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(57) Resumo: REDUGCAO DE INTERFERENCIA ENTRE
ADJUVANTES CONTENDO OLEO E ANTIGENOS CONTENDO
TENSOATIVOS. A inclusdo de adjuvantes graxos em composi¢des de
vacina pode causar dificuldades com certos componentes antigénicos,
particularmente com antigenos que incluem um componente
tensoativo. Um método para a preparagdo de uma composi¢ao
imunogénica que compreende um antigeno e um adjuvante graxo
envolve a purificagdo do antigeno substancialmente na auséncia de
tensoativo. Quando tensoativos ndo podem ser evitados, os seguintes
s@o combinados: (i) um componente antigeno que inclui um tensoativo
e (ii)) um componente adjuvante graxo, para gerar uma composi¢do em
que a proporgédo de peso entre o referido adjuvante graxo e o referido
tensoativo € menor que 1.000:1.
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REDUGAO DE INTERFERENCIA ENTRE ADJUVANTES CONTENDO OLEO E
ANTIGENOS CONTENDO TENSOATIVOS

Todos os documentos aqui citados sdo aqui incorporados
em sua totalidade por referéncia.
Campo técnico

Esta invengdo estd no campo de fabricag¢do de vacinas
com adjuvantes. Em particular, ela diz respeito ao uso de
adjuvantes graxos durante a fabricacdo de vacinas baseadas
em antigenos que contém tensoativos.
Técnica de fundamento

O uso de adjuvantes para melhorar as respostas imunes
contra antigenos de vacina é bem conhecido (por exemplo,
veja, as referéncias 1 e 2). Por vVarios anos os TUnicos
adjuvantes aprovados para uso humano eram sais de aluminio,
mas vacinas contendo o adjuvante MF59 e o adjuvante RC-529
foram aprovadas em varios paises, que incluem It&lia (no
produto FLUAD™ de Chiron) e Argentina (no produto
SUPERVAX™ de Berna Biotech). Adjuvantes adicionais em

Gltimo estdgio de uso experimental humano incluem misturas

. de colesterol e saponinas, ISCOMs, MPLTM, ASO4, virossomos,

SBA4 etc.

Uma caracteristica comum de algumas alternativas aos
sais de aluminio é a presenca de um componente graxo. Por
exemplo, o adjuvante MF59 inclui esqualeno (um &leo), e
MPLTM contém uma forma desacilada de monofosforil lipideo A
que tem miltiplas cadeias de A&cidos graxos anexadas a uma
estrutura de di-glicosamina.

A invengdo visa evitar a interferéncia que pode
ocorrer entre esses adjuvantes graxos e antigenos que

incluem um componente tensoativo.
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Sumario da invengao

O inventor <constatou que adjuvantes graxos em
composi¢des de vacina podem ser incompativeis com antigenos
que incluem um componente tensoativo. Em varias situagodes,
no entanto, permanece desejavel combinar um adjuvante graxo
e uma mistura antigeno/tensoativo, e & um objetivo da
invencdo fornecer vias de evitar as dificuldades que podem
surgir ao fazé-lo. E também um objetivo fornecer processos
para combinar adjuvantes e antigenos, em que a
incompatibilidade é evitada.

Para evitar esses problemas de incompatibilidade
quando do uso de antigenos que sdo tipicamente purificados
pelo uso de tensoativos, um primeiro aspecto da invengao
fornece um processo para a preparagdo de uma composigao
imunogénica, em que: (a) a composigdo compreende um
antigeno e um adjuvante graxo; e (b) o antigeno &
purificado substancialmente na auséncia de tensoativo. Ao
purificar o antigeno por uma via alternativa que evita o
uso de tensoativo, qualquer incompatibilidade com
adjuvantes graxos pode ser superada.

Por razdes clinicas, histdricas ou reguladoras, no
entanto, pode ndo ser possivel purificar um antigeno sem o
uso de tensoativos, ou remover totalmente tensoativos das
vacinas. Nessa situac¢do, a invenc¢do evita interferéncia por
reducdo da proporgdo de Oleo para o tensoativo na
composicdo. Uma vacina de MF59/HBsAg tipica contém um
grande excesso de Oleo em relagdo ao tensoativo, com uma
proporcdo de Oleo:tensoativo de mais que 4.000:1 (em peso).
A invencdo deseja minimizar a quantidade de adjuvante graxo

na composigdo e, em um segundo aspecto, a invengdao usa no
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maximo um excesso de peso de Oleo de 1.000 vezes. Portanto,
a invengao fornece um processo para a preparagdo de uma
composigdo imunogénica, gque compreende as etapas de
combinagdo de (i) um componente antigeno que inclui um
tensoativo e (ii) um componente adjuvante graxo, para gerar
uma composigdo em que a proporgdo de peso do adjuvante
graxo para o tensoativo é menor que 1.000:1. De modo

similar, a inveng¢do fornece uma composig¢do imunogénica, em

que: (a) a composigdo compreende um componente antigeno e
um componente adjuvante graxo; (b) o componente antigeno
inclui um tensoativo; e (c) a proporgdo de peso do

adjuvante graxo para o tensoativo & menor que 1.000:1.
O adjuvante graxo

O primeiro e segundo aspectos da invengdo utilizam um
adjuvante graxo, ou seja, um componente adjuvante que
inclui uma molécula graxa. Adjuvantes graxos tipicos
compreendem um Oleo metabolizavel, um acido graxo e/ou uma
molécula que compreende uma porg¢do de &cido graxo.

Dois adjuvantes graxos preferidos sdao os adjuvantes
conhecidos como “MF59” e “MPL”. “MF59” & um adjuvante graxo
porque ele contém esqualeno, que é um 6leo metabolizivel.
“MPL” € um adjuvante graxo porque ele contém um
dissacarideo substituido com maltiplas cadeias de acido
graxo. Bem como MF59, outros adjuvantes de emulsdo 6leo em
dgua também podem ser usados.

Portanto, composigdes preferidas da invengdo incluem:
(a) uma emulsdo 6leo em agua, como uma emulsdo 6leo em agua
submicrométrica que compreende esqualeno e monooleato de
polioxietileno sorbitano (e, opcionalmente, trioleato de

sorbitano); e/ou (b) um monofosforil 1lipideo A 3-0-
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desacilado. Monooleato de polioxietileno sorbitano & também
conhecido como polisorbato 80.

Em adig¢do a “MF59” e "“MPL”, outros adjuvantes graxos
que podem ser usados com a inveng¢do incluem, mas ndo sdo
limitados a: derivados de fosfato de glicosaminideo; N-
acil-pseudodipeptideos; o adjuvante soltvel derivado do
lipideo A de Escherichia coli conhecido como “OM-174";
compostos que contém lipideos 1ligados a uma estrutura
aciclica que contém fosfato; e andlogos de lipideo A
sintético aciclico. |

Quando um adjuvante de emulsdo &6leo em agua como MF59
€ usado, ele é tipicamente adicionado a um volume igual de
uma composig¢do agquosa de antigeno, de modo que a emulsdo é
50% em volume da composigao total. Quando um adjuvante 3D-
MPL é usado, uma dose tipica estd entre 25 pg/ml e 200
ng/ml por exemplo na faixa de 50-150 pg/ml, 75-125 pg/ml,
90-110 pg/ml,ou cerca de 100 upg/ml. E comum administrar
entre 25-75 pg de 3D-MPL por dose por exemplo entre 45-55
pg, ou cerca de 50 pg de 3D-MPL por dose. Um adjuvante de
emulsdo como MF59 sera tipicamente fornecido em um
recipiente separado do antigeno, para mistura extemporénea
no momento do uso, ou ele pode ser fornecido ja misturado
com o antigeno. Um adjuvante de 3D-MPL sera tipicamente ja
misturado com o antigeno antes da distribuig¢do ao usuario
final.

MF59

O adjuvante “MF59” & uma emulsdo 6leo em agua formada
a partir de esqualeno, Tween 80 (monooleato  de
polioxietileno  sorbitano) e Span 85 (trioleato de

sorbitano). A emulsdo é microfluidificada para gerar uma
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emulsdo com um tamanho de goticula submicrométrica. A
preparag¢do de MF59 foi originalmente descrita na referéncia
3, e o produto foi fabricado e vendido pela “Chiron
Corporation”. Detalhes adicionais podem ser encontrados no
capitulo 10 da rzref. 2, capitulo 12 da ref. 1 e nas
referéncias 4 a 6. A composigdao de MF59 em volume €& 5%
esqualeno, 0,5% polisorbato 80 e 0,5% Span 85. Em termos de
peso, essas proporgdes se tornam 4,3% de esqualeno, 0,5% de
polisorbato 80 e 0,48% de Span 85. O contetdo de tensoativo
proprio de MF59 ndo é levado em consideragdo quando do
cdlculo da proporgao 6leo:tensoativo no segundo aspecto da
invengdo, uma vez que a proporgdo é baseada no contetdo de
tensoativo do antigeno.

A emulsdo de MF59 inclui vantajosamente 1iIons de
citrato, por exemplo, 10 mM de tampdo de citrato de sdédio.
Outras emulsdes S6leo em &agua

Como uma alternativa ao adjuvante MF59, outras
emulsdes O&leo em 4&agua podem ser usadas. Emulsdes de
adjuvante tipicamente incluem pelo menos um 6leo e pelo
menos um tensocativo, com o 6leo(s) e tensoativo(s) sendo
biodegradaveis (metabolizaveis) e biocompativeis. As
goticulas de 6leo na emulsdo sdo tém geralmente menos que 5
pum de didmetro, tipicamente com um didmetro
submicrométrica. Tamanhos de particula pequena podem ser
atingidos com um microfluidificador para fornecer emulsdes
estaveis. Goticulas com um tamanho menor que 220 nm sdo
preferidas ma vez que elas podem ser submetidas a
esterilizacgdo de filtro.

As emulsdes podem incluir ©&leos como aqueles de um

animal (tal como peixe) ou de fonte vegetal, em vez de
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6leos minerais. Fontes para &leos vegetais incluem nozes,
sementes e grdos. Oleo de amendoim, 6leo de soja, 6leo de
coco e O6leo de oliva, os mais comumente disponiveis,
exemplificam os &6leos de nozes. Oleo de jojoba pode ser
usado, por exemplo, obtido do grido da jojoba. Oleos de
sementes incluem ©&lec de acgafrido, ©6leo de semente de
algodao, ©6leo de semente de girassol, &leo de semente de
gergelim e outros. No grupo de grdos, o O6leo de milho é o
mais facilmente disponivel, mas o 0leo de outros graos
cereais como trigo, aveilas, centeio, arroz, teff, triticale
e outros também podem ser usados. Esteres de &cido graxo de
6-10 carbonos de glicerol e 1,2-propanodiol, embora ndo
ocorram naturalmente em Oleos de semente, podem ser
preparados por hidrdélise, separagcdo e esterificag¢do dos
materiais adequados iniciando a partir dos 6leos de nozes e
sementes. Gorduras e Oleos de leite de mamifero sdo
metabolizaveis e podem, portanto, ser usados na pratica
dessa invengao. Os procedimentos para separagao,
purificagdo, saponificagdo e outros meios necessarios para
obter 6leos puros de fontes animais sdo bem conhecidos na
técnica. A maioria dos peixes contém &leos metabolizaveis
que podem ser facilmente recuperados. Por exemplo, 6leo de
figado de bacalhau, 06leos de figado de tubardo, e 6leo de
baleia como espermacete exemplificam varios dos &leos de
peixe que podem ser usados nessa. Um numero de Oleos de
cadeia ramificada é sintetizado bioquimicamente em unidades
de isopreno de 5-carbonos e sdao geralmente referidos como
terpendides. Oleos de figado de tubardo contém terpendides
ramificados, insaturados conhecidos como esqualeno,

2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno,
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que é particularmente aqui preferido. Esqualano o analogo
saturado ao esqualeno, & também um O6leo preferido. Oleos,
que incluem esqualeno e esqualano, sao facilmente
disponiveis de fontes comerciais ou podem ser obtidos por
métodos conhecidos na técnica. Outros Oleos preferidos sao
os tocoferdis (veja abaixo). Misturas de &6leos podem ser
usadas.

Tensoativos podem ser classificados por seu “HLB”
(equilibrio hidrofilia/lipofilia). Tensoativos preferidos
da inveng¢do tém um HLB de pelo menos 10, preferivelmente
pelo menos 15, e mais preferivelmente pelo menos 16. A
invengdo pode ser usada com tensoativos que incluem, sem
limitagdo: os tensoativos de ésteres de polioxietileno
sorbitano (comumente referidos como c¢mo os Tweens),

especialmente polisorbato 20 e polisorbato 80; copolimeros

de o6xido de etileno (EO), ©6xido de propileno (PO), e/ou
Oxido de butileno (BO), vendidos sob o nome comercial
DOWFAX™, como copolimeros em bloco 1lineares EO/PO;
octoxindis, que podem variar no nimero de grupos de
repetigdo de etoxi(oxi-1,2-etanodiil), com octoxinol-9

(Triton X-100, ou t-octilfenoxipolietoxietanol) sendo de

particular interesse; (octilfenoxi)polietoxietanol (IGEPAL
CA-630/NP-40) ; fosfolipideos como fosfatidilcolina
(lecitina); éteres graxos de polioxietileno derivados de

lauril, cetil, estearil e oleil &lcoois (conhecidos como

tensoativos Brij), como trietilenoglicol monolauril é&ter
(Brij 30); e ésteres de sorbitano (comumente conhecidos
como SPANs), como trioleato de sorbitano (Span 85) e
monolaurato de sorbitano. Tensoativos preferidos para

inclusdo em uma emulsdo s3o Tween 80 (monooleato de
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polioxietileno sorbitano), Span 85 (trioleato de
sorbitano), lecitina e Triton X-100. Misturas de
tensoativos podem ser usadas, por exemplo, misturas de
Tween 80/Span 85, ou misturas de Tween80/Triton-X100.

