Sethi e Murphy (Sethy & Murphy, 2002, Clinical
Microbiology Reviews 14 (2):336-363) que veem a falta de c.onservagéo
pela maioria das PME P2 como sendo a causa da aparente falta de
protegédo cruzada no homem. |

Os ratos foram imunizados por via intra-traqueal nos dias O
e 14 com uma vacina compreendendo 5x108 de HiNT-164 mortos em 50

ul PBS. Os ratos foram posterlormente infectados no d1a 21 com uma

entre uma variedade de cepas de H mﬂuen.zae que eram cepas nao

tipaveis de biétipo diferente, ou cepas do tipo b. A Tabela 2 mostra que
foi proporcionada protecdo contra todos os Dbiétipos testados das
linhagens nao-tipaveis. A tabela 3 mostra que f01 fornecida protegao

tambern contra 2 de 3 cepas do tlpo b testadas.
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TABELA 2: % DE CLEARANCE (REMOCAO) DO HINT

% de clearance de HiNT: (UFC em placebo — UFC no ativo) x 100/UFC em placebo

Linhagem
s : Linhagem de infeccido (isolado de H. influenza nao-tipavel)
da Vacina
HI 289
Isolado | Isolado | Isolado | Isolado | ATCC ATCC ATCC ATCC
Biotipo
1 2 3 4 43041 43095 | 35092 51997
I
HiNT- HINT- HiNT- HiNT- | Biotipo | Biotipo | Biotipo | Biotipo
HiNT- .
165 164 168 167 VII I VIII v
166 '
HI-164 87 82 87 91 83 74 85 78 89

TABELA 3: % DE CLEARANCE (REMOCAO) H. INFLUENZAE TipOo B

% de clearance de HiNT: (UFC em placebo — UFC no ativo) x 100/UFC

7 em plécébo '

Linhagem de infecg¢édo (isolado de H. influenza
Linhagem da Vacina

e mee e L - ~—ndo-tipavel) — —_—

Hib 8719 | ATCC 10211 | ATCC 9795

 HiNT-164 62% | - 0% 39%

1.7 INDUCAO DE RESPOSTAS IMUNES ESPECIFICAS EM ROEDORES

Este exemplo demonstra que a vacinacdo com HiNT-164
mortos leva a inducao de células T especificas HiINT, que sao
importantes na protecdo do pulmaéo contra as infec¢goes bacterianas.

- Grupos de S ratos foram imunizados por instilagdo no
limen intestinal (expostos por meio de laparotomia) no dia O, de 0,5 ml
de:
- PBS
- Espécimés HiNT-164 na dose de 5 rx 108 em 500 ul PBS
- Espécimes HiNT-164 na dose de 5 x 109 em 500 ul PBS
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Os animais foram sacrificados no 14° dia e linfonodos
mesentéricos foram coletados para a preparagdo da su'spenséo de
linfécitos e da cultura in vitro (em triplicata) com o antigeno HiNT-164
em O,l,ul e 10 ug/ml p01: S diés. Duranté ras ﬁltimaé 6 H;)ras (;le cultura

5 os pogos foram pulsados com 3H-timidina para detectar os linfocitos
proliferando em resposta a estimulagédo do antigeno, e as culturas foram
colhidas em esteiras filtrantes. As esteiras foram colocadas em sacos
com cintilante e radioatividade (contagens por minuto) para cada pogo
dé cultura, medidos em um B-contador. A figura 4 mostra a resposta

10 média proliferativa de linfécitos em cada grupo de ratos. Isso demonstra
que linfécitos especificos de HiNT-164 podem ser detectados nos
linfonodos mesentéricos apdés a imunizagao com HiNT-164.

—- -+ =1,8=—AUSENCIA DE TOXICIDADE DE ISOLADOS MORTOS EM ROEDORES

Estes estudos fornecem dados de toxicidade para HI-

15 1640V, que sugerem que a vacina sera segura para o homem.__ = _

Grupos de 12 ratos Sprague-Dawley foram tratados com

PBS (placebo), uma dose terapéutica de ratos de 2,25 mg

(correspondente a 5x109 células mortas), ou uma dose propria para

humanos de 45 mg (correspondente a 1x101!1 células mortas) da HI-164
20  substancia ativa suspensa em PBS (lote de fabricagcao n°. VRIO401). A
dosagem foi nos dias O e 14 e os ratos foram eutanasiados (overdose por
barbitiricos) no 21° dia para exames post-mortem e coleta da amostra.
'Os parametros avaliados foram os seguintes: ‘ o _

- A avaliacao clinica diaria;

25 - O peso corporal por semana,;

- O exame post-mortem (realizado pelo veterinario);

- Bioquimica do sangue;

- Hematologia do sangue;
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- Histopatologia no coracdo, pulmao, figado, bago, rins, estomago,
pancreas, duodeno, jejuno, ileo, colon, linfonodos mesentéricos;
- A Bioquimica, Hematologia € a Histopatologia foram realizadas por
Idexx Laboratories, Australia. ﬂ B |

Nao foram encontradas diferencas entre os grupos de
tratamento ativo e o grupo placebo para qualquer um destes
parametros.

1.9 CAPACIDADE DE ESTIMULAR CELULAS T HINT-ESPECIFICAS NO SANGUE

HUMANO
Este estudo sugere que as células T de Haemophilus
influenzae especificas no sangue humano reconhecem o HiNT-164 e

podem secretar citocinas, como a y-IFN como resposta. A y-IFN também

esta-envolvida fio mecanismo de protecao através do qual a y-1FN ativa

as células fagociticas (macrofagos e pblimorfonucleares) para

ativamente fagocitar e matar bactérias.” _  _ | — .~  — -

Um estudo inicial analisou quatro voluntarios. No 1° dia o
sangue foi coletado em tubos com heparina de litio por VCnipunctura.
Células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram separadas
por centrifugacdo em um gradiente de densidade Ficoll-Paque. As CMSP
foram cultivadas em rﬁeio livre de soro em placa com 96 pogos com
fundo chato (placa multiwel]). As culturas foram desestimuladas

(apenas do meio de cultura) ou estimuladas com 2 x 106 e 2 x 108/ml

" de HI-164 mortos ou IOug/ml, _lkrpg/ml e O,i»rhg/.mi de antigeno

sonicado HiNT-164 por 3 dias em uma incubadora a 37°C e 5% de COa.
No 3° dia sobrenadantes de cultura foram coletadas de cada pogo em
tubos eppendorf de 1,5 ml, clarificado por céntrifugacdo por 2 minutos
a 12.000 rpm (g), aliquotado e armazenado a -70° C até que os niveis de

y-IFN, IL-10 e IL-12 fossem medidos por ELISA.
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Niveis de y-IFN obtido a partir sobrenadantes de cultura

PBL estimulada com HiNT-164 sao apresentados na tabela 4, abaixo:

TABELA 4: NivEIs DE v-IFN (PG/ML) NO SOBRENADANTE DA CULTURA PBL

ESTIMULADA coﬂl ANTiGENO HINT- 164 E PHA

Antigeno MD PH PC RC Meio SD

10 pg/ml
297 58 150 101 152 103
(HiNT sonicado) ‘

1 ug/ml . .
54 35 55 35 45 11
(HiNT sonicado) -
0 ug/ml

<15 | <15 | <15 | 20 20
(HiINT sonicado) o

PHA (5 ug/ml) < 15 [ 30837 | 9568 | 8617 | 16341 | 12563

17387 1193 4533 | 514 [ 1994 | 1764 |

2x106 (HiNT morto) | 207 | 257 | 491 | 72 257 174

~_Apenas-células_ | <15_| <.157|< 154 <15 | — = | - — o

Apenas AIM-V <15 | <15 | <15 | <15

Um segundo estudo examinou sete individuos recrufados
para um estudo de seguranca e imunogenicidade de uma vacina HI-
164. No dia O, antes de tomar a medica¢éao do estudo, 10 ml de sangue
heparinizado foi recebido da visita 1 dos individuos 001 ESY, 002 SP,
003 MBW, 004 JMW, 005 JDL, 006 RGB e 007 MA, do Ensaio Clinico
HHIOO3. Linfécitos do sangue periférico (PBL) foram” isolaflos em um
grédienfe de dens“i‘dédév Ficéll—Paéue, -l.avad.osr e ressuspendidos no meio
de cultura AIM-V com adi¢cdao de anfotericina B (0,25 pg/ml), 1M de
Tampao Hepes e 2-mercaptoetanol (5x10-5 M)(SOP: IMMO27).

As células foram cultivadas por cinco dias, em pl'acrasdé‘om—
24 pogos de fundo liso 1x106 células/ poéo ém 1mL do meio. As células

foram estimulada com duas concentracdées de antigeno HiNT-164 (10
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ug/mL, 1 pg/mL) e PHA (5 upg/mlL) (SOP: IMMO11l). PHA ¢é um
estimulador de células T pan.

No dia 5, os sobrenadantes de cultura foram coletados de
cada poco, clarificados pof cer;trifﬁgag:éo, em séguida, aliquotados e
armazenados a -70 C° até que os niveis de y-IFN em sobrenadante da
cultura fossem mensurados por ELISA. Os resultados sao apresentados

na tabela 5 abaixo.

TABELA 5: NivEIS DE y-IFN (PG/ML) EM SOBRENADANTE DE CULTURA DO

PBL ESTIMULADO COM ANTIGENO HINT-164 E PHA

Estimulante da | 001 | 002 | 003 | 004 005 006 | 007
Cultura ESY | SP | MBW | JMW | JDL | RGB | MA
10 ug/mL de ‘ '
| 368 | 128 | 101 | 169 _|. 356.|_565 |-334-
| = "HiNT:164™ "|— '~ _
1 ng/mkL de
130 | 287 24 111 156 86 35
 HINT-164 _ | _ | oo e e — e = = —
O ug/mkL de
0 0 0 613 0 0 0
HiNT-164
5pug/mLde PHA| O 9 0 38 9457 | 626 6
AIM-V 0 0 0 0 0 0 0

O HiNT-164 (10 ug/mL e 1 pg/mL), estimulou a produgao

de y-IFN em sobrenadante de cultura PBL de todos os individuos.

CAPACIDADE DE INDUZIR A RESPOSTA IMUNOLOGICA DE LINFGCITOS T

ESPECIFICOS EM SERES HUMANOS

Os individuos recrutados para um estudo de

imunogenicidade e placebo-controlado com seguranca foram
examinados para a inducdo de resposta imune especiﬁca. A ﬁguréﬂé}
mostra a indugao ae linfécitos T especificos que ocorreu nos grupos de
tratamento com vacina e placebo ao longo do estudo. Os linfécitos T

especificos no sangue do grupo placebo de pacientes aumentaram
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durante o periodo do estudo (Figuras S5A, 5B).Esta resposta muito

provavelmente induzida pela exposicédo a bactéria H. influenzae durante

este periodo. Em pacientes que receberam o tratamento ativo com

comprimidos a inducéao de linfocitos esﬁeciﬁcés foi reforg:aaa sugerindo
uma potencializacdo da resposta imune induzida naturalmente. Uma
resposta aprimorada para PHA in vitro foi também observada em
linfécitos do sangue do grupo HI-1640V (Figura 5C).

1.10 TRATAMENTO cOM HI-1640V REDUZ LISOZIMA SALIVAR

A observacdo da reducgdao da lisozima salivar no grupo

tratado com HI-1640V sugere uma redugdo na inflamacao. (Figura 6).

1.11 CAPACIDADE DE UMA VACINA ORAL DE HINT-164 (HI-1640V) PARA

PREVENIR QUE AS BACTERIAS ATINJAM As ViIAs AEREAS INFERIORES

— e ..m —0Os- mesmos --individuos™ ~¢orfio ~déscritdo . acima foram

examinados na relacdo entre a IgG do soro e o numero de visitas nas

quais o HiNT foi detectado em gargarejos.-A média (+ SEM)_ alterada.de.. .

