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(57) Resumo: "SISTEMA E METODO DE FUMO ELETRICO". Um
sistema de fumo elétrico (21) compreendendo um cigarro (23) e um
acendedor elétrico (25), no qual o cigarro (23) compreende uma
superficie fosca de tabaco tubular (66) parcialmente cheia com
material de tabaco (80) de modo a definir uma por¢cao de barra de
tabaco cheia (60) e uma porcdo de barra de tabaco vaga (90). O
cigarro (23) e o acendedor (25) sdo mutuamente dispostos de modo
que quando o cigarro (23) é recebido no acendedor (25), o elemento
do aquecedor elétrico (37) do acendedor (25) pelo menos parcialmente
sobrepde pelo menos uma porgao da porgao da barra de tabaco cheia
(60). O cigarro (23) e o acendedor (25) sdo também mutuamente
dispostos de modo que quando o cigarro (23) é recebido no acondedor
(25), a extremidade livre (15) do cigarro (23) fica fechada. O cigarro
(23) inclui uma zona de perfuragdes (12,14) em uma localizagdo ao
longo da por¢&do da barra de tabaco cheia (60), com o cigarro sendo
isento de perfuragdes ao longo da porgdo da barra de tabaco vaga
(90).
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“VACINA, METODO PARA PREVENIR OU TRATAR INFECCAO, E,
USO DE UMA VACINA”
CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo diz respeito ao campo de vacinas para
proteger contra a pélio, e em particular as vacinas de combina¢do para
proteger contra as doengas da poélio, difteria, tétano e coqueluche.
FUNDAMENTOS

As vacinas de combinag¢do (que fornecem proteg¢do contra
patogenos multiplos) sdo muito desejaveis de modo a minimizar o namero
de imunizag¢des requeridas para conferir prote¢cdo contra patdogenos
multiplos, para baratear os custos de administragdo e para aumentar as
taxas de aceitacdo e cobertura. O fendmeno bem documentado de
competi¢do antigénica (ou interferéncia) complica o desenvolvimento de
vacinas de componente maultiplo. A interferéncia antigénica refere-se a
observacdo de que administrar antigenos multiplos frequentemente resulta
em uma resposta diminuida a certos antigenos em relagdo a resposta
imune observada quando tais antigenos sfo administrados
individualmente.

As vacinas de combinagdo sdo conhecidas que podem prevenir
Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium difteriae e
opcionalmente poliovirus inativados (IPV), e/ou virus da Hepatite B e/ou
infecgdo tipo B de Haemophilus (ver por exemplo a WO 93/24148,
WO97/00697 e WO2000/030678).

Depois de muitos anos de pesquisa a dose padrdo de vacinas
da pélio aceitas como eficazes dentro da comunidade de vacina presentemente
contém 40 unidades de antigeno D de poliovirus inativados tipo 1 (Mahoney),
8 unidades de antigeno D de poliovirus inativados tipo 2 (MEF-1) e 32
unidades de antigeno D de poliovirus inativados tipo 3 (Saukett) (por

exemplo, Infanrix-IPV®).
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Os presentes inventores surpreendentemente descobriram que
doses reduzidas de IPV podem manter um nivel adequado ou melhorado de
protecio contra a polio. Tais vacinas carregam vantagens consideraveis
incluindo a capacidade para fornecer mais doses de vacinas de IPV para os
individuos em necessidade destes.

SUMARIO DA INVENCAQO

Conseqiientemente, a presente inveng¢ido fornece varias vacinas
de IPV de dose reduzida (que pode ter apenas componentes de I[PV ou podem
ter componentes de IPV combinados com outros antigenos).

Conseqiientemente, em um aspecto a presente inveng¢do
fornece uma vacina de IPV da invengdo que compreende poliovirus
inativados tipo 1 em uma dose maior do que 10 unidades de antigeno D e
menos do que 20 unidades de antigeno D, por exemplo, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 18 ou 19 unidades de antigeno D.

Em uma forma de realizagdo, a presente invengdo fornece uma
vacina de IPV da inven¢do que compreende poliovirus inativados tipo 3 em
uma dose de 8 a 20 unidades de antigeno D, por exemplo, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14,15, 16,17, 18, 19 ou 20 unidades de antigeno D.

Em uma outra forma de realizagdo, a presente invengio
fornece uma vacina de IPV da invengdo que compreende poliovirus
inativados tipo 2 em uma dose de 2 a 4 unidades de antigeno D, por exemplo,
2, 3 ou 4 unidades de antigeno D.

Em uma outra forma de realizagdo, a presente inveng¢do
fornece uma vacina de IPV da invengdo que compreende ainda toxoide da
difteria e/ou toxdide do tétano e/ou uma vacina da coqueluche na forma de
vacina Pw de célula inteira morta ou antigenos da coqueluche acelulares.

Em um outro aspecto, a presente inven¢do fornece uma vacina
de IPV da invengdo que € uma vacina de combinagdo de DTP-IPV isenta de

tiomersal que compreende poliovirus inativados tipo 1 em uma dose entre 10
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e 36 unidades de antigeno D.

Em uma outra forma de realizagdo, a presente invengdo
fornece uma vacina de combina¢io de DTP-IPV isenta de tiomersal da
invengdo que compreende poliovirus inativados tipo 2 em uma dose de 2 a 7
unidades de antigeno D, por exemplo, 5, 6 ou 7 unidades de antigeno D.

Em uma outra forma de realizagdo, a presente invengao
fornece uma vacina de combinagdo de DTP-IPV isenta de tiomersal da
invengdo que compreende poliovirus inativados tipo 3 em uma dose de 8 a 29
unidades de antigeno D, por exemplo, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 ou 29
unidades de antigeno D.

Em uma outra forma de realizagfo, as vacinas da presente
invencdo também pode compreender um ou mais antigenos selecionados do
grupo que consiste de: antigeno de superficie da Hepatite B, antigeno(s) b
de Haemophilus influenzae, antigeno(s) A de Neisseria meningitidis,
antigeno(s) C de Neisseria meningitidis, antigeno(s) W de Neisseria
meningitidis, antigeno(s) Y de Neisseria meningitidis, vesicula ou
antigeno(s) B de Neisseria meningitidis, antigeno(s) da Hepatite A e
antigeno(s) Salmonella typhi, em particular antigenos de sacarideo capsular
das ditas bactérias.

Meétodos de fabricar as vacinas da invengdo também sao
fornecidos.

DEFINICOES

O termo ‘“vacina” é opcionalmente substituivel com o termo
“composi¢do imunogénica” e vice e versa.

“unidades de antigeno D” (também aludido como “unidades
internacionais” ou IU): A forma antigénica D do poliovirus induz
anticorpos neutralizadores protetores. As unidades de antigeno D aqui
aludidas (por exemplo nas vacinas da invengdo) sfo as unidades de

antigeno D totais medidas de cada tipo de antigeno de IPV volumoso n&o
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absorvido antes da formulagdo da vacina final que sdo adicionadas em cada
dose humana de vacina formulada (tipicamente 0,5 ml de volume final).
Métodos confidveis de medir unidades de antigeno D sdo bem conhecidos
na técnica e sdo publicados, por exemplo, pela European Pharmacopoeia.
Por exemplo, unidades de antigeno D podem ser medidas usando o teste de
ELISA como descrito no Exemplo 1 (“quantificagio de antigeno D pelo
ELISA”) abaixo. A European Pharmacopoeia fornece uma amostra de teste
(European Pharmacopoeia Biological Reference Preparation — disponivel
de Ph. Eur. Secretariat, por exemplo, Code P 216 0000) para padronizagéo
de tais métodos entre os fabricantes (Pharmeuropa Special Issue, Bio 96-2).
Assim o valor unitario do antigeno D é bem entendido na técnica.

O termo “dose” aqui € tipicamente uma administragdo da
vacina da invencgdo, que é tipicamente uma inje¢do. Uma dose humana tipica
é de 0,5 ml. Naturalmente varias doses podem ser administradas em um
programa de administragdo de vacina.

O termo “IPV” ou uma vacina que compreenda estes
componentes aqui é intencionado a significar virus da p6lio inativado tipo 1
(por exemplo, Mahoney, como preferivelmente usado, ou Brunhilde como
vendido pela Statens Serum Institut sob o nome de DiTeKiPol), tipo 2 (por
exemplo, MEF-1), ou tipo 3 (por exemplo, Saukett), ou uma combinagéo de
dois ou todos os trés destes tipos. Um exemplo de uma vacina de IPV de dose
completa (ou padrio) (40-8-32 unidades de antigeno D dos tipos 1, 2 e 3 do
IPV respectivamente) para os propdsitos desta invengdo pode ser Poliorix®
(GSK Biologicals S.A.). Assim, onde é aqui estabelecido que X % de uma
dose padrio de IPV estd presente em uma vacina da invengdo sao
intencionadas unidades de antigeno D que equivalem a X % de 40, 8 e/ou 32
unidades de antigeno D dos tipos 1, 2 e/ou 3 de IPV respectivamente (como
medidas em cada tipo de antigeno do IPV volumosa) sdo formulados dentro

de cada dose da dita vacina.
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Os termos “lipopolissacarideo” (LPS) e “lipooligossacarideo”
(LOS) sdo intercambiaveis.

O termo “sacarideo” por todo este relatério descritivo pode
indicar polissacarideo ou oligossacarideo e inclui ambos. O antigeno de
sacarideo capsular pode ser um polissacarideo de tamanho natural ou pode ser
estendido aos ‘sacarideos de um determinado tamanho’ e “oligossacarideos’
bacterianos (que naturalmente tém um numero baixo de unidades de
repeticdo, ou que sdo polissacarideos reduzidos em tamanho para
manuseabilidade, mas sd3o ainda capazes de induzir uma resposta imune
protetor em um hospedeiro) que sdo bem conhecidos na técnica da vacina (ver
por exemplo a EP 497525).

O termo “acido nucléico” aqui pode compreender acido
desoxirribonucléico (DNA) de filamento tUnico ou duplo ou 4cido
ribonucléico (RNA) de filamento unico ou duplo ou uma mistura destes.

Os termos “componente(s)” de um patégeno ou
“componente(s) que proporcionam prote¢do para um tal patéogeno” dentro das
vacinas da invencdo aqui s3o intencionados a significar um ou mais
antigeno(s) deste patdgeno.

O termos “em torno” ou “aproximadamente” aqui s&o
intencionados a significar = 10 % do valor estabelecido, mas devem estar de
acordo com o contexto de uso.

DESCRICAO DAS FIGURAS
Figura 1. Evolucdo da Poténcia Relativa (RP) de DTPwSF-HB-IPV “Método

de producio 3” com a dose de JPV.

A poténcia da dose reduzida de IPV das formulagdes “Método
de produgio 3” foi examinada in vivo em comparagdo com a formulagdo de
referéncia (formulagio Poliorix e DTPalPVHB). A RP de IPV foi medida em
doses a 100 %, 50 %, 25 % e 12,5 % da dose de IPV padrdo (40/8/32
unidades de antigeno D para os tipos 1/2/3).
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Figura 2. Evolucdo da Poténcia Relativa (RP) do fluxograma da formulagdo
DTPwSF-HB-IPV.

A poténcia da dose reduzida de IPV tanto para a formulagio
do “Método de produgdo 3” quanto do “Método de produgdo 4” foi
examinada in vivo em comparagdo com formula¢cdes de referéncia
(formulacio Poliorix e DTPaIPVHB). A RP foi medida tanto para o “Método
de produc¢io 3” quanto para o “Método de producdo 4” a 25 % da dose de IPV
padrio (40/8/32 unidades de antigeno D para os tipos 1/2/3) em comparagédo
com um placebo com apenas 25 % de IPV.

Figura 3. Poténcia Relativa dos tipos 1, 2 e 3 de IPV nos tempos de 0 ¢ 8

meses.

A Poténcia Relativa de IPV foi medida [em relagdo a
DTPaHBIPV (Pediarix) (Figura 3a) ou Poliorix (Figura 3b)] para determinar
se o componente Hib tem um efeito sobre a poténcia do IPV e para avaliar a
estabilidade de IPV com o tempo em doses diferentes de IPV.
DESCRICAO DETALHADA

A presente inven¢do fornece uma vacina (por exemplo, uma
vacina de combina¢do) que compreende antigenos de poliovirus (IPV) e
opcionalmente Corynebacterium difteriae (D), Clostridium tetani (T),
Bordetella pertussis (P) ou Hepatite B.

Os antigenos da invencio

Componentes da vacina de IPV

As vacinas da inven¢do podem ser compreendidas de IPV tipo
1 ou IPV tipo 2 ou IPV tipo 3, ou IPV tipos 1 e 2, ou IPV tipos 1 e 3, ou IPV
tipos 2 e 3, ou IPV tipos 1, 2 e 3.

Métodos de preparar poliovirus inativados (IPV) sdo bem
conhecidos na técnica. Em uma forma de realizagdo, o IPV deve compreender
tipos 1, 2 e 3 como é comum na técnica da vacina e pode ser a vacina Salk da

pélio que ¢é inativada com formaldeido (ver por exemplo, Sutter et al., 2000,



10

15

20

25

7

Pediatr. Clin. North Am. 47: 287; Zimmerman & Spann 1999, Am Fam
Physician 59: 113; Salk et al.,, 1954, Official Monthly Publication of the
American Public Health Association 44(5): 563; Hennesen, 1981, Develop.
Biol. Standard 47: 139; Budowsky, 1991, Adv. Virus Res. 39: 255).