Adjuvantes de emulsdo ©&leo em agua uteis com a
invencdo incluem, mas ndo sdo limitados a:

- uma emulsdo de esqualeno, tocoferol e Tween 80. A
emulsdo pode incluir solugdo salina tamponada por fosfato.
Ela também pode incluir Span 85 (por exemplo, a 1%) e/ou
lecitina. Essas emulsdes podem ter de 2 a 10% de esqualeno,
de 2 a 10% de tocoferol e de 0,3 a 3% de Tween 80, e a
proporcdo de peso de esqualeno:tocoferol & preferivelmente
<1 uma vez que essa fornece uma emulsdo mais estavel. Uma
tal emulsdo pode ser feita por dissolugdo de Tween 80 em
PBS para gerar uma solugdo a 2%, entdo mistura de 90 ml
dessa solucdo com a mistura de (5g de DL-a-tocoferol e 5
ml de esqualeno), entdo microfluidificagdo da mistura. A
emulsdo resultante pode ter goticulas de 6leo
submicrométricas, por exemplo, com um didmetro médio entre
100 e 250 nm, preferivelmente cerca de 180 nm.

- uma emulsdo de esqualeno, tocoferol, e um detergente
de Triton (por exemplo Triton X-100).

- uma emulsdo de esqualano, polisorbato 80 e poloxamer
401 (“Pluronic™ 1L121”). A emulsdo pode ser formulada em
solucdo salina tamponada por fosfato, pH 7,4. Essa emulsdo
é um veiculo de liberagdo Gtil para dipeptideos de muramil,
e tem sido usado com treonil-MDP no adjuvante “SAF-1" [7]
(0,05-1% Thr-MDP, 5% esqualano, 2,5% Pluronic L121 e 0,2%
polisorbato 80). Ela também pode ser usada sem o Thr-MDP,

como no adjuvante “AF” [8] (5% esqualano, 1,25% Pluronic



10

15

20

25

30

9/60

L121 e 0,2% polisorbato 80) . Microfluidificagao é
preferida.

- uma emulsdo que tem de 0,5-50% de um 6leo, 0,1-10%
de um fosfolipideo, e 0,05-5% de um tensoativo ndo ibnico.
Como descrito na referéncia 9, componentes preferidos de
fosfolipideo sdo fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol,
dcido fosfatidico, esfingomielina e cardiolipina. Tamanho
de goticulas submicrométricas sdo vantajosos.

- uma emulsdo 6leo em agua submicrométrica de um &leo
nao metabolizavel (como 6leo mineral leve) e pelo menos um
tensoativo (como lecitina, Tween 80 ou Span 80). Aditivos
podem ser incluidos, como QuilA saponina, colesterol, um
conjugado saponina-lipofilico (como GPI-0100, descrito na
referéncia 10, produzido por adicdo de amina alifatica a
desacilsaponina via grupo carboxil de &acido glicurdnico),
brometo de dimetildioctadecilaménio e/ou N,N-dioctadecil-
N,N-bis(2-hidroxietil)propanodiamina.

- uma emulsdo em gue uma saponina (por exemplo QuilA
ou QS21) e um esterol (por exemplo um colesterol) sdo
associados como micelas em hélice [11].

As emulsdes sao preferivelmente misturadas com
antigeno extemporaneamente, no momento da liberagao.
Portanto, o adjuvante e antigeno sdo tipicamente mantidos
separadamente em um pacote ou vacina distribuida, prontos
para formulagdo final no momento do uso. O antigeno estara
geralmente em uma forma aquosa, de modo gque a vacina é
finalmente preparada por mistura de dois 1liquidos. A
proporgaoc de volume dos dois liquidos para mistura pode

variar (por exemplo, entre 5:1 e 1:5) mas & geralmente de
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cerca de 1:1.

Quando a composigdo inclui um tocoferol, qualquer um
de a, B, y, 6, &, ou & tocoferdis pode ser usado, mas a-
tocoferdis sdo preferidos. O tocoferol pode ter varias
formas, por exemplo, diferentes sais e/ou isbmeros. Sais
incluem sais orgdnicos, como succinato, acetato, nicotinato
etc. D-a-tocoferol e DL-a-tocoferol podem ser usados. Um
a-tocoferol preferido & DL-a-tocoferol, e o sal preferido
desse tocoferol & o succinato.
3D-MPL

Monofosforil lipideo A 3-O-desacilado (3D-MPL; também
referido como monofosforil lipideo A 3 de-O-acilado ou 3-0O-
desacil-4’' -monofosforil lipideo A) é um adjuvante
conhecido. O nome indica que a posigdo 3 da glicosamina de
extremidade redutora no monofosforil lipideo A é
desacilada. 3D-MPL foi preparado a partir de um mutante sem
heptose de Salmonella minnesota, e é quimicamente similar
ao lipideo A mas é desprovido de um grupo fosforil estéavel
em dcido e um grupo acil estdvel em base. Ele ativa células
da linhagem de mondcitos/macrdéfagos e estimula a liberagéao
de varias citocinas, incluindo IL-1, IL-12, TNF-a e GM-
CSF. A preparagdo de 3D-MPL foi originalmente descrita na
referéncia 12, e o produto foi fabricado e vendido por
Corixa Corporation sob o nome comercial "“MPL”. Detalhes
adicionais podem ser encontrados na referéncias 13 a 16.

3D-MPL pode ter a forma de uma mistura de moléculas
relacionadas, que variam por sua acilagdo (por exemplo,
tendo 3, 4, 5 ou 6 cadeias de acil, que podem ser de
comprimento diferentes). Os dois monossacarideos de

glicosamina (também conhecidas como 2-desoxi-2-amino-
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glicose) sdo N-acilados em seus carbonos de posigdo 2 (ou
seja, nas posig¢bes 2 e 2'), e ha também O-acilag¢do na
posigdo 3’. O grupo anexado ao carbono 2 tem a fdérmula -NH-
CO-CH,-CR'R' . O grupo anexado ao carbono 2’ tem a férmula -
NH-CO-CH,-CR’R?*. O grupo anexado ao carbono 3’ tem a

férmula -O—CO—CHz—CRﬁf'. Uma estrutura representativa é:

S
- @«x

n—-z (X1)

B R
e

Grupos R', R®* e R’ s3o cada um independentemente -—
(CH;) n—CH;. O valor de n é preferivelmente entre 8 e 16,
mais preferivelmente entre 9 e 12, e & mais preferivelmente
10.

Grupos R'', R®* e R’ podem ser independentemente: (a)
—H; (b) —OH; ou (c) —0-CO-R*, em que R* é-H ou —(CH,)m—CHj;,
em que o valor de m é& preferivelmente entre 8 e 16, e &
mais preferivelmente 10, 12 ou 14. Na posigdo 2, m &
preferivelmente 14. Na posigdo 2’, m & preferivelmente 10.
Na posicdo 3’, m é preferivelmente 12. Grupos R'', R®* e R*’
sdo assim preferivelmente grupos -O-acil de acido
dodecandico, tetradecandico ou hexadecandico.

Quando todos de R'', R* e R’ s3o —H entdo o 3D-MPL em
apenas 3 cadeias acil (uma em cada das posigdes 2, 2’ e
3’). Quando apenas dois de R'', R* e R’’ sdo —-H entdo o 3D-
MPL pode ter 4 cadeias acil. Quando apenas um de R', R* e
R>’ & —H entdo o 3D-MPL pode ter 5 cadeias acil. Quando
nenhum de R'', R?* e R’ & —H ent3o o 3D-MPL pode ter 6

cadeias acil. O adjuvante 3D-MPL usado de acordo com a
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inven¢do pode ser uma mistura dessas formas, com de 3 a 6
cadeias acil, mas é preferivel incluir 3D-MPL com 6 cadeias
acil na mistura, e em particular para assegurar que a forma
de cadeia de hexaacil faga pelo menos 10% em peso do 3D-MPL
total, por exemplo 220%, 230%, =240%, >50% ou mais. 3D-MPL
com 6 cadeias acil &€ a forma mais ativa de adjuvante.
Portanto, a forma mais preferida de 3D-MPL para

inclusdo nas composi¢des da invengdo é:
OH

“°j“°i§§/wL°’\
e O :

ni o OH

p-—)
i

(X1

Quando 3D-MPL é& usado na forma de uma mistura entdo
referéncias a quantidades ou concentra¢des de 3D-MPL nas
composigdes da invencdo referem-se as espécies combinadas
de 3D-MPL na mistura.

Em condigdes aquosas, 3D-MPL pode formar agregados

micelares ou particulas com diferentes tamanhos, por
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exemplo, com um didmetro <150 nm ou >500 nm. Cada um desses
ou ambos podem ser usados com a inveng¢do, e as melhores
particulas podem ser selecionadas por ensaio rotineiro.
Particulas menores (por exemplo, pequenas o suficiente para
gerar uma suspensdo aquosa transparente de 3D-MPL) sdo
preferidas para uso de acordo com a inveng¢do por causa de
sua atividade superior [17]. Particulas preferidas tém um
didmetro médio menor que 220 nm, mais preferivelmente menos
que 200 nm ou menos que 150 nm ou menos que 120 nm, e podem
até ter m didmetro médio menor que 100 nm. Na maioria dos
casos, no entanto, o didmetro médio nao serd menor que 50
nm. Essas particulas sdo pequenas o suficiente para serem
adequadas para esterilizagdo em filtro. O didmetro da
particula pode ser avaliado por técnica rotineira de
disseminacdo de luz dindmica, que revela um didmetro médio
de particula. Quando uma particula é dita como tendo um
didmetro de x nm, havera geralmente uma distribuigdo de

particulas por volta dessa média, mas pelo menos 50% em

o\
o\°®

nimero (por exemplo, 260%, 270%, 280%, 290%,ou mais) das
particulas terdo um didmetro na faixa de x t 25%.

O 3D-MPL pode ser usado por si ou como um adjuvante,
ou em combinagdo com um ou malis de outros compostos
adjuvantes. Por exemplo, é conhecido o uso de 3D-MPL em
combinac¢do com a saponina QS21 [18], com QS21 e uma emulsdo
O0leo em agua [19], com um fosfato de aluminio [20], com
hidréxido de aluminio [21], ou com saponinas & interleucina
-12 [22].

Uma mistura preferida de adjuvante, particularmente

para uso com HBsAg, compreende uma mistura de 3D-MPL e um

sal de aluminio, preferivelmente fosfato de aluminio.
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Vantajosamente, o 3D-MPL €& adsorvido no sal de aluminio.
Preferivelmente pelo menos 50% (em peso) do 3D-MPL &
adsorvido por exemplo 260%, 270%, 280%, 2>90%, 295%, >98% ou
mais.

Adjuvantes de aluminio atualmente em uso sdo
tipicamente referidos como adjuvantes de “hidrdéxido de
aluminio” ou como “fosfato de aluminio”. Esses sdo nomes de
conveniéncia, no entanto, como nenhum é uma descricdo
precisa do real composto quimico que é presente (por
exemplo, veja o capitulo 9 da referéncia 2). Para
combinag¢do com um adjuvante graxo como 3D-MPL, a invencdo
pode usar qualquer um dos “hidréxido” ou sais de “fosfato”
que estdo em uso geral como adjuvantes.

Os adjuvantes conhecidos como “hidréxido de aluminio”
sdo tipicamente sais de oxihidréxido de aluminio, que sé&o
comumente, pelo menos parcialmente, cristalinos.

Oxihidrdéxido de aluminio, que pode ser representado pela

férmula AlO(OH), pode ser distinto de outros compostos de
aluminio, como hidréxido de aluminio Al(OH);, em sua
espectroscopia de infravermelho (IR), em particular pela

presenca de uma banda de absorcdo a 1.070cm™? e uma

ramificacdo forte a 3.090-3.100cm™

(capitulo 9 da ref. 2).
Os adjuvantes conhecidos como “fosfato de aluminio”
sdo tipicamente hidroxifosfatos de aluminio, frequentemente
também contendo uma pequena quantidade de sulfato. Eles
podem ser obtidos por precipitagdo, e as condigdes de
reagao e concentra¢des durante a precipitag¢do influencia o
grau de substituig¢do de fosfato por hidroxil no sal.

Hidroxifosfatos geralmente tém wuma proporcdo molar de

PO,/Al molar entre 0,3 e 0,99. Hidroxifosfatos podem ser
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distintos de AlPO, pela presenga de grupos hidroxil. Por
exemplo, uma banda de espectro de IR a 3.164 cm' (por
exemplo, quando aquecido a 200°C) indica a presenga de
grupos hidroxil estruturais (capitulo 9 da ref. 2).

A proporgdo molar de PO,/Al;" molar de um adjuvante de
fosfato de aluminio estard geralmente entre 0,3 e 1,2,
preferivelmente entre 0,8 e 1,2, e mais preferivelmente
0,95 £ 0,1. O fosfato de aluminio serd geralmente amorfo,
particularmente para sais de hidroxifosfato. Um adjuvante
tipico & hidroxifosfato de aluminio amorfo com proporcdo
molar de PO,/Al entre 0,84 e 0,92, incluida a 0,6mg de Al,*
/ml. O fosfato de aluminio geralmente serd particulado.
Didmetros tipicos das particulas sdo na faixa de 0,5-20 um
(por exemplo, cerca de 5-10 pm) depois de qualquer adsorc¢do
de antigeno.