Igé espécifica;al;a HiNT no soro entre as visitas 1 € 6 fol mapeada em
relacdo ao numero de visitas (classificados como visitas 0-1 oﬁ visitas 2-
4) em que o H. influenzae foi detectado no gargarejo (fig. 7A). No grupo
placebo altos niveis de IgG especifica para HINT no soro foram
associadas a deteccao de HiNT vivos em duas ou mais visitas. Nenhuma
associagdo semelhante tinha aparecido em individuos tratados com os
comprimidos ativos HI-1640V. Uma parcela de variacdo média da IgG
no soro desde a base é mostrada na figura 7B para todas as visitas 2-7.
Novamente, isto demonstra um aumento das IgG especificas de HiNT no
soro no grupo de tratamento com placebo e uma reducdao na IgG
especifica para HINT no soro no grupo de tratamento comi HI-1640V.
Estes dados foram interpretados como tratamento ativo na prevencgao

de bactérias nas vias aéreas superiores a partir da entrada pelas vias

aéreas inferiores e induzindo as IgG especificas de H. influenzae no
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soro. A média de variacao da base (visita 1) de IgG especifica para HiNT
no soro para individuos com 0-1 ou 2-6 visitas em que o H. influenzae
foi detectado no gargarejo € mostrada na ﬁgura 7B

1.12 CAPACIDADE DA VACINA ORAL DE HINT MORTOS (HI 1640V) PARA

5 FORNECER PROTECAO CONTRA A GRAVIDADE DAS EXACERBACOES EM

PACIENTES COM DOENCA DAS VIAS AEREAS RESPIRATORIAS LEVE-A-

MODERADA OU MODERADA-A-SEVERA

Em um estudo clinico paralelo duplo-cego, placebo-

controlado, para examinar a eficacia da vacina HI-1640V, 164

10 pacientes com doenga das vias aéreas de leve a moderada ou moderada

a severa foram tratados com 18. comprimidos contendo 45 ‘mg

(equi\}alente a 10!1 bactérias mortas). Dois comprimidos por dia foram

..—- —administrados nos dias "1,72; 3, 29,30, 31, 57, 58, 59. Estado Tgérzd’ de

saude, eventos adversos, exacerbacgdes agudas de bronquite crénica e

15 severidade destas ‘Exaf_ceiba_wgéfégfqi monitorado. Verificou-se gue-o-grupo-

>_de tratamento ativo teve uma reducédo consideravel das internagées

‘hospitalares (em grande parte devido a exacerbagées da bronquite) em

comparacdo com o grupo placebo-controlado (7 pacientes com ‘10

hospitalizagbées no grupo placebo e 1 paciente com uma internagao no

20 grupo HI-1640V ). Estes dédos sdo indicativos da capacidade protetora
da substancia ativa desta vacina quando usada como uma vacina oral.

EXEMPLO 2

'BENEFiCIOS CLiNICOS Do Hi-1640V

Um estudo placebo-controlado, duplo-cego, foi realizado no

25 qual 64 individuos tendo como base o fato de terem fumado pelo menos
10 cigarros por dia-durante os ultimos dois anos foram recrutados e
alocados em grupos para a terapia oral cbm HiNT ou tratamento com
plécebo em um estudo duplo-cego. Os individuos foram randomizados

em grupos placebo e ativo, e receberam trés cursos da medicag¢ao em
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estudo em intervalos mensais. Cada curso consistiu na administragéo
de dois comprimidos por dia durante trés dias. Cada comprimido ativo

continha 45 mg cada de HiNT mortos por formalina (equivalente a 1011

“bactérias mortas por comprimido ativo). Sangue, saliva, gargarejos,

swabs nasais e da garganta (para avaliacdo microbiologica) foram
coletados em sete visitas quinzenais.
1.13 DETECCAO DE HINT E MEDICAO DE IGG ESPECIFICA PARA HINT
Surpreendentemente, as medi¢gées nos grupos tratados com
placebo e naqueles tratados com a vacina durante o periodo de inverno
detectaram HiNT em ambos os grupos, indicando,exposigéo aleatoria a
bactéria. A figura 8 mostra o nivel médio de HiNT no gargarejo do grupo

placebo a cada visita.

e i == =A-IgG- especifica-para HiNT foi” miedida em soro e saliva pZIO= N

ensaio ELISA. Resumidamente, as placas de 96 pocgos (multiwell) em

mﬂuenzae 164 somcado Apos 1ncubagao durante a n01te a 2-8°C as
placas foram lavadas e as amostras de soro ou saliva em varias
dilui¢cées foram adicionadas. Apos a incubagéo a températura ambiente
por 60 'minutos, as placas forarﬁ lavadas e anticorpos .contra IgG
humana conjugados com peroxidase de rabano (catalogo Chemicon
numero API 12P) foram adicionados. Apds a incubagdo por mais 60
minutos em temperatura ambiente as placas foram lavadas e substrato
TMB' (Biomediq numero de “catalogo 50- 76 OO) foi adlclonado antes de
uma incubacéo suplementar de 10 minutos em temperatura ambiente,

sendo a reacdo interrompida pela adi¢cdo de 1M de acido fosforico. A

~absorbancia foi lida em um-leitor de microplacas BioRad no modo duplo

comprimento de onda com um filtro primario de 4350 nm e filtro de
referéncia de 655 nm. Uma curva padrao foi usada para determinar as

unidades de ELISA em cada amostra.
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Os niveis de IgG especifica HIiNT no soro € na saliva no
grupo do placebo foram mais elevados e variados que os niveis no grupo
tratado com a vacina (ver figura 9 e figura 10). A Depositante acredita
que pelo fato do HiNT aléaﬁgér as»vias aéfeas inferiores pelo HiNT no

5 grupo placebo resulta em producdo sistémica de IgG e esta foi
essencialmente impedida de atingir as vias aéreas inferiores no grupo
tratado com a vacina. Para testar isto, foram elaborados graficos de
relacdo entre o numero de visitas nas quais o HiNT foi detectado no
gargarejo e a variacdo média da IgG entre as visitas 1 e 6 (figura 7). Os

10 individuos do tratamento com placebo e ativos forém agrﬁpados tendo
em vist.a se eles tinham 0-1 visitas ou 2-6 visitas, onde o HiNT fora

encontrado no gargarejo. No grupo placebo, aumentos positivos de IgG

-— —no=soro-foram -associado§ o auménto do numero de deteccdes de

HiNT. Este nao foi encontrado no grupo de tratamento ativo. A diferenca

15 entre a variagdao de IgG no placebo_e_no ativo_foi estatisticamente

=sig;ifica_ti\_za (p = 0,0186), indicando que a IgG no soro no grupo placebb
foi de fato gerada pelo HiNT como um resultado do alcance das
bactérias naé vias aéreas inferiores. Além disso, quanto mais HiNT
presente nas lavagens de placebo, maior o nivel de anticorpos IgG. Isto
20 também se acredita poder aplicar no aparecimento de IgG especifica de
HiNT salivar no grupo placebo.

1.14 DlchssAo

- " “Anticorpos de IgG séricos como um I‘n-a-rvcracmlor‘ para a
eficacia da vacina foram medidos. Uma aparente falta de uma resposta

25 de IgG no grupo da vacina foi encontrado, enquanto o grupo de
pacientes tratado com placebo apresentou aumento de I1gG sérica. Sem
estar limitado pela teoria, acreditam os recorrentes qﬁe o aumento de

IgC- observado no grupo placebo esta refletindo uma resposta

imunolégica as bactérias que infectam as vias aéreas inferiores, onde a
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capfagéo de bactérias por células que apresentam antigenos e o
transporte para os nodulos - linfaticos induz uma resposta IgG
antibacteriana. Em contraste, a falta de tal resposta no grupo da Vagiqa
indica que as bactérias estao sendo ésseﬁcialrﬁenté impéd\i\dars (por uma
resposta imune da mucosa especifica & vacina) de atingir as vias aéreas
inferiores. Uma comparagio entre a resposta de IgG em individuos com
HiNT detectados nas vias respiratérias superiores com baixa frequéncia
(detectado em O-1 visitas) ou com alta frequéncia (detectado em 02-06
visitas) também mostrou o aumento de IgG no grupo placebo, mas nao
no grupo ativo do tratamento (vacina). Isto sugere que a medigao da IgG
sérica ap6s a vacinacgao oral com HiNT reflete a exposicao a infecc;éo'.e‘o

grau em que esta é prevenida pela imunizagdo da mucosa. A resposta

_.de IgG da-saliva refletiu o-que-foi obsef¥ado 16 soro.
Em geral, este estudo demonstra a detecgao de HiNT no

trato respiratério superior de individuos _de ambos. os -grupos,-

LI:ti‘été—mento e placebo, e que o tratafnento com a terapia da vacina oral
de HINT mortos conduziu a uma reducgédo da IgG especifica de HiNT no
soro e na saliva no grupo de tratamento, indicando que a vacina foi
bem-sucedida para limitar ou impedir o acesso de HiNT as vias aéreas
inferiores (ou seja, rﬁenos alérgeno para iniciar a asma ou agravar a
DPOC).

Portanto, apenas no grupo do placebo o HiNT teve acesso as
IgG, e a "imunizacao" oral com a vacina de HiNT reduziu o alérgeno

HiNT nas vias aéreas.
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EXEMPLO 3:

VACINA DE HINT-164 MoRTOS (Hi-1640V) ADMINISTRADA POR VIA ORAL EM

INDIVIDUOS cOM DOENCA DAS VIAS AEREAS LEVE, MODERADA OU GRAVE

" REDUZIU A UTILIZACAO DE TERAPIA ANTI-ASMA

Cento e quarenta individuos humanos com doenca das vias
respiratéorias de leve-a-moderada ou moderada-a-severa foram
recrutados em um estudo duplo-cego, placebo controlado para avaliar o
efeito de uma vacina de Haemophilus influenzae néo-tipaveis (HiNT)
sobre o numero e a gravidade da reversivel obstrucao das vias aéreas
com chiado e o uso de medicacdo concomitante, bem como a presenca
do HiNT e outras bactérias nas vias aéreas.

Uma reducdo no uso de medicagdo tipo anti-asma

_ _(broncodilatadores;—esteréides, - etc) "€ “infec¢asc por "HINT reduzida fo1'

encontrada no grupo de tratamento comparado ao grupo de controle.

Em particular, uma redugdo especifica_de HiNT nas vias-aéreas-de -

individuos com altos niveis de anticorpos IgE (soro e secregbes) para

HiNT, e uma reducao dos sintomas da asma com uma consequente
reducdo da necessidade de medicacédo para a asma foi obtida.

1.15 InNDIViDUOS E ENsAIOS CLINICOS

Este estudo foi um ensaio multicéntrico, duplo-cego,

placebo-controlado, realizado em quatro lugares, sob a supervisdo de

uma Organizacido de Pesquisa Clinica. Estes locais foram: Hollywood 7

- Private Hospital, Perth, WA (Dr. M. K. Tandon) Sir Charles Gairdner
Hospital, Perth, WA (Dr M. Phillips); Royal Perth Hospital, Perth, WA
(Assoc. Prof. G. Waterer) e University of Newcastle, Newcastle, NSW
(Prof. R. Clancy). Protocolos idénticos foram aceitados pélos comités de
ética de cada instituicdo, e os estudos em conformidade com as
orIentagoes desses comités. O principal critério de admlssao foi uma

histéria de dois ou mais episodios por ano, durante dois anos
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consecutivos (um ‘episédio’ fcﬁ definido como ‘um- aumento de tosse e
expectoracdo purulenta em relagdo aos niveis experimentados’). Os
individuos foram estratificados em dois grupos: i) pacientes com FEV; <
que 50% do valor normal previsto (38 individuos), e‘ii) pacienrtes cbm
FEV: > que 50% do valor 'normal previsto (102 individuos). Este
segundo grupo incluiu pacientes com DPOC, pacientes com diagnoéstico
primario de bronquiectasia e pacientes com niveis ‘normais’ de FEV1.
Os pacientes dos dois grupos de estudo com o FEV < »80% e sem um
diagnostico priméario de bronquiectasia, foram definidos como
portadores de DPOC e sdo o objeto da presente analise. A analise

examina o tratamento com HI-1640V em todos os pacientes com DPOC

e, em seguida, especificamente o tratamento no grupo de pacientes com

Todos os individuos foram acompanhados por 8-9 meses,

durante o inverno e o inicio da primavera no sul: O recrutamento. . .

;HEO;ng(;(_‘—)u;emE’fdé giérgo de 2006 e o ultimo paciente finalizou em 31 de

outubro de 2006. Comprimidos HI-1640V continham 45mg (equivalente
a 1011 UFC de bactérias) de formolina-inativado HI-164, provido como
comprimidos com revestimento entérico; comprimidos de placebo
contendo somente éxcipientes foram fornecidos mna forma de
comprimidos com revestimento entérico para administracao oral. Os
pacientes tomaram trés cursos de comprimidos. Cada curso constou de
dois comprimidos por “dia durante 3 dias “consecutivos '(a‘nt‘esr do
desjejum), com cursos repetidos no dia 28 e dia 56. Os individuos
tiveram entrevistas presenciais nas semanas O, 4, 8, 12, 18, 24,30, 36.
Nas semanas 4 e 8 foi dado o curso seguinte de comprimidos. Em tédas
as visitas episédios agudos e suas caracteristicas foram documentados
com o auxilio de um questionario estruturado; eventos adversos foram

registrados; escarro e sangue foram coletados para monitorar a
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colonizacao bacteriana e os parametros de seguranca, respectivamente;

e medicagbes concomitantes avaliadas. |
As principais variaveis avaliadas para esta analise foram: (1)
- 0 numero de exacerbag()_es '(deﬁnid-as comb “urri aumento do volume e
5 puruléncia do escarro’); (ii) a proporcéao de individuos que tiveram uma
ou mais exacerbacées; (iii) a duragdo média de exacerbacgoes; (iv) o
numero de cursos de antibidticos prescritos para as exacerbagoes. As
variaveis secundarias avaliadas foram os efeitos adversos (incluindo

hospitalizacdo), e a bacteriologia do escarro.