Em uma forma de realizacio o IPV ndo é absorvida (por
exemplo, antes de misturar com outros componentes se presentes). Em uma
outra forma de realizagdo, o(s) componente(s) do IPV da invengdo pode(m)
ser absorvido(s) em um sal de aluminio tal como hidréxido de aluminio (por
exemplo, antes ou depois de misturar com outros componentes se presentes).
Em uma outra forma de realizagdo, o(s) componente(s) do IPV da invengéo
pode(m) ser absorvido(s) em um sal de aluminio tal como fosfato de
aluminio. Em uma outra forma de realizag¢do o(s) componente(s) do IPV
pode(m) ser absorvido(s) em uma mistura de hidréxido de aluminio e fosfato
de aluminio. Se absorvido, um ou mais componentes de IPV podem ser
absorvidos separadamente ou juntos como uma mistura. O IPV pode ser
estabilizada por um processo de secagem particular como descrito na
W02004/039417.

O poliovirus pode ser cultivado em cultura de célula. A cultura
de célula pode ser uma linhagem de célula VERO ou PMKC, que € uma
linhagem de célula continua derivada de rim de macaco. As células VERO
podem ser convenientemente cultivadas em microcarregadores. A cultura das
células VERO antes e durante a infec¢io viral pode envolver o uso de
material derivado de bovino, tal como soro de bezerro e este material deve ser
obtido de fontes que sdo isentas da encefalite espongiforme bovina (BSE). A
cultura também pode envolver materiais tais como hidrolisado de
lactalbumina. Depois do cultivo, virions podem ser purificados usando
técnicas tais como ultrafiltracdo, diafiltragio e cromatografia. Antes da
administragdo ao pacientes, os virus devem ser inativados e isto pode ser

obtido pelo tratamento com formaldeido.
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Os virus podem ser cultivados, purificados e inativados
individualmente e depois combinados para dar uma mistura volumosa
concentrada para o uso como vacina de IPV ou para adi¢do ao antigeno da
difteria e tétano absorvido e componentes da coqueluche para as vacinas que
compreendem DTPw-IPV ou DTPa-IPV.

Os antigenos nas vacinas da invengd@o estardo presentes em
“quantidades imunologicamente eficazes” isto é a administragdo desta
quantidade a um individuo, em uma dose unica ou como parte de uma série, €
eficaz para o tratamento ou prevengdo de doenga. O tratamento de dosagem
podem ser um programa de dose Unica ou um programa de dose multipla (por
exemplo, incluindo doses reforgadoras).

As doses padrido de vacinas da p6lio no momento atual tendem
a conter 40 unidades de antigeno D de poliovirus inativados tipo 1, 8 unidades
de antigeno D de poliovirus inativados tipo 2 e 32 unidades de antigeno D de
poliovirus inativados tipo 3 (por exemplo, Infanrix-IPV®).

Entretanto, os presentes inventores surpreendentemente
descobriram que doses reduzidas de IPV podem ser usadas para se obter uma
boa resposta imune. Em uma forma de realizagdo, uma vacina de dose de IPV
da presente inveng¢do pode compreender entre 10 e 36 unidades de antigeno D
do IPV tipo 1 (por exemplo, 11 a 32, 12 a 28, 13 a24, 14 a20 ou 15 a 19
unidades de antigeno D). Em uma outra forma de realizagdo, uma vacina de
dose de IPV da presente invengdo pode compreender IPV tipo 1 em uma dose
de 10 a 20 unidades de antigeno D ou uma dose maior do que 10 unidades de
antigeno D e menor do que 20 unidades de antigeno D. Em uma outra forma
de realizacfio, uma dose de vacina da presente invengdo pode compreender 26
a 49 %, 30 a 45 %, 33 a 40 %, 35 a 37 %, ou aproximada ou exatamente um
terco de dose unitdria de antigeno D 40 padrao de IPV tipo 1 (equivalente a
aproximadamente 10,4 a 19,6, 12 a 18, 13,2 a 16, 14 a 14,8 ou 13,3 unidades

de antigeno D). Em uma outra forma de realiza¢do, uma vacina de dose de
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IPV da presente invengdo pode compreender 11 a 32 unidades de antigeno D,
12 a 28 unidades de antigeno D, 13 a 24 unidades de antigeno D ou 14 a 20
unidades de antigeno D de IPV tipo 1.

Alternativamente, uma vacina de dose de IPV da presente
inven¢do pode compreender 10 a 19,5 unidades de antigeno D, 12 a 19
unidades de antigeno D, 14 a 18,5 unidades de antigeno D, ou 15 a 17
unidades de antigeno D; por exemplo em torno de ou exatamente 16 unidades
de antigeno D de IPV tipo 1.

Em uma outra forma de realizagdo, as vacinas da presente
invencdo podem compreender menos do que 4 unidades de antigeno D, 2 a 4
unidades de antigeno D (equivalente a 25 a 50 % de dose unitaria de antigeno
D 8 padrio) ou em torno de ou exatamente 3 unidades de antigeno D de IPV
tipo 2 (equivalente a 37,5 % de dose unitaria de antigeno D 8 padrao).

Em uma outra forma de realizagdo, a vacina da presente
invencdo pode compreender aproximada ou exatamente um ter¢o de dose
unitaria de antigeno D 8 padrio de IPV tipo 2 (equivalente a
aproximadamente 2,7 unidades de antigeno D).

Em uma outra forma de realizagdo, as vacinas da presente
inven¢do pode compreender 2 a 7 unidades de antigeno D de IPV tipo 2. Em
uma outra forma de realizagdo, uma vacina de dose de IPV da presente
invencdo pode compreender 3 a 6 unidades de antigeno D, ou 4 a 5 unidades
de antigeno D de IPV tipo 2.

Alternativamente, uma vacina de dose de IPV da presente
invencdo pode compreender 24,5 unidades de antigeno D, 2,5 a 4 unidades de
antigeno D ou 3 a 3,5 unidades de antigeno D de IPV tipo 2.

Em uma outra forma de realizagdo as vacinas da presente
invencdo podem compreender 8 a 20 unidades de antigeno D, mais do que 8
menos do que 20 unidades de antigeno D, 9 a 19 unidades de antigeno D, 10 a

18 unidades de antigeno D, 11 a 17 unidades de antigeno D, 12 a 16 unidades
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de antigeno D, ou 13 a 15 unidades de antigeno D; por exemplo em torno de
ou exatamente 14 unidades de antigeno D de IPV tipo 3 (equivalente a 25 a
62,5 %, 28,125 a 59,375 %, 31,25 a 46,875 % ou 43,75 % de dose unitaria de
antigeno D 32 padrio).

Em uma outra forma de realizagdo, a vacina da presente
invengio pode compreender aproximada ou exatamente um ter¢o de dose
unitaria de antigeno D 32 padrio de IPV tipo 3 (equivalente a
aproximadamente 10,7 unidades de antigeno D).

Em uma outra forma de realiza¢fo, uma vacina de dose de IPV
da presente invengdo pode compreender 8 a 29 unidades de antigeno D, 9 a 26
unidades de antigeno D, 10 a 23 unidades de antigeno D, 11 a 20 unidades de
antigeno D, 12 a 17 unidades de antigeno D, ou 13 a 14 unidades de antigeno
D de IPV tipo 3.

Alternativamente, uma vacina de dose de IPV da presente
inven¢io pode compreender 8 a 19,5 unidades de antigeno D, 9 a 19 unidades
de antigeno D, 10 a 18,5 unidades de antigeno D, 11 a 18 unidades de
antigeno D, 12 a 17,5 unidades de antigeno D, 13 a 17 unidades de antigeno
D, ou 14 a 16 unidades de antigeno D; por exemplo em torno de ou
exatamente 15 unidades de antigeno D.

Componentes de vacina DTP

As vacinas DTP sdo vacinas bem conhecidas para prevenir ou
tratar as doengas de difteria, tétano e B. pertussis. As vacinas da inveng¢do
podem compreender componente(s) da difteria, tétano e/ou coqueluche.

O antigeno da difteria € tipicamente um toxé6ide da difteria. A
preparagdo de toxoides da difteria (DT) ¢ bem documentada. Qualquer
tox6ide da difteria adequado pode ser usado. Por exemplo, DT pode ser
produzido pela purificagio da toxina a partir de uma cultura de
Corynebacterium difteriae seguida pela destoxificagdo quimica, mas ¢

alternativamente fabricada pela purificagdo de um recombinante ou analogo
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geneticamente destoxificado da toxina (por exemplo, CRM197 ou outros
mutantes como descrito nas US 4.709.017, US 5.843.711, US 5.601.827 e US
5.917.017). Em uma forma de realizagdo DT est4 presente em uma quantidade
de 5 a 50, 7 a 30 Lf ou aproximada ou exatamente 7,5 Lf ou 25 Lf por dose de
0,5 ml. Em uma outra forma de realizagdo DT estd presente em uma dose
baixa de menos do que 5 Lf ou 1 a 4 Lf ou aproximada ou exatamente 2 Lf
por dose de 0,5 ml. Em uma forma de realiza¢io, o toxoide da difteria da
invengdo pode ser absorvido em um sal de aluminio tal como hidréxido de
aluminio. Em uma outra forma de realiza¢do, o toxdide da difteria da
invencdo pode ser absorvido em um sal de aluminio tal como fosfato de
aluminio. Em uma outra forma de realizagdo o toxdide da difteria pode ser
absorvido em uma mistura de hidréxido de aluminio e fosfato de aluminio.

O antigeno do tétano da invengio € tipicamente um toxoéide do
tétano. Os métodos de preparar toxdides do tétano (TT) sdo bem conhecidos
na técnica. Em uma forma de realizagdo TT é produzido pela purificagdo da
toxina a partir de uma cultura de Clostridium tetani seguida pela
destoxificagdo quimica, mas € alternativamente fabricada pela purificagdo de
um recombinante ou andlogo geneticamente destoxificado da toxina (por
exemplo, como descrito na EP 209281). Qualquer toxoide do tétano adequado
pode ser usado. ‘Toxéide do tétano’ pode abranger fragmentos imunogénicos
da proteina de tamanho natural (por exemplo Fragmento C — ver a EP
478602). Em uma forma de realizagdo TT esta presente em uma quantidade
de 2,5 a 30 Lf, 3 a 20 Lf, 5 a 15 Lf ou exata ou aproximadamente 10 Lf por
dose de 0,5 ml. Em uma forma de realizagdo, o tox6ide do tétano da invengao
pode ser absorvido em um sal de aluminio tal como hidréoxido de aluminio.
Em uma outra forma de realizac¢io, o toxodide do tétano da invengdo pode ser
absorvido em um sal de aluminio tal como fosfato de aluminio. Em uma outra
forma de realiza¢do o toxoide do tétano podem ser absorvido em uma mistura

de hidréxido de aluminio e fosfato de aluminio.
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O componente da coqueluche da invengdo pode ser acelular
(Pa) onde antigenos da coqueluche purificados sdo usados ou célula integral
(Pw) onde coqueluche de célula inteira morta é usada como o componente da
coqueluche. Pw pode ser inativado por varios métodos conhecidos, incluindo
métodos isentos de mercurio. Tais métodos podem incluir a inativagdo por
calor (por exemplo, 55 a 65° C ou 56 a 60° C, por 5 a 60 minutos ou por 10 a
30 minutos, por exemplo, 60° C por 30 minutos), formaldeido (por exemplo,
0,1 % a 37°, 24 horas), glutaraldeido (por exemplo, 0,05 % na temperatura
ambiente, 10 minutos), acetona-I (por exemplo, trés tratamentos na
temperatura ambiente) ou acetona-II (por exemplo, trés tratamentos na
temperatura ambiente e quatro tratamentos a 37° C) (ver por exemplo Gupta
et al., 1987, J. Biol. Stand. 15: 87; Gupta et al., 1986, Vaccine, 4: 185).
Métodos de preparar célula integral morta de Bordetella pertussis (Pw)
adequada para esta invengdo sdo divulgados na WO 93/24148, como o sido
métodos de formulagdo adequados para produzir vacinas de DT-TT-Pw-
HepB. Tiomersal foi usado no passado na preparagdo de célula integral morta
de Bordetella pertussis (ver abaixo). Entretanto, em uma forma de realizagdo
o mesmo ndo € usado no processo de formulacdo das vacinas da presente
invengao.

Uma dose Pw de 5 a 50 IOU, 7 a40 10U, 9 a3510U, 11 a 30
IOU, 13 a 25 10U, 15 a 21 IOU ou em torno de ou exatamente 20 IOU é
tipicamente usada.

As vacinas de Pa acelulares também sdo bem conhecidas e
podem compreender 2 ou mais antigenos de: toxdide da coqueluche (PT),
hemaglutinina filamentosa (FHA), pertactinaa (PRN), aglutinégenos 2 & 3.
Em uma forma de realizagfo, a vacina Pa compreende PT, FHA e PRN. Kits
ou vacinas da inven¢do podem compreender PT destoxificado por um método
bem conhecido de tratamento com formaldeido ou por meio de mutagdes

(derivado de PT). As substitui¢des de residuos dentro da subunidade 51 da



10

15

20

25

13

proteina foram descobertas resultar em uma proteina que retém as suas
propriedades imunoldgicas e protetores do PT, mas com toxicidade reduzida
ou nenhuma (EP 322533). As mutac¢des de destoxificagdo debatidas nas
reivindicagdes da EP322533 sdo exemplos dos mutantes de DT destoxificados
da presente invengdo. Tais mutantes podem ser usados em doses mais baixas
do que 20 a 25 pg.

Em uma forma de realizagdo PT € usado em uma quantidade
de 2 a 50 png, 5 a 40 pg, 10 a 30 pug ou exata ou aproximadamente 25 pg por
dose de 0,5 ml. Em uma outra forma de realizagdo PT € usado em uma
quantidade exata ou aproximadamente de 2,5 ou 8 pg por dose de 0,5 ml.

Em uma forma de realizagdo FHA € usado em uma quantidade
de 2 a 50 pug, 5 a40 pg, 10 a 30 pug ou exata ou aproximadamente 25 pg por
dose de 0,5 ml. Em uma outra forma de realizagdo FHA ¢ usado em uma
quantidade exata ou aproximadamente de 2,5 ou 8 pg por dose de 0,5 ml.