O P2ZC de fosfato de aluminio é inversamente
relacionado ao grau de substitui¢do de fosfato por
hidroxil, e esse grau de substituigdo pode variar
dependendo das condigdes de reagdo e concentracdo de
reagentes usados para a preparagdao do sal por precipitacgédo.
PZC é& também alterado por troca da concentragdo de ions
fosfato livres em solucdao (mais fosfato = PZC mais &cido)ou
por adigao de um tampdo como um tampdo de histidina (torna
PZC mais basico). Fosfato de aluminios usado de acordo com
a 1invengao geralmente teria um PZC entre 4,0 e 7,0, mais
preferivelmente entre 5,0 e 6,5, por exemplo, cerca de 5,7.

Uma solugdo de fosfato de aluminio usada para preparar
a composigdo da invengdo pode conter um tampdo (por exemplo
um tampdo de fosfato ou histidina ou Tris), mas isso ndo é

sempre necessario. A solugdo de fosfato de aluminio &
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preferivelmente estéril e livre de pirdgeno. A solugdo de
fosfato de aluminio pode incluir ions de fosfato aquoso
livres, por exemplo, presentes em uma concentra¢do entre
1,0 e 20 mM, preferivelmente entre 5 e 15 mM, e mais
preferivelmente cerca de 10 mM. A solucdo de fosfato de
aluminio também pode compreender cloreto de sdédio. A
concentragdo de cloreto de sddio é preferivelmente na faixa
de 0,1 a 100 mg/ml (por exemplo 0,5-50 mg/ml, 1-20 mg/ml,
2-10 mg/ml) e é mais preferivelmente cerca de 311 mg/ml. A
presenga de NaCl facilita a medigdo correta do pH antes da
absorgdo de antigenos.

O fosfato de aluminio é preferivelmente usado na forma
de uma solugdo aquosa a qual 3D-MPL (e, opcionalmente, um
antigeno) é adicionado (NB: é padrdo referir-se a fosfato
de aluminio aquoso como uma “solugdo” embora, em um ponto
de vista fisico-quimico estrito, o sal é insoltvel e forma
uma suspensdo). E preferivel diluir o fosfato de aluminio
na concentragdao necessaria e assegurar uma solugdo
homogénea antes da adigdo de 3D-MPL e/ou do antigeno.
N-acil-pseudodipeptides

Um adjuvante de N-acil-pseudodipeptideo
preferivelmente inclui um grupo hidroxil que é esterificado
por um grupo acido na forma neutra ou carregada. Os grupos
acil dao aos pseudodipeptideos um carater graxo. O

adjuvante preferivelmente tem a férmula (I):

X-A-{CH ) m-CH-(CHy), -CO-NH-{CH,} -CH-(CH, } - B-Y

o
NHR, NHR;
Em que:

- R' é& um grupo acil derivado de um A&cido

carboxilico de cadeia 1linear ou ramificada, saturado ou
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insaturado que tem de 2 a 24 &atomos de carbono, o &acido
carboxilico sendo ndo substituido ou substituido com um ou
mais substituintes selecionados do grupo que consiste em
hidroxil, 5 alquil, alcoxi, aciloxi, amino, acilamino,
aciltio e (grupos (Ci-z4)alquil)tio;

- R° & um grupo acil derivado de um &cido
carboxilico de cadeia linear ou ramificada, saturado ou
insaturado que tem de 2 a 24 &4tomos de carbono, o &acido
carboxilico sendo ndo substituido ou substituido com um ou
mais substituintes selecionados do grupo que consiste em
hidroxil, alquil, alcoxi, aciloxi, amino, acilamino,
aciltio e (grupos (Cj;-ps)alquil)tio;

- X & um atomo de hidrogénio ou um grupo &acido em
forma neutra ou carregada;

- Y & um atomo de hidrogénio ou um grupo acido em
forma neutra ou carregada;

- A & um atomo de oxigénio, um &tomo de enxofre ou
um grupo imino -NH-;

- B & um atomo de oxigénio, um atomo de enxofre ou
um grupo imino -NH-;

-mél, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10;

-nédo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10;

-pé&1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10;

-qgé1l1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10;

desde que pelo menos um dos substituintes X ou Y
desighe um grupo acido em forma neutra ou iénica.

O adjuvante pode ser usado em forma de &cido ou sal,
com uma base orgdnica ou mineral.

O sal que forma bases para uso terapéutico inclui

principalmente bases de metal alcalino como hidréxidos de
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sédio, potéssio ou litio, sais de amdnio; bases de metal
alcalino terroso como hidréxido de calcio ou estrdncio e
sals de magnésio; sais de metal ferroso e outros; bases

orgdnicas como aquelas derivadas de aminas primdrias,

secundarias, terciarias como metilamina, dietilamina,
monoetanolamina, dietanolamina, benzilamina, N-
metilbenzilamina, veratrilamina, trimetoxibenzilamina;

aminodacidos béasicos como lisina e ornitina ou ag¢lcares de

amino. Exemplos de bases que nao sao usadas
terapeuticamente sdo brucina, estriquinina, agmatina,
homarina, glicosamina, N-metilglicosamina ou N-
metilmorfolina.

Substituintes preferidos X e Y sdo selecionados de:
- carboxi [(Ci.s)alquil]

- CH- [(CH;) ,COOH] [ (CH;)sCOOH], em que : r é 0, 1, 2, 3, 4 ou
5, s é&¢0, 1, 2, 3, 4 ous

- fosfono [(Ci.5)alquill

- dihidroxifosforiloxi [(Ci;-s)alquil]

- dimetoxifosforil

- fosfono

— hidroxissulfonil

— hidroxissulfonil [(C;.5)alquil]

— hidroxissulfoniloxi [(Cj;.s)alquil]

Quando os substituintes X e/ou Y designam um grupo
dcido em forma neutra, ¢é feita referéncia a forma
carboxilica, sulfdnica ou fosférica livre. Quando o grupo
adcido esta em forma carregada, € feita referéncia a forma
de sal carboxilico, sulfdnico ou fosférico, por adigdo de
uma base orgdnica ou mineral, preferivelmente uma para uso

terapéutico. Consideragdes similares se aplicam em que X
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e/ou Y designam um grupo carboxilalquil,
alquenilbiscarboxilico, hidroxissulfonil,
hidroxissulfonilalquil, hidroxissulfonil-oxialqguil,

fosfonoalquil ou fosforil-oxialquil.

Quando m=1 e n=0, o adjuvante deriva de serina. Quando
m=2 e n=0, o adjuvante deriva de homosserina. Se m=3 e n=0,
é feita referéncia a um composto pentahomosserina. Se m=4 e
n=0, & feita referéncia a um composto hexahomosserina.

Quando p=3 e g=1, o produto de interesse pode ser um
composto de citrulina, ornitina ou arginina. Quando p=4 e
g=1, é feita referéncia a um composto de homoarginina ou
lisina.

R' e R? incluem derivados de acil de cadeia linear ou
ramificada, saturados ou 1insaturados que tém varios
tamanhos de cadeia, de natureza distinta ou idéntica, que
pode ter um ou mais substituintes selecionados do grupo que
consiste em grupos alquil, amino, acilamino, hidroxil,
alcoxi, aciloxi, aciltio e alquiltio.

Exemplos de tais derivados acilados, substituidos sdo
radicais ricinoleil, 1,2-hidroxiestearoil, 2-hidroxi-3-
metil butiroil, 3-hidroxi-2-aminopentanoil, palmitoil,
elaidil, eleostearoil, araquidoil, araquidonil, gadoleil,
behenil, erucil, 8-metildecanoil, 9-metildecanoil,
docosohexaenoil ou eicosapentaneoil.

Adjuvantes preferidos tém a férmula (Ia), em que A e B

sdo atomos de oxigénio:
X-O-(CH,) m-CH-(CHz), -CO-NH-{(CH,) -CH-(CH, ) -O-Y
- 1 (12)
NHR, NHR,
Na férmula (Ia), X e Y sdo preferivelmente um &tomo de

hidrogénio ou um grupo fosfono.
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Adjuvantes adequados de fdérmula (Ia) incluem:

- 3-(3-dodecanoiloxitetradecanoilamino) 9-(3-
hidroxitetradecanoilamino) 4-0x0-5-azadecan-1,10-diol 1
e/ou 10-dihidrogéniofosfato e seus sais de adicdo formados
com uma base orgdnica ou mineral,

- 3-(3-dodecanoiloxi-tetradecanoilamino) 9-(3-
hidroxitetradecanoilamino) 4-oxo-5-azadecan-1,10-diol 1,10-
bis(dihidrogéniofosfato) e seus sais de adicdo formados com
uma base orgdnica ou mineral,

- 3-(3-hidroxitetradecanoilamino) 9-(3-
dodecanciloxitetradecanocilamino) 4-0%X0-5- azadecan-1,10-
diol 1,10-bis(dihidrogéniofosfato) e seus sais de adicdo
formados com uma base orgdnica ou mineral,

- 3-(3-dodecanoiloxitetradecanoilamino) 9-(3-
hidroxitetradecanoilamino) 4-oxo-5-azadecan-1,10-diol 1-
dihidrogéniofosfato e seus sais de adig¢do formados com uma
base orgdnica ou mineral,

- 3-(3-hidroxitetradecanoilamino) 9-(3-
dodecanoiloxitetradecanoilamino) 4-oxo-5-azadecan-1,10-diol
l-dihidrogéniofosfato e seus sais de adicd3o formados com
uma base orgdnica ou mineral

- 3-(3-hidroxitetradecanoilamino) 9-(3-
dodecanoiloxitetradecanoilamino) 4 -oxo-5-azadecano-1,10-
diol 10-dihidrogéniofosfato e seus sais de adic¢do formados
com uma base orgdnica ou mineral.

Métodos para sintese de um adjuvante de férmula (I)
sdo revelados em detalhes na referéncia 23, e incluem
métodos que compreendem as etapas de: protegdo dos grupos
funcionais de amina nas posi¢des (g+l) e ® de um &acido

diamino por Dbloqueio dos reagentes com. aciddélise e
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hidrogendélise, respectivamente; reagdo do grupo funcional
carboxilico 1livre com um agente redutor para gerar um
dlcool correspondente; desprotegdo do grupo funcional de
amina (g+l) e entdo acilagdo por meio de um derivado
funcional de dcido <carboxilico de férmula  R?OH, e
subsequentemente liberagdao do grupo funcional de amina

terminal por hidrogendélise para gerar um diamino &lcool de
férmula geral II: H,N-(CH)-CH-(CH, ) 4OH
N an
Cujo amino &lcool é condensado na presenga de um
agente de condensagdao de peptideo em um solvente inerte,
junto com um composto de aminodcido w-hidroxi, w-amino ou
w-tio de fébrmula geral III:

XA-{(CHg)m-CH-(CH,),-COOH

NER, (i

para fornecer um composto de dipeptideo de £férmula

(IV) : XA-(CH ,)m-CH-{CHz)y - CONH(CH,) -CH(CH, )¢ OH
NHR, NHR, a)

o grupo funcional de &lcool 1livre terminal do gqual
podem ser, se necessario, protegido (por exemplo por um
grupo alquil ou acil, ou qualquer outro grupo de protegdo
adequado) ou substituido, se necessario, na presenga de um
agente de ligagdo. O alcool protegido pode ser submetido a
uma hidrogenagdo catalitica ou outro tratamento de
desprotegdao para obter o derivado de férmula geral I.

Métodos para sintese de adjuvantes de fdérmula (II) sdo
também revelados em detalhe na referéncia 23, e incluem
métodos que compreende as etapas de: protegdo de grupos
funcionais de amina nas posig¢des (g+l) e ® de um Aacido

diamino de foérmula H;N(CH;),CHNH; (CH;)4,:COOH por protegdo de
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reagentes que sdo facilmente submetidos a aciddlise e
hidrogendlise, respectivamente; reagdo do grupo funcional
carboxilico livre com um agente redutor para gerar um
dlcool correspondente; desproteg¢do do grupo funcional de
amina na posigdo (g+l) e entdo acilagdo por meio de um
derivado funcional de &cido carboxilico de férmula R°OH,
entdo desprotegdo do grupo funcional de amina terminal por
hidrogendlise para obter um amino &lcool de fdérmula geral
II; cujo amino alcool & condensado na presenca de um agente
de condensagdo de peptideo em um solvente inerte, junto com

um derivado funcional de aminodcido w-hidroxi, de férmula

geral III&:  yo.(CH,)nCH-{CH,)u-COOH

em que X é radical dialquiloxi ou diariloxi- fosforil
de foérmula (RO).P-O para gerar um composto semelhante a
peptideo de férmula IVa:

(RO),PO -(CH z),n-?H%CHz)n -CONH-(CH,)-CH~(CH, ) -OH

i
le) NHR, NHR, (IVa)
em que R & um radical que é& facilmente submetido a

hidrogendlise, o outro grupo funcional de &lcool do qual
pode ser, se desejado, fosforilado por um agente de
fosforilagdo na presenga de um agente de ligacdo, se
necessario. O @&lcool protegido pode ser submetido a
hidrogenagdo catalitica por um lado para 'desproteger o}
grupo funcional de &alcool opcionalmente presente no R, de
grupo acil e no outros, 1liberar o grupo funcional de
fosfato e entdo deSproteger através de hidrogendlise o
segundo grupo funcional de fosfato opcionalmente presente,

para obter o derivado de férmula geral V:
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{HO), PO -(CH ,)n-CH-{CHy )y - CONH-(CH,)-CH-(CH, ) - O-¥

o) NH NH

| |
" " W)

e opcionalmente realizar a etapa adicional de formacdo
de sal por meio de uma base orgdnica ou mineral.