10 A analise estatistica sobre a inteng¢ao de tratar a populagao
usou "P valores" considerados duplicados. As taxas de episédios agudos

(ou ‘episodios agudos definidos por tratamento’) foram calculadas ‘como

numero de_eventos. dividido-pela exposicac” (Galculado como numero de

I]

dias desde a randomizacao até a ultima visita) multiplicado por 100. A

“as dlfefé-néas de tratamento nas taxas, onde o logaritmo da exposm;ao
(em dias) foi considerado offset. Taxas de risco e os intervalos de
confianca associados de 95% (IC) foram obtidos a partir dessas
regressoes. O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar as
20 proporgées de individuos com um ou mais episodios. As duracgées dos
episodios (data de inicio até data de cessédo) foram estimadas através do
procedimento de Kaplan-Meier e diferencas de tratamento foram
-analisadaspelo-teste de log-rank. Para o calculo dos dxas de tratamento
o numero de dias foi calculado como a soma da duracao de cada
25 medicagao pertinente, independentemente de sobreposi¢do em termos
de datas de inicio e fim. O namero de dias em que cada sujeito recebeu
tratamento foi comparado entre os tratamentos através do teste fank-
sum de Wilcoxon (aproximacdo ‘t’ do aluno). O numero de individuos

experimentando O, 1, 2, etc. cursos de antibiéticos foi apresentado e os
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grupos de tratamento foram comparados pelo teste de Cocharan-
Mantel-Haenszel. As taxas de hospitalizacao foram comparadas entre os
trataméntos por meio da regressdo de Poisson, onde o numero log-
transformado de individuos foi utilizado como um offéet. -

O objetivo foi recrutar 124 em cada um dos grupos
moderado-a-grave e leve-a-moderado, permitindo uma queda de 20% da
taxa. Com 50 em cada grupo que completando o estudo este iria (no
nivel de significancia de 5% e com poder de 80%) detectar uma reducéo
relativa do risco no ntimero de episédios de 37% (assumindo uma taxa
dé infeccao no grupo do placebo de 2); uma reducdo na proporgao de
pacientes em 28% (assumindo que 80% do grupo placebo tém, pelo
menos, uma infeccdo), uma reducgdo relativa no risco da prescrigcdo de
__antibiéticos dé.33%.(assumindo-uma-taxa de prescricao de 2,4 r"“iS‘ngEJ

placebo); uma diferenca nos dias de durac¢éo média de 1,2 assumindo

15 um SD de 2 dias no_grupo placebo. A exigéncia de dois. ou. mais. -

‘zéf)is—;')cfid?s‘ por_ ano dﬁrante dois anos provou ser um grande
impedimento . para contratagdo, com um total de 73 que estdo sendo
registrados com DPOC (38 com doenga moderada a grave € 35 com
doenga leve a moderada). Um adicional. de 67 individuos com
bronquiectasia ou com valores ‘normais’ de FEVi, enquanto
percentagem do normal previsto (ou seja, >= 80%) foram estudados,
mas nao estdo incluidos nesta analise daqueles com DPOC. Analise em
- grupos fot uma decisao pré-estudo. S

1.15.1 CARACTERIiSTICAS DEMOGRAFICAS

As caracteristicas dos pacientes sdo apresentadas adiante

na tabela 6 abaixo.
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TABELA 6: CARACTERiSTICAs DOS PACIENTES

Todos os individuos

Individuos com

DPOC moderada-

com DPOC
Caracteristicas severa
Placebo | HI-1640V | Placebo | HI-1640V |
(37) (36) (20) (18)
Idade (anos) 68,8 62,8 67,8 69,5
(mediano, intervalo) (41-88) | (47-87) (55-88) (47-87)
Sexo (macho/fémea) 25:12 25:11 14:6 15:3
Nunca fumou 30 31 15 15
Fumante frequente ‘ '
6 7 4 2
(mediano, intervalo) | _ . ..o|-—=— == mfss o= T T :
‘==:-‘FEV10/Seg 1,17 1,32 0,89 1,0
(mediano, intervalo) (0,4-3,0) (0,5‘-2,6) ] (0,4-2,0) | (0,5-1,5).

=== ===~ "N inicio do estudo em pacientes com DPOC moderada a

grave, no grupo ativo, e 13 no grupo do placebo tiveram uma historia de

doenca isquémica do coragédo, 6 no grupo ativo e 2 no grupo do placebo

tiveram uma histéria de "asma", 2 no grupo de ativos € 4 no grupo do

placebo tiveram uma bronquiectasia associada. Neste grupo a terapia

pertinente na linha de base foi: 12 pacientes em cada grupo tomaram

salbutamol; 14 no grupo ativo € 13 no grupo placebo tomaram tiotropio;

e 10_ no..grupo —ativo e 9

“no” “grupo placebo ‘ _rééegéra_m

salmeterol/fluticosona (Seretaide®). A prednisona foi tomada por 6

individuos no grupo ativo e 7 no grupo placebo. A terapia de oxigénio foi

utilizada por 5 no grupo ativo e 2 no grupo placebo. Cerca de metade de

ambos os grupos placebo e ativo tomaram pré-vacinagdo contra a gripe

sazonal, enquanto dois tercos tinham tomado a vacinagao contra o

pneumococo.
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1.16 RESULTADOS

Os resultados da administracdo de HI-1640V versus
placebo estdo estabelecidos na Tabela 7 abaixo:

TABELA 7: RESUMO DOS RESULTADOS

10

15

Populagio total de DPOC DPOC Moderado-Severo
HI- Protegao HI- Protecao
Placebo Placebo
1640V (%) 1640V (%)
(37) (20)
(36} . (valor P) (18) (valor P)
N° de episédios
agudos
(namero de
individuos)
Total | _36.(24) |- 50.(25)=|-24-(0,19)"|~227(13) "|" 59 (13) [ 17 (0,52)
Tratado com
28 (20) 38 (23) | 24 (0,26) | 15(11) 23 (13) 27 (O 33)
antibiético : N e -
- |- Thatads om | ._
9 (10) 1 (15) | 50 (0,06) 5 4) 15 (10) 62 (0,05)
corticosterdide
1.16.1 NUMERO DE EPISODIOS AGUDOS

"um aumento do volume e puruléncia do escarro’,

Usando a definicao de protocolo de um episédio agudo como

para o grupo DPOC

total foram 36 episdédios no grupo HI-1640V e 50 episodios no grupo

placebo, que, quando analisados por periodos mensais, teve uma razao

~ de risco.de 0,76 (95% €10,50, 1,15; P=0,19). Quando anahsado em trés

periodos mensais, a uma taxa de eventos/ 100 dias, houve um beneficio

maior no grupo ativo no segundo periodo de 3 meses (Placebo:

eventos/lOO dias - 0,82 (3 primeiros meses); 0,74 (3 segundos meses),'

Ativos: 0,72 ¢ 0,48 valor P. Efeito do periodo de O 68 e o efeito do

tratamento 0,19). Usando a definigdo do protocolo do episédio agudo

("aumento do volume e puruléncia do escarro”) no grupo de DPOC
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moderada a grave, houve 22 episédios no grupo ativo comparado com
29 episodios no grupo placebo, com uma taxa de risco de 0,84 (95 % CL:

0,48, 1,49), que nao foi significativa. Entretanto, em analise por trés

- periodos mensais, a taxa do evento/100 dias era a mesma para 0s

grupos ativo e placebo em 0,82 para os 3 primeiros meses, mas reduziu
no grupo ativo comparado ao placebo nos segundos 3 meses (0,6 contra
0,85), representando uma reducao de 29% na incidéncia. Naqueles com
doenca moderada a grave, houve quase o dobro de pacientes (11
individuos) no grupo placebo com 2-4 episédios quando comparados ao
grupo de tratamento ativo (6 individuos), condizente com um efeito da
‘terapia na reducdo da reincidéncia. Ndo havia nenhuma ou pouca

dlferen@a na protecdo do grupo total de DPOC, mas um maior nivel de

_protecao (2.1%). foi-observado naquele§com’ doéenca mais gi‘a've'.

1.16.2 PROPORCAO DE PACIENTES COM EPISODIOS AGUDOS

A proporg¢ao de pacientes com episodios agudos foi reduzida -

em uma pequena quantidade com a terapia, exceto quando apenas os

episodios mais graves foram identificados com a defini¢cdo de episédios
3 : * : ’ v
tratados com corticosteroide’.

1.16.3 DtiRAcAo DOs EPISODIOS

A duracao média dos episodios foi menor no grupo ativo em
relacéo ao placebo (‘todas as DPOC” 14,7 comparado a 17,3 dias; DPOC
moderada a grave 14,3 em comparacido com 22,7 dlas) mas esta
- diferenca alcancou significancia estatistica apenas no grupo moderado—
severo (P=0,01).

1.16.4 Uso DE MEDICAMENTOS

Uma significativa reducéao tanto no numero de cursos de
antibioticos prescritos quanto no numero de dias de tratamento com
antibiotico (para exacerbagbdes) seguiu-se ao tratamento ativo, em

ambos os grupos, de total de pacientes com DPOC e daqueles com
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DPOC moderada a grave. A protecdo foi estatisticamente significativa

em ambos os grupos ‘todas as DPOC’ e pacientes com DPOC de

moderada a grave, para as duas formas de analise. Menos pacientes

recebefarn frés ou mais cursos de antibiéticos no grupo ativo do que no

S grupo placebo (para ‘todas as DPOC ', S versus 14 pacientes, para

DPOC moderada a grave, 2 versus 11 pacientes), protecdo de apoio
contra a episoédios recorrentes.

Os individuos que tinham DPOC moderada a grave e foram

tratados com a vacina oral, descobriu-se que tiveram uma reducao de

10 50% no uso de terapias broncodilatadoras no grupo ativo. Contagens de

eosinéfilos apos a administragéo do curso de terapia oral tripla de HiNT

revelaram ter reduzido de forma significativa apenas no grupo ativo. Em

‘conclusdo, ~ & “terapia~ - oral"~HiNT -reduz -o-- uso- -de --terapias.

broncodilatadoras, em episédios agudos e também reduz a contagem de

1.16.5 ADMISSAO EM UM HOSPITAL

A taxa de admissido hospitalar por exacerbacido de DPOC foi
elevado (ver Tabela 8 abaixo), com 10 internagées de 7 pacientes do
grupo placebo (20 individuos) na DPOC moderada a grave. Para aqueles

20 com DPOC menos grave (17 individuos), apenas dois foram admitidos
no hospital por uma exacerbacao da DPOC durante o periodo do

estudo. A protegdo contra a admissdo ao hospital devido a uma

éxacerbaic;éowdé DPOC em ‘todas as DPOC’ foi de 61% e significancia- - -

limitrofe (P=0,07), enquanto naqueles com DPOC moderada a grave, um
25 maior nivel de protecdo foi encontrado (90%), que foi significativa
(P=0,01). Neste grupo mais grave, uma diferenca significativa em
'hQspitaliza(;éo por todas as causas’ foi detectada (P=0,04), mas os
numeros eram muito pequenos para identificar um efeito independente

sobre a internacgéo por eventos ndo-respiratorios.
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1.16.6 BACTERIOLOGIA DO ESCARRO

Analise de amostras de expectoragao de ‘evento agudo' deu
informagodes de pouco valor, devido ao tratamento com antibiéticos, os
atrasos de transporte e notificagdes tardias. As amostras coletadas em
visitas regulares apés o inicio. do estudo seriam consideradas validas se
as culturas fossem feitas em menos de 4 horas desde a coleta e
amostras de saliva contaminadas (detectadas pela presenca de células
epiteliais) fossem excluidas. Para essas amostras de ‘rotina’ no grupo do
placebo para ‘todas as DPOC’ (37 individuos), metade dos pacientes (19
individuos) apresentaram culturas positivas, com um total de 88
culturas positivas. Os valores equivalentes para o grupo ativo (36
individuos) foram 13 individuos com 45 culturas positivas, ou seja,
‘apos” & terapia ‘com -HI-1640V -havia- -menos. individuos (31%), com

culturas de escarro positivas para patégenos respiratorios, com o

-numero total de culturas positivas de escarro sendo aproximadamente

20

25

metade do que no grupo placebo. No grupo .}.)ljaéebcj,]g HiNT foi isolado
em 14 individuos com uma média de 2,8 ocorréncias. Para outros
patogenos: M. catarrhalis foi isolada em 5 ihdividuos (média de 2,4
incidéncias); S. pneumoniae em 6 individuos (média de 1,7 vezes); P.
aeruginosa, em 11 individuos (média de 2,3 vezes). No grupo ativo o
HiNT foi'isolado em 8 pacientes (média de 2,9 ocasides); M. catarrhalis
em 7 individuos (média de 1,0 vez); S. pneumoniae em 4 pacientes
(média de 1,5 ocorréncias); P. aeruginosa em 3 individuos (média de 3
incidéncias). Outras analises mostraram que no grupo placebo os 21
individuos com culturas de escarro positivas tiveram 34 episédios
“agudos (1,62 por paciente), enquanto os 16 sem amostras pos'itivas_
tiveram 16 episdédios agudos (1,0 por paciente). Para o grupo ‘de ativos,
14 com cultura positiva tiveram 20 episédios agudos (1,42 por paciente)

¢ 22 com uma cultura de escarro positiva tiveram 16 episédios agudos
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(0,73 por paciente). Para os isolados de HiNT, um padriao semelhante foi

mostrado (placebo: cultura positiva em 14 individuos com 20 episédios

agudos (1,42 por individuo) € ndo houve crescimento em 23 que tiveram

30 episédios agudos (1,31 por individuo); ativo: 8 individuos com -

S cultura positiva tiveram 10 episddios (1,25 por paciente), enquanto que

28, nao havendo crescimento, tiveram 26 episédios (0,93 por paciente).