Em uma forma de realizacdo PRN € usado em uma quantidade
de 0,5 a 20 pg, 0,8 a 15 pg, 2 a 10 pug ou exata ou aproximadamente 8 pg por
dose de 0,5 ml. Em uma outra forma de realizagio PRN € usado em uma
quantidade de exatamente ou em torno 0,8 ou 2,5 pg por 0,5 ml.

Em uma forma de realizagdo, o componente da coqueluche da
invencdo pode ser absorvido em um sal de aluminio tal como hidréxido de
aluminio. Em uma outra forma de realizacdo, o componente da coqueluche da
invengdo pode ser absorvido em um sal de aluminio tal como fosfato de
aluminio. Em uma outra forma de realizagdo o componente da coqueluche
pode ser absorvido em uma mistura de hidroxido de aluminio e fosfato de
aluminio. Por exemplo em uma forma de realizagdo pelo menos PRN ¢é
absorvido em hidréxido de aluminio com PT/FHA absorvido em hidroxido de
aluminio, fosfato de aluminio ou uma mistura de ambos.

Qutros antigenos

As formula¢des de vacina da inveng&o, opcionalmente também
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compreendendo DTP (DTPw ou DTPa), podem compreender adicionalmente
um ou mais antigenos selecionados do grupo que consiste de: antigeno de
superficie da Hepatite B, antigeno(s) b de Haemophilus influenzae,
antigeno(s) A de Neisseria meningitidis, antigeno(s) C de Neisseria
meningitidis, antigeno(s) W-135 de Neisseria meningitidis, antigeno(s) Y de
Neisseria meningitidis, vesicula B de Neisseria meningitidis ou antigeno(s)
purificados, antigeno(s) da Hepatite A, antigeno(s) da Salmonella typhi e
RTS.S. Tipicamente o sacarideo capsular ou antigenos de LOS destes
patogenos podem ser usados. Os antigenos tipicamente estardo presentes em
uma concentragio de pelo menos 1 pg/ml cada um, por exemplo 1 a 20
ug/ml, 2 a 15 pg/ml, 2,5 a 10 pg/ml, 3 a 8 pg/ml ou 4 a 6 pg/ml. No geral, a
concentragdo de qualquer antigeno sera suficiente para evocar uma resposta
imune contra este antigeno. E preferido que a eficacia protetor de antigenos
individuais ndo seja removida pela combinagdo dos mesmos, embora a
imunogenicidade real (por exemplo, titulos de ELISA) possa ser reduzida.

O(s) antigeno(s) adicional(is) em uma forma de realizagdo da
invencdo pode(m) ser absorvido(s) em um sal de aluminio tal como hidréxido
de aluminio. Em uma outra forma de realizagio, os antigenos adicionais da
invengdo podem ser absorvidos em um sal de aluminio tal como fosfato de
aluminio. Em uma outra forma de realizagdo os antigenos adicionais podem
ser absorvidos em uma mistura de hidroxido de aluminio e fosfato de
aluminio ou podem ser ndo absorvidos.

Onde um sacarideo capsular ou antigeno LOS sdo usados estes
podem ser conjugados a uma proteina carregadora que compreenda epitopos
auxiliares T de modo a realcar a imunogenicidade. A invengdo também pode
compreender “proteinas carregadoras” livres.

Como uma alternativa ao uso de antigenos de proteina nas
composi¢des da invengdo, o acido nucléico que codifica o antigeno pode ser

usado. Os componentes de proteina das composi¢des da inven¢do podem ser
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assim substituidos pelo acido nucléico (por exemplo DNA, que pode estar na
forma de um plasmideo) que codifica a proteina. Similarmente, as
composi¢des da invengdo podem compreender proteinas que imitam
antigenos de sacarideo por exemplo, mimétopos ou anticorpos anti-
idiotipicos. Estes podem substituir componentes sacaridicos individuais ou
podem suplementa-los.

Antigeno da Hepatite B

A preparacio de antigeno de superficie da Hepatite B
(HBsAg) é bem documentada. Ver por exemplo, Hartford et al., 1983,
Develop. Biol. Standard 54: 125, Gregg et al., 1987, Biotechnology 5: 479,
EP0226846, EP0299108. Este pode ser preparado como segue. Um método
envolve purificar o antigeno na forma particulada a partir do plasma de
portadores da hepatite B crdnica, visto que quantidades grandes de HBsAg
sdo sintetizadas no figado e liberados na corrente sanguinea durante uma
infeccdo pelo HBV. Um outro método envolve expressar a proteina pelos
métodos de DNA recombinante. O HBsAg pode ser preparado pela
expressdo na levedura Saccharomyces cerevisiae, pichia, células de inseto
(por exemplo, Hi5) ou células de mamifero. O HBsAg pode ser inserido em
um plasmideo e a sua expressdo a partir do plasmideo pode ser controlada
por um promotor tal como o promotor “GAPDH” (a partir do gene da
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase). A levedura pode ser cultivada em um
meio sintético. O HBsAg pode ser depois purificado por um processo que
envolve as etapas tais como precipitagdo, cromatografia de troca idnica €
ultrafiltracdo. Depois da purificagdo, HBsAg pode ser submetido a dialise
(por exemplo, com cisteina). O HBsAg pode ser usado em uma forma
particulada.

Como aqui usada a expressio ‘“antigeno de superficie da
Hepatite B” ou “HBsAg” inclui qualquer antigeno de HBsAg ou fragmento

deste que demonstra a antigenicidade de antigeno de superficie de HBV. Sera
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entendido que além da sequéncia de 226 aminoacidos do antigeno HBsAg S
(ver Tiollais et al., 1985, Nature 317: 489 e referéncias nesta) o HBsAg como
aqui descrito pode, se desejado, contém toda ou parte de uma sequéncia pré-S
como descrito nas referéncias acima e na EP0278940. Em particular, 0O
HBsAg pode compreender um polipeptideo que compreende uma sequéncia
de aminoacido que compreende os residuos de 133 a 145 seguidos pelos
residuos de 175 a 400 da proteina L. de HBsAg em relagdo a matriz de leitura
aberta em um virus da Hepatite B do sorotipo ad (este polipeptideo é aludido
como L*; ver a EP0414374). HBsAg dentro do escopo da invengdo também
pode incluir o polipeptideo preSl-preS2 -—S descrito na EP0198474
(Endotronics) ou analogos deste tais como aqueles descritos na EP0304578
(McCormick e Jones). HBsAg como aqui descrito pode também referir-se aos
mutantes, por exemplo o “mutante de escape” descrito na WO 91/14703 ou
EP0511855A1, especialmente HBsAg em que a substituigdo de aminoacido
na posi¢do 145 é para arginina de glicina.

O HBsAg pode estar na forma de particula. As particulas
podem compreender por exemplo a proteina S sozinha ou podem ser
particulas compésitas, por exemplo L*, S) onde L* é como definido acima e S
denota a proteina S de HBsAg. A dita particula esta vantajosamente na forma
em que a mesma € expressada na levedura.

Em uma forma de realizagdo, HBsAg ¢ o antigeno usado na
EngerixBTM (GlaxoSmithKline Biologicals S.A.), que ¢ ainda descrito na
W093/24148.

Em uma forma de realizagdo, HBsAg esta presente em uma
quantidade de 5 a 20 pg, 8 a 15 pg ou aproximada ou exatamente 10 pug por
dose de 0,5 ml.

O antigeno de superficie da Hepatite B pode ser absorvido em
fosfato de aluminio, o que podem ser feito antes de misturar com os outros

componentes (descritos na W093/24148). O componente da Hepatite B deve
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ser substancialmente isento de tiomersal (o método de preparacdo de HBsAg
sem tiomersal foi anteriormente publicado na EP1307473).

Antigeno(s) b de Haemophilus influenzae

As vacinas que compreendem antigenos de Haemophilus
influenzae tipo B foram descritas na W097/00697. As vacinas da invengao
podem usar qualquer antigeno de Haemophilus influenzae tipo B adequado. O
antigeno pode ser sacarideo capsular (PRP) de Haemophilus influenzae tipo B
conjugado a uma proteina carregadora (Hib). O sacarideo ¢ um polimero de
ribose, ribitol e fosfato. O antigeno Hib pode ser opcionalmente absorvido em
fosfato de aluminio como descrito na W0O97/00697 ou pode ser nédo absorvido
como descrito na W002/00249 ou pode ndo ter passado por um processo
especifico de absorgao.

Por um antigeno que é ‘ndo absorvido em um sal adjuvante de
aluminio’ aqui € intencionado por exemplo que uma etapa de expressdo ou
absor¢do dedicada para o antigeno em sal adjuvante de aluminio fresco nédo
esta envolvido no processo de formular a composigdo.

Hib pode ser conjugada a qualquer carregador que possa
fornecer pelo menos um epitopo auxiliar T (exemplos dos quais sdo descritos
abaixo) e podem ser toxdide do tétano, toxdide da difteria, CRM-197
(mutante da toxina da difteria) ou Proteina D.

Hib pode ser liofilizada e pode ser reconstituida
extemporaneamente (por exemplo, com diluente, que opcionalmente
compreende outros componentes antigénicos das vacinas da invengéo).

Em uma forma de realizagdo, Hib estd presente em uma
quantidade de 5 a 20 pg, 8 a 15 ug ou aproximada ou exatamente 10 pg de
sacarideo por dose de 0,5 ml.

Em uma outra forma de realizagdo, Hib esta presente em uma
dose baixa (por exemplo, 1 a 6 ug, 2 a 4 ug ou em torno de ou exatamente 2,5

ng de sacarideo) como descrito na WO 02/00249.
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Antigenos tipos A, C, W ou Y de Neisseria meningitidis

As vacinas da inven¢do podem compreender ainda um
sacarideo capsular de uma bactéria selecionada do grupo que consiste de N.
meningitidis tipo A (MenA, opcionalmente conjugado a uma proteina
carregadora), N. meningitidis tipo C (MenC, opcionalmente conjugado a uma
proteina carregadora), N. meningitidis tipo W-135 (MenW, opcionalmente
conjugado a uma proteina carregadora) e N. meningitidis tipo Y (MenY,
opcionalmente conjugado a uma proteina carregadora).

As vacinas da inven¢do podem compreender um ou mais
antigenos das diferentes cepas de N. meningitidis, que podem ser usadas
sozinhas ou em qualquer combinagdo de dois, trés ou quatro componentes
como detalhado abaixo:

MenA, MenC, MenW, MenY ou MenA + MenC, MenA +
MenW, MenA + MenY, MenC + MenW, MenC + MenY, MenW + MenY ou
MenA + MenC + MenW, MenA + MenC + MenY, MenA + MenW + MenY,
MenC + MenW + MenY ou MenA + MenC + MenW + MenY.

Em uma forma de realizagdo, o(s) componente(s) de Neisseria
meningitidis da invencdo pode(m) ser absorvido(s) em um sal de aluminio tal
como hidréxido de aluminio. Em uma outra forma de realizagdo, o(s)
componente(s) de Neisseria meningitidis da invengdo pode(m) ser
absorvido(s) em um sal de aluminio tal como fosfato de aluminio. Em uma
outra forma de realizacdo o(s) componente(s) de Neisseria meningitidis da
inven¢do pode(m) ser absorvido(s) em uma mistura de hidroxido de aluminio
e fosfato de aluminio. Em uma forma de realizagdo o(s) componente(s) de
Neisseria meningitidis da inven¢do pode(m) ser ndo absorvido(s) em um
adjuvante, por exemplo, um sal adjuvante de aluminio.

Vesicula tipo B ou antigeno(s) de Neisseria meningitidis

As vacinas da inven¢do também podem compreender um

componente de MenB tal como uma vesicula ou bolha de membrana externa
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como descrito na WOO01/09350, WO03/105890, WO04/014417 ou
WO004/014418 ou um conjugado de antigeno de sacarideo capsular de MenB
(ou derivado deste) (por exemplo, ver a WO 96/40239) ou um LOS
meningocécico livre ou conjugado LOS meningocécico L2 ou L3 ou L2 e L3
(como para a WO 2004/014417). Em uma forma de realiza¢do, ofs)
componente(s) de MenB da invengio pode(m) ser absorvido(s) em um sal de
aluminio tal como hidréxido de aluminio. Em uma outra forma de realizag3o,
o(s) componente(s) MenB da invengdo pode(m) ser absorvido(s) em um sal
de aluminio tal como fosfato de aluminio. Em uma outra forma de realizagdo
o(s) componente(s) de MenB pode(m) ser absorvido(s) em uma mistura de
hidréoxido de aluminio e fosfato de aluminio. Em uma forma de realizagdo
o(s) componente(s) de MenB pode(m) ser ndo absorvido em um adjuvante,
por exemplo, um sal adjuvante de aluminio.

Antigeno(s) de Salmonella typhi

As vacinas da inven¢do podem compreender ainda o sacarideo
Vi de Salmonella typhi, que podem ser o produto registrado Typherix®,
descrito na EP1107787 ou um conjugado deste (por exemplo, com uma
proteina carregadora como descrito aqui). O processo de conjuga¢do pode ser
realizado como descrito na WO 2007/000343. Em uma forma de realizagéo,
o(s) sacarideo(s) Vi da invengdo pode(m) ser absorvido(s) em um sal de
aluminio tal como hidroxido de aluminio. Em uma outra forma de realizagao,
o(s) sacarideo(s) Vi da invengdo pode(m) ser absorvido(s) em um sal de
aluminio tal como fosfato de aluminio. Em uma outra forma de realizagido
o(s) sacarideo(s) Vi pode(m) ser absorvido(s) em uma mistura de hidréxido
de aluminio e fosfato de aluminio. Em uma forma de realizagdo o(s)
sacarideo(s) Vi pode(m) ser ndo absorvido(s) em um adjuvante, por exemplo,
um sal adjuvante de aluminio.