A estereoquimica de centros quirais dos grupos
acilamino €& determinada pela configuracdo de aminodcido
inicialmente usada enquanto a estereoquimica de grupos
acilamino depende da configuracdo de acido graxo
inicialmente usada. Um pode iniciar a partir de um diamino
dcido tendo configuragdo L ou D de uma natureza racémica.
Um pode iniciar a partir de um aminodcido hidroxilado de
configuragdo L ou D de uma mistura racémica. Todos esses
estereoisbmeros ou diastereoisbmeros sdo incluidos no
escopo da invengdo.

Adjuvantes particularmente preferidos, e notavelmente
compostos mono- e bis-fosforilados, sdo aqueles que sdo

conhecidos como “OM-294-MP” (férmula VI) e “OM-294-DP”

(f6rmula VII) [

23]
{HO),P(O)O\/\!j\N/\/\/\QH

jj? (V1) — OM-294-MP
CyiHas CyHn

] ’tHl‘S

(HOLP(OYO = /\/\_/\a:m(oztrc>H)z

H
i (VII) - OM-294-DP
CiHy Cyn

H 23

fimi
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OM-174

OM-174 pode ser obtido através de sintese quimica, e
retém um motivo de triacil de lipideo A. Ele & descrito em
maiores detalhes nas referéncias 24-26. A Referéncia 26 da

a férmula de OM-174 como:

-OH
O/P\ ~ 0O

(VILD)

Portanto, OM-174 tem uma estrutura de diglicosamina
B(le>6)-ligada 1,4’ -bifosforilada, como encontrado no
lipideo natural A. OM-174 pode estar presente na forma de
agregados com uma estrutura H; micelar, ou seja, em que as
moléculas de lipideo sdo embaladas com sua estrutura em uma
superficie cilindrica com as cadeias acil direcionadas para
o0 interior, com os cilindros em si sendo embalados de modo
hexagonal. Uma fase clUbica pode ser ausente. Uma fase Hig
também pode estar ausente.

Derivados de fosfato de glicosaminideo

Derivados de fosfato de aminoalquil glicosaminideo
(AGP) (por exemplo RC-529 [27,28]) sdo adjuvantes graxos
por causa da cadeia acil. Em geral, esses derivados podem

ter a seguinte férmula [29]:
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S e,

NH .
o R¢ Lcu}h,
©
R;0
RO

€} (Cua)
(Cpy

(IX)

em que:

- X representa um atomo de oxigénio ou enxofre na
posigdo axial ou equatorial;

- Y representa um atomo de oxigénio ou grupo NH;

- "n”, “m”, “p” e “g” sdo o mesmo ou diferentes e sdo
nimeros inteiros de 0 a 6;

- Ri, Ry, e R3, que podem ser o mesmo ou diferentes,
sdo residuos de acil graxo que tém de 1 a cerca de 20
atomos de carbono e em que um de R;, R, ou Ry &
opcionalmente hidrogénio;

- R, e Ry sdao o mesmo ou diferentes e s3o
hidrogénio ou metil;

- Re e R; s3o o mesmo ou diferentes e sdo
hidrogénio, hidroxi, alcoxi, fosfono, fosfonooxi, sulfo,
sulfooxi, amino, mercapto, ciano, nitro, formil ou carboxi
e ésteres e amidas desses;

- Rg e Ry sdo o mesmo ou diferentes e s3o fosfono
ou hidrogénio, com preferivelmente pelo menos um de Rg e/ou

Ry sendo fosfono.
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A configuragdo dos centros estereogénicos 3’ aos quais
os residuos de acil graxo normais sdo anexados &€ R ou S,
mas preferivelmente R. A estereoquimica dos &atomos de
carbono aos quais Ry ou Rs sdo anexados pode ser R ou S.
Todos os estereoisdmeros, enantilmeros e diasterebmeros, e
misturas desses, sdo considerados como dentro do escopo da
atual invengdo. Adjuvantes adequados incluem sais desses
compostos.

Um composto AGP preferido & “RC-529”, que pode ser

preparado como descrito na ref. 30:

Analogos de lipideo A sintético aciclico

Um andlogo de lipideo A que pode ser usado como um
adjuvante nas composigdes da invengdo & ER-112022 [31], um
dimero de fosfolipideo <conectado via uma estrutura

aciclica:
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(X1)
Cada unidade monomérica de ER-112022 contém 3 grupos

graxos Gnicos que sao ligados indiretamente a um diéster de
fosfato. Os grupos gordurosos incluem uma cadeia de éter de
1l0-carbonos, uma cadeia de aciloxi insaturado de 12-
carbonos ligada a cadeia de éter, e uma cadeia de b-oxo-
amida de 1l4-carbonos, ligadas prdéximo ao fosfodiéster.
Portanto, o composto tem 3 caracteristicas Unicas comparado
com o lipideo A de ocorréncia natural de E. coli: (i) ER-
112022 ¢é desprovido de wuma estrutura de carboidrato
ciclico; (ii) segundo, os fosfatos sd3o fosfodiésteres
incorporados nos imites do esqueleto estrutural, diferente
dos fosfoésteres no 1lipideo A de E. coli; e (iii) a
estrutura €& simétrica (seis A&acidos graxos simetricamente
organizados em um esqueleto ndo carboidrato).

Compostos Uteis similares incluem aqueles com a

férmula XIV, XV ou XVI, ou sais desses:

XV XV XV1
K~ RN P
A H o, e , #TN
(?*‘hh [ 2% / \ o, fﬁ‘§
RO-=2=0 o-——-tiho‘ﬂ _z'-’( Lomp=e o= "'("Z\ 2 u“—[’—a'“ rfL—-T_ﬂ‘
o :
] 7 gms i@u K e
L ol i S o
X7 — W jong Qe P° ‘ ;
v,f ‘gc“aia (G \}’f’ W4 i} 3:, nz j“”" S f
W ?t N (\wzk i 4 -|\ }.‘
(CHode Crie v R>ﬂ< .
A e L{m A\, e A

7 I
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Como definido na referéncia 32, como “ER 8030587, “ER
803732”, “ER 804053”, ER 804058”, “ER 804059", “ER 804442",
“ER 804680”, “ER 804764”, ER 803022 ou "“ER 804057" por
Q
exemplo:
o Calln
5 0 B
()-——-li!—o 0/\\/\(?".1-1,5
/’_/ (') Na N Cifln
) 0 Q 2
ER804057 (XVII)
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Compostos que contém lipideos ligados a um esqueleto
aciclico que contém fosfato também podem ser usados como

20 adjuvantes, como o antagonista de TLR4 E5564 [33,34]:
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(XIX)
O tensoativo

O primeiro aspecto da invengdo evita substancialmente
o uso de tensoativo durante a purificagdo de antigeno, de

30 modo que o tensoativo ndo seja encontrado no componente
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antigeno usado na invengao. no segundo aspecto, no entanto,
o tensoativo & usado, mas em niveis controlados em relagdo
ao adjuvante graxo.

O tensoativo serd tipicamente um tensocativo ndo
idénico, particularmente aqueles que sdo ja encontrados em
formulagdes de vacina. Tensoativos organicos sao
preferidos. Esses sdo tipicamente produtos da reagdao de um
6xido de alquileno (por exemplo, ©6xido de etileno) com um
dlcool graxo, acido graxo, alquilfenol, algquilamina ou
outro composto adequado que tem pelo menos um atomo de
hidrogénio ativo. Para a maioria dos tensoativos os alcoois
mais comuns, aminas e acidos tém um comprimento de cadeia
de carbono na faixa de Cg-Cis. Os alquilfendis mais comuns
sdo nonilfenol e octilfenol. Tensoativos contendo residuos
de poli(oxieteno) sdo particularmente preferidos.

Por exemplo, a invengdo pode ser usada com tensoativos
que incluem, sem limitagdo: os tensoativos de ésteres de
polioxietileno sorbitano (comumente referidos como os
Tweens), especialmente polisorbato 20 e polisorbato 80;
copolimeros de ©6xido de etileno (EO), ©6xido de propileno
(PO), e/ou 6xido de butileno (BO), vendidos sob o nome
comercial DOWFAX™, como copolimeros em bloco lineares
EO/PO; octoxindis, que podem variar no nimero de grupos de
repetigao etoxi (oxi-1,2-etanodiil), com octoxinol-9
(Triton X-100, ou t-octilfenoxipolietoxietanol) sendo de
particular interesse; (octilfenoxi)polietoxietanol (IGEPAL
CA-630/NP-40); éteres graxos de polioxietileno derivados de
lauril, cetil, estearil e oleil &lcoois (conhecidos como
tensoativos Brij), como trietileneglicol monolauril é&ter

(Brij 30); e ésteres de sorbitano (comumente referidos como
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os SPANs), como trioleato de sorbitano (Span 85) e
monolaurato de sorbitano.

Dois tensoativos especificos de interesse sdo Triton
X-100 e polisorbato 20. Assim, modalidades preferidas do
primeiro aspecto da invengdo evitam substancialmente o uso
desses dois tensoativo ndo ibnicos em particular, e
preferivelmente evitam substancialmente o uso de qualquer
tensoativo ndo idnico. De forma similar, modalidades
preferidas do segundo aspecto da invengao usam um
componente antigeno que compreende um desses dois
tensoativo ndo idnicos.

A invengdao é particularmente adequada para uso com
polisorbato 20. Esse tensoativo tem um perfil de seguranca
estabelecido para administracéo a humanos, incluindo em
vacinas.

Tensoativos podem ser classificados por seu “HLB”
(equilibrio hidréfilo/lipdéfilo). Tensoativos preferidos da
invengdo tém um HLB de pelo menos 10, preferivelmente pelo
menos 15, e mais preferivelmente pelo menos 16.

Para evitar a administra¢do de grandes doses do
tensoativo a um paciente no segundo aspecto da invengdo, é
preferivel que a concentragdo do tensoativo na composigdo
ndo seja de mais que 50 pg/ml, por exemplo, <40 pg/ml, <35
pg/ml, <30 pg/ml, <25 pg/ml, <20 upg/ml, <15 pg/ml, <10
pg/ml, <5 upg/ml etc. A concentragdo de <20 ug/ml é
preferida.

O antigeno

A invengdo envolve o uso de um antigeno. A invencdo é

particularmente adequada para uso com antigenos que sdo

tipicamente purificados pelo uso de tensoativos. Esses
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antigenos sdo tipicamente lipofilicos. Eles incluirdo
comumente pelo menos uma regido de transmembrana, que
funciona in vivo para localizar o antigeno em uma bicamada
lipidica, por exemplo, na superficie de um patdgeno. A
invengdo é particularmente Gtil para uso com antigenos de
superficie viral.

No segundo aspecto da invengdo, o componente antigeno
inclui um tensoativo. Em vez de ser uma simples mistura de
antigeno e tensoativo, & preferivel que o antigeno e
tensoativo devam estar na forma de um complexo. Complexos
de antigeno/tensoativo incluem lipossomos estabilizados por
tensoativo que contém antigeno, e niossomos, gque sao
vesiculas formadas a partir de compostos anfifilicos ndo
iénicos sintéticos. Um complexo antigeno/tensoativo
preferido é um antigeno de superficie de hepatite B
particulado, purificado na presenga de tensoativo. A
Referéncia 35 descreve como particulas de HBsAg
recombinante podem reter Tween 20 que foi usado durante a
sua purificagdo (até 25 pg Tween 20 por 100 pug HBSAg) .

O antigeno mais preferido para uso com o segundo
aspecto da invengdo € assim o antigeno de superficie do
virus da hepatite B (HBV), na forma de particulas
substancialmente esféricas (didmetro médio de cerca de 20
nm), incluindo uma matriz de lipideo que compreende ambos
fosfolipideos e um tensoativo ndo idnico, como polisorbato
20. Tensocativo ndo idnico pode ser incorporado na particula
durante a purificagdo.

Para o primeiro aspecto da invengdo, no entanto, uma
forma preferida de HBsAg & uma em que HBsAg é purificado

sem o uso de tensoativo ndo idnicos, de modo que a



10

15

20

25

30

32/60

particula de HBsAg ndo incorpore qualquer tensoativo, dessa
forma evitando interferéncia com o adjuvante graxo.

O virus da hepatite B (HBV) é um dos agentes
conhecidos que causa a hepatite viral. O virion do HBV
consiste em um nlGcleo interno circundado por um
revestimento proteico ou capsideo externo, e o nicleo viral
contém o genoma do DNA viral. O principal componente do
capsideo é uma proteina conhecida como antigeno de
superficie de HBV ou, mas comumente, “HBsAg”, que &
tipicamente um polipeptideo de 226 aminoacidos com um peso
molecular de ~24 KkDa. Todas as vacinas existentes de
hepatite B contém HBsAg; e quando esse antigeno é
administrado a uma pessoa normal ele estimula a produgdo de
anticorpos anti-HBsAg que protegem contra infec¢do por HBV.