Conclui-se (i) que a cultura de escarro positiva prediz um risco maior de

ter um episodio clinico agudo (independentemente de o paciente estar

no grupo placebo ou ativo), (ii) que no grupo ativo, ha protecao aparente

10 em ambos os grupos tanto de cultura positiva como de cultura negativa

(cerca de 12% no grupo de cultura positiva - calculada como episodio de

infeccdo/valor por pessoa de 1,42 no ativo versus 1,62 no grupo

— T placebo; e~ aproximadamente - 27% -no—grupo _‘cultura. ndo .positiva’ -__

calculada como episodio de infecgdo/valor por pessoa de 0,73 no ativo

- 15. _wversus 1,0 no grupo placebo), (iii) a terapia oral com HI-1640V é

seguida por diminui¢do de culturas- positivas. Estas culturas ‘sem

crescimento’ estdo associadas a menos exacerbagées (acima). Uma

analise similar de escarro HiNT-positivo, apresentou resultados quase

idénticos com relagdo ao efeito protetor do tratamento oral por HI-

20 1640V (dados nao mostrados).

TABELA 8: HOSPITALIZACAO

HI-1640V Placebo Valor P
" | Ntmero " Nuimero -
- Numero de Numero de
de de 1 2
| pacientes pacientes
eventos eventos
(a) Todos DPOC Todos
os eventos de 8 .8 16 12 . 0,12 | 0,50 |
hospitalizagao
Hospitalizagao por 5 5 13 9 0,07 | 0,48
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exacerbagéo de DPOC

{a) DPOC Severo-

Moderado Todos os

3 - -3 12 -~ 8 0,04 | 0,53} -
eventos de
hospitalizacao
Hospitalizacao por
1 1 10 7 0,01 | 0,87

exacerbacao de DPOC

P (1) compara as taxas de hospitalizacido em todos os individuos.

P (2) compara as taxas de hospitalizagdo em pacientes hospitalizados.

TABELA 9: PROTECAO EM ATIVOS vS. PLACEBO EM INDIVIDUOS NEGATIVOS

PARA ESCARRO

N. de individuos Nb. de individuos
T 7T [Téom amostras de | com amostras de | - R R
Ativo | Placebo
escarro (n°. de _ escarro (n°. de
— * episodios_agudos) | episédios agudos)._|__ . Y
Crescimento de 21 (34) 14 (20) 1,42 | 1,62 |12
qualquer patoégeno
em amosfras de 16 (16) - 22 (16) 0,73 1,0 27 |
escarros de rotina
Crescimento de H. 14 (20) 8 (10) 1,25 | 1,42 |12
influenzae em
amostras de 23 (30) 28 (26) 0,93 1,31 29
es;:arros de‘ roti111;51 vvvvv N - - o

TABELA 10: PROTECAO EM ATIVOS VERSUS PLACEBO EM INDIVIiDUOS ESCARRO

NEGATIVOS

Organismos isolados do

€scarro

Porcentagem dos

Individuos i%)

Porcentagem da

7 Protecdo Clinica (%)

HI- Placebo

Cultura + | Cultura -




61/88

1640V ve ve
Crescimento de qualquer
patogeno em amostras de 36 51 12 27
 escarros de rotina__ |
Crescimento de H. .
- influenzae em amostras 22 38 12 29
de escarros de rotina

As tabelas 9 e 10 mostram o percentual de bactérias

cultivadas a partir de varias amostras de escarro dos

individuos/pacientes. O Grupo ativo foi tratado com o produto
HI1640V. |

1.17 DISCUSSAO
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Exacerbacoes agudas como eventos-chave na histéria

natural da DPOC sao reconhecidos como alvos especificos para a

__terapia_de_intervencdo_nas normas_em vigor. Para determinar o impacto

da imunoterapia com uma vacina oral (HI-1640V) preparada a partir de
um novo isolado de HiNT (HiNT—164) sobre a incidéncia e gravidade das
exacerbacoes, pacientes com DPOC que tiveram ufna histéria de
exacerba{;ée_s recorrentes. foram estudados. Tais questdes, no entanto,
representam apenas 20-25% de todas as pessoas com DPOC, o que
.levou, no presente estudo, a um registro inferior ao planejado. Esta
dificuldade foi ainda mais complicada pelo uso de uma definigao
éléssicé déséntwa do‘s' epis.()dios agudos -con-m ‘um aumento do- vblume e
puruléncia do escarro’. Embora esta definicao reflita a origem infecciosa
dos episodios agudos, pode ser imprecisa, dado o nivel de fundo variavel
de inflamacdo intrabronquial na DPOC, distincao indefinida de
episodios discretos. Apesar das lifnitagées impostas por deﬁnig()es, duas

conclusdes podem ser tiradas deste estudo. Primeiro, os individuos com

DPOC e exacerbagbes recorrentes beneficiam-se da imunoterapia oral
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com HI-1640V, nomeadamente com uma redugdo na sua gravidade.
Segundo, aqueles com DPOC moderada a grave, beneficiam-se em
maior grau do que aqueles com doeng¢a mais branda.

Embora tenha havido uma tendéncia para uma reducdo na

incidéncia de exacerbacbdes em 'todas as DPOC’ usando a definicdo

descritiva do aumento da puruléncia do escarro, varias observacoes
apoiam esta medida resultante como tendo relevancia clinica. A analise
no grupo placebo apresentou uma taxa alta de eventos no inicio do

estudo. Um nivel de protecdo mais elevado em 35% no segundo

trimestre deste estudo é, portanto, consistente com um atraso no

aparecimento do refor¢o imunolégico com resultados na segunda

metade do estudo, uma reflexdo mais precisa da protecao. Além disso, o

-grupo™placebo“incluiu mais dé que o ‘dobro do numero de individuos

com 2-4 episodios, sugerindo que o tratamento com HI-1640V é

particularmente- eficaz na prevencdo de episédios recorrentes. Dados

persuasivos provém da analise de episodios definidos em termos de
tratamento, especialmente com corticosteréides, quando havia um nivel
de protecdo superior a 50%. Estes conjuntos de dados mostrando mais
clara a protegcdo de corte para episddios mais graves, indicam que o
valor principal da imunoterapia refere-se a reducdo nos parametros de
gravidade da exacerbacdo, pelo menos naqueles com DPOC e episodios
frequentes.

Houve uma diferenca nos parametros de grz'a-{;i;aa:de em
seguida ao tratamento ativo com uma consisténcia de beneficio em
todos os parametros de gravidade, com o tratamento por HI-1640V
seguido de episédios mais curtos, menos tratamento com antibiéticos é
corticosterbides orais, e menos chance de internacdo. O uso de
antibioticos em termos de cursos prescritos, ou dias necessarios, foi

muito mais um indice melhorado do beneficio do que a simples analise
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do numero de episddios tratados com antibiéticos, sugerindo que a
maioria dos episédios de expectoracdo purulenta serdo tratadas com
um antibiético, independentemente da gravidade, mas apenas aqueles
considerada clinicam‘ernte éraves atrairdao cursos de repeticao. A reducao

S significativa nas hospitalizagbes em pacientes com doenc¢a moderada a
severa € um resultado impressionante, dado o pequeno tamanho da
amostra. A Depositante é desconhecedora de qualquer outra terapia de
intervencdo que tenha uma capacidade similar para reduzir a taxa de
hospitalizacdo. Os numeros sdo pequenos, e este resultado sé foi

10  significativo no grupo com DPOC moderada a severa, mas isto é

consistente com a melhoria em todos os outros parametros de gravidade

com maior impacto nos pacientes com doen¢a moderada a grave. Isso

-— ~*pode-reflétif um madior beneficio clinico para qualquer dada reducédo na

inflamacéo das vias aéreas, em pacientes com as mais comprometidas

- 15 . viasrespiratérias. __ e e e
' O padrdo para a comparagio do tratamento que visa
reduzir o impacto das exacerbac;ées agudas da DPOC ¢é o
fluticasona/salmeterol (500/50 mcg). Ensaios desta associacdo inclui
um grande numero de individuos com taxas de retencao de fluxo com
20 r(;sultados brimérios medidos ou mortalidade por qualquer causa. Os
individuos incluidos no estudo tinham DPOC moderada a grave, mas
nao foram escolhidos devido a frequentes episodios agudos, como na
presente realri'za(;éo'. 'U‘mnr'li'vel» de protegéo dé éef;é de 40% contra os
episédios agudos definidos pela terapia do corticosteroide foi observado
25 em cada estudo, menos do que no estudo do HI-1640V, mas cdm niveis
de significancia refletindo o maior poder possivel com grandes nﬁmero‘s.ﬂ
O beneficio foi especiah’hente notado naqueles com doencga mais grave,

como deduzido no estudo do HI-1640V. No entanto, o salmeterol

fluticasona/protegeu pouco ou nada (0% e 17%) contra as exacerbacdes
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‘graves’ definidas como necessitando de hospitalizacdo, em contraste
com os dados obtidos do HI-1640V. Note-se que neste estudo que a

taxa de hospltahza(;ao de cerca de 9% ao ano, em Comparagao com uma

taxa mais elevada no presente estudo por 2-3 vezes. Esta taxa mais
5 elevada provavelmente reflete exacerbagdes frequentes como um
marcador de doenga mais grave. Quando épisédios agudos foram
definidos em termos de antibiograma, porém, houve um aumento no
numero de episédios no grupo ativo. Isto contrastou com uma reducéo
de episodios tratados com antibiético no estudo do HI-1640V. O
10 aumento dos episddios agudos definidos por antibiético é éoerente com
uma propensao a infeccao relacionada a inalagdo de esterodides

(candidiase orofaringea e pneumonia).

e 0 1 primeiros estudos Iongltudmals de pacientes com DPOC
nao conseguiram esclarecer o papel desempenhado pelas bactérias na

15 .patogénese, principalmente-porque_a taxa.de isolamento.de bactérias no —
escarro durante doenca estavel foi semelhante a observada durante
‘epis6dios agudos. Recentes estudos broSpectivos utilizaram tipagem
molecular para demonstrar uma associagdo entre novas linhagens de
- patégenos bacterianos com exacerbacdo da DPOC. Frequéncias de
20 isolamento de bactérias neste tltimo estudo, em amostras rotineiras de
escarro, foram muito similares as encontradas na presente invengao, €

o isolamento de um patégeno foi mgmﬁcatwamente assomado a uma

exacerbacao atual. A tendéncia nos dados dos estudos presentes
. obtidos em doenca estavel, € compativel com esses conceitos: cultura de
25 escarro positiva pareceu ser um fator de risco para exacerbacdes
agudas (independentemente de o sujeito estaf no placebo ou no
membro ativo da acao); e compérando ativo com placeBo, uma protecao
adicional é observada no grupo ativo, em ambos os patégenos em

crescimento ou nao. Estes resultados poderiam refletir maior
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resisténcia da mucosa a aquisi¢cdo de novas cepas bacterianas, €/ou a
uma reducao do nivel de colonizacdo das vias aéreas por bactérias, que
resiste a eventos pro-inflamatérios como uma infec¢do por virus
intercorrente. Em qualquer siti,lagéo de ativagao especifica das células
patch de Peyer derivadas de T por antigenos HiINT medeia um
recrutamento e ativacdo de células fagociticas; gue servem como um
mecanismo efetor ndo especifico.