Antigeno(s) da Hepatite A

O componente que proporciona prote¢do contra a Hepatite A
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pode ser uma vacina da Hepatite A atenuada morta, por exemplo o produto

conhecido como Havrix® (Marca Registrada da GlaxoSmithKline Biologicals

S.A.) que é uma vacina atenuada morta derivada da cepa HM-175 do virus da

Hepatite A (HAV) (ver a “Inactivated Candidate Vaccines for Hepatitis A”

por F. E. Andre et al., 1980, Prog. Med. Virol. 37: 72 e a monografia do

produto “Havrix” publicada pela SmithKline Beecham Biologicals 1991).

Flehmig et al. (1990, Prog. Med Virol. 37: 56) revisaram os aspectos clinicos,

virologia, imunologia e epidemiologia da Hepatite A e debateram métodos
para o desenvolvimento de vacinas contra esta infec¢do viral comum. Como
aqui usado a expressdo “antigeno de HAV” refere-se a qualquer antigeno
capaz de estimular o anticorpo neutralizador para o HAV em seres humanos.
Em uma forma de realizag¢do o antigeno de HAV compreende particulas virais
atenuadas inativadas ou em uma outra forma de realizagdo o mesmo pode ser
um capsideo de HAV ou proteina viral de HAV, que podem ser
convenientemente obtidos pela tecnologia de DNA recombinante. Em uma
forma de realizacdo, o componente da Hepatite A da invengdo pode ser
absorvido em um sal de aluminio tal como hidréxido de aluminio. Em uma
outra forma de realizagdo, o componente da Hepatite A da invengdo pode ser
absorvido em um sal de aluminio tal como fosfato de aluminio. Em uma outra
forma de realizacdo o componente da Hepatite A pode ser absorvido em uma
mistura de hidréxido de aluminio e fosfato de aluminio.

Antigeno(s) da Malaria

As vacinas da invenc¢do podem compreender ainda antigeno(s)
da maldria. O antigeno da malaria pode ser RTS.S (proteina hibrida entre CS
e HBsAg — descrito na US 6.306.625 ¢ EP 0614465). Em uma forma de
realizacdo, RTS.S pode ser usado nas vacinas da inveng¢do no lugar de
HBsAg. Outros antigenos da malaria também podem ser usados nas vacinas
da invengdo, incluindo a proteina CS, RTS, TRAP, proteina de 16 kD de B
2992, AMA-1, MSPI1, opcionalmente incluindo CpG (W02006/029887,
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WO98/05355, WO01/00231).

Em uma forma de realiza¢do, o(s) antigeno(s) da malaria da
invengo pode(m) ser absorvido(s) em um sal de aluminio tal como hidréxido
de aluminio. Em uma outra forma de realizagio, o(s) antigeno(s) da malaria
da invengdo pode(m) ser absorvido(s) em um sal de aluminio tal como fosfato
de aluminio. Em uma outra forma de realizagio o(s) antigeno(s) da malaria
pode(m) ser absorvido(s) em uma mistura de hidréxido de aluminio e fosfato
de aluminio. Em uma forma de realizagio o antigeno da malaria €
adjuvantado com uma emulsio de éleo em agua e/ou derivado de lipideo A
(tal como MPL) e ou esterol (tal como colesterol) e/ou tocol (tal como o-
tocoferol). Em uma outra forma de realizagio o antigeno(s) da maldria
pode(m) ser ndo absorvido(s) em um adjuvante, por exemplo, um sal
adjuvante de aluminio.

Conjugados

Os sacarideos capsulares bacterianos conjugados da invengdo
podem compreender qualquer polipeptideo, polipeptideo ou proteina
carregadores que compreendem pelo menos um epitopo auxiliar T. A(s)
proteina(s) carregadora(s) usada(s) pode(m) ser selecionada(s) do grupo que
consiste de: toxodide do tétano, toxoide da difteria, CRM197, toxina da difteria
recombinante (como descrito em qualquer uma das US 4.709.017, WO
93/25210, WO 95/33481 ou WO 00/48638), pneumolisina (de modo opcional
quimicamente destoxificado ou um mutante destoxificado) de S. pneumonia€e
(ver por exemplo, a WO 2004/081515 e referéncias nesta aludidas), OMPC de
N. meningitidis (EP 0372501) e proteina D (PD) de H. influenzae (EP
594610). Outros carregadores podem incluir polipeptideos sintéticos (EP
0378881; EP 0427347), proteinas de choque térmico (WO 93/17712; wO
94/03208), proteinas da coqueluche (WO 98/58668; EP 0471177), citocinas
(WO 91/01146), linfocinas (WO 91/01146), horménios (WO 91/01146),

fatores de crescimento (WO 91/01146), proteinas artificiais que€
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compreendem epitopos de célula T CD4+ humanos multiplos de varios
antigenos derivados de patégeno (Falugi et al., 2001, Eur. J. Immunol. 31:
3816), proteina de superficie pneumocécica PspA (WO 02/091998), proteinas
de captacdo de ferro (WO 01/72337), toxina A ou B de C. difficile (WO
00/61761), PhtD pneumocécico (WO 00/37105), PhtDE pneumocécico (por
exemplo, WO 01/98334 & WO 03/054007), PhtX, etc.

Os sacarideos podem estar todos no mesmo carregador,
particularmente todos os sacarideos de um organismo particular, por exemplo
sacarideos de MenA, MenC, MenW e MenY podem estar todos conjugados a
TT, DT ou CRM-197. Entretanto, devido ao efeito conhecido da supressido de
carregador, pode ser vantajoso se em cada uma das composi¢des da invengao
os antigenos de sacarideo neste contidos (antigenos ‘n’) sdo conjugados a
mais do que um carregador. Assim (n-1) dos sacarideos seriam carregados
(separadamente) em um tipo de carregador e 1 em um carregador diferente ou
(n-2) em um e 2 em dois carregadores diferentes, etc. Por exemplo, em uma
vacina contendo 4 sacarideos bacterianos conjugados, 1, 2 ou todos os quatro
seriam conjugados em carregadores diferentes). A proteina D, entretanto,
pode ser usada para varios (2, 3, 4 ou mais) sacarideos em uma composi¢ao
sem um efeito de supressdo de carregador acentuado. Hib pode estar presente
como um conjugado de TT, DT ou CRM197 e MenA, MenC, MenY e MenW
podem ser conjugados a TT, DT, CRM197 ou PD. Vi pode estar presente
como um conjugado de TT, DT ou CRM197. A Proteina D é um carregador
util visto que ela fornece um antigeno adicional que pode fornecer protegao
contra H. influenzae. Em uma forma de realizagdo, todos os sacarideos sdo
conjugados a mesma proteina carregadora.

Vi pode ser conjugada a uma proteina carregadora por
exemplo por um método usando a quimica da condensagdo de carbodiimida
(por exemplo, EDAC) (dado que a subunidade de repeti¢do de Vi compreende

grupos do 4cido carboxilico). Isto pode ser obtido (i) por uma unica reagdo da
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carbodiimida entre COOH de Vi e NH, da proteina ou (ii) por uma reagao
dupla da carbodiimida que pode ocorrer entre COOH de Vi e NH, de uma
molécula ligadora homobifuncional e COOH da proteina e NH, da molécula
ligadora homobifuncional ou entre COOH de Vi e NH, da molécula ligadora
heterobifuncional ¢ NH, da proteina e COOH da molécula ligadora
heterobifuncional.

A conjugacdo pode ser usada em conjungdo com proteina(s)
carregadora(s) livre(s). Em uma forma de realizagdo, quando uma dada
proteina carregadora esta presente tanto na forma livre quanto na conjugada
em uma composi¢do da invengdo, a forma ndo conjugada ndo € maior do que
5 % da quantidade total da proteina carregadora na composigdo como um todo
ou em uma outra forma de realizagio esta presente em menos do que 2 % em
peso.

O sacarideo pode ser ligado a proteina carregadora por
qualquer método conhecido (por exemplo, por Likhite, Patente U.S.
4.372.945 e por Armor et al., Patente U.S. 4.474.757), com qualquer ligador
adequado onde necessario.

O sacarideo tipicamente sera ativado ou funcionalizado antes
da conjugacdo. A ativagdo pode envolver, por exemplo, agentes de cianilagao
tais como CDAP (tetrafluoroborato de 1-cian-dimetilamino-piridinio) (WO
95/08348 & WO 96/29094). A reagdo de cianilagdo pode ser realizada sob
condig¢des relativamente branda, que evita a hidrélise dos sacarideos sensiveis
ao meio alcalino. Esta sintese permite a ligagdo direta a uma proteina
carregadora. Outras técnicas adequadas usam carbodiimidas, hidrazidas,
ésteres ativos, norbornano, acido p-nitrobenzoéico, N-hidroxissuccinimida, S-
NHS, EDC ou TSTU.

As ligag¢Bes por intermédio de um grupo ligador podem ser
feitas usando qualquer procedimento conhecido, por exemplo, oOs

procedimentos descritos na US 4.882.317 e US 4.695.624. Um tipo de ligagdo
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envolve a aminagio redutiva do sacarideo, que liga o grupo amino resultante
com uma extremidade de um grupo ligador de acido adipico (EP 0477508,
Porro et al., 1985, Mol. Immunol. 22: 907, EP 0208375) e depois ligando uma
proteina a outra extremidade do grupo ligador de acido adipico. Outros
ligadores incluem B-propionamido (WO 00/10599), nitrofenil-etilamina
(Geyer et al., 1979, Med. Microbiol. Immunol. 165: 171), haletos de haloacila
(US 4.057.685), ligagdes glicosidicas (US 4.673.574; US 4.761.283; US
4.808.700), acido 6-aminocapréico (US 4.459.286), ADH (US 4.965.338),
por¢des C4 a C12 (US 4.663.160), etc. Como uma alternativa ao uso de um
ligador, a ligagdo direta pode ser usada. As liga¢des diretas a proteina podem
compreender a oxidagdo do sacarideo seguida pela aminagdo redutiva com a
proteina, como descrito, por exemplo na US 4.761.283 e US 4.356.170 ou
uma reag¢do de CDAP direta.

Depois da conjugagdo, os sacarideos livres e conjugados
podem ser separados. Existem muitos métodos adequados para esta
separagdo, incluindo a cromatografia hidrofébica, ultrafiltragdo tangencial,
diafiltracdo, etc (ver também Lei et al., 2000, Dev Biol. (Basel), 103: 259;
WO 00/38711; US 6.146.902). Em uma forma de realizagdo, se uma vacina
compreende um dado sacarideo tanto na forma livre quanto na conjugada, a
forma ndo conjugada ndo é maior do que 20 % em peso da quantidade total
deste sacarideo na composi¢do como um todo (por exemplo, 15 %, 10 %, 5
%, 2 %, 1 %).

Uma quantidade de sacarideo que € capaz de conferir prote¢do
a um hospedeiro (uma quantidade eficaz) pode ser determinada pela pessoa
habilitada. Em uma forma de realizagdo, cada dose compreendera de 0,1 a
100 pg de sacarideo, em uma outra forma de realizagdo cada dose
compreendera de 0,1 a 50 pug, em uma outra forma de realizagdo cada dose
compreendera de 0,1 a 10 pg, ja em uma outra forma de realiza¢do cada dose

compreendera de 1 a 5 pg.
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Adjuvantes

As vacinas da inveng¢do podem incluir um excipiente
farmaceuticamente aceitavel tal como um adjuvante adequado. Os adjuvantes
adequados incluem um sal de aluminio tal como hidréxido de aluminio ou
fosfato de aluminio, mas também podem ser um sal de calcio, ferro ou zinco
ou podem ser uma suspensdo insoluvel de tirosina acilada ou agucares
acilados ou podem ser sacarideos catiénica ou anionicamente derivados,
polifosfazenos, microesferas biodegradaveis, monofosforil lipideo A (MPL),
derivados de lipideo A (por exemplo, de toxicidade reduzida), MPL 3-O-
desacilado, quil A, Saponina, QS21, tocol (EP 0382271), Adjuvante
Incompleto de Freund (Difco Laboratories, Detroit, MI), Adjuvante Merck 65
(Merck and Company, Inc., Rahway, NJ), AS-2 (Smith-Kline Beecham,
Filadélfia, PA), oligonucleotideos de CpG, bioadesivos e mucoadesivos,
microparticulas, lipossomas, formulagdes de éter de polioxietileno,
formulagdes de éster de polioxietileno, polipeptideos de muramila ou
compostos de imidazoquinolona (por exemplo, imiquamod e seus
homologos). Imunomoduladores humanos adequados para o uso como
adjuvantes na inven¢do incluem citocinas tais como interleucinas (por
exemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-12, etc), fator estimulador de
coldnia de macrofago (M-CSF), fator de necrose de tumor (TNF), fator
estimulador de colénia de granuldcito macréfago (GM-CSF) também podem
ser usados como adjuvantes.

Em uma forma de realizagcdo da invengdo, a composi¢cdo de
adjuvante das formula¢des induz uma resposta imune predominantemente do
tipo TH1. Os niveis altos de citocinas tipo TH1 (por exemplo, IFN-y, TNFX,
IL-2 e IL-12) tendem a favorecer a indugdo de resposta imunes mediadas por
célula para um antigeno administrado. Dentro de uma forma de realiza¢do, em
que uma resposta é predominantemente tipo TH1, o nivel de citocinas tipO

TH1 aumentard a um grau maior do que o nivel de citocinas tipo TH2. Os
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niveis destas citocinas podem ser facilmente avaliados usando ensaios padrdo.
Para uma revisdo das familias de citocinas, ver a Mosmann e Coffman, 1989,
Ann. Rev. Immunol. 7: 145.