Para fabricagdo de vacina, HBsAg pode ser feito de
duas maneiras. O primeiro método envolve a purificagdo do
antigeno em forma particulada do plasma de portadores de
hepatite B crdnica, uma vez que grandes quantidades de
HBsAg sdo sintetizadas no figado e 1liberadas na corrente
sanglUinea durante uma infecg¢do por HBV. A segunda maneira
envolve a expressdao da proteina por métodos de DNA
recombinante. HBsAg para uso com o método da inveng¢do &
recombinantemente expresso em células de levedura.
Leveduras adequadas 1incluem hospedeiros de Saccharomyces
(como S.cerevisiae), Pichia (como P.pastoris) ou Hapensula
(como H.polimorpha). Como uma alternativa, o antigeno pode
ser expresso em células de mamiferos recombinantes (por
exemplo em ovario de hamster da China (CHO), células COS,
células Bu3, etc.), inseto (por exemplo uso de vetores de

baculovirus), ou células de planta. Em geral, entretanto,
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expressao em levedura & usada.

O HBsAg expresso em levedura é preferivelmente nao
glicosilado. Diferentemente de HBsAg nativo (ou seja, como
no produto plasma-purificado), HBsAg expresso em levedura é
geralmente ndo glicosilado, e essa € a forma mais preferida
de HBsAg para uso com a invengdo, porque ele é altamente
imunogénico e pode ser ©preparado sem o risco de
contamina¢do de produto do sangue. Particulas de HBsAg
expresso em levedura podem incluir fosfatidilinositol, que
ndo é encontrado em virion de HBV natural. As particulas
também podem incluir uma quantidade ndo téxica de LPS para
estimular o sistema imune [36].

Varios métodos para purificar HBsAg sdo conhecidos na
técnica (por exemplo, veja as refs 37-62). Desses vVarios
processos, O primeiro aspecto da invengdo usa um em gue um
tensoativo ndo idnico ndo é usado. Em contraste, o segundo
aspecto da invengdo usa um tensoativo ndo idnico durante a
pﬁrificagéo, de modo que o tensoativo torna-se incorporado
no produto final particulado de HBsAg. O uso de polisorbato
durante o rompimento de células de levedura recombinante no
inicio da purificagdo & um modo preferido de introduzir o
tensoativo nas particulas de HBsAg.

Um método preferido para purificagdo de HBsAg envolve,
apds o rompimento da célula: ultrafiltrag¢do; cromatografia
de exclusdao por tamanho; cromatografia de troca anidnica;
ultracentrifugagdo; dessalinizagdo; e filtracdo estéril.
Lisados podem ser precipitados apds o rompimento da célula
(por exemplo, com o uso de polietileno glicol), deixando
HBsAg em solugdao, pronto para ultrafiltragcdo. Antes ou

depois da filtragdo estéril, é possivel estabilizar
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particulas de HBsAg por tratamento com formaldeido. O
excesso de formaldeido pode ser entdo removido por
ultrafiltragdo ou por cromatografia. Filtracdo estéril
adicional pode ser usada.

O HBsAg é preferivelmente de HBV subtipo adw2.

Em adigdo a sequéncia "“S”, um antigeno de superficie
pode incluir toda ou parte de uma pré-seqiéncia S, como
toda ou parte de uma pré-seqiéncia S1 e/ou pré-seqléncia
S2.

Outros antigenos de superficie viral que podem ser
usados com a invengdo serao geralmente glicoproteinas de
envelope de um virus envelopado. Antigenos de superficie
viral para uso com a invengdo podem incluir, mas ndo sdo
limitados a:

- uma proteina de retroviridae. Retroviridae incluem
lentivirus e espumavirus. Virus de interesse incluem HTLV-
I, HTLV-II, virus da imunodeficiéncia felina (FIV), virus
da imunodeficiéncia humana (HIV, incluindo HIV-1 e HIV-2),
virus da imunodeficiéncia de simios (SIV), virus espumoso
de chimpanzé e espumavirus humano.

- uma proteina de paramyxoviridae, como a proteina F.
Paramyxoviridae incluem (a) Paramyxovirinae, que incluem
Paramixovirus, Rubulavirus e Morbillivirus e (b)
Pneumovirinae, que incluem os Pneumovirus. Virus de
interesse incluem virus parainfluenza (PIV), paramixovirus
humano, virus da peste bovina (Rinderpest), virus da peste
dos pequenos Ruminantes, virus do sarampo, virus da
caxumba, virus sincicial respiratdério (RSV), Virus Nipah,
Virus Hendra, Morbilivirus Equino (EMV), Lissavirus e virus

Menangle.
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- uma proteina de Filoviridae. Filoviridae inclui os
virus de Marburg e Ebola.

-uma glicoproteina spike de coronaviridae.
Coronaviridae incluem coronavirus e torovirus. Virus de
interesse incluem o coronavirus humano (incluindo o
coronavirus da SARS), virus da bronquite infecciosa
aviadria, virus da peritonite infecciosa felina, virus da
hepatite de murideo, virus da diarréia epidémica suina,
virus da encefalomielite de hemaglutina¢do suina, virus da
gastroenterite transmissivel suina e virus do Berne.

- uma proteina de rhabdoviridae, como a proteina G.
Rhabdoviridae inclui os Rhabdovirus, Vesiculovirus,
Lissavirus, Efemerovirus, Citorrabdovirus e
Nucleorrabdovirus. Virus de interesse incluem virus da
estomatite vesicular, virus da raiva, virus mokola, virus
da febre efémera bovina.

- uma proteina de togaviridae. Togaviridae inclui os
Alfavirus e Rubivirus. Virus de interesse incluem virus
Sindbis, virus da encefalite ocidental e oriental, virus da
floresta de Semliki, virus da rubéola, virus Aura, virus
Babanki, virus avis-A da floresta de Barmah, virus bebaru,
virus Buggy Creek, virus chikungunya, virus dos Everglades,
virus de Fort Morgan, virus getah, virus de Highlands J,
virus Kyzylagach, virus Mayaro, virus Middelburg, virus
Mucambo, virus Ndumu, virus Ockelbo, virus o’'nyong-nyong,
Pixuna virus, virus Ross River, virus Sagiyama, Una virus,
virus da encefalite equina da Venezuela e virus Whataroa.

- uma glicoproteina de envelope (TE") de um
flaviviridae. Flaviviridae inclui Flavivirus, Pestivirus e

Hepacivirus. Virus de interesse incluem virus da dengue,
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virus da hepatite C, virus da febre amarela, virus da
encefalite japonesa, virus do oeste do nilo, virus da
encefalite de St. Louis, virus da diarréia bovina e virus
da encefalite de origem em carrapato (TBE).

- uma proteina de bunyaviridae. Bunyaviridae inclui os
Buniavirus, Nairovirus, Flebovirus, Hantavirus, e
Tospovirus. Virus de interesse incluem buniavirus, virus
Bunyamwera, virus da encefalite da Califérnia, virus de La
Cross, virus Hantaan, virus Sin Nombre, virus da febre
hemorragica da Criméia-Congo, virus da febre Sandfly
Sicilian e virus da febre de Rift valley.

- uma proteina de arenaviridae. Arenaviridae inclui
virus da coriomeningite 1linfocitica, virus ippy e lassa
virus.

- uma proteina de hepadnaviridae (incluindo HBsAg).
Hepadnaviridae inclui ortohepadnavirus e avihepadnavirus.
Bem como virus da hepatite B humana, essa familia wviral
inclui virus da hepatite B de esquilo da terra, virus da
hepatite B da marmota, virus da hepatite B de woolly
monkey, virus da hepatite B esquilo do &rtico, virus da
hepatite B de pato, virus da hepatite B de garga, e virus
da hepatite B de ganso Ross.

- uma proteina de herpesviridae. Herpesviridae inclui
oS Simplexvirus, Varicellovirus, Roseolovirus,
Citomegalovirus, Muromegalovirus, Linfocriptovirus e

Radinovirus. Virus de interesse incluem o herpes virus

humano, incluindo Virus do Herpes Simples (HSV), virus
Varicela-zoster (vzv) , virus de Epstein-Barr (EBV) ,
Citomegalovirus (CMV) , Herpesvirus Humano 6 (HHVE6) ,

Herpesvirus Humano 7 (HHV7), e Herpesvirus Humano 8 (HHVS)
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etc. Antigenos adequados podem ser selecionados de
glicoproteinas gB, gC, gD e gH (por exemplo, em HSV) . HSV
gD2 é particularmente preferido.

- uma proteina de Orthomyxoviridae. Orthomyxoviridae
inclui virus influenza e virus thogoto. Antigenos de virus
influenza sdo preferidos (virus influenza A, B ou (),
incluindo hemaglutinina de antigenos de superficie (HA)
e/ou neuraminidase (NA).

Esses antigenos de superficie viral sdo tipicamente
purificados pelo uso de tensoativos, e assim o componente
antigeno pode incluir um tensoativo, particularmente de
presente em uma forma particulada que inclui lipideos.

A inveng¢do €& também Gtil com antigenos particulados
baseados em proteinas hibridas ou de fusdo que compreendem
um antigeno de superficie viral e um antigeno heterdlogo.
Por exemplo, sabe-se como fundir a seqiéncia de HBsAg aos
antigenos heterdlogos para explorar a capacidade do HBsAg
de montar particulas.

Por exemplo, a referéncia 63 relata fusdes de HIV-1 gp
120 a HBsAg para gerar uma proteina que se montou
espontaneamente em particulas que se assemelham a
particulas nativas de HBsAg em tamanho e densidade,
consistentes com uma composigao lipidica de cerca de 25% e
um conteGdo de gpl20 de cerca de 100 por particula. O gpl20
foi capaz de se dobrar em sua conformagdo nativa na fusdo e
reteve sua atividade bioldgica. De modo similar, epitopos
de HIV gp4l foram melhorados ao fazer fusdes internas com
HBsAg, e a proteina de fusdo auto-montada em particulas de
lipoproteina de 22 nm [64].

Essa abordagem também foi usada para vacinas de
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maldria. A Referéncia 65 relata que epitopos de até 6laa do
antigeno de malaria gpl90 foram inseridos na sequéncia de
HBsAg, e que as particulas hibridas expressas podem
elicitar uma resposta imune anti-gpl90 em animais. A
Referéncia 66 relata uma proteina que tem 16 repetig¢des de
uma seqUéncia de 4-mer da proteina de circunsporozoita
expresso como proteina de fusdo com HBsAg. A Referéncia 67
relata a produgdo em levedura de particulas semelhantes a
virus compostas de Pfslé fundido a HBsAg. A Referéncia 68
revela um antigeno hibrido em que a proteina de
circunsporozoita & fundida a HBsAg. A Referéncia 69 revela
uma fusdo da regido C-terminal da proteina 1 de superficie
de merozoito de P. vivax, que formou particulas
imunogénicas de 20-45 nm de tamanho. O uso de HBsAg para
apresentagdo de antigenos de malaria em forma particulada
de auto-montagem & portanto, bem conhecido na técnica.

Portanto, a invenc¢do pode ser usada com antigenos
hibridos que compreendem um antigeno de superficie viral e
um antigeno heterdlogo. O antigeno heterdlogo pode ser
inserido na sequéncia de antigeno de superficie viral, ou
pode ser fundido ao N-terminal ou C-terminal da sequUéncia
de antigeno de superficie viral. Se o antigeno de
superficie viral nativo pode montar em particulas (por
exemplo, HBsAg) entdo a inser¢do ou fusdo ndo evitara essa
montagem.

Nessas proteinas hibridas, o antigeno heterdlogo pode
ser de uma bactéria, de um fungo, de um parasita, de um
virus (mas, por definigdo, o antigeno heterdlogo ndo é
HBsAg) etc. E possivel incluir um antigeno heterélogo

completo na proteina hibrida, mas & mails usual incluir um
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fragmento antigénico do antigeno.

Particularmente quando o antigeno de superficie viral
€ HBsAg, o antigeno heterdlogo pode ser de HIV, Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariaeou
Plasmodium ovale. Antigenos de HIV adequados para fazer
hibridos de HBsAg incluem glicoproteina de envelope gpl20
ou fragmentos antigénicos desses [63]. Antigenos adequados
de P.falciparum para fazer hibridos de HBsAg podem ser
baseados em uma subunidade do antigeno de superficie de
circunsporozoita (“CSP”), por exemplo, eles podem incluir
entre 3 e 20 repetigdes de seu motivo NANP (Id de Seq. N°:
2), e/ou eles podem incluir a regido C-terminal de CSP (mas
tipicamente ndo incluindo os 12 aminoacidos finais do C-
terminal) . Por exemplo, a invengdo pode usar o antigeno
conhecido como “RTS”, que contém uma grande porgao do C-
terminal de CSP de NF54 ou 7G8 isolado de P. falciparum
(aminodcidos 210 a 398, que incluem 19 repetigdes NANP e a
regido de epitopo de célula T nos aminodcidos 367 a 390),
fundido ao N-terminal de HBsAg em quatro aminodcidos da
porgao preS2 de HBsAg. Quando expresso em levedura, RTS
forma particulas que incluem 1lipideos (primariamente
fosfolipideo) em adigdao a proteina. A sequéncia de RTS pode
assim conter: (i) um residuo de metionina N-terminal; (ii)
Met-Ala-Pro; (iii) 189 aminoacidos que correspondem aos
aminodcidos 210-398 de proteina CS de P.falciparum 7G8 ou
aos aminodcidos 207-395 de proteina CS de P.falciparum
NF54; (iv) Arg ou Gly; (v) Pro-Val-Thr-Asn de proteina Pré-
S2 de hepatite B; e (vi) HBsAg. do isolado 7G8, RTS de
comprimento total tem a sequéncia dada como Id. de Seq. N°:

1 na referéncia 70 (veja também a Figura 5 da referéncia
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71) :
MMAPDPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPNANPN
ANPNANPNANPNANPNANPNANPNKNNQGNGQGHNMPNDPNRNVDENNANNAVKNNNNE
EPSDKHIEQYLKKIKNSISTEWSPCSVTCGNGIQVRIKPGSANKPKDELDYENDIEKKT
CKMEKCSSVFNVVNSRPVTNMENITSGFLGPLLVLQAGFFLLTRILTIPQSLDSWWTSL
NFLGGSPVCLGQONSQSPTSNHSPTSCPPICPGYRWMCLRRFIIFLFILLLCLIFLLVLL
DYQGMLPVCPLIPGSTTTNTGPCKTCTTPAQGNSMFPSCCCTKPTDGNCTCIPIPSSWA
FAKYLWEWASVRFSWLSLLVPFVQWFVGLSPTVWLSAIWMMWYWGPSLYSIVSPFIPLL
PIFFCLWVYI (Id. de Seq. N°: 1)

A proteina hibrida pode ser expressa em levedura,
usando uma sequéncia que codifica Id. de Seqg. N°:1. E
preferivel co-expressar a proteina hibrida em levedura com
HBsAg normal. Essa abordagem foi previamente usada com RTS,
e o produto de  co-expressdo €& referido como “RTS,S”. uma
proporgao de RTS:S de cerca de 1:4 & Gtil. A expressdo em
levedura S.cerevisiae é preferida, usando um plasmideo que
tem uma seqUéncia que codifica a proteina hibrida, e que
inclui: (1) um promotor acima de um gene de gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase, para controle da expressdao da
seqUéncia codificadora; e (2) um terminador de transcrigdo
ARG3 abaixo da sequéncia codificadora. Os plasmideos também
incluirdo tipicamente: (3) um marcador de seleg¢do de LEU2;
(4) uma seqUéncia de plasmideo de 2u; e (5) uma origem de
replicagado funcionalvem Escherichia coli.