A Oral imunoterapia com vacina de HiNT mortos (vacina HI-
1640V) ativa o tecido linféide associado ao trato géstrico-vinte‘stinal
(GALT), com os linfécitos T especificos retornando para a mucosa dos

brénquios. Estudos recentes tém mostrado que a aspiracédo de conteudo

brénquico para o intestino é um mecanismo fisiolégico de apresentacao

- ‘de” anitigefios para o GALT, e que a admlmsfrag:ao “oral de HI 1640V

serve para otimizar um processo sazonal de ativacao de celulas T. O HI-
1640V é-um produto_diferente dos extratos polibacterianos ._amplafmenrte
utilizados na Europa para 'protecdo imune’. Ele contém uma unica
espécie de bactéria, formulado como uma prepara(;éd de células inteiras
em uma concentragdo muito maior do que os utilizados nos produtos
polibaéterianos, de modo a gerar uma reag¢do imunolégica especifica de
patch de Peyer. Analise de estudos utilizando isolados polibacterianos
em pacientes com doenca cronica das ~vias respiratérias nao

apresentaram redug:ao 51gn1ﬁcat1va nas exacerbag:oes um resultado

também encontrado em um estudo comparatlvo entre um produto

polibacteriano e a imunoterapia oral por HiNT.

EXEMPLO 4: O HINT-164 TRANSMITE UM GRAU MAIOR DE PROTEcAo

CRUZADA QUE 0 HINT-166 EM EXPERIENCIAS DESAF]ANTES

O HiNT-164 e o HINT-166 (H1NT289) testados como vacinas
em modelos de ratos de imunizagdo intratraqueal (IT) e desafio a

infeccao respiratoria aguda com um painel de HINT isolados deu
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diferentes niveis de protec¢do. Os isolados utilizados no desafio a
infeccdo foram HiNT-164, HiNT-165, HiNT-166, HiNT-167, HINT-168,
ATCC 3041, ATCC 43095, ATCC 35092 e ATCC ATCC 51997

Para determlnar a protegao oferec1da pelas vacinas gmpgs
de ratos Dark Agouti (5-6 ratos por.grupo) com idades entre 80-10
semanas de idade sofreram imunizacao intra-traqueal (IT), com 50 ul de
PBS ou com 50 uL de PBS contendo 5X108 de HiNT-164 ou HiNT-166
mortos, no dia 0 e no 14° dia. No 21° dia ratos foram_ infectados com
um rol de amostras de desafio a infecgao HiNT. Os ratos foram mortos
ap6s 4h de infeccdo e os pulmées lavados com PBS 5x2 ml PBS para

produzir 10 ml de fluido de lavagem bronco—valveolar (LBA). Os pulmées

foram entao homogeneizados em PBS 10 ml para gerar uma suspensao

- =de ‘amostras-de vinte microlitres com diluicoes seriadas de 10 vezes do

LBA e LH foram semeadas em agar chocolate e incubadas durante a

no1te a 37°C em 5% -de_CO2 no ar._As coldnias_ foram_contadas e_o

numero de HINT vivos no LBA e LH calculado para cada rato. Os niveis
de bactérias totais no pulméo também foram determinados para cada
rato, através -da adicdo do numero de bactérias no LBA e LH. O nivel
médio de bactérias foi -calculado para cada grupo de .ratos e a
porcentagem de depu.ragéo bacteriana determinada em comparacao
com o grupo de controle PBS como segue:

(Média de bactérias no grupo PBS — Média de bactérias no grupo da vacina) X 100
Média de-bactérias no grupo PBS

A depuracao bacteriana percentual em 4 horas € uma

medida do grau de protec¢ao conferido pela vacina.
, A meédia percentual de depuragao de bactérias fornecida por
cada teste de vacina para o painel de nove linhagens de desafio-a
infeccao foi calculada. Para a vacina de HiNT-164 a depuracao média

bacteriana para o painel foi-de 84t4%, e para a vacina HiINT-166 a
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depuracdao média de bactérias para o painel foi de 78+-2%. Isso
demonstra que uma vacina preparada a partir de HiNT-164 mortos gera

um maior grau de depuragdo bacteriana contra o painel de cepas

“infectantes do que uma vacina preparada a partir de HiNT-166 € €,

portanto, mais eficaz como uma vacina de células inteiras.

EXEMPLO 5: HI-164 ELICITA UMA RESPOSTA IMUNE NAO-ESPECIFICA CONTRA

AS ESPECIES NAO-HAEMOPHILUS

Um estudo prospectivo, multicéntrico, duplo-cego,

controlado por placebo para avaliar a seguranga e eficacia da vacina

administrada por via oral de células inteirass mortas de Haemophilus

influenzae nao-tipaveis (HiNT) contendo HiNT-164 formol-mortos (aqui

referida como "HI-1640V" ) na prevengdo de episédios de bronquite

1.18 OBJECTIVOS E METODOS

- 1.18.1 . OBJETIVOS PRIMARIOS (EM-GRUPOS ATIVOS VERSUS' GRUPOS... . -

PLACEBO) .

- Comparar o numero de episédios de bronquite aguda
- Comparar proporg¢io de doentes com um episédio de bronquite aguda
- Comparar a duracéao dos episodios de bronquite aguda

1.18.2 METODOLOGIA

Um estudo prospectivo, multicéntrico, duplo-cego,
controlado por placebo para avaliar a seguranca e eficacia da vacina
administrada por via oral de células inteiras mortas de I:I‘il(I-TAHI-Vlé-4AOV—
na prevencao de episédios de bronquite aguda em pacientes com
doenca das vias respiratérias de moderada a grave (FEV; <= 50% do
valor previsto).-

Os pacientes foram aleatoriamente distribuidos em uma

proporcdo de 1:1 para cada medicagdo do estudo ou placebo. Os

pacientes tomaram a medicagcdo em 3 dias consecutivos de cada més
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durante 3 meses consecutivos. Avaliagées da microbiologia foram
conduzidas em gargarejos da garganta para a detec¢ao quantitativa da
Hi, e uma amostra de escarro para detec¢do de manchas Gram e
quantitativa deteccdo da Hi e deteccao éemi-quar‘lt-itat'iva» de espécies de
M. catarrhalis, S. pneumoniae e Pseudomonas.

1.18.3 NUMERO DE PACIENTES (PLANEJADO E ANALISADO)

O tamanho da amostra da invencao foi calculado com base
em um nivel de significancia de 5% e poder de 80%, uma amostra de 50
participantes por grupo permitiria a detecg¢ao de:
- Um risco relativo de infeccdo de aproximadamente 0,63 (ou seja,
reducao dQ risco relativo de 37 %), assumindo taxa de infec¢ao no grupo
placebo de 2;
. -.Uma- reducao-absoluta na“proporcao de doéfites com alguma infecgdo
de 28% (assumindo que 80% dos grupos placebo tem alguma infecgao);

- O risco relativo para pres_cri(;_élq%den_angbi(;tiggs_ de 0,67 (ou .seja, .

.rédﬁgéo do risco relativo de 33%), assumindo uma taxa de prescricao de
2,4 no grupo placebo; - Uma diferenga em dias médios de ‘duracao das
infeccoes de 1,2 dias (admitindo o desvio padrao de durag:éo de 2 dias).

Supondo que 20% dos participantes nédo completaram o
estudo, 62 précisaram ser fecrutados para cada grupo com 124 para
ser aleatoriamente distribuidos. O numero real escalado ao acaso e
analisado = 38. Houve duas desisténcias em cada grupo de tratamento,

" com um em cada grupo de descontinuando o estudo devido a um evento
adverso. Os pacientes foram recrutados em 4 centros de agdo. Note-se
que o recrutamento de pacientes n&o atingiu o nimero previsto, devido
a populacao disponivel limitada com a necessaria sev“eridad'e da doenca,
que também reunisse o critério de inclusao de 2 epi-sédioé de bron(juite
aéuda por ano nos ultimos 2 anos nos 4 centros participantes.

1.18.4 PrRODUTOS, DOSE & NUMERO DE LOTE
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Comprimidos de’ HI-1640V com revestimento entérico:
Continham 45 mg de formol-inativado HiNT-164 mais excipientes.
A substancia ativa liofilizada é referida como HI—164. Os
" comprimidos de placebo com reveétimef;to en;cérico continham apenas
S5 excipientes. Placebo e HI-1640V foram armazenados a 2-8°C e os
comprimidos pesavam cerca de 450 mg. |

1.18.5 ADMINISTRACAO & DURACAO DO ESTUDO

Pacientes tomaram a medicag:éo do estudo por via oral com

um copo de agua, com o estomago vazio, 30 minutos antes do desjejum,

10 em 3 dias consecutivos a cada més durante 3 meses consecutivos (dias
1-3, 29-31 dias e 57-59 dias). A duracdo dé estudo foi de

aproximadamente 8 meses. Pacientes tomaram a medicacdo do estudo

_ . —— —em 3-dias consecutivos a‘cada mé§ durante 3 meses consecutivos (dias

1-3, dias 29-31 e dia 57-59). A duracao do ‘estudo foi de

15 aproximadamente 8 meses. - _ Ll e = = = = =

1.18.6 CRITERIOS PARA AVALIACAC

As variaveis primarias de eficacia foram: - Ntlmero de

episodios de bronquite aguda.

- Proporgéo de pacientes em tratamento de um episédio de bronquite
20 aguda.

- A duracao dos episddios de bronquite aguda.

- O numero de cursos de antibiéticos para o tratamento de episc‘)dips h
- - - agudos de bronquite - A presenca dehH.‘i;zﬂueh.‘zae, M édtérrhalis, S.

pneumoniae e Pseudomonas spp na expectoracao.
25 - gravidade dos episédios de bronquite aguda.

1.18.7 - METODOS ESTATISTICOS

As analises estatisticas foram realizadas com a intencao de
tratar a populagao de 38 pacientes, isto €, todos os pacientes que foram

randomizados para o tratamento, independentemente de eles terem
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tomado a droga do estudo. Todos os dados relevantes foram resumidos
por grupo de tratamento. A analise consistiu em trés segoes:

- Recrutamento e estado no final do estudo.

"> As caracteristicas iniciais - Avaliaca o dos efeitos dos tratamentos

sobre os objectivos primarios e secundarios.

| A principal hipétese testada foi é superioridade do HI-
1640V sobre o placebo na prevengao de episdédios de bronquite aguda.
O numero de episdédios de bronquite aguda foi comparado entre grupos
utilizando a regrésséo GEE de Poisson de medidas repetidas € o teste de

Cochran-Mantel Haenszel. A propor¢ao de participantes em cada grupo

“de tratamento que desenvolveram um ou mais episddios de bronquite

aguda dentro do periodo de desenvolviemnto do ensaio foram

comparadas-através-do- Teste Exato de Fishér. A duracao dos episodio

agudos de bronquite foi comparada usando os testes log-rank e

Wilcoxon rank-sum. . e e = e = e e ==

Os episdodios agudos de bronquite foram julgados nos
relatorios do investigador e os eventos adversos que foram de natureza
infecciosa respiratoria; a verificacao foi obtida a partir do local de

estudo quando necessario. O numero de cursos de antibiéticos para o

“tratamento de episédios de bronquite aguda foi comparado usando o

teste de Cochran-Mantel Haenszel. A duracéo total (niumero de dias) de

cursos de antibiéticos para o tratamento dos episoédios agudos foi

comparado usando o teste de Wilcoxon rank sum.

1.18.8 RESUMO DA POPULACAO DE PACIENTES

A meta de recrutamento de 124 pacientes randomizados
nao foi cumprida, o niimero real de pacientes avaliados foi 42 dos quais
38 foram selecionados e 34 completaram o estudo. Dos .pacientes
randomizados, havia dois pacientes em cada grupb que nao

completaram o estudo, dos quais um paciente em cada grupo o
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interrompeu por causa de um evento adverso. A demografia inicial dos
pacientes era geralmente similar para os grupos HI-1640V e placebo. A
idade média da populacao era de cerca de 70 anos. . Mais homens que
mulheres foram recrutados com 83 ,3% € 70 0% de homens e 16,7% e

30,0% de mulheres para os grupos ativo € .placebo, respectivamente. O
FEVi médio em todos os pacientes foi de 0,95 litros/seg e semelhante
entre os grupos ativo e placebo; os valores médios foram 1,00 e 0,85
nos grupos ativo e placebo, respectivamente.Uma maior proporgao d‘e
pacientes em émbos 0S grupos relatou uma histéria de tabagismo em
comparagdao com quem nunca fumou (84,2% fufnantes versus 15,8%
que nunca fumaram). Os pacientes haviam fﬁmado por uma média de

51,36 anos acumulados e uma mediana de 45,5 anos acumulados, com

= - e =

mediana-de 485, @ -e “46;0 “anos ~acumulados para 0s grupos “ativo e

placebo, respectivamente. Na triagem, 15,8% de todos os pacientes (com

uma distribui¢do semelhante entre os grupos) ainda.fumavam.- --.= -

A anamnese foi' consistente com wuma populacdo de
pacientes desta idade, a maioria dos quais fumava e tinha reconhecida
doenca das vias aéreas. Significativamente mais pacientes relataram

uma histéria de doencgas cardiacas no grupo placebo, em comparagéao

com o grupo HI-1640V (13 (65%) contra 5 (27,8%), p=0,028). Nao houve

outras diferencas estatisticamente significativas na distribuicdo de

condi¢cbes entre os grupos segundo as classes de orgaos do s1stema

‘Com relacdo aos disturbios- resplratorlos a DPOC foi relatada por

61,1% e 45,0% dos grupos ativo e placebo, respectivamente; a asma
relatada em 33,3% e 10,0% nos grupos ativo e placebo,
respectivamente; bronquiectasia relatada em 11,1% e 20;0%. no grupos
ativo e placebo, respectivamente; € enfisema relatado por 22,2% e

35,0% dos grupos ativo e placebo, respectivamente. Infeccoes e
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infestacées foram relatadas em 8 (44,4%) do grupo HI-1640V e 10
(50%) do grupo placebo.