Consequentemente, os sistemas de adjuvante adequados que
promovem uma resposta predominantemente THI1 incluem, derivados de
lipideo A (por exemplo, de toxicidade reduzida), Monofosforil lipideo A
(MPL) ou um derivado deste, particularmente monofosforil lipideo A 3-des-
O-acilado (3D-MPL) e uma combina¢io de monofosforil lipideo A, de modo
opcional monofosforil lipideo A 3-des-O-acilado junto com um sal de
aluminio. Um sistema real¢ado envolve a combinagdo de um monofosforil
lipideo A e um derivado de saponina, particularmente a combina¢do de Qs21
e 3D-MPL como divulgado na WO 94/00153 ou uma composi¢do menos
reatogénica onde o QS21 € extinto com colesterol como divulgado na wO
96/33739. Uma formulagdo de adjuvante particularmente potente envolvendo
QS21, 3D-MPL e tocoferol em uma emulsdo de 6leo em agua € descrita na
WO 95/17210. A vacina pode adicionalmente compreender uma saponina,
que pode ser QS21. A formulagdo também pode compreender uma emulsao
de 6leo em agua e tocoferol (WO 95/17210). CpG ndo metilado contendo
oligonucleotideos (WO 96/02555) também sio indutores preferenciais de uma
resposta TH1 e s@o adequados para o uso na presente invengio.

As vacinas da inven¢io também podem compreender
combinacdes de aspectos de um ou mais dos adjuvantes da inveng¢ao
identificados acima.

Qualquer adjuvante da invengdo pode ser absorvido por ou
combinados com os componentes de IPV da inveng&o.

Quando da alusio ao hidréxido de aluminio ou fosfato de
aluminio, referéncia é feita a todos os adjuvantes de hidréxido de aluminio €
ou fosfato de aluminio como descritos por Hem e White (Pharm Biotechnol.

1995; 6: 249-276).
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Em uma forma de realizagdo, fosfato de aluminio também
pode ser aludido como hidroxifosfato de aluminio. Em uma outra forma de
realiza¢do, o fosfato de aluminio tem uma carga negativa em um pH de 7,4.
Tipicamente, o ponto isoelétrico (pI) do fosfato de aluminio é de 5 a 7 ou de 6
a 7 ou em torno de ou exatamente 5. Em uma outra forma de realizag¢do,
fosfato de aluminio tem uma razdo molar de fosfato:aluminio de 0,3 a 0,9 ou
de 0,3 a 0,6 oude 0,8 a 0,9.

Em uma forma de realizac¢do, hidroxido de aluminio tem uma
carga positiva em um pH de 7,4. Tipicamente, o pl do hidroxido de aluminio
dde8all,de9all,de 10a 1l ouem torno de ou exatamente 11.

Tipicamente, o teor de aluminio total é de 200 a 1000 pg, 300
a 900 pg, 400 a 800 pg, 500 a 700 ug ou em torno de ou exatamente 630 Mg
de AI’" por dose de 0,5 ml. Este pode ser tudo hidréxido de aluminio ou tudo
fosfato de aluminio. Alternativamente o teor de Al’" pode ser de uma mistura
de hidréxido de aluminio e fosfato de aluminio na seguinte proporgdo: 1:8 a
8:, 1:4 a 4:1, 3:8 a 8:3, 1:2 a 2:1 ou 1:1 de fosfato de aluminio:hidréxido de
aluminio. Em uma forma de realizagdo uma razdo de 12:1 a 4:1, 11:1 a 5:1,
10:1 a 6:1, 9:1 a 7:1 ou 8:1 de fosfato de aluminio:hidréoxido de aluminio é
usada.

Embora a maior parte do aluminio seja fornecida pelos
antigenos pré-absorvidos antes da mistura para formar uma vacina de
combina¢do, algum aluminio pode ser adicionada na forma livre durante a
formulacdo da vacina de combinagdo da invengdo, por exemplo, antes da
etapa de ajuste do pH aqui descrita. Tipicamente, o teor de aluminio livre por
dose de 0,5 ml pode ser de 0 a 300 ug, 50 a 250 pg, 75 a 200 pg, 100 a 150
pg ou em torno de ou exatamente 115 pg def AP". O A" livre pode ser todo

Al(OH); ou todo AIPO4 ou uma mistura de AI(OH); e AIPO, na seguinte
propor¢do (w:w A1°":AIY): 1:1 a 1:6, 1:1,1 a 1:5, 1:1,2 a 1:4, 1:1,3 a 1:3,
1:1,4 a 1:2, por exemplo, 23/92 ou 69/46 ou 6:1 a 1:1, 5:1 a 1,1:1,4:1 a 1,2:1,



10

15

20

25

28

3:1al1,3:1,2:1 al1,4:1, por exemplo, 46/69 ou 92/23.

Alternativamente certos componentes das vacinas da invengéo
podem nio ser expressamente absorvidos em adjuvante, em particular os sais
de aluminio.

IPV pode ser ndo absorvido ou absorvido em Al(OH); ou uma
mistura de AI(OH); e AIPO,4. DT pode ser absorvido em Al(OH); ou AlPO,,
TT pode ser absorvido em AI(OH); ou AIPO,, Pw pode ser absorvido em ou
misturado com AIPQ,, PRN pode ser absorvido em AI(OH);, FHA pode ser
absorvido em Al(OH);, PT pode ser absorvido em Al(OH);, HB pode ser
absorvido em AIPQ,, Hib pode ser absorvido em AIPO4 ou ndo absorvido,
Men ACWY pode ser absorvido em AI(OH); ou AIPO, ou néo absorvido, o
componente MenB pode ser absorvido em Al(OH); ou AIPO,; ou nio
absorvido, Vi pode ser absorvido em Al(OH); ou AIPO, ou nio absorvido,
HepA pode ser absorvido em Al(OH); ou AIPO4.

Os antigenos que sdo pré-absorvidos em um sal de aluminio
podem ser pré-absorvidos individualmente antes de misturar. Em uma outra
forma de realizagdo, uma mistura de antigenos pode ser pré-absorvida antes
da mistura com outros adjuvantes. Em uma forma de realizagdo, IPV pode ser
absorvido separadamente ou como uma mistura de IPV tipos 1, 2 ¢ 3 ou
quando misturado com componentes D e T absorvidos.

O significado de “antigeno absorvido” ¢ por exemplo
intencionado a significar mais do que 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %,
80 % ou 90 % absorvido.

O significado dos termos “fosfato de aluminio” e “hidréxido
de aluminio” como aqui usados inclui todas as formas de hidréxido de
aluminio ou fosfato de aluminio que sdo adequadas para adjuvantar vacinas.
Por exemplo, fosfato de aluminio pode ser um precipitado de fosfato de
aluminio insoltivel (amorfo, semi-cristalino ou cristalino), que pode ser de

modo opcional mas ndo exclusivamente preparado misturando-se sais de
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aluminio e sais do acido fosférico soluveis. “Hidréxido de aluminio” pode ser
um precipitado de hidréxido de aluminio insolivel (amorfo, semi-cristalino
ou cristalino), que pode ser de modo opcional mas ndo exclusivamente
preparado pela neutralizagio de uma solugdo de sais de aluminio.
Particularmente adequados sdo as varias formas de géis de hidroxido de
aluminio e fosfato de aluminio disponiveis de fontes comerciais por exemplo,
Alhydrogel (hidréxido de aluminio, suspensdo a 3 % em &agua) e Adjuphos
(fosfato de aluminio, suspensdo a 2 % em solugdo salina) fornecido pela
Brenntag Biosector (Dinamarca).

Componentes ndo imunoldgicos de vacinas da inveng¢io

As vacinas da invengdo tipicamente, além dos componentes
antigénicos e adjuvantes mencionados acima, compreenderd um ou mais
“carregadores ou excipientes farmaceuticamente aceitaveis”, que incluem
qualquer excipiente que por si s6 ndo induz a produgido de anticorpos nocivos
para o individuo que recebe a composi¢do. Os excipientes adequados sao
tipicamente macromoléculas grandes, lentamente metabolizados tais como
proteinas, sacarideos, acidos polilaticos, acidos poliglicolicos, aminoacidos
poliméricos, copolimeros de aminoacido, sacarose (Paoletti et al., 2001,
Vaccine, 19: 2118), trealose (WO 00/56365), lactose e agregados lipidicos
(tais como goticulas oleosas ou lipossomas). Tais carregadores sdo bem
conhecidos por aqueles de habilidade comum na técnica. As vacinas também
podem conter diluentes, tais como agua, solugdo salina, glicerol, etc.
Adicionalmente, substancias auxiliares, tais como agentes de umectagdo ou
emulsifica¢do, substidncias tamponizadoras de pH e outras, podem estar
presentes. A solugfo salina fisioldgica isenta de pirogénio estéril, tamponada
com fosfato é um carregador tipico. Um debate completo de excipientes
farmaceuticamente aceitaveis esta disponivel na referéncia Gennaro, 2000,
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20° edigdo, ISBN:
0683306472.
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As composi¢cdes da invengdo podem ser liofilizadas ou na
forma aquosa, isto é solu¢des ou suspensdes. As formulagSes liquidas deste
tipo permitem que as composi¢cdes sejam administradas diretamente da sua
forma embalada, sem a necessidade para reconstitu¢do em um meio aquoso €
sfo assim ideais para a injegdo. As composigdes podem ser apresentadas em
frascos ou elas podem ser apresentadas em seringas ja enchidas. As seringas
podem ser fornecidas com ou sem agulhas. Uma seringa incluira uma dose
Ginica da composi¢do, ao passo que um frasco pode incluir uma dose uinica ou
doses multiplas (por exemplo, 2 doses). Em uma forma de realizagdo a dose ¢
para o ser humano. Em uma outra forma de realizacdo a dose € para um se€r
humano adulto, adolescente, crianca entre um € trés anos, bebé ou menor do
que um ano de idade e pode ser administrada pela injecdo.

As vacinas liquidas da invengfo também sdo adequadas para
reconstituir outras vacinas a partir de uma forma liofilizada. Onde uma vacina
deva ser usada para tal reconstituigio extemporinea, a invencdo fornece um
kit, que pode compreender dois frascos ou pode compreender uma seringa ja
enchida e um frasco, com os conteudos da seringa sendo usados para
reconstituir os contetidos do frasco antes da injeg¢do.

As vacinas da invenc¢do podem ser embaladas na forma de
dose unitaria ou na forma de dose multipla (por exemplo, 2 doses). Para as
formas de dose multipla, os frascos sdo preferidos as seringas pré-enchidas.
Os volumes de dosagem eficazes podem ser rotineiramente estabelecidos, mas
uma dose humana tipica da composi¢do para inje¢do tem um volume de 0,5
ml.

Em uma forma de realiza¢do, as vacinas da inven¢do tém um
pH dentre 6,0 e 8,0, em uma outra forma de realizagdo as vacinas da inveng¢édo
tém um pH dentre 6,3 e 6,9, por exemplo, 6,6 = 0,2. As vacinas podem ser
tamponadas neste pH. O pH estavel pode ser mantido pelo uso de um tampao.

Se uma composig¢io compreende um sal de hidréxido de aluminio, um tampéo
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de histidina pode ser usado (W003/009869). A composigdo deve ser estéril
e/ou isenta de pirogénio.

As composi¢gdes da invencdo podem ser isoténicas com
respeito aos seres humanos.

As vacinas da inven¢fo podem incluir um antimicrobiano,
particularmente quando embaladas em um formato de dose multipla.
Tiomersal deve ser evitado visto que este leva a perda de poténcia do
componente de IPV. Outros antimicrobianos podem ser usados, tais como 2-
fenoxietanol ou parabenos (metil, etil, propil parabenos). Qualquer
conservante esta preferivelmente presente em niveis de dose baixos. O
conservante pode ser adicionado exogenamente e/ou pode ser um componente
dos antigenos de volume que sdo misturados para formar a composi¢dao (por
exemplo, presente como um conservante em antigenos da coqueluche).

Em uma forma de realizagdo, as vacinas da invengdo s&ao
isentas de tiomersal ou substancialmente isentas de tiomersal. Por “isento de
tiomersal” ou “substancialmente isento de tiomersal” € intencionado que nao
haja tiomersal suficiente presente na formula¢do final para impactar
negativamente a poténcia do componente de IPV. Por exemplo, se tiomersal €
usado durante o processo de purificagdo de Pw ou antigeno de superficie da
Hepatite B 0 mesmo deve ser substancialmente removido antes da mistura
com IPV. O teor de tiomersal na vacina final deve ser menor do que 0,025
ug/ug de proteina, 0,02 pg/ug de proteina, 0,01 pg/pg de proteina ou 0,001
ug/ng de proteina, por exemplo 0 ug/ug de proteina. Em uma forma de
realiza¢do, tiomersal ndo € adicionado nem usado na purificagdo de qualquer
componente. Ver por exemplo a EP1307473 para a Hepatite B e ver o acimma
para processos de Pw onde a morte € obtida ndo na presenca de tiomersal.

As vacinas da inven¢do podem compreender detergente por
exemplo, um Tween (polissorbato), tal como Tween 80. Os detergentes estdo

no geral presentes em niveis baixos por exemplo, < 0,01 %.
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As vacinas da inven¢do podem incluir sais de soédio (por
exemplo, cloreto de s6dio) para dar tonicidade. A composi¢do pode
compreender cloreto de sédio. Em uma forma de realizagfo, a concentragdo
de cloreto de sédio na composi¢io da invencgdo estd na faixa de 0,1 a 100
mg/ml (por exemplo, 1 a 50 mg/ml, 2 a 20 mg/ml, 5 a 15 mg/ml) e em uma
outra forma de realiza¢do a concentra¢do de cloreto de sédio é de 10 + 2
mg/ml de NaCl por exemplo, cerca de 9 mg/ml.

As vacinas da inven¢do no geral incluirdo um tampdo. Um
tampao de fosfato ou histidina € tipico.