RTS,S pode ser combinado com outros antigenos de
malaria, como proteina andnima relacionada a trombospondina
(TRAP) . Um adjuvante graxo preferido para uso com RTS,S
inclui uma emulsdo &leo em agua, 3d-MPL e uma saponina QS-
21.

Proporgdo de adjuvante graxo e tensoativo
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No segundo aspecto da invengdo, a proporgdo de peso na
composigdao do adjuvante graxo para o tensoativo do antigeno
é menor que 1.000:1.

Para um adjuvante MF59, a proporg¢do de peso € baseada
na quantidade de esqualeno. Para uma composi¢ao que contém
0,1 pg/ml de tensoativo em um componente antigeno, a
concentragdo de esqualeno serda menor que 100 ug/ml. Para
uma composigdo que contém 1 pg/ml de tensoativo em um
componente antigeno, a concentragdo de esqualeno serd menor
que 1 mg/ml. Para uma composigdo que contém 10 pg/ml de
tensoativo em um componente antigeno, a concentracao de
esqualeno serda menor que 10 mg/ml, enquanto a concentragdo
de esqualeno em uma composigdo tipica de adjuvante MF59
seria de 43 mg/ml (ou seja, 4.300:1).

Para um adjuvante 3D-MPL, a propbrcéo de peso &
baseada na quantidade de total de 3D-MPL, ou seja,
incluindo todas as formas diferentes de acil que podem
estar presentes. Para uma composi¢do que contém 0,1 pg/ml
de tensoativo em um componente antigeno, a concentragao
total de 3D-MPL serd menor gque 100 pg/ml. Para uma
composi¢do que contém 1 pg/ml de tensoativo em um
componente antigeno, a concentragdo total de 3D-MPL sera
menor que 1 mg/ml.

A proporgao de 1.000:1 & uma maxima. Para também
reduzir o potencial para interferéncia entre &leo em um
adjuvante e tensoativo em um antigeno, a propor¢ao pode ser
reduzida. Assim a proporg¢do pode ser <500:1, <£400:1,
<300:1, <£200:1, <£100:1, <£50:1, ou ainda <£25:1. Em uma
proporgdao <100:1, a composigdo que contém 10 pg/ml de

tensoativo em um componente antigeno deve ter um conteado
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de 6leo (por exemplo contetGdo de esqualeno ou 3D-MPL) de 1
mg/ml. Em uma proporgdo <25:1, a composigdo que contém 10
pg/ml de tensoativo em um componente antigeno deve ter um
contetido de 6leo (por exemplo conteldo de esqualeno ou 3D-
MPL) <250 pg/ml; inversamente, a composigdo que compreende
100pg/ml de 3D-MPL deve ter ndo menos que 4 pg/ml de
tensoativo como parte do antigeno.

A proporgdo é preferivelmente maior que 1.5:1 por
exemplo 22:1, 22,5:1, 23:1, 24:1, 25:1 ou mais.

Para 3D-MPL, uma proporgao entre 2,5:1 e 25:1 &
preferida, mais preferivelmente entre 2,5:1 e 10:1, e ainda
mais preferivelmente entre 2,5:1 e 5:1. Assim, a composigao
que contém 10pg/ml de tensoativo em um componente antigeno
deve ter um contetGdo de 3D-MPL entre 25 ug/ml e 250 pg/ml,
preferivelmente entre 25 pg/ml e 100 pg/ml, e ainda mais
preferivelmente entre 25 pg/ml e 50 pg/ml; inversamente, a
composig¢do que compreende 100 pg/ml de 3D-MPL deve incluir
um antigeno que tem um conteldo de tensoativo entre 4 pg/ml
e 40 pg/ml, preferivelmente entre 10 pg/ml e 40 pg/ml, e
ainda mais preferivelmente entre 20 pg/ml e 40 pg/ml.

A composigdo imunogénica

Assim como possuindo antigeno e um adjuvante graxo (e,
no segundo aspecto, um baixo nivel de tensoativo), as
composigdes da invengdo podem compreender transportadores,
adjuvantes, excipientes, tampdes etc., como descrito em
maiores detalhes abaixo. Esses componentes ndo antigénicos
podem ter varias fontes. Por exemplo, eles podem estar
presentes em um dos materiais de antigeno ou adjuvante que
serao usados durante a fabricacdo ou podem ser adicionados

separadamente daqueles componentes.
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Composigdes preferidas da invengdo incluem um ou mais
transportadores e/ou excipientes farmacéuticos.

Para controlar a tonicidade, é preferivel incluir um
sal fisioldgico, como um sal de sdédio. Cloreto de sdédio
(NaCl) é preferido, que pode estar presente entre 1 e 20
mg/ml.

As composig¢des terdo geralmente uma osmolalidade entre
200 mOsm/kg e 400 mOsm/kg, preferivelmente entre 240-360
mOsm/kg, e estardo mais preferivelmente na faixa de 280-320
mOsm/kg. A osmolalidade foi previamente relatada como ndo
tendo um impacto sobre a dor causada pela vacinagdo [72],
mas manter a osmolalidade nessa faixa €&, todavia,
preferivel.

As composigdes da inveng¢do podem incluir um ou mais
tampdes. Tampdes tipicos incluem: um tampdo de fosfato;
um tampdo Tris; um tampdo de borato; um tampdo de
succinato; um tampdo de histidina; ou um tampdo de citrato.
Tampdes serdao tipicamente incluidos na faixa de 5-50 mM, e
preferivelmente na faixa de 5-20 mM.

O pH da composigdo da invengdo serd geralmente entre
5,0 e 7,5, e mails tipicamente entre 5,0 e 6,0 para
estabilidade 6&tima,ou entre 6,0 e 7,0. O processo da
invengdo pode assim incluir uma etapa de ajuste do pH da
vaciﬁa antes da embalagem dela em recipientes de dosagem. A
vacina que contém toxdides diftéricos e tetdnicos
preferivelmente tem um pH 26, para evitar o risco de
reversdo de toxicidade nos toxdéides (particularmente no
toxbdide diftérico), e assim a vacina que contém toxdides e
antigenos HBsAg tém preferivelmente um pH entre 6,0 e 7,0.

para outras vacinas, incluindo vacinas monovalentes de
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HBsAg, um pH <6 pode ser aceitéavel.

As composig¢des da invencdo sdo preferivelmente
estéreis.

As composig¢des da invengdo sao preferivelmente nao
pirogénicas, por exemplo, contendo <1 EU (unidade de
endotoxina, uma medida padrdo) por dose, e preferivelmente
<0,1 EU por dose.

As composigdes da invengdo sdo preferivelmente livres
de gluten.

Se HBsAg absorvido é usado, o produto da vacina final
pode ser wuma suspensao com uma aparéncia turva. Essa
aparéncia significa que contaminag¢do microbiana ndo &
facilmente visivel, e assim a vacina preferivelmente contém
um agente antimicrobiano. Isso é particularmente importante
quando a vacina é embalada em recipientes de multidose.
Conservantes preferidos para inclusdo sdo 2-fenoxietanol
e/ou timerosal. E recomendado, no entanto, ndo usar
conservantes mercuriais durante o processo da invencgédo,
embora timerosal seja encontrado em varias vacinas de HBV
existentes. Para segurang¢a, no entanto, é preferivel que a
composig¢do final contenha menos que cerca de 25 ng/ml de
mercGrio. Mais preferivelmente, o produto da vacina final
mdo deve conter timerosal detectavel. Isso serd geralmente
atingido por remogdo do conservante mercurial de uma
preparagao de antigeno antes de sua adigdo no processo da
invengdo ou ao evitar o uso de timerosal durante a
preparagao dos componentes usados para fazer a composigdo.
HBsAg pode ser submetido a didlise (por exemplo, como
cisteina) para remover quaisquer conservantes mercuriais

como timerosal que pode ter sido usado durante a preparacdo
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do HBsAg [73,74].

Durante a fabricagdo, a diluig¢do dos componentes para
gerar concentragdes finais desejadas serd comumente
realizada com WFI (agua para injecgao).

A concentragao de qualquer fosfato de aluminio na
composigdo da invengdo, expressa em termos de Al;", &
preferivelmente menos que 5 mg/ml por exemplo <4 mg/ml, <3
mg/ml, <2 mg/ml, <1 mg/ml etc.

A concentragdo de HBsAg na composigdo da invengdo é
preferivelmente menos que 100 pg/ml, por exemplo, <90
pg/ml, <80 pg/ml, <70 pg/ml, <65 pg/ml, <60 pg/ml, <55
pg/ml, <50 pg/ml, <45 pg/ml, <40 pg/ml etc. A concentracio
de cerca de 40 pg/ml ou cerca de 20 ug/ml é tipica.

As composigdes da invengdo sdao preferivelmente
administradas a pacientes em doses de 0,5 ml. Referéncias a
doses de 0,5 ml doses devem incluir varidncia normal, por
exemplo, 0,5 ml + 0,05 ml.

A invengdo pode fornecer material volumoso que &

adequado para embalagem em doses individuais, que ser entdo

distribuido para administragdo a pacientes. As
concentragdes acima mencionadas sao tipicamente
concentragdes em dose embalada final, e assim,

concentra¢des em vacina de volume podem ser maiores (por
exemplo, para serem reduzidas as concentragdes finais por
diluigdo) .

As composig¢des da invengdo estardo geralmente em forma
aquosa.
Embalagem das composi¢des da invengdo

Depois da combinagdo do antigeno e adjuvante, os

processos da invengdo podem compreender uma etapa de
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extragdo e embalagem de uma amostra de 0,5 ml da mistura em
um recipiente. Para situag¢des de multidose, quantidades de
maltiplas doses serdo extraidas e embaladas juntas em um
Gnico recipiente. Como acima mencionado, em um arranjo
alternativo o antigeno e adjuvante sdo embalados
separadamente, para mistura extempordnea no momento do uso.

Os processos da invengdo podem compreender a etapa
adicional de embalagem da vacina em recipientes para uso.
Recipientes adequados incluem frascos e seringas
descartaveis (preferivelmente estéreis).

Quando a composigao da invengdo é embalada em frascos,

esses sdao preferivelmente feitos de vidro ou de um material

.plastico. O frasco é preferivelmente esterilizado antes da

composig¢do ser adicionada a ele. Para evitar problemas com
pacientes sensiveis ao latex, os frascos sao
preferivelmente selados com uma tampa livre de latex. O
frasco pode incluir uma uUnica dose de vacina,ou ele pode
incluir mais de uma dose (um frasco de ‘multidose’), por
exemplo, 10 doses. Quando do uso de um frasco de multidose,
cada dose deve ser retirada com uma agulha e seringa
estéreis e sob condigdes assépticas estritas, tomando
cuidado para evitar a contaminag¢do do contetGdo do frasco.
Frascos preferidos sdo feitos de vidro incolor.

Um frasco pode ter uma tampa (por exemplo, um fecho de
Luer) adaptada de modo'que uma seringa pré-preenchida possa
ser 1inserida na tampa, o conteldo da seringa pode ser
expelido no frasco, e o contetddo do frasco pode ser
removido de volta para a seringa. Apds a remogdo da seringa
do frasco, uma agulha pode ser entdo anexada e a composigdo

pode ser administrada a um paciente. A tampa &
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preferivelmente localizada dentro de uma cobertura ou selo,
de modo que a cobertura ou selo tenha que ser removido
antes da tampa poder ser acessada.