1.18.9 VARIAVEIS PRIMARIAS DE EFICACIA

Numero de episodios de bronqulte aguda F‘oram 22
episddios em 13 dos 18 pacientes no grupo HI-1640V e 29 episodios em
13 dos 20 pacientes no grupo placebo. As andlises dos episodios de
bronquite aguda com periodos mensais apresentaram uma taxa de risco
de 0,83 [IC 95% 0,47, 1,46], indicando um beneficio para o tratamento,
mas ndo o alcance- da significancia estatistica - (p=0,520). Analise
utilizando periodos de trés meses mostrou que o' indice de risco foi de
0,84 [IC 95% 0,48, 1,49], indicando também um beneficio de

tratamento que nao foi estatisticamente significativo (p=0,397). Todavia,

_embora_houvesse.uma.taxa-similar-de eventos agudos deé bronquite nos

primeiros trés meses do estudo (0,82 eventos/ 100 dias em cada grupo),

nos u1t1mos meses a taxa fo1 de O 85 no grupo placebg, mas. 0,60 no HI-- -

164OV grupd Iéso sugere o beneflclo da HI-1640V neste segundo
periodo, apés os trés ciclos em que a droga tinha sido administrada
embora esta nao foi significativa (p valores de regressao: periodo, 0,894,
tratamento, 0,397 tratamento, interacdo 0,533). A reducgdo de
aproximadamente 30% no numero de episodios durante o segundo
periodo € clinicamente relevante uma vez que o estudo comecgou no final

do outono e um periodo de laténcia de 6-8 semanas antes que o}

. beneficio se manifeste-a suspeita de estudos anteriores.
Quando analisados de acordo com o periodo de margo a

maio em relacdo ao resto da temporada de inverno, o efeito do

~tratamento (razao de risco) foi de 0,92 [IC-95% 0,50, 1,67], sugerindo

..novamente um beneficio ‘global de tratamento com HI-1640V embora

este nao fosse estatisticamente significativo (p=0,262). A taxa de eventos

no grupo durante esses periodos foi de 0,69 eventos/100 dias no grupo

I
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do placebo e 0,85 eventos por 100 dias no grupo HI-1640V em marcgo-

maio. Em junho-outubro, a taxa foi de 0,90 eventos por 100 pacientes .

dia, no grupo do placebo e 0,59 eventos/100 dias paciente no grupo HI-

1640V.

Proporcdao de doentes em tratamento de um episédio de
bronquite aguda: Ndao houve diferenca estatisticamente significativa na
proporcdo de pacientes que experimentam um episédio de bronquite

aguda no grupo dois (p=0,734).

A duragdo dos episédios de bronquite aguda: A duragao

média de episddios de bronquite aguda no grupo HI-1640V (8,5 dias) foi
menor em comparagdo com placebo .(15,0 "dias), porém, isto nao foi

estatisticamente significativo (p=0,0879) diferentes. No entanto, houve

_uma diferenga significativa-na- duragao meédia dos episodios: 1432 +

17,01 (SD) dias no grupo HI-1640V e 22,72 +£18,76 (SD) dias no grupo

placebo (p=0,0141). A analise do tempo meédio para 0 primeiro. episédio

“de bzl‘o;lgulzte_ aguda nao apresentou diferenca estatisticamente

-significativa (81,0 dias no grupo HI-1640V e 100,0 dias no grupo

placebo, p=0,7962).
O numero de cursos de antibidticos para o tratamento de
episédios agudos de bronquite: O numero de pacientes tratados com

antibiéticos para episédios agudos de bronquite foi semelhante entre os

grupos HI-1640V e placebo (11 wversus 13, respectivamente). Nestes

- mesmos- pacientes; havia menos cursos de antibiéticos prescritos no

grupo HI-1640V (19 cursos contra 48 para o placebo); esta diferencga foi
significativa, p=0,031. (Este calculo foi baseado em wuma revisao

retrospectiva clinica dos antibiéticos: prescritos para episédios agudos

de bronquite). Além disso, houve mais pacientes com mais cursos de

antibioticos no grupo placebo (5 pacientes com trés cursos e 6 com > 4

cursos) do que no grupo ativo (1 paciente com 3 cursos € 1 com> 4
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cursos). Houve > 75% de redugdo no numero total de dias de
tratamento com antibi6tico para os episodios agudos de brbnquite, de

um total de 543 dias no grupo placebo e 136 no HI-1640V grupo

- (p=0,013). O numero médio de dias de antibiético administrado por

paciente foi de 41,77 dias (intervalo de 5-117 dias) no grupo placebo e
12,36 dias (variagdo 1-41 dias) no grupo HI-1640V.

1.18.10 VARIAVEIS DE EFICACIA SECUNDARIA

Medida dos marcadores imunolégicos de protecdo da

mucosa substitutos (anticorpos _especificos HiNT no soro): O anticorpo

para o antigeno HiNT foi detectado no inicio e final do estudo exemplo.

Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos placebo ¢

ativo para ambos os niveis médios ou o grau de variacéo (determinada

de individuos que fumavam, mas a maioria dos quais nao tinha

conhemmento da doenga de v1as aereas reﬂetmdo diferentes_niveis de.

colonlzagao 1ntrabronqu1a1 Nos doentes com DPOC moderada a grave
(estudo HI-H002), houve uma diferenca pequena mas s1gn1f1cat1va na
mudanca de anticorpos IgG anti HiNT (0,15 Logio, p = 0,004), com uma
tendéncia de um sentido similar de uma mudang¢a para IgA anticorpo
anti HINT (0,09 de um Logio, p=0,08). Este efeito significativo do
tratamento nao foi observado em pessoas com uma FEVi de> 50% do

previsto. O mecanismo ndo é claro. Monitorizagdo mais frequente da

_ . .resposta- de anticorpos para o tratamento pode proporcionar uma

25

imagem mais clara do mecanismo de mudanga..

A presenca de H. influenzae, M. catarrhalis, S. pneumoniae e

Pseudomonas spp no escarro: Os resultades-da bacteriologia ‘do escarro

da presente agdo mostraram isolacdo consistente de menos patogenos

nao-HiNT (Moraxella catarrhalis, Streptococcus
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pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa) em pacientes sob terapia HiNT
-oral. Por exemplo, o numero total de amostras de cultura positiva no
grupo HI-1640V foi de 34 e 66 no grupo placebo das quais o H.
influenzae foi isolado 17 e 22 vezes, respéctivaménte; A carga do ‘outro
patogeno’ foi 17 isolados no grupo ativo € 44 no grupo placebo, estes
patégenos colonizadores sendo predominantemente Moraxella e
Pseudomonas. Quatro pacientes do grupo HI-1640V e 8 no grupo do
placebo tiveram mais de uma bactéria isolada durante o estudo. Estes
resultados sao consi'stentes_éom os dados qualitativos nos estudos
antecedentes do Broncostat (TM). A redu(;éo geral no isolamento do
patogeno observada apéds tratamento HI-1640V ¢ interpretada de modo

a refletir a natureza nao-especifica do mecanismo efetor final (ou seja,

__fagocitose) ou.a.uma maior utilizacdo deantibioticos no grupo placebo.

Gravidade dos episddios de bronquite aguda: N&o foram

determinados parametros especificados no protocolo_para-medir a-

q'zgf;aticzf—aae- dos episodios de bronquite aguda. Entretanto, o uso de

corticosteréides sistémicos e outros medicamentos concomitantes para
a gestao desses episddios e também a internacao de pacientes por
eventos respiratérios representam medidas de severidade. Verificou-se
que os pacientes no grupd HI-1640V receberam menos tratamentos
com corticosterdides durante episédios de bronquite aguda (4 no grupo
HI-1640V e 11 no grupo placebo). Houve também uma diferenca
_acentuada no-ntumero de dias de tratamento com e:stermdés éiéféfﬁicos,
embora esta nao tenha sido estatisticamente significativa (grupo HI-
1640V: 61 dias (média de 15,25 dias), grupo placebo: 289 dias (média
de 26,27 dias), p=0,259). Além disso, a  hospitalizacdo para
gerenciamento -de eventos adversos respiratérios foi ;crés vezes maic_)r no
grupo placebo (n=7, 10 internagdes) do que no grupo HI-1640V (n=l,

uma internacao), o que foi estatisticamente significativo (p=0,0362).
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1.19 RESULTADOS DE SSEGURANCA

Eventos adversos: A proporcao total de pacientes com um

EA em qualquer classe de 6rgdo do sistema primario foi semelhante (18
(100%). no grupo HI-1640V vs 19 (95%) no grupo placebo); A maiorié
dos eventos adversos relatados foi leve ou moderado, e nao foi
considerado como relacionado ao tratamento em estudo; houve um
paciente no grupo HI-1640V (paciente 03 que teve um episodio de
gastroehterite moderada) e 02 no grupo placebo (pacientes 14, que teve
erupgéo moderada e afrontamento imediatamente apds. a visita 1 e
aconselhado a nao mais tomar a medicacédo do estudo, € 27 pacientes
que apresentaram nausea leve) com os eventos que foram descritos '

como sendo possivelmente relacionados ao tratamento em estudo.

Nenhum evento foi considerado..definitivamente--relacionado com o

tratamento em estudo.

morreu. como resultado de .

Um paciente do grupo placebo

- umd éxacérbacao infecciosa de limitagdo cronica das vias aéreas por

Pseudomonas cerca de dois meses apds o inicio do estudo. O paciente
tinha completado dois cursos da medicacdo em estudo, e tinha sido
retirado do estudo, em 25 de maio de 2006; ele morreu no dia 06 de

Julho de 2006. O evento nio foi considerado relacionado ao tratamento

~em estudo. Um total de onze pacientes (3 pacientes (16,7%) no grupo

HI-1640V e 8 (40,0%) no grupo do placebo) relataram eventos adversos

~ graves (ndo estatisticamente significativo, p=0,160), mas nenhum deles

relacionado com o tratamento. Estes onze pacientes (3 no grupo HI-
1640V contra 8 no grupo do placebo) fora-m hospitalizados um total de
15 vezes (3 eventos levando a internacéo no.grupo HI-1640V versusv12.
no grupo placebo, p=0,0472). Trés vezes mais pacientes ‘forarri
hbépitalizados para a gestdo de um evento respiratério no grupo placebo

(n = 7, 10 internagdes) do que no grupo HI-1640V (n = 1, uma
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internagdo), o que foi estatisticamente significativo (p=0,0362). O
numero de pacientes internados por eventos néo respiratorios foi o
mesmo em ambos os grupos (2 pacientes). Este estudo do exemplo
avaliou -os efeitos do HI-1640V ve’rsus‘p‘lacebo'como tratamentov addon
em 18 e 20 pacientes, respectivamente, com doen(;‘a pulmonar
moderada a grave (demonstrada por um FEV1 de cerca de 1,0 litros/seg
e <50% do valor previsto) que tiveram pelo menos dois episodios de
bronquite aguda por ano nos ultimos 2 anos. O beneficio do tratamento
com HI-1640V foi observado nos parametros primarios, embora, dada a
pequena dimensao dos grupbs de tratamento, nem todas as analises
atingiram significincia estatistica. O maior numero de pacientes com

doencas cardiacas no grupo do placebo é provavel que tenha afetado

negativamente a resposta .a-infeccio- ‘A= coerércia”do beneficio foi

evidente nos critérios de eficacia primarios. Houve uma redugao do

risco de 16% no numero de episoédios de bronquite aguda no grupo HI-

1640V & "em torno é?r—ec;u_g:éo de 35% na duracdo meédia destes
episodios (p=0,0141) em comparagdo com o placebo. O efeito do HI-
1640V ficou evidente, nos primeiros tré€s meses ‘de tratamento, e
mantido ao longo do estudo. Além disso, houve uma reducao de 60%
nos cursos de antibiéticos utilizados para tratar os episodios de

bronquite e uma reducao de 75% do total de dias de antibiograma. Onze

pacientes do grupo placebo e quatro no grupo HI-1640V receberam

_corticoides sistemiecos-- (via~ oral “ou’ intravenosa) corticoides para

controlar os episédios agudos de bronquite. Estes resultados foram
ainda apoiados por uma reducgdo na hospitalizacdo por eventos
respiratorios; houve uma redugdo de 80% no numero dé pacientes
internados naqueles tomando o HI-1640V em comparég:éo Icom o}
placebo (7 vs 1) e uma redugao de 90% no numero das internagoes (10

vs 1). A taxa de internacao por outros motivos foi a mesma entre os dois
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grupos. Essencialmente, o HI-1640V demonstrou um 'perfil de
seguranca aceitavel. Ndo havia um padréo especifico de eventos
adversos no grupo HI-1640V e nenhum problema evidente nos sinais
vitais ou dados laboratoriais. ” | -

Os dados da bacteriologia mostram que houve uma maior
colonizagdo bacteriana do H. influenzae e também outros agentes
patogénicos no grupo placebo. Isso é interpretado como estando
relacionado a eficacia do HI-1640V e ainda devido ou apesar do maior
uso de antibi6ticos no grupo placebo. Houve um ligeiro aufnento da IgG
especifica HiNT e dos niveis de IgA.