As vacinas da invengdo podem incluir ions fosfato livres em
solugdo (por exemplo, pelo uso de um tampdo de fosfato) de modo a
favorecer a ndo absor¢do de antigenos. A concentragdo de ions fosfato livres
na composi¢do da inveng¢do esta em uma forma de realiza¢io entre 0,1 e 10,0
mM ou em uma outra forma de realizacdo entre 1 e 5 mM ou em uma outra
forma de realizagdo de cerca de 2,5 mM.

Propriedades das vacinas da invencido

Em uma forma de realizagdo as vacinas da inveng¢do sido
formuladas como uma vacina para a administragdo in vivo ao hospedeiro
em um tal modo que os componentes individuais da composi¢do sejam
formulados tal que a imunogenicidade de componentes individuais néo
seja substancialmente prejudicada por outros componentes individuais da
composi¢do. Por ndo substancialmente prejudicada, é intencionado que
na imunizagdo, um titulo de anticorpo contra cada componente seja
obtido que é maior do que 60 %, 70 %, 80 % ou 90 % ou 95 a 100 % do
titulo obtido quando o antigeno é administrado em isolagdo. Assim, em
formas de realizagdo preferidas, nenhum efeito (significantemente)
nocivo ocorre aos componentes adicionais (em termos de eficacia
protetor) na combinagdo quando comparado com a sua administragio em

isolagdo.
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Formulacdes de Vacina

Em uma forma de realizacdo, as vacinas da inveng¢do sdo
formuladas como uma vacina para a administrag¢@o in vivo ao hospedeiro, tal
que confiram um titulo de anticorpo superior ao critério para a soroprote¢ao
para cada componente antigénico para uma porcentagem aceitavel de
pacientes humanos. Isto € um teste importante na avaliagdo de uma eficacia
da vacina por toda a populagdo. Antigenos com um titulo de anticorpo
associado acima do qual um hospedeiro é considerado ser soroconvertido
contra o antigeno sdo bem conhecidos e tais titulos sdo publicados pelas
organizagdes tais como WHO. Em uma forma de realizagdo, mais do que 80
% de uma amostra estatisticamente significante de pacientes sdo
soroconvertido, em uma outra forma de realiza¢do mais do que 90 % de uma
amostra estatisticamente significante de pacientes sdo soroconvertidos, em
uma outra forma de realizacdo mais do que 93 % de uma amostra
estatisticamente significante de pacientes € soroconvertida e j4 em uma outra
forma de realizagdo 96 a 100 % de uma amostra estatisticamente significante
de pacientes sdo soroconvertido.

A quantidade de antigeno em cada dose de vacina ¢
selecionada como uma quantidade que induz uma resposta imunoprotetor sem
efeitos colaterais adversos, significantes nas vacinas tipicas. Tal quantidade
variara dependendo de quais imundgenos especificos sdo utilizados. No geral
é esperado que cada dose compreendera de 1 a 1000 pug de imundgeno total
oude 1 al00pgoul adldpgoulas pug. Unma quantidade 6tima para uma
vacina particular pode ser averiguada pelos estudos envolvendo a observagio
de titulos de anticorpo e outras respostas em pacientes. Um curso de
vacinagdo primadria pode incluir 2 a 3 doses de vacina, dadas de um a dois
meses separadamente, por exemplo, seguindo as recomendag¢des da WHO
para a imunizagdo de DTP (isto é no primeiro ano de vida). As doses

refor¢adoras podem seguir no segundo e/ou em ano(s) subsequente(s) de vida.
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Poténcia da pdlio como medida pelo teste de soroneutralizacdo em ratos

Para o propésito da inveng¢do, o ensaio para a avaliagdo
quantitativa de IPV da poténcia da vacina das vacinas contendo IPV da
invencdo deve ser realizado usando uma dose unica de vacina e deve ser feito
pela determinagdo da razdo do titulo médio geométrico da vacina de teste
(GMT) para o GMT da vacina de referéncia e é relatado como a resposta
relativa (RR) ou poténcia relativa (RP). O GMT de referéncia pode ser o
GMT obtido com qualquer vacina de IPV que compreenda 40-8-32 unidades
de antigeno D de IPV tipos 1-2-3 respectivamente e pode ser o GMT obtido
com a vacina Poliorix® conhecida. Tipicamente, o teste de RP ¢é realizado
como segue:

A poténcia de poliovirus Tipos 1, 2 e 3 é determinada em ratos
pela soroneutralizagdo:

Grupos de 10 ratos saudaveis (Sprague-Dawley (OFA) ou
qualquer cepa validada de antem&o) sdo inoculados intramuscularmente com
as diluicdes (1/1,25; 1/3,125; 1/7,81) das amostras de teste ou material de
referéncia em solugdo salina tamponada com fosfato. Se necessario, a faixa de
dilui¢do pode ser extendida a 4 dilui¢des pela inoculagdo de vacina néo
diluida e as trés dilui¢des anteriormente mencionadas. Dez ratos inoculados
com o diluente s3o usados como controles negativos. Os ratos sdo observados
uma vez por semana para detectar qualquer reagdo anormal. 20 a 22 dias
depois da inoculagdo, cada animal é profundamente anestesiado e sangrado e
o soro € coletado para ser analisado pelo teste de soroneutralizagdo.

Para o teste de soroneutralizagdo, os soros sdo inativados pela
incubag¢do a 56° C por 30 minutos em um banho de agua. Trés séries de
dilui¢do dos soros, uma para cada tipo de polio, sdo preparadas em
microplacas usando o meio de diluigdo apropriado. As placas s&o
armazenadas a + 4° C.

Para os trés tipos de virus da polio, uma quantidade pré
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determinada de virus (30 a 300 CCIDsp) € adicionada as dilui¢des de soro. As
trés suspensdes de virus sdo diluidas levando-se em conta os seus respectivos
titulos. A dilui¢do final é chamada de ‘dilui¢do de trabalho’. Cada diluigédo de
trabalho € adicionada as microplacas correspondentes. As placas sdo depois
seladas e incubadas a 37° C + 1° C por 16 horas. As células Hep-2 sdo depois
adicionadas e as microplacas sdo incubadas a 37° C + 1° C por 7 dias. O
efeito citopatogénico (CPE) do virus é lido usando um microscépio invertido
depois da coloragdo com azul de Coomassie. A presenga de anticorpos anti-
poliomielite inibe o crescimento dos virus e o aparecimento do CPE
correspondente. Os titulos de virus anti-polio (tipo 1, 2 e 3) correspondem a
reciproca da ultima dilui¢do sem qualquer CPE. Em cada grupo, animais com
anticorpos neutralizadores sdo registrados e o titulo de anticorpo de cada
amostra de soro é determinado para os diferentes tipos de poliovirus. O titulo
do anticorpo neutralizador € expressado como o log2 da inversa da diluigdo
mais alta da amostra sérica que inibe totalmente o efeito citopatico de
poliovirus em células Hep-2.

O titulo médio geométrico por diluigdo (GMT) e por tipo de
virus também ¢é determinado para cada grupo de ratos.

Empacotamento de vacinas da invencdo

Vacinas da inveng¢@do podem ser empacotadas em varios tipos
de recipiente por exemplo, em frascos, em seringas, etc. Um frasco de dose
multipla tipicamente compreendera um orificio plastico re-selavel através do
qual uma agulha estéril pode ser inserida para remover uma dose de vacina,
que re-sela uma vez que a agulha tenha sido removida.

A vacina pode ser fornecida em vdérios recipientes (por
exemplo, 2 ou 3). Os conteidos dos recipientes podem ser misturados
extemporaneamente antes de administrar a um hospedeiro em uma unica
injecdo ou podem ser administrados concomitantemente em sitios diferentes.

A dose da vacina ou cada vacina se um kit é administrado concomitantemente
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(em dois ou mais recipientes) tipicamente sera de 0,5 ml.

Em uma forma de realizagdo deste aspecto da invengdo €
fornecido um kit que compreende duas vacinas multi-valentes para conferir
proteciio em um hospedeiro contra doenga causada pelo poliovirus, Bordetella
pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium difteriae e de modo opcional
um ou mais de Hepatite B, Haemophilus influenza tipo B, Neisseria
meningitidis tipo A, Neisseria meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo
W, Neisseria meningitidis tipo Y, Neisseria meningitidis tipo B, Salmonella
typhi, Hepatite A ou Malaria.

O kit compreende um primeiro recipiente que compreende:

(1) (a) virus da pdlio inativado (IPV) da invencgdo,

(b) toxdéide da difteria (DT ou D) (ver a acima),

(¢) toxdide do tétano (TT ou T) (ver a acima),

(d) célula integral morta de Bordetella pertussis (Pw) ou 2 ou
mais componentes da coqueluche acelulares (Pa) (ver acima),

(e) de modo opcional antigeno de superficie da Hepatite B
(HepB ou HB) (ver acima),

() de modo opcional um conjugado de uma proteina
carregadora e o sacarideo capsular de H. influenzae tipo B (Hib) (ver acima),

(g) de modo opcional cada um ou ambos dos conjugados de
uma proteina carregadora e um sacarideo capsular de um N. meningitidis tipo
A (MenA) ou N. meningitidis tipo C (MenC) (ver a acima), €

um segundo recipiente que compreende:

(2A)(a) conjugados de uma proteina carregadora e um
sacarideo capsular de N. meningitidis tipo A (MenA), N. meningitidis tipo C
(MenC), N. meningitidis tipo W (MenW) e/ou N. meningitidis tipo Y (MenY)
(ver acima para as varias combinagdes de sacarideo Men da invengao), e

(b) de modo opcional um conjugado de uma proteina

carregadora e o sacarideo capsular de H. influenzae tipo B (Hib); ou
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(2B) (a) um conjugado de uma proteina carregadora € 0
sacarideo capsular de H. influenzae tipo B (Hib), e

(b) de modo opcional um conjugado de uma proteina
carregadora e sacarideo Vi de Salmonella typhi

O kit pode de modo opcional compreender um terceiro
recipiente que compreende:

(3) (a) de modo opcional antigeno de superficie da Hepatite B

(b) de modo opcional um conjugado de uma proteina
carregadora e sacarideo Vi de Salmonella typhi

Os recipientes podem em cada caso adicionalmente
compreender antigeno(s) HepA e/ou antigeno(s) MenB e/ou RTS.S e/ou
antigeno(s) de Streptococcus pneumonia.

Em cada caso, o mesmo antigeno ndo deve estar presente em
ambos os recipientes.

Em uma forma de realizagdo o primeiro recipiente tem além
dos componentes a), b), ¢), d) também e), f), g),e) +f),e) +g),f) + g)oue) +
)+ g).

Em uma forma de realizagdo a vacina do primeiro recipiente
pode ser liquida e a vacina do segundo recipiente pode ser liquida ou
liofilizada (por exemplo, na presenga de um excipiente de estabilizagao
conhecido tal como sacarose ou trealose).

Os recipientes do kit podem ser empacotados separadamente
ou, de modo opcional, empacotados juntos. Em uma forma de realizagdo, o kit
¢ fornecidos com um lista de instru¢ées para a administragdo das vacinas nos
dois ou mais recipientes.

Em uma forma de realizagdo, onde um recipiente em um kit
contém um certo conjugado de sacarideo, o mesmo conjugado ndo esta
presente nos outros recipientes do kit.

Os inventores acreditam que um kit fornecido no modo acima
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pode vantajosamente apresentar os varios antigenos a um sistema imune
hospedeiro em uma maneira 6tima. O kit pode munir um médico com um
método ideal de imunizar um hospedeiro com uma ou mais das seguintes
vantagens: efic4cia protetor para todos os antigenos, reatogenicidade minima,
interferéncia de supressio de carregador minima, interferéncia de
adjuvante/antigeno minima ou interferéncia antigeno/antigeno minima. Em
um tal modo, estas metas podem ser obtidas com o nimero minimo de (duas)
administragdes, de modo a ocorrer opcionalmente na mesma visita ao médico.

Em uma forma de realizagdo as vacinas dos primeiro €
segundo recipientes s3o administradas concomitantemente em sitios
diferentes (como descrito abaixo sob “administragdo de vacinas da invengdo)
e em uma forma de realizagdo alternativa os inventores pressentem que OsS
conteidos do primeiro e segundo recipientes podem ser misturados (de modo
extemporaneamente opcional) antes da administragdo como uma vacina
unica.

Preparar vacinas da invencio

A presente invengdo também fornece um método para produzir
uma formulagdo de vacina que compreende a etapa de misturar 0s
componentes da vacina juntos com um excipiente farmaceuticamente
aceitavel.

Em uma forma de realiza¢do da presente invencdo é fornecida
uma vacina como aqui descrita para o uso em um medicamento para O
tratamento ou preven¢do de doengas causadas pela infec¢do pelo poliovirus e
de modo opcional Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium
difteriae, virus da Hepatite B, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis
tipo A, Neisseria meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo W,
Neisseria meningitidis tipo Y, Salmonella typhi ou Hepatite A.

Em uma outra forma de realiza¢io da invencgdo € fornecido um

uso das vacinas da inven¢do na fabricagio de um medicamento para o
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tratamento ou prevencdo de doengas causadas pela infec¢do pelo poliovirus e
de modo opcional Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium
difteriae, virus da Hepatite B, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis
tipo A, Neisseria meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo W,
Neisseria meningitidis tipo Y, Salmonella typhi ou Hepatite A.

Adicionalmente, um método de imunizar um ser humano
hospedeiro contra doenca causada pelo poliovirus e de modo opcional
Bordetella pertussis, Clostridium tetani, Corynebacterium difteriae, virus da
Hepatite B, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis tipo A, Neisseria
meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo W, Neisseria meningitidis
tipo Y, Salmonella typhi ou Hepatite A, método este que compreende
administrar ao hospedeiro uma dose imunoprotetor da vacina da invengéo
também é fornecido.