Quando a composigdo é embalada em uma seringa, © que é
preferivel, a seringa ndo terd normalmente uma agulha
anexada a ela, embora uma agulha separada possa ser suprida
com a seringa para montagem e uso. Agulhas de seguranga sdo
preferidas. Agulhas de 1 polegada (2,54 cm) calibre 23, 1
polegada calibre 25 e 5/8 polegadas (1,3 cm) calibre 25 sédo
tipicas. As seringas pode ser fornecidas com rdétulos
destacaveis em que o nimero do lote e data de validade do
contelido podem ser impressos, para facilitar a estocagem. O
émbolo em uma seringa preferivelmente tem um tampo para
evitar que o émbolo seja acidentalmente removido durante a
aspiragdo. Um tampo de émbolo de borracha de butil é
preferido. As seringas podem ter uma tampa de borracha de
latex e/ou tampo. Seringas descartdveis contém uma Unica
dose da vacina. A seringa terd deralmente uma tampa de
ponta para selar a ponta antes da anexag¢do de uma agulha, e
a tampa de ponta €& preferivelmente feita de borracha de
butil. Se a seringa e agulha sdo embaladas separadamente,
entdo a agulha é preferivelmente ajustada com um protetor
de borracha de butil. Borracha de butil cinza é preferida.
As seringas preferidas sdo aquelas comercializadas sob o
nome comercial “Tip-Lok”™.

Quando um recipiente de vidro (por exemplo uma seringa
ou a frasco) €& usado, entdo é preferivel usar um recipiente
feito de um vidro de borossilicato em vez de um vidro de
cal de soda.

Depois da composigdo ser embalada em um recipiente, o
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recipiente pode ser entdao colocado em uma caixa para
distribuigao, por exemplo, dentro de uma caixa de
cartolina, e a caixa sera rotulada com detalhes da vacina,
por exemplo, seu nome comercial, uma lista dos antigenos na
vacina (por exemplo ‘“hepatite B recombinante” etc.), o
recipiente de apresentagdo (por exemplo “Seringas Tip-Lok

Descartaveils pré-preenchidas” ou “frascos de dose Unica de

10 x 0,5 ml”), sua dose (por exemplo “cada um contendo uma
dose de 0,5ml”), recomendagdes (por exemplo “para uso
adulto apenas” ou “para uso Pedidtrico apenas”), uma data

de validade, uma indicagdo (por exemplo “imunizac¢do ativa
contra infecg¢do por virus da hepatite B (HBV) causada por
todos os subtipos conhecidos para pacientes com
insuficiéncia renal (incluindo pacientes de pré-hemodialise
e hemodidlise), de idade de 15 anos adiante” etc.), um
nimero de patente etc. Cada caixa deve conter mais de uma
vacina embalada, por exemplo, cinco ou dez vacinas
embaladas (particularmente para frascos). Se a vacina &
contida em uma seringa entdo a caixa deve mostrar um
retrato da seringa.

A vacina pode ser distribuida junto (por exemplo, na
mesma caixa) com uma bula que contém detalhes da vacina,
por exemplo, instru¢gdes para administragdo, detalhes do
antigenos na vacina etc. as instru¢des também podem conter
adverténcias, por exemplo, para manter uma solugdo de
adrenalina pronta disponivel em caso de reag¢do anafildtica
apbs a vacinagdo etc.

A vacina embalada é preferivelmente estocada entre 2°C
e 8°C. Ela deve ndo ser congelada.

Métodos de tratamento e Administragdo da vacina
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As composi¢des da 1invengdo sdo adequadas para
administragdo a pacientes humanos, e a invencdo fornece um
método de despertar uma resposta imune em um paciente, que
compreende a etapa de administragdo da composigdo da
invengdo ao paciente.

A invengdo também fornece a composigdo da invencgdo
para uso em medicina.

A invengdo também fornece o uso de (i) um antigeno
purificado substancialmente na auséncia de tensoativo e
(ii) um adjuvante graxo, na fabricagdo de um medicamento
para administrag¢do ao paciente.

A invengao também fornece o uso de (i) um componente

antigeno que inclui um tensoativo e (ii) wum adjuvante

-graxo, na fabricag¢do de um medicamento para administracgdo

ao paciente, em que a proporgao de peso do adjuvante
graxo em (ii) para tensocativo em (i) & menor que 1.000:1.

As composigdes imunogénicas da invengdo sdo
preferivelmente vacinas, por exemplo, para uso na prevengao
e/ou tratamento de infecgdo por virus da hepatite B.
Pacientes que receberam composigdes da invencdo
preferivelmente tém um titulo sérico anti-HBsAg GM
2500mIU/ml, medido 6 semanas depois da primeira imunizacdo.
Mais preferivelmente, o titulo é 2500mIU/ml, quando medido
depois de 12 meses.

As composigdes sdo particularmente (teis para protecdo
contra e/ou tratamento de infec¢des por virus da hepatite B
em pacientes para os gquais as vacinas de adjuvante
existentes (como o produto ENGERIX B™) s3o ineficazes.
Subgrupos de pacientes para os quais as composig¢des sdo

particularmente adequadas incluem: pacientes
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imunocomprometidos; pacientes em hemodidlise; pacientes em
pré-hemodialise; pacientes com insuficiéncia renal;
pacientes com faléncia renal; pacientes com faléncia renal
precoce antes de necessitarem hemodidlise; pacientes que
esperam por transplante de figado, por exemplo, em listas
de espera; pacientes com faléncia renal de estagio final;
pacientes que receberam um transplante de érgao
(particularmente um transplante de figado), por exemplo, no
periodo de 6 meses que precede a primeira dose da vacina da
invengdo; pacientes que recebem (ou receberam, por exemplo,
no periodo de 6 meses que precede a primeira dose da vacina
da invengdo) tratamento com imunoglobulina para hepatite B
(HBIg); pacientes com um haplétipo HLA DQ2 [75]; pacientes
com um haplétipo HLA DR3 [75]; pacientes com um haplétipo
HLA DR7 [75]; pacientes com o alelo de HLA DQB1*0202 ({76];
pacientes infectados com HIV; portadores crdénicos de HBV;
pacientes que receberam recentemente transfusdo sanglinea;

pacientes que receberam medicamentos imunossupressores;

pacientes que sofrem de AIDS; pacientes com ascite;
pacientes com <cirrose; pacientes com encefalopatia;
pacientes que recebem terapia com interferon, e em

particular ifn-a; pacientes que fumam cigarros; pacientes
que fumam charutos; pacientes com um indice de massa
corporal >30 kg/m?; e pacientes que receberam uma vacina de
HBsAg mas ndao foram soroconvertidos (por exemplo, eles tém
um titulo sérico anti-HBsAg <10 mIU/ml apds um esquema de
dosagem padrdo primdrio, como 3 doses de ENGERIX B™).

Esses pacientes podem ter uma taxa de clearance de
creatinina menor que 30 ml/min (a faixa saudavel normal

sendo ~100-140 ml/min em homens e 90-130 ml/min em
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mulheres). Os pacientes tém preferivelmente pelo menos 15
anos de idade, por exemplo, entre 15-40 anos, entre 15-60
anos, entre 40-60 anos, ou mesmo acima de 60. Os pacientes
com mais de 55 podem ser tratados a despeito de qualquer
doenca subjacente.

As composigdes da inveng¢do podem ser administradas por
inje¢do intramuscular, por exemplo, no deltdide.

Quando as composig¢des da invenc¢do incluem um adjuvante
baseado em aluminio, um depdsito dos componentes pode
ocorrer durante a estocagem. A composigdao deve ser,
portanto, agitada antes da administrag¢do a um paciente. a
composig¢do agitada sera uma suspensdo branca.

Processos preferidos e vacinas da invengdo

Um processo preferido para a preparagdao de uma
composig¢do imunogénica compreende as etapas de combinagado
de (i) um componente HBsAg que inclui polisorbato 20 e (ii)
um componente adjuvante que compreende 3D-MPL adsorvido a
um fosfato de aluminio, para gerar uma composigao em que a
proporgdo de peso de 3D-MPL para polisorbato 20 & menor que
1.000:1.

Uma composigdo imunogénica preferida & uma em que: (a)
a composigdo compreende HBsAg, polisorbato 20, 3D-MPL e um
adjuvante de fosfato de aluminio; e (b) a proporgdo de peso
do 3D-MPL para polisorbato 20 &€ menor que 1.000:1. O 3D-MPL
e o HBsAg sdo preferivelmente adsorvidos ao fosfato de
aluminio. A concentragdo de HBsAg é de cerca de 40 pg/ml. A
concentracdo de 3D-MPL é cerca de 100 pg/ml. A concentragdo
de Al;* é cerca de 1 mg/ml.

Uma outra composig¢do preferida da invengdo compreende

(i) HBsAg, purificado de S.cerevisiae, e (ii) um adjuvante
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que compreende uma mistura de fosfato de aluminio e 3D-MPL.
A concentragdo de HBsAg é de cerca de 40 ug/ml. A
concentragao de 3D-MPL é cerca de 100 pg/ml. A concentragdo
de Al;" é cerca de 1 mg/ml. HBsAg inclui polisorbato 20, e
a proporgdao de peso Oleo:tensoativo (ou seja, a proporgdo
de peso de 3D-MPL:polisorbato 20) é entre 2,5:1 e 100:1 ou
seja, o polisorbato 20 estd presente em um nivel entre 1
pg/ml e 40 upg/ml (ou seja, entre 2,5 pg e 100 pg de
polisorbato 20 por 100 ug de HBsAg). A proporgdo é
preferivelmente entre 2,5:1 e 25:1 ou seja, o polisorbato
20 estd presente em um nivel entre 4 ug/ml e 40 ug/ml. O
3D-MPL e o HBsAg sdo ambos adsorvidos ao fosfato de
aluminio.

Geral

O termo “que compreende” engloba “que inclui” bem coo
“que consiste”, por exemplo, uma composigao “que
compreende” X pode consistir exclusivamente em X ou pode
incluir algo adicional, por exemplo, X + Y.

A palavra “substancialmente” nao exclui
“completamente”, por exemplo, uma composigao que é
“substancialmente livre” de Y pode ser completamente livre
de Y. Quando necessario, a palavra “substancialmente” pode
ser omitida da definic¢do da invencdo.

O termo “cerxca de” em relacdo a um valor numérico X
significa, por exemplo, x + 10%.

A menos que especificamente determinado, um processo
que compreende uma etapa de mistura de dois ou mais
componentes ndo requer qualquer ordem especifica de
mistura. Assim, componentes podem ser misturados em

qualquer ordem. Quando ha trés componentes entdo dois
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componentes podem ser combinados um com o outro e entdo a
combinagao pode ser combinada com o terceiro componente
etc. Como acima descrito, os componentes podem ser
misturados durante a fabricagdo ou extemporaneamente no
momento do uso.

Quando um antigeno & descrito com sendo “adsorvido” a
um adjuvante, é preferivel que pelo menos 50% (em peso)
daquele antigeno seja adsorvido, por exemplo, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 95%, 98% ou mais. E preferivel que HBsAg
seja totalmente adsorvido, ou seja, nenhum seja detectavel
no sobrenadante.

Quando materiais animais (e particularmente bovino)
sdo usados na cultura de células, eles devem ser obtidos de
fontes que sejam 1livres de encefalopatias espongiformes
transmissiveis (TSEs) , e em particular livres de
encefalopatia espongiforme bovina (BSE).

Borrachas de butil incluem borrachas de clorobutil e
bromobutil.

Deve ser percebido que grupos ionizaveis podem existir
na forma neutra mostrada nas férmulas nessa, ou podem
existir em forma carregada, por exemplo, dependendo do pH.
Portanto, um grupo fosfato pode ser mostrado como -P-0O-
(OH),, essa fdérmula é meramente representativa do grupo
fosfato neutro, e outras formas carregadas sdo englobadas
pela inveng¢do. De modo similar, anéis de agucar podem
existir em forma aberta e fechada e, embora formas fechadas
sejam mostradas em fdérmulas estruturais nessa, formas
abertas sdo também englobadas pela inveng¢do.

Modos para realizar a invengao

Trés diferentes preparagdes de HBsAg foram estudadas:
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- HBsAg expresso em células de S.cerevisiae,
purificado com o uso de tensoativo ndo idnico.

- HBsAg expresso em células de 1levedura Hanensula,
purificado com o uso de tensoativo ndo idnico.

5 - HBsAg expresso em células CHO, com sequéncia preS2,

purificado sem o uso de tensoativos.

Dois diferentes adjuvantes foram estudados:

- Hidrdéxido de aluminio (1 mg/ml)

- MF59 em tampao de citrato (13 mM)

10 Seis formulag¢des foram preparadas, cada um com 20

pg/ml de HBsAg, 0,15M NaCl e 0,01% mertiolate:

A B C D E F
HBsAg CHO CHO |Hanensula |HanensulalS.cerevisiae |S.cerevisiae
Adjuvante Al MF59 |pl Hidrox| MF59 Al Hidrox MF59

Hidrox
NaCl 0,15M (0,15 0,15M 0,15M 0,15M 0,15M

M

Mertiolate| 0,01% (0,01| 0,01% 0,01% 0,01% 0,01%
Tensoativo - - + + + +

MF59 foi relatado por melhorar a resposta de anticorpo

em primatas a HBsAg recombinante [77]. As formulag¢des A a D
foram usadas para imunizar macacos african green. Grupos de

15 6 macacos foram imunizados por via intramuscular no dia 0 e
dia 28. Sangue foi coletado no tempo 0 e entdo a cada 2
semanas até a semana 8, e os titulos de anti-HBsAg (GMT)
foram medidos por ELISA. Os titulos foram normalizados a

1,0, que foi o valor do dia 14 em cada grupo, e oOs

20 resultados normalizados foram como se segue:

A B C D
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Hospedeiro |CHO CHO Levedura levedura
Adjuvante Al Hidrox MF59 Al Hidrox MF59
Tensoativo |— - + +

Dia 14 1,0 1,0 1,0 1,0

Dia 28 0,9 0,8 1,3 0,4

Dia 42 19,2 159,8 108, 8 85,2

Dia 56 10,8 32,6 61,3 24,5

Observando os titulos do dia 42 e dia 56, esses dados
mostram que o adjuvante MF59 aumentou os titulos muito mais
marcadamente que o adjuvante de aluminio para antigeno

expresso em CHO (aumento de 160 vezes vs. aumento de 20

vezes no dia 42), mas a situacao foi revertida para o

antigeno expresso em Hanensula (aumento de 85 vezes Vs.
aumento de 110 vezes no dia 42).