Os dados_resultahtes-representados nas figuras 11 e 12

demonstram o sucesso da resposta imune especifica do antigeno e a

____estimulagao.do. sistema-imune-no=especifica pelo HI-1640V. A T«‘Eu?a B

11 mostra os resultados de todos os pacientes (excluindo a

contaminacdo do escarro) em relagdo ao numero de_infec¢oes vividas- -

20

25

por=u;_§rup6 de controle em comparag¢do com o grupo de pacientes que
tinham tomado o curso recomendado ou sugerido de HI-1640V. Estes
resultados demonstraram que houve uma queda significativa nas taxas
de infeccdo ndo s6 com a H. influenzae, mas também em relagdo a
- outros organismos conhecidovs que infectam as vias aéreas (incluindo,
mas nao limitados a: M catarrhalis, S. pneumoniae, espécies de

Streptococcus, P. aeruginosa, Pseudomonas, S. aureus € / ou espécies de

— Mycobacterium) e camadas da mucosa dos pac;éntesEstes 7resultados
particularmente destacam o facto de que o HI-1640V esta gerando uma
resposta imune tanto especifica como nao-especifica em pacientes
imunizados. -

Igualmente importante, os resultados das ﬁgui'as_li e 12

mostram que as respostas imunes especificas € nao especificas sao

aproximadamente iguais ou equilibradas. Em particular, a resposta
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especifica contra Hi limita ou impede o montante aproximadamente
igual de infecgdes causadas por infecgdes baéterianas secundarias (téu's
como por M. catarrhalis, S. pneumoniae, P. aeruginosa, Pseudombnas
e/ou Klebsiella pneumoniae). Observe qﬁe, para efeitos da presenie
especificacdo "aproximadamente igual" é definido como sendo dentro de
um intervalo de 0—5 vezes. Por favor, note que os resultados também
demonstram que, para uma resposta imune nao especifica ocorrer, o

paciente nao é obrigado a ser infectado de forma aguda ou previamente

exposto ao antigeno - bacteriano primario, que nesta agao € o HiNT..

Portanto, a vacina oral descrita nesta acao pode ser eficaz para proteger
ou limitar o risco de infecgdo em pacientes nao expostos ao HiNT ou Hi
para que a vacina oral demonétre ser bem sucedido.

v e .. —.O._sucesso dos-resultados-é- ainda-mais- destacado quando
os resultados sao estreitados para investigar de um subgrupo de

pac1entes que sofrem de doengas graves das v1as aereas como a DPOC.

Os resultados deste subgrupo sdo descritos na figura 12 e mostram
ainda .maiores quedas nas taxas de infec¢do em relacdo a esses
pacientes. Novamente, o HI-1640V tem demonstrado eficacia na sua

utilizagdo tanto para a geracao de respostas imunes especificas para Hi

como respostas imunes ndo especificas para outros organismos

bacterianos e dessa forma reduzindo as taxas globais de infeccao. Por

favor, note que as respostas imunes néo especificas podem prevenir ou

- limitar a outras ‘infec¢bes bacteriatias da camada mucosa e das vias

respiratérias e cair dentro do escopo desta especificacao. Na Figura 13,
as diferencas entre o Broncostat (TM) (como descrito na publicagao
internacional PCT WO 86/05691) e o HI-1640V sao facilmente visiveis.
Esta tabela -representa o aumento do indice de estimulagcdo na
pfoliferag:é.o das células T no sangue apdés a administracdo das

respectivas vacinas. Mesmo depois da 62* semana, o HI-1640V
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permanece estimulando a proliferacao de células T, enquanto o
Broncostat (TM) nao consegue fazer isso de maneira estatisticamente

significativa. Os dados desta tabela demonstram a estimulagao do

. sistema imune n&o-especifico por uma vacina do presente pedido.

2o

EXEMPLO 6: CARACTERISTICAS FisicAs DA LINHAGEN HI-164

1.20 — MATERIAIS E METODOS

1.20.1 - PREPARACAO DE EXTRATOS BACTERIANOS INTEGRAIS

METODO I — BACTERIAS CULTIVADAS EM PLACAS DE AGAR CHOCOLATE

Uma placa de agar chocolate foi inoculada com uma unica
colénia de HiINT-164 'ou oufra de Haemophilus influenzae isolada. A
placa foi incubada durante a noite a 37°C + 5% de COa2. Isto resultou
em forte crescimento. As be‘l_ctérias‘ eram removidas da superficie da
placa com um loop estéril de 10 pl.e imersos em 0,5 mL-de.reagentes -

CelLytic B Cell Lise em um tubo de microcentrifuga. (As bactérias foram

desalojados pela fric¢ao do loop entre dois dedos para rodar ele, imerso

““em Tampao de lise). O tubo foi deixado em repouso por 5 minutos para

permitir que a lise completa das bactérias. O tubo foi entdo centrifugado
a 11,500 g por S5 minutos para sedimentar os ‘restos celulares
insoltuiveis. O sobrenadante foi cuidadosamen_te removido para um tubo
de microcentrifuga estéril e'armazenado a.-70°C até serem necessarias.
A concentragao de proteina da amost ra foi determinada através da

realizacdo de um Ensaio de estimativa de proteina utilizando o kit

_Pierce BCA para o-ensaio-da proteina: - - — e o=

METODO II - CULTIVO DE BACTERIAS EM AGAR TRIPTONA DE SOJA +

SUPLEMENTO HTM

A base do caldo de triptona de soja e suplemento HTM foi
obtida a partir de Oxoid. - = : o
Para preparar o caldo de triptona de soja com o suplemento

HTM, 12,5 gramas de p6é6 de TSB foram pesados e colocados em frasco
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Schott de 1L. Em seguida, 2,5 g de extrato de levedura foram pesados e
adicionados a garrafa. Agua destilada (0,5 L) foi adicionada e a garrafa
agitada para dissolver os materiais. O meio foi entdo autoclavado por 15
minutos. O meio foi deixado para resfriar durante a noite 4 temperatura
ambiente. No segundo dia, utilizando técnica estéril, 2 mls de agua
destilada estéril foi adicionada ao frasco de suplemento HTM usando
uma seringa de 3 ml e agulha 19G. Esta foi agitada para dissolver os
selidos e colocada em temperatura ambiente por 30 minutos. O
conteudo do vial foi adicionado ao frasco do meio utilizando uma
éeringa e agulhas estéreis. O conteuido do frasco Schott foi misturado e
etiquetado com os dados. O rneio foi armazenado a 2-8°C por até 1 meés.

Uma placa de agar chocolate foi inoculada com uma tuUinica colénia de

HI-164 ¢ 1ncubada durante a norte a 37°C +.5%_COa. (Isto-resultow-em = ~

i forte cresmmento) No terceiro dia 100 mls do preparado TSB + meio

HTM foi adicionado a um Erlenmeyer de 250 mL e preé- aquec1do a. 37°C

.agitado em- incubadota” A préparacao de H1N’f‘ T64 vivo a 1 x 1010 foi

preparada por coleta das bactérias da placa em PBS, "a medindo a
densidade o6ptica, comparando com uma parcela 'prev‘iar'nen'te
preparadas de densidade oOptica versus concentragao de bactérias e do
ajustamento das concentragdes, conforme necessérie. O caldo foi
inoculado com 1 x 1019 do HiNT-164 vivo (1 mL de 1019/mlL) para dar
uma concentragao inicial de 1 x 108/mL e misturados por agitagdo. A
suspensao bacteriana foi incubada a 37°C em incubadora com agitacao
por 11 horas durante a noite. Até este ponto as bactérias estavam em

uma fase de crescimento 6timo e expressando proteinas de interesse.

Para determinar isso uma leitura em 595nm OD da suspensdo foi -

determinada a cada meia hora. Quando o OD se tornou estavel, a curva =~

de crescimento atingiu a fase estacionaria. 100 pL da suspensdo foi

pipetado dentro de uma placa “multiwell” de 96 pogos de microtitulacéao
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e lido em comprimento de onda de 595 nm. A densidade Optica foi
solicitada a estar entre 0,5-1,0. Se a suspenséao foi superior a 1,0, foi

ajustado adicionando caldo estéril extra ao baldo. Quando ajustada de

1,5 mL da suspensdo bacteriana foi centrifugada a 1A1’,50-O-g por 5

minutos. O sobrenadante foi removido ¢ o sedimento re-suspenso em
0,4 ml de CelLytic B. Esta foi brevemente centrifugadas e misturado por
5-10 minutos para garantir a extragao completa das proteinas soluveis
e foi novamente centrifugado a 11,500 g por 5 minutos para sedimentar
quaisquer restoé -celulares insoluveis. O  sobrenadante foi
cuidadosamente removido para um tubo de microcentﬁfuga estéril e
armazenadas a -70°C até serem necessarias. A concentragdo de
proteiné da amostra foi determinada através da realizagdo de um
Ensaio de estirggtivgsdgégrggeiqa;u.tilizando:-o--kit-;*Pierce=B‘CP'{' ‘para”

ensaio da proteina.

1.20.2 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA UNIDIMENSIONAL , _ _ . . -

'« - =-- === ="Vifite " ficrogramas de proteinas de cada extrato foram

diluidos em 20 uL de agua bidestilada e 10 uL de solugdo SDS-Stop foi

adicionado. As amostras foram colocadas em pogos do gel 12% SDS-

PAGE, juntamente com marcadores de peso molecular (BIORAD). As
amostras foram corridas em 200V até o corante atingir o fundo do gel.
Os géis foram corados com corante Sigma EZBlue.

1.20.3 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA BIDIMENSIONAL

100 ug de.cada.amestra foram precipitadas com acetona e

ressuspendida em tampao de reidratagdo. 3-10 tiras IPG de 7 cm foram

utilizados para a primeira dimensao, com um tempo total de focagem de
5 horas e 18.750 Vhrs. Tiras IPG foram carregadas no topo de 12% de
géis‘SDS-PAGE com espessura i.5mm e selado com agarose. Plugues de
Aéarose de peso molecular também foram adicionados ao topo dos geis.

Géis foram corridos por 10 minutos em 50V e depois 45 minutos a

8 .
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- 200V. Géis foram corados com Coomassie Blue e descorados por 24

horas. Géis foram digitalizados e os pontos detectados.
1.20.4 Analise de proteiﬁas por MALDI

A banda da proteina ou spots foram retiradas do gel SDS-
PAGE e colocados em tubos de 1,5 ml. As bandas foram descorados
com 3 alteragées de 50% methanol/50 mM de bicarbonato de amonio €
secos ao ar durante a noite. Bandas foram reidratadoas usando 200-
400 ng de Tripsina dissolvida em 20 mM bicarbonato de amoénio. Apos
10 minutos, mais 5 -10 uL de 20 mM de bicarbonato de vam(‘)nio foram
adicionados em cada banda, se necessario. Bandas foram incubadas a
37°C por 3 horas. Bandas foram maceradas e 1 ul das amostras foram

removidas. As amostras foram entdo misturadas na proporc¢édo 1:1 com

As amostras foram analisadas por um Amersham Ettan

MALDI-TOF para gerar uma 1magem ﬁngerprint” da _massa_ de. -

peptldeos Correspondentes foram procurados por meio de banco de
dados "nr' como parte da analise. Todas as amostras que nao'
apresentaram bons correspondentes foram, entéo,- pesquisadas
utilizando o banco de dados "Swiss-Prot".