A quantidade de antigeno em cada dose de vacina €
selecionada como uma quantidade que induz uma resposta imunoprotetor sem
efeitos colaterais adversos, significantes em vacinas tipicas. Tal quantidade
variara dependendo de qual imunégeno especifico € utilizado e como o
mesmo sera apresentado. Em uma forma de realizagdo cada dose
compreendera de 0,1 a 100 pg de sacarideo, em uma outra forma de
realizacdo cada dose compreendera de 0,1 a 50 pg, em uma outra forma de
realizacdo cada dose compreendera de 0,1 a 10 pg, ja em uma outra forma de
realiza¢do cada dose compreendera de 1 a 5 pg de sacarideo.

Em uma forma de realizagdo, o conteido de antigenos de
proteina na vacina estara na faixa de 1 a 100 pg, em uma outra forma de
realizacdo o conteudo de antigenos de proteina nas vacinas estara na faixa de
5 a 50 pg, em uma outra forma de realizagdo o conteido de antigenos de
proteina nas vacinas estara na faixa de 5 a 25 ug.

A preparagio de vacina é no geral descrita em Vaccine Design

[“The subunit and adjuvant approach” (eds Powell M. F. & Newman M. J.)
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(1995) Plenum Press Nova Iorque]. A encapsulagdo dentro de lipossomas €
descrita por Fullerton, Patente US 4.235.877. Conjugagdo de proteinas as
macromoléculas é divulgada, por exemplo por Likhite, Patente US 4.372.945
e por Armor et al., Patente US 4.474.757. O uso de Quil A é divulgado por
Dalsgaard et al., 1977, Acta Vet Scand. 18: 349. 3D-MPL esta disponivel da
Ribi Immunochem, USA e ¢ divulgado no Pedido de Patente Britanica N°
2220211 e Patente US 4.912.094. QS21 € divulgado na Patente US 5.057.540.

Em uma outra forma de realizagio da inven¢do é fornecida
uma vacina multi-valente que compreende poliovirus inativados (IPV) da
invencdo e de modo opcional célula integral morta de Bordetella pertussis
(Pw), toxoide do tétano (TT), toxoide da difteria (DT), um conjugado de uma
proteina carregadora e o sacarideo capsular de H. influenzae tipo B (Hib — de
modo opcional conjugado a TT, DT ou CRM197), em que a quantidade de
conjugado por dose de 0,5 ml de vacina volumosa ¢ de 1 a 8 ug e a
imunogenicidade do conjugado € equivalente ou melhorado em relagdo a tais
composi¢des que compreendem quantidades maiores de conjugado.
Opcionalmente, antigeno de superficie da Hepatite B também pode ser
incluido.

Em uma forma de realizagdo a quantidade de conjugado por
dose de 0,5 ml de vacina volumosa é menor do que 10 pg (de sacarideo no
conjugado), em uma outra forma de realizagdo a quantidade de conjugado €
de 1 a 7, em uma outra forma de realiza¢do a quantidade de conjugado é de 2
a 6 ug ou em uma outra forma de realizagdo de cerca de 2,5, 3, 4 ou 5 pg.

Sera avaliado que certos componentes, por exemplo
componentes DTPw, podem ser combinados separadamente antes de
adicionar o HBsAg absorvido ou outros componentes.

Um método para fabricar vacinas da inveng¢do também €
fornecido que compreende a etapa de misturar IPV tipo 1, IPV tipo 2 e/ou

IPV tipo 3 com um excipiente farmaceuticamente aceitavel. Um processo
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tipico para preparar vacina volumosa da invengdo com outros antigenos
adicionarfo os componentes de IPV a uma mistura dos componentes D € T,
isto é os componentes DT sdo misturados com os componentes de IPV. Esta
ordem de misturar possibilita que a concentracio idnica e/ou o pH da
composi¢do sejam ajustados (por exemplo, pH < 7) antes da adi¢do dos
componentes de Pa ou Pw. Tipicamente, HB pré-absorvido em AIPO,; €
adicionado primeiro se incluido na composi¢do, seguido pela adi¢do de DT
pré-absorvido em AI(OH); ou AIPO,, seguido pela adi¢gdo de TT pré-
absorvido em AI(OH); ou AIPO,, seguido pela adicdo de IPV de modo
opcional pré-absorvido em A1(OH)s, antes do ajuste do pH para por exemplo,
pH59a7,2oupH6a7oupH®6,2a6,8o0upH6,4a6,6e depois a adigdo de
Pw pré-absorvido em AIPO,. Opcionalmente, os antigenos Hib, Vi, MenA,
MenC, MenW, Men Y, MenB e/ou HepA podem ser adicionados em qualquer
ponto neste processo. Em uma forma de realizagdo, os antigenos Hib, Vi,
MenA, MenC, MenW, Men Y, MenB e/ou HepA sdo adicionados antes do
ajuste do pH. Em uma forma de realiza¢do um ou mais antigenos da inveng¢ao
sdo absorvidos em fosfato de aluminio ou hidréxido de aluminio ou uma
mistura de ambos. Em uma outra forma de realizacdo os antigenos da
invencdo sdo misturados com um excipiente farmaceuticamente aceitavel e/ou
adjuvante(s).

Em uma forma de realizagdo, a composi¢do de vacina da
invengdo pode ser preparada na seguinte ordem: HBsAg pré-absorvido €
adicionado, seguido pelo toxoide da difteria pré-absorvido, seguido pelo
toxoide do tétano pré-absorvido e IPV, o pH ¢é depois ajustado para
aproximadamente 6,5 antes da adi¢do de Pw pré-absorvido.

Em uma outra forma de realiza¢do, a composi¢do de vacina da
inven¢do pode ser preparada na seguinte ordem: toxdide do tétano pré-
absorvido € adicionado, seguido por IPV, seguido por HBsAg pré-absorvido,

seguido por toxo6ide da difteria pré-absorvido, o pH ¢ depois ajustado a
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aproximadamente 6,5 antes de adicionar Pw pré-absorvido.

No geral, as composi¢des de vacina combinadas de acordo
com qualquer aspecto da inveng¢do podem ser preparadas como segue: O IPV,
DTPw, HepB, MenA, MenC, MenW, MenY, MenB, Vi, Hepatite A ou outros
componentes sdo pré-absorvidos em um adjuvante adequado, especialmente
hidroxido de aluminio ou fosfato de aluminio ou uma mistura de ambos.
Depois deixando tempo para a absor¢do completa e estavel dos respectivos
componentes, os componentes diferentes sdo combinados sob condigdes
apropriadas. O(s) conjugado(s) Hib, Vi, MenA, MenC, MenW e/ou MenY
pode(m) ser ou absorvidos ou ndo em sal adjuvante de aluminio antes de
serem misturados com a vacina de DTPw.

Em uma forma de realizagdo, as vacinas da invengdo sdo preparadas entre 15°
C e 30° C (por exemplo, entre 19° C e 27° Cou a 23 = 4° C).

Administracdo de vacinas da invencido

A invengdo fornece um método para incitar uma resposta
imune em um mamifero, que compreende a etapa de administrar uma
quantidade eficaz de uma vacina da invengdo. As vacinas podem ser
administradas profilaticamente (isto é para prevenir a infec¢do). A resposta
imune € preferivelmente protetor e preferivelmente envolve anticorpos. O
método pode incitar uma resposta refor¢adora.

A seguir de uma vacinagdo inicial, os pacientes podem receber
uma ou diversas imunizagdes de refor¢o (subsequentes) adequadamente
espagadas. O tratamento de dosagem pode ser um programa de dose unica ou
um programa de dose multipla. As doses multiplas podem ser usadas em um
programa de imunizagdo priméria e/ou em um programa de imunizagdo de
reforco. Um programa de dose primaria, que pode ser no primeiro ano de
vida, pode ser seguido por um programa de dose de refor¢o. O controle de
tempo adequado entre as doses de imprimagdo (por exemplo, entre 4 a 16

semanas) e entre imprimagio e refor¢o pode ser rotineiramente determinada.
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Em uma forma de realizagdo, o mamifero é um ser humano.
Onde a vacina é para o uso profilatico, o ser humano é preferivelmente uma
crianga (por exemplo, uma crian¢a entre um e trés anos ou bebé) ou um
adolescente; onde a vacina é para o uso terapéutico, o ser humano é
preferivelmente um adulto. Uma vacina pretendida para crianga também pode
ser administrada aos adultos por exemplo, para avaliar a seguranga, dosagem,
imunogenicidade, etc.

As preparagdes de vacina da presente invengdo podem ser
usadas para proteger ou tratar um mamifero suscetivel & infec¢do, por meio de
administra¢cdo da dita vacina diretamente a um paciente. a liberacdo direta
pode ser realizada pela administragdo parenteral (intramuscular,
intraperitoneal, intradérmica, subcutanea, intravenosamente ou ao espago
intersticial de um tecido); ou pela administrag¢do retal, oral, vaginal, topica,
transdérmica, intranasal, ocular, aural, pulmonar ou outra administragdo
mucodsica. Em uma forma de realizagdo, a administragdo € pela injegdo
intramuscular na coxa ou no ante brago. A inje¢do pode ser por intermédio de
uma agulha (por exemplo, uma agulha hipodérmica), mas a inje¢do sem
agulha pode alternativamente ser usada. Uma dose intramuscular tipica é de
0,5 ml.

As infecgdes bacterianas afetam vdrias areas do corpo e assim
as composi¢des da invengdo podem ser preparadas em varias formas. Por
exemplo, as composi¢ées podem ser preparadas como injetdveis, como
solugdes ou suspensdes liquidas. A composi¢cdo pode ser preparada para a
administra¢do pulmonar por exemplo, como um inalador, usando um p6 fino
ou pulverizagdo. A composi¢do pode ser preparada como um supositorio ou
pessario. A composi¢do pode ser preparada para a administragdo nasal, aural
ou ocular por exemplo, como pulverizagdo, gotas, gel ou pé (ver por exemplo,
Almeida & Alpar, 1996, J Drug Targeting, 3: 455; Bergquist et al., 1998,
APMIS, 106: 800). A administragdo intranasal bem sucedida de vacinas de
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DTP foi relatada (Ryan et al., 1999, Infect. Immun., 67: 6270; Nagai et al.,
2001, Vaccine, 19: 4824).

Em uma forma de realizago as vacinas do primeiro e segundo
(e terceiro onde aplicavel) recipientes sdo administradas concomitantemente
em locais diferentes e em uma forma de realizagio alternativa os inventores
preveem que os conteidos do primeiro e segundo recipientes podem ser
misturados (de modo opcional extemporaneamente) antes da administragdo
como uma vacina Unica.

A invencdo pode ser usada para evocar imunidade sistémica
e/ou mucosica.

Um modo de checar a eficidcia do tratamento terapéutico
envolve monitorar a infeccio bacteriana depois da administragdo da
composi¢do da inveng¢do. Um modo de checar a eficacia do tratamento
profilatico envolve monitorar as respostas imunes contra os antigenos depois
da administracio da composi¢io. A imunogenicidade das composi¢des da
invengdo podem ser determinadas pela administracdo das mesmas aos
pacientes de teste (por exemplo, criangas de 12 a 16 meses de idade ou
modelos de animal — WO 01/30390) e depois determinar os parametros
imunoldgicos padrdo. Estas respostas imunes no geral serdo determinadas em
torno de 4 semanas depois da administragdo da composi¢do e comparadas aos
valores determinados antes da administracio da composi¢do. Ao invés de
avaliar a eficacia protetor real em pacientes, o animal padrdo e modelos in
vitro e correlatos de protegdo para avaliar a eficacia das vacinas de DTP séao
bem conhecidos.

Os termos “compreendendo”, “compreender” e “compreende”
aqui sdo intencionados pelos inventores a serem de modo opcional
substituiveis com os termos “que consiste de”, “consistir de” e “consiste de”,
respectivamente, em todos os casos. Isto ndo muda o significado normal

destes termos e € apenas intencionado a fornecer base para a substitui¢do, ndo
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para torna-los equivalentes no significado.
Todas as referéncias e publicagdes citadas sfo aqui

incorporadas por referéncia.

EXEMPLOS

Os exemplos sio fornecidos unicamente para os propositos de
ilustragdo e ndo sdo intencionados a limitar o escopo da invengao.

Exemplo 1: Testes em formulacdes de IPV de dose baixa

Para todas as formulagdes do Exemplo 1, os antigenos s&o
absorvidos pela adi¢do de sal de aluminio antes da formulagdo exceto IPV que
¢ adicionado sem absorgao.

As tabelas abaixo apresentam o método de absorgdo para D, T,

Pw e HBsAg.
AIPO,

|
D (7,5 Lf/ 0,075 mg de Al’)

Agitar de 15 até 20 min. na temperatura ambiente t°

|
Ajustar o pH ao pH 5,1 +/- 0,1

Agitar de 15 até 20 min. na temperatura ambiente t°

l
Checar o pH 5,1 +/- 0,1

Agitar de 15 até 45 min. na temperatura ambiente t°

|

Maturar 7 dias +/- 8 ha 37° C +/- 1° C sem agitar (vaso de vidro)
com agita¢do (vaso de ago inoxidavel)

|

Agitar de 15 até 45 min. na temperatura ambiente t°

|
Ajustar o pH ao pH 6,1 +/- 0,1

Agitar de 15 até 20 min. na temperatura ambiente t°

|
Checar o pH 6,1 +/- 0,1

l

Armazenagem por um minimo de 7 dias a +2 / +8° C antes da formulagéo
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COMPOSICAO FINAL por dose

Difteria 7,5 Lf ( +/- 420 Lf/ml)
Al” 0,075 mg

NaCl 150 mM

pH 6,1 +/- 0,1

Volume aproximadamente 18 pl

Tabela 1. Método de producdes para a absorcdo do toxoide da difteria.