Experimentos similares foram realizados em babuinos,
com o uso das formulagdes B, E e F. Os valores de GMT foram
medidos 14 dias apds a primeira injeg¢do e, em relagdo ao

valor do grupo F, como se segue:

A B E F
Tensoativo |— — + +
Adjuvante Al Hidrox MF59 Al Hidrox MF59
Dia 14 - 13,5 4,5 1,0
Aqui, o uso de MF59 em vez do adjuvante de aluminio

leva a uma resposta menor de GMT (comparar grupos E e F),

enquanto um aumento deva ser esperado (grupo B e referéncia
77) .

As respostas de anti-HBsAg 28 depois da primeira

injecdo com o uso das formulagdes E e F foram também

comparadas em macacos rhesus, macacos african green e

camundongos C3H (NB: camundongos receberam 60% da dose de
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HBsAg). Bem como medindo os valores de GMT, o nuamero
daqueles que respondem foi também medido, ou seja, animais
que mostram  um titulo >10 mIU/ml. Os resultados,
normalizados ao grupo F, foram como se segue:
GMT Respondem
E F E F
Adjuvante |Al Hidrox |MF59 Al Hidrox MF59
Rhesus 4,2 1,0 60% 20%
AGM 110,0 1,0 100% 50%
camundongo (0,1 1,0 94 % 100%
Em contraste a camundongos, portanto, o uso de MF59

como o adjuvante em primatas resultou em uma diminuigdo
substancial tanto em valores de GMT quanto nos niveis dos
que respondem para o HBsAg expresso em S. cerevisiae.
Finalmente, o aumento em GMT que resulta de vacinacgao
de reforco com as formulagdes E e F foi medido em macacos

african green foram medidos

soro-positivos. Os titulos
antes da dose de reforgo e entdo novamente 28 dias depois,

e o aumento em titulos foi como se segue:

Grupo Adjuvante Aumento (x)
E Al Hidrox 91,5 x
F MF59 19,1 x
Bem como dando um menor aumento em vezes Jgue O

adjuvante de hidréxido de aluminio,

MF59 gerou um menor

valor de GMT 28 dias apds a dose de reforgo.

No geral,

portanto,

MF59 parece ser um pior adjuvante

que hidrdéxido de aluminio para HBsAg expresso em levedura

em primatas, mas um melhor adjuvante para HBsAg expresso em

CHO. Esses

interacdo entre

resultados

(a)

podem

explicados

por uma

tensoativo residual em HBsAg purificado
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de levedura e (b) excesso de 6leo de esqualeno no adjuvante
de MF59. Como um Oleo, esqualeno é submetido & acgdo de
tensoativos em condigdes aquosas, e vice versa, e &
proposto que o tensoativo no antigeno seja incompativel com
o ©6leo no adjuvante. Essa incompatibilidade pode ser
solucionada com purificagdo do HBsSAg sem o uso de
detergentes (por exemplo, como no material expresso em
CHO) ,ou ao assegurar que o Oleo ndo esteja presente em um
tal excesso que ele interfira com o tensoativo no antigeno.

Em uma composigdo de HBsAg com adjuvante MF59, um
volume de MF59 é combinado com um volume de solucdo de
antigeno. Em um volume de 100 ml, haverd assim, 50 ml de
MF59 e 50 ml de HBsAg em solugdo. Esses 100 ml contém 2,15
g esqualeno do MF59 e , e uma concentrag¢do de HBsAg de 40
pg/ml, eles contém 2 mg de HBsAg. Em uma concentracdo de
polisorbato 20 de 25 pg por 100 ug de HBsAg ([35], os 100 ml
contém 0,5 mg de polisorbato 20. A proporgao
6leo:tensoativo em uma vacina tipica de adjuvante MF59 &
assim 4.300:1. Por redugdo do excesso de O6leo para menos
que 1.000:1, a interagdo entre ©&leo no adjuvante e
tensoativo no antigeno pode ser substancialmente reduzida,
dessa forma reduzindo a interferéncia.

Deve ser compreendido que a invengcao foi descrita
apenas por via de exemplo e que podem ser feitas
modificagdes, embora permanecendo dentro do escopo e
espirito da invencdo.
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REIVINDICAGCOES

1. Processo para a preparagao de uma composigao

imunogénica caracterizado pelo fato de compreender as

etapas de combinagdo de (1) um componente antigeno gue
inclui um tensoativo e (ii) um componente adjuvante graxo,
para gerar uma composi¢do em que a proporgdo de peso entre
o adjuvante graxo e o tensoativo & menor que 1.000:1.

2. Composigdo imunogénica caracterizada pelo fato de

que: (a) a composigao compreende um componente antigeno e
um componente adjuvante graxo; (b) o componente antigeno
inclui um tensoativo; e (c) a proporgaoc de peso entre o
adjuvante graxo e o tensoativo & menor que 1.000:1.

3. Processo ou composigao, de acordo com a

reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que o

adjuvante graxo compreende um 6leo metabolizavel.
4., Processo ou composicao, de acordo com a

reivindicagdo 3, caracterizado pelo fato de que o adjuvante

graxo compreende uma emulsdo 6leo em &agua submicrométrica
de esqualeno e polisorbato 80.
5. Processo ou composicgdao, de acordo com a

reivindicagdo 1 ou 2, caracterizado pelo fato de que o

adjuvante graxo compreende uma molécula que compreende uma
porgdao de acido graxo.
6. Processo ou composigao, de acordo com a

reivindicagdo 5, caracterizado pelo fato de que o adjuvante

graxo €& um monofosforil 1lipideo A 3-desoxiacilado (“3D-
MPL”) .
7. Processo ou composigao, de acordo com a

P

reivindicagdo 6, caracterizado pelo fato de que o 3D-MPL é

uma mistura de moléculas que variam em sua acilacgdo.
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8. Processo ou composicgao, de acordo com a

reivindicagdo 6 ou reivindicagdo 7, caracterizado pelo fato

de que o adjuvante graxo 1nc1u1

Mw— \ "

9. Processo ou composigdo, de acordo com dqualquer

uma das reivindicagdes 6, 7 ou 8, caracterizado pelo fato

de que o 3D-MPL estéd na forma de particulas.
10. Processo ou composigao, de acordo com a

reivindicacdo 9, <caracterizado pelo fato de que as

particulas podem ser esterilizadas em filtro.
11. Processo ou composigdo, de acordo com gualquer

uma das reivindicag¢des 6, 7, 8, 9 ou 10, caracterizado pelo

fato de que o 3D-MPL estd em combinagdo com um sal de
aluminio.
12. Processo ou composigao, de acordo com a

reivindicagdo 11, caracterizado pelo fato de que o sal de

aluminio & um fosfato de aluminio.
13. Processo ou composigao, de acordo com a

-

reivindicag¢do 12, caracterizado pelo fato de que o 3D-MPL é

adsorvido no sal de aluminio.
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14. Processo ou composigdo, de acordo com qualquer uma
das reivindica¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 ou

13, caracterizado pelo fato de que o tensoativo é um éster

de polioxietileno sorbitano.
15. Processo ou composigdo, de acordo com a

reivindicagdo 14, caracterizado pelo fato de que o éster é

polisorbato 20.
l16. Processo ou composigao, de acordo com a

reivindicagdo 14 ou 15, caracterizado pelo fato de que a

concentragdo de tensoativo & de ndo mais que 50 pg/ml.
17. Processo ou composigdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicag¢bes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14, 15 ou 16, caracterizado pelo fato de que o

antigeno & um antigeno de superficie viral.
18. Processo ou composigdo, de acordo com a

reivindicagdo 17, caracterizado pelo fato de que o antigeno

€ um antigeno de superficie de hepatite B particulado
(THBsAg'’), purificado na preseng¢a de tensoativo.
19. Processo ou composigao, de acordo com a

reivindicacdo 18, caracterizado pelo fato de que o HBsAg

estd expresso em uma célula de levedura.
20. Processo ou composigao, de acordo com a

reivindicagdo 19, caracterizado pelo fato de que a levedura

é Saccharomyces cerevisiae.
21. Processo ou composigdo, de acordo com qualquer

uma das reivindicag¢des 18, 19 ou 20, caracterizado pelo

fato de gque o HBsAg €é ndo glicosilado e/ou inclui
fosfatidilinositol.
22. Processo ou composigdo, de acordo com qualquer uma

das reivindica¢des 18, 19, 20 ou 21, caracterizado pelo
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fato de que o HBsAg é de subtipo adw2 do virus da hepatite
B.

23. Processo ou composig¢do, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 ou 22, caracterizado

pelo fato de que o antigeno é uma proteina hibrida que
compreende um antigeno de superficie viral e um antigeno
heterdlogo. ‘

24. Processo ou composigao, de acordo com a

reivindicagdo 23, caracterizado pelo fato de que o antigeno

de superficie viral é& HBsAg e o antigeno heterélogo & um
antigeno de maléaria.
25. Processo ou composicgao, de acordo com a

reivindicagdo 24, caracterizado pelo fato de que a proteina

hibrida compreende HBsAg e um fragmento da proteina de
circunsporozoita de Plasmodium falciparum.
26. Processo ou composigao, de acordo com a

reivindicacdo 25, caracterizado pelo fato de que a proteina

hibrida compreende uma porgdo C-terminal de uma proteina de
circunsporozoita de Plasmodium falciparum, quatro ou mais
repeticdes acopladas (tandem) da regido imunodominante da
proteina de circunsporozoita e HBsAg.

27. Processo ou composigdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 ou

26, caracterizado pelo fato de que a proporgdao de peso

entre o adjuvante graxo e o tensoativo & menor que 500:1.
28. Processo ou composig¢do, de acordo com qualquer
uma das reivindicacgdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26
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ou 27, caracterizado pelo fato de que a proporgao de peso

entre o adjuvante graxo e o tensoativo & menor que 50:1.
29. Processo sou composigdo, de acordo com qualquer

uma das reivindicac¢des 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,

27 ou 28, caracterizado pelo fato de que o adjuvante graxo

€ um 3D-MPL e a proporgdo de peso entre o adjuvante graxo e
o tenscativo é entre 2,5:1 e 25:1.

30. Processo ou composigao, de acordo com gqualquer
uma das reivindicagdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14, 15, 1e, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,

27, 28 ou 29, caracterizado pelo fato de que a composigado

tem uma osmolalidade entre 200 mOsm/kg e 400 mOsm/kg.

31. Processo ou composigdo, de acordo com qualquer
uma das reivindicac¢bes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,

27, 28, 29 ou 30, caracterizado pelo fato de que a

composigdo inclui um tampdo de fosfato.
32. Processo ou composigdao, de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26,

27, 28, 29, 30 ou 31, caracterizado pelo fato de que a
composigcao tem um pH entre 6,0 e 7,0.
33. Uso de (i) um componente antigeno que inclui um

tensoativo e (ii) um adjuvante graxo caracterizado pelo

fato de ser na fabricagdo de um medicamento para
administragdo ao paciente, em que a proporg¢do de peso entre
o adjuvante graxo em (ii) e o tensoativo em (i) é menor que
1.000:1.

34. Processo para a preparagdo de uma composicdo
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imunogénica caracterizado pelo fato de que compreende as

etapas de combinagdo de (i) um componente HBsAg que inclui
polisorbato 20 e (ii) um componente adjuvante que
compreende 3D-MPL adsorvido em um fosfato de aluminio, para
gerar uma composig¢do em que a proporgdao de peso entre 3D-

MPL e polisorbato 20 é menor que 1.000:1.

35. Composig¢do imunogénica caracterizada pelo fato de

que: (a) a composigdo compreende HBsAg, polisorbato 20, 3D-
MPL. e um adjuvante de fosfato de aluminio; e (b) a

propor¢do de peso entre 3D-MPL e polisorbato 20 & menor que

1.000:1.
36. Processo para a preparagdao de uma composigao
imunogénica caracterizado pelo fato de que: (a) a

composig¢do compreende um antigeno e um adjuvante graxo; e
(b) o antigeno é substancialmente purificado na auséncia de

tensoativo.



1/1 o :
?i“ 06 4 72 Sy_0
REDUGAO DE INTERFERENCIA ENTRE ADJUVANTES CONTENDO OLEO E
ANTIGENOS CONTENDO TENSOATIVOS
A inclusdo de adjuvantes graxos em composigdes de
vacina pode causar dificuldades com certos componentes
5 antigénicos, particularmente com antigenos que incluem um
componente tensoativo. Um método para a preparagao de uma
composigdo imunogénica que compreende um antigeno e um
adjuvante graxo envolve a purificacdo do antigeno
substancialmente na auséncia de tensoativo. Quando
10 tenscativos nd3o podem ser evitados, os seguintes sdo
combinados: (i) um componente antigeno que inclui um
tensoativo e (ii) um componente adjuvante graxo, para gerar
uma composigdo em que a proporgdo de peso entre o referido
adjuvante graxo e o referido tensoativo & menor que

15 1.000:1.
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