1.21 RESULTADOS

1.21.1 GEIs UNIDIMENSIONAIS

Extratos de HI-164 e HI-166 foram corridos em um gel

_unidimensional. A imagem-do-gel é indicada no painel d_a—lﬁgura 11. A

identidade das bandas é mostrada no painel direito da figura 11.
Proteina 2 de membrana externa aparece como duas bandas no gel
HIiNT-164 € como uma banda no gel HiNT-166. Isso indica diferencgas
nesta proteina nos dois isolados de bactérias e podem ser resportiséveis'
péla diferenca na capacidade de protecdao dos isolados. Duas proteinas

nao-identificadas HiNT-164 (MW 27 e 35) ndo estavam presentes em
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HiNT-166 e estas proteinas também podem contribuir para a protegao
superior provida pelo HI-164. |
Géis unidimensionais foram corridos em placa de
crescimento para HI-164 e outros isolados de baétérias; ‘cc»).n'former
5 mostrado na figura 12. Géis também foram corridos a partir do caldo de
crescimento para HiNT-164. O gel pédréc; para HiNT-164 é constante,
independentemente de placa de crescimento ou caldo de crescimento €
é diferente ao de outras linhagens de Haemophilus influenzae isolados.
O padrao mais semelhante ao HiNT-164 é o HiNT-167 isolado.

10 1.21.2 GEis BBIDIMENSIONALS

Géis bidimensionais foram preparados a partir de extratos

de isolados bacterianos cultivados em placas. Os géis bidiresionados

sao mostr;atio_s a _seguir nas figuras..13A-13D- ©O-gel- bidimens§ionado

zgre_s;nta uma diferenca na proteina P2 de membrana externa entre HI-

15 164 (Figura 13A) e HI-166, pois ha dois pontos presentes no. gel HI-164.

- ="- = 0O-gel b1d1mens1ona_l-d_a—psré;)é—ragao da protema HI-164 da membrana

externa (ou seja, proteinas extraidas da membrana externa) (Figura -

13C) mostra que as - proteinas desta preparagéo. foram
predominantemente PME2 e PME26.

20 1.21.3 A ANALISE DA PROTEINA POR MALDL

A identidade das bandas sequenciadas a partir de géis
unidimensionais é mostrada no painel da figura 11. As identidades de
~_pontos_determinados,. sequenciados a partir dos géis “bidimensionaveis

sdo apresentados nas Tabelas 11A 11D, abaixo.

25 TABELA 11A: IDENTIDADE DOS PONTOS/ CORRIDAS EM GEL BIDIMENSIONAL DE

PREPARADOS CELULARES INTEGRAIS DE HI-164

Amostras » ‘ ID MW | pl

Fator de elongacao de translacgao
Corrida 39 77 5
(GTpases)
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Proteina P2 de membrana externa

Corrida 54 Chaperonas molecular 68,2 4.8
5’ nucleotidase/ 2’3’ fosfodiesterase
Corrida 61 - 59,9 6,1
ciclica e estearases relacionadas
, Sistema de transporte de oligopeptideos
Corrida 69 60,9 | 6,2
dos tipos ABC, componente periplasmico
Corrida 77 Fosfoenolpiruvato carboxycinase (ATP) 59 5,4
Corrida 75 Fosfoenolpiruvato carboxycinase (ATP) 59 5,4
Corrida 95 Triptofanase 53 6,2
Proteases séricas do tipo tripsina,
Corrida 107 tipicamente periplasmico, contehdo 49,1 7,7
dominio PDZ C-terminal
Corrida 127 Nenhum
'Enzimas do.tipo-transglutaminase, i .
---Corrida-¥33 """ "7 41,1 | 6,5
proteases cisteina putativa
Cadeia A, Forma Apo da proteina férrico. - - - -~ {-=="°
Corrida 142 | . c-ww-===eTmT0 00 T 33,7 7,9
fmm oo - ligante a Haemophilus influenzae
Cadeia A, complexo Sulfhidralase O- '
Corrida 159 : 33,2 6,2
acetilserina
Corrida 162
Corrida 184 Anidrase carbénica 28,7 | 6,6
Corrida 186 fosforibosiltransferase 28.9 11
Corrida 188
Corrida 254 ~NemhGm
Corrida 206 Dismytase superéoxido (Mn) 24 6,2
Corrida 212 Nenhum
Corrida 216 Fator re-ciclico de ribossomo 120,75 | 6,8
Corrida 249 Fator de desencadeamento 48 5
Corrida 252 38 |9,20
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Corrida 256

Proteina periplasmica D-galactose ligante

33

5,3

Corrida 259

Proteina P2 de membrana externa

38

9,1

Corrida 261

Nenhum

(1) pl nao corresponde com a posigﬁéo do

gel 2D (bidimendional)

TABELA 11B: IDENTIDADE DOS PONTOS/CORRIDAS EM GEL BIDIMENSIONAL DE

PREPARADOS OMP DE HI-164 A

Amostras ID MW | pl
Corrida 126 Proteina P2 de membrana externa 38 (9,1
Sistema de transpbrte de Zn2* do tipo
Corrida 137 | ABC, componente periplasmico de adesao 37,116,3
superficial |
Isomerase. 1 cis-trans peptidil-prolil' do” i N
|. Corrida-160="" """~ ‘ 26 | 6,8
: tipo FKBP
Corrida 168 Proteina P26 de membrana externa, ...} -20--)- e A
Cotrida1sa- | T

TABELA 11C: IDENTIDADE DOS PONTOS/ CORRIDAS EM GEL BIDIMENSIONAL DE

PREPARADOS DE CELULAS INTEGRAIS DE HI-164

Amostras ID MW pl
Fator de elongacao de translacao
Corrida 28 77 S
(GTpases)
Corrida 38 Chaperona molecular 68,2 |4,8}
| . Proteina (oppA) ligante ao 'p'ei:iiorla»s_mico,
"~ "Corrida 43 60,45 | 6
transportador ABC de oligopeptideos
. Proteina P2 de membrana principal
Corrida 98 39,99 19,2
-externa
: Sistema de transporte de Zn2?* do tipo _
Corrida 102 37,8 | 6,4
ABC, componente periplasmico de adesao
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superficial

Sistema de transporte de agucar do tipo

Corrida 212

Corrida 107 35,5 | 5,6
ABC, componente periplasmico
Sistema de transporte C4-dicarboxilato
Corrida 133 36,4 | 6,9
do tipo ABC
Sistema de transdugéo transporte/sinal
Corrida 140 de aminoacidos do tipo ABC, 26 |8,8
dominio/componente periplasmico .
Corrida 164 Proteina P26 de membrana externa 20,84 7,8
Corrida 199 Enolase 46,2 '5_
(Fator de desencadeamento) isomerase _
Corrida 205 ‘ 48,3 | 4,9
cis-trans peptidil-prolil do tipo FKBP :
Fator de elongagéo-e translacdo T’s ™~ 30,18 5, 1

TABELA 11D: IDENTIDADE DOS PONTOS/ CORRIDAS EM GEL BIDIMENSIONAL

DE PREPARADOS DE CELULAS I

NTEGRAIS DE HI-167 _ .. ..----"-

.} --Amostras" - 1" ID MW | pl
Corrida 14 Nenhum
Fator de elongacao de translagao
Corrida 32 ' ' 77 S
(GTpases)
Corrida 47 Nenhum
Corrida 56 Chaperona molecular 68,2 | 4,8
(Fator de desencadeamento) isomerase N
Corrida 85 L .. -~ 148,3 4,9
.. . cis-trans peptidil-prolil do tipo FKBP
Fator de elongacédo de translacgao
Corrida 86 43,36 | 5,2
(GTpases)
Corrida 106 Sintese de cisteina 33,4. 16,5
: Componente de transporte de fosfato do
Corrida 117 36,65 | 9,2
tipo ABC periplasmico
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Corrida 156 Enolase 46,2 S
Corrida 190 Nenhum
Corrida 191 Nenhum
Corrida 192 ~ Fator de elongagéo T’s 30 |5,1

Embora varias realizacdes especificas foram descritas e

ilustradas, varias mudancas podem ser feitas sem se afastar do espirito

e alcance do presente pedido.
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REIVINDICACOES

1. VACINA monobacteriana para o tratamento de uma

doenca de vias aéreas, caracterizada pelo fato de que

compreende uma quantidade efetiva de um Unico isolado
bacteriano morto, ou uma fracao da membrana celular externa
do isolado bacteriano, o isolado bacteriano sendo o isolado
de Haemophilus influenzae ndo-tipavel NTHi-164, como
depositado no National Measurement Institute (“NMI”) sob o
numero V08/021002, em que a vacina estd em uma unidade de
dose para administracao oral, compreendendo um nucleo
contendo o isolado bacteriano morto ou a dita fracao da
membrana celular externa e um revestimento entérico em torno
do nucleo.

2. VACINA, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizada pelo fato de compreender o dito isolado NTHi-

164 morto.
3. VACINA, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizada pelo fato de compreender a dita fracao da

membrana celular externa do isolado NTHi-164.

4. Vacina, de acordo com qualgquer uma das

reivindicagbes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que a vacina

é célula inteira NTHi-164 morta por formalina.

5. VACINA, de acordo com dgualquer uma das

reivindicagdes 1 a 4, caracterizada pelo fato de compreender

a forma de <cépsula, comprimido ou granulos revestidos

entericamente.

6. VACINA, de acordo com dgualquer uma das

reivindicagdes 1 a 5, caracterizada pelo fato de ainda

compreender um revestimento subentérico entre o dito nucleo e
o dito revestimento entérico.
7. VACINA, de acordo com dqualguer uma das

reivindicagbes 1 a 6, caracterizada pelo fato de ainda

compreender um revestimento em filme como sua camada mais

externa.
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8. VACINA, de acordo com qualquer uma das

reivindicacgdes 1 a 7, caracterizada pelo fato do dito nucleo

compreender lactose.

9. VACINA, de acordo com dgualquer uma das

5 reivindicagdes 1 a 7, caracterizada pelo fato do dito nucleo

compreender celulose ou um derivado de celulose.
10. VACINA, de acordo com a reivindicacao 9,

caracterizada pelo fato da dita celulose ou derivado de

celulose ser croscarmelose sddica.
10 11. VACINA, de acordo com a dqualquer uma das

reivindicacgdes 1 a 7, caracterizada pelo fato do dito nucleo

compreender uma carga.
12. VACINA, de acordo com a reivindicacao 11,

caracterizada pelo fato da dita carga ser estearato de

15 magnésio.

13. VACINA, de acordo com qgualgquer uma das

reivindicagdes 1 a 7, caracterizada pelo fato do peso do dito

nicleo ser 400 mg a 500 mg.
14. VACINA, de acordo com qualquer uma das

20 reivindicagdes 1 a 7, caracterizada pelo fato do 4isolado

NTHi-164 morto ou dita fracao de membrana constituir 7,5 % a
15% do peso do dito nucleo.
15. VACINA, de acordo com a reivindicacao 14,

caracterizada pelo fato do isolado NTHi-164 morto ou fracao

25 de membrana constituir aproximadamente 10% do dito nucleo.
l16. VACINA, de acordo com a reivindicacao 7,

caracterizada pelo fato do filme de revestimento ser &gua

purificada.
17. VACINA, de acordo com qualquer uma das

30 reivindicagdes 1 a 16, caracterizada pelo fato de que a forma

de dose unitdria compreende cerca de 108 a cerca de 1013 de
unidades formadoras de coldnias do dito isolado NTHi-164

morto ou a dita fracdo de membrana externa de cerca de 108 a
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cerca de 10!3 de wunidades formadoras de coldnias do dito
isolado NTHi-164 morto.
18. VACINA, de acordo com qualguer uma das

reivindicagbes 1 a 17, caracterizada pelo fato da dita doenca

5 de vias aéreas ser doenca pulmonar crdnica obstrutiva ou

doenca de vias aéreas associada a fibrose cistica.

19. VACINA, de acordo com a reivindicacao 18,

caracterizada pelo fato da dita doenca pulmonar obstrutiva

crbnica ser bronquite crédnica.
10 20. VACINA, de acordo com a reivindicacao 18,

caracterizada pelo fato da dita doenca pulmonar obstrutiva

crénica ser enfisema.
21. VACINA, de acordo com gqualquer umas das

reivindicagdes 1 a 17, caracterizada pelo fato da doenca de

15 vias aéreas ser asma.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3A
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FIGURA 4
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FIGURA 5A
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FIGURA 5C
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: . FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8

Média de H. influenza no grupo placebo
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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FIGURA 11
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FIGURA 12
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FIGURA 13A
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FIGURA 13B
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FIGURA 13C
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FIGURA 13D
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