AI(OH),
tipo SUPERFOS

I
T (3,25 Lf/ 0,070 mg de AI’")

I

Agitar 15 min. de 1 a 20 min. na temperatura ambiente
I
Ajustar ao pH 6,1 +/- 0,1
l

Agitar 15 min. de 1 a 20 min. na temperatura ambiente
|
Checar o pH 6,1 +/- 0,1
|

Agitar 16 horas até 24 horas na temperatura ambiente

I
NaCl 1500 mM. (ad. 150 mM)

Agitar 15 min. de 1 a 45 min. na temperatura ambiente

|
Ajustar ao pH 6,1 +/- 0,1

Agitar 15 min. até 20 min. na temperatura ambiente

|
Checar o pH 6,1 +/- 0,1

Armazenar por um minimo de 14 dias a +2° C/ +8° C° antes da formulagao.

COMPOSICAO FINAL por dose
Tétano 3,25 Lf (+/- 360 L{/ml)
AP" 0,070 mg

NaCl 150 mM

pH 6,1 +/- 0,1

Volume aproximadamente 9 pl
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Tabela 2. Método de producdes para a absorcio do toxodide do tétano.
AlIPOy,
0,17 mg A1°** /d
(Brenntag)

Ajustar o pH ao pH 6,5 +/- 0,1
Agitar 15 min. até 20 min. na temperatura ambiente t°
l
Checar o pH 6,5 +/- 0,1

|
Pw

2010U/d
Agitar 15 min. até 45 min. na temperatura ambiente t°
Medirl o pH
Armazenagem a +2° C -+ 8° C

COMPOSICAO FINAL por dose
Antigenos Adjuvante [AI’'] (mg)
Pw 20 OU AlIPO, 0,170 mg
Al 0,170 mg AlIPO,
NaCl 150 mM

H 6,8
Volume aproximadamente 65 pl

Tabela 3. Método de producdes para a absorcdo de Pw
HBsAg
10 pug

l
A1°7 0,20 mg
AIPO4

Agitar 15 min. até 30 min. na temperatura ambiente t°
Ajustar o pH ao pH 5,3 +/- 0,1

Agitar 15 min. até 30 min. na temperatura ambiente t°
Checar o pH a(') pH 5,3 +/- 0,1

Agitar 20 horas +/- 4 horas na temperatura ambiente t° (absor¢do)

Ajustar o pH ao pH 6,1 +/- 0,1

Agitar 15 min. até 30 min. na temperatura ambiente t°
Checar o pH a(:) pH 6,1 +/- 0,1

Armazenar 14 dias na temperatura ambiente t° (maturagao)

Armazenagem 2° C a 8° C
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COMPOSICAO FINAL por dose

Antigenos Adjuvante [AI'"] (mg)
HBsAg 10 pg AlIPO, 0,200 mg
AV? 0,200 mg AIPO,

NaCl 150 mM

pH 6,1 +0,1

Volume aproximadamente 50 pl

Tabela 4. Método de producdes para a absorcdo de HBsAg

Varias formula¢des diferentes foram testadas:

e Uma combinag¢do de toxoide da difteria, toxdéide do tétano,
célula inteira da coqueluche e antigeno de superficie da Hepatite B : DTPwsF-
HB como uma referéncia (DTPwg significa que o mesmo € uma formulagao
isenta de tiomersal), formulados com o método de produgdo 1 (tabela 5).

e GlaxoSmithKline Biologicals S.A. produto Poliorix® (IPV
auténomo ndo absorvido) como referéncia de ndo absorvido na dose padrio,
formulado com o método de produgdo 2 (tabela 5).

e Uma combinac¢io de toxoide da difteria, toxéide do tétano,
célula inteira da coqueluche, antigeno de superficie da Hepatite B e virus da
polio inativado: DTPwse-HB-IPV com a adi¢do do IPV antes do Pw,
formulados com o método de produgio 3 (tabela 5).

e Uma combinacido de toxdide da difteria, toxoide do tétano,
célula inteira da coqueluche, antigeno de superficie da Hepatite B e virus da
polio inativado: DTPwg-HB-IPV com a adi¢fo do IPV exatamente depois de
T absorvido. este método de adi¢do permite a absor¢do de IPV em AI(OH)s-
Esta vacina é formulada com o método de produgdo 4 (tabela 5).

Um placebo contendo apenas sais de aluminio, IPV e tamp&es
dos outros antigenos. Como IPV ¢ o Unico antigeno neste placebo, ndo ha
nenhuma competi¢do quanto a absorg¢do. Portanto, IPV € completamente
absorvido. Esta vacina é formulada com o método de produgédo 5 (tabela 5).

As vacinas formuladas com os métodos de produgdo 2, 3,4 e 5

foram produzidas com uma faixa de dose de IPV entre 12,5 % e 100 % da
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dose de IPV padrio de 40/8/32 1U/0,5 ml.

m

5
5=}

)

Método de produgio 1 : DTPwsF-HB

Agua para injegdo para atingir um volume de dose final de 0,5 ml
Adicionar NaCl 1,5 M para atingir uma concentragio final de 150 mM
Adicionar 115 ug de AP* como AIPO,

Adicionar 10 pg de HBsAg absorvido

Adicionar 7,5 Lf de toxoide da difteria absorvido

Adicionar 3,25 Lf de toxéide do tétano absorvido

Agitar

Ajustar o pH ao 6,5 +/- 0,1

Agitar

10 Adicionar 20 IOU de Pw absorvido

11 Agitar

12 Armazenar de +2 a +8° C

DO~ A WN -

EtapaMétodo de produgdo 2: IPV autébnomo

1 Adicionar IPV em uma dose de

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3
40 IU 8 IU 321U
201U 41U 16 IU
10 IU 21U 81U
51U 11U 41U
2 Adicionar tampdo M199 para atingir um volume final de 0,5 ml

9 Agitar
10 Ajustar o pH a0 6,9 +/- 0,2
14 Armazenar a +2 to +8° C

[usl
-t
o
o
[

Método de produgdo 3: DTPwsF-HB-IPV

Agua para injegdo para atingir um volume de dose final de 0,5 ml
Adicionar NaCl 1,5 M para atingir uma concentragéo final de 150 mM
Adicionar 115 pg de AI** como AIPO,

Adicionar 10 pg de HBsAg absorvido

Adicionar 7,5 Lf de toxoide da difteria absorvido

Adicionar 3,25 Lf de toxdide do tétano absorvido

Agitar

Adicionar IPV em uma dose de

RNV bW~

10
1t
12
13
14

Tipo 1

Tipo 2

Tipo 3

401U

81U

321U

201U

41U

16 IU

10 IU

21U

8 IU

5TU

11U

41U

Agitar

Ajustar o pH a 6,5 +/- 0,1

Agitar

Adicionar 20 IOU de Pw absorvido

Agitar

Armazenar de +2 a +8° C
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Etapa Método de produgdo 4 : DTPwsF-HB-IPV
1 Agua para injecdo para atingir um volume de dose final de 0,5 ml
2 Adicionar NaCl 1,5 M para atingir uma concentragio final de 150 mM
3 Adicionar 3,25 Lf de toxdide do tétano absorvido
4 Adicionar IPV em uma dose de

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3

40 IU 81U 321U

20 IU 41U 16 IU

10 IU 21U 81U

51U 1 U 41U
5 Agitar
6 Adicionar 115 pg de AI’* como AIPO,
7 Adicionar 10 ug de HBsAg absorvido
8 Adicionar 7,5 Lf de toxoide da difteria absorvido
9 Agitar
10 Ajustar o pH a 6,5 +/- 0,1
11 Agitar
12 Adicionar 20 IOU de Pw absorvido
13 Agitar
14 Armazenar de +2 a+8° C
Método de produgido 5: Placebo
Como para o Método de produgdo 3, entretanto todos os antigenos outros que ndo IPV
foram omitidos.

Tabela 5. Método de producdes para dose de 0,5 ml

Para o método de producdo da formulagdo 1: HBsAg, D e T
sdo absorvidos separadamente em AIPO,, AIPO, e AI(OH); respectivamente.
Os trés antigenos sio sequencialmente adicionados a uma suspensdo contendo
agua, NaCl e AIPO; livre. A mistura € agitada por 60-75 min. Depois o pH €
ajustado a 6,5 antes da adi¢do de Pw absorvido.

Para o método de producdo da formulagédo3, os trés antigenos
absorvidos sdo sequencialmente adicionados a uma suspensdo contendo agua,
NaCl e AIPO; livre. A mistura é agitada por 60 a 75 min antes da adi¢do de
IPV. O pH é ajustado a 6,5 antes da adigdo de antigenos Pw.

Para o método de produgio da formulagdo 4, o antigeno T €
absorvido em AIl(OH);. O antigeno T pré absorvido € adicionado a uma
suspensdo contendo agua e NaCl, seguido por IPV tipos 1, 2 e 3. A mistura €
agitada por 60 a 75 minutos antes da adi¢do de AIPO; livre. HBsAg pré-
absorvido é depois adicionado, seguido pelo antigeno D pré-absorvido e a
mistura é depois agitada por um adicional de 60 a 75 minutos. O pH €

ajustado a 6,5 antes da adigdo dos antigenos Pw.



51

O método de produgio 3 foi eventualmente selecionado devido
a facilidade de fabricagdo visto que este protocolo envolveu apenas uma etapa
de agitagcdo. Durante o processo de fabricagdo da vacina, tiomersal n3o €

usado e nio ¢ adicionado ao produto de vacina final.
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Determinagdo da poténcia da pélio em ratos pela
soroneutralizagdo

A poténcia da vacina foi determinada por um teste de
soroneutralizagdo depois da inoculagdo intramuscular de ratos (Sprague-
Dawley (OFA) ou qualquer cepa validada de antem#o). Grupos de 10 ratos
saudaveis ingénuos foram inoculados intramuscularmente (0,5 ml) com
dilui¢cdes das amostras de teste, material de referéncia em solugdo salina
tamponada com fosfato ou diluente (solugdo salina tamponada com fosfato).
Depois dez ratos inoculados com o diluente foram usados como controles
negativos. Vinte a vinte e dois dias depois da inoculagdo (periodo de
imunizacdo), cada animal foi profundamente anestesiado antes da coleta de
sangue pela pun¢io cardiaca. As amostras de sangue foram centrifugadas (a
aproximadamente 800 g) e os soros foram avaliados.

Teste de Soroneutralizacio:

Os soros foram inativados pela incubagdo a 56° C por 30
minutos. Trés séries de dilui¢do dos soros, uma para cada tipo de pélio, foram
preparadas em microplacas usando o meio de dilui¢do apropriado. Para os trés
tipos de virus da pélio, uma quantidade predeterminada de virus foi
adicionada as dilui¢des séricas. As trés suspensdes virais foram diluidas
levando-se em conta os seus respectivos titulos. A diluigdo final é chamada de
‘diluicio de trabalho’. Cada dilui¢do de trabalho foi adicionada as
microplacas correspondentes. As placas foram depois seladas e incubadas a
37° C = 1° C por 16 horas. Células Hep-2 foram depois adicionadas e as
microplacas foram incubadas a 37° C = 1° C por 7 dias. O efeito
citopatogénico (CPE) do virus foi lido usando um microscopio invertido
depois da colorag¢do com azul de Coomassie.

A presenga de anticorpos anti-poliomielite inibe o crescimento
do virus e o aparecimento do CPE correspondente. Os titulos virais anti-polio

(tipo 1, 2 e 3) correspondem a reciproca da tltima dilui¢do sem qualquer CPE.
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Em cada grupo, os animais com anticorpos neutralizadores sdo
registrados e o titulos de anticorpo de cada amostra sérica é determinado para
os diferentes tipos de poliovirus. O titulo do anticorpo neutralizador €
expressado como o log2 da inversa da diluicdo mais alta da amostra sérica
que totalmente inibe o efeito citopatico das células do poliovirus em Hep-2. O
titulo médio geométrico por diluigio (GMT) e por tipo de virus é depois
determinado para cada grupo de ratos.

Para cada tipo de virus, a diluigdo de vacina ¢
subsequentemente a quantidade de antigeno D que induziu os anticorpos
neutralizadores em 50 % dos ratos (ED50) também foi calculada pela analise
probit. A ED50 foi expressada em unidades de antigeno D.

De modo a quantificar a poténcia em relagdo aquela da vacina
de referéncia (usualmente Poliorix®, mas pode ser uma vacina de
DTPaHBIPV tal como Pediarix®), a poténcia relativa (RP) definida como a
razdo de duas respostas de dose equivalentes em um teste de dose multipla foi
medida. Neste método, a poténcia da vacina de teste é calculada pelo ensaio
de linha paralela como descrito em Finney, 1978 (Statistical Method in
Biological Assay, Charles Griffin & Company Ltd, Londres, 1978).
Determinag¢io da poténcia da pélio Tipo 1, 2 e 3 pelo ELISA

A determinagio da poténcia da polio pelo ELISA é realizada
em uma ou duas etapas dependendendo se a medigdo esta sendo realizada no
todo do IPV nio absorvido vs vacinas formuladas respectivamente:

1. Dessor¢do para a vacina absorvida final (para medir
unidades de antigeno D em vacinas formuladas — ndo requerida para a
medi¢do no todo do antigeno de IPV néo absorvido);

2, O teste de ELISA para a quantificagdo do teor de antigeno D
de vacina dessorvida e ndo absorvida e/ou pélio volumoso

Etapa de Dessorcio

Depois da centrifugagdo por 10 minutos da vacina absorvida
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sob teste, trés dessor¢des sucessivas sdo realizadas, pela adi¢do de um tampao
de fosfato de desabsorgdo as pelotas, misturando e incubando na temperatura
ambiente. O primeiro e o segundo periodos de desabsorc¢édo sdo de 2 horas, 0
periodo de incubagéo para a terceira extragio sendo uma noite na temperatura
ambiente. As colheitas das trés extragdes sio reunidas e diluidas com solug@o
tampdo de fosfato (PBS) sem Ca e Mg contendo albumina sérica bovina
(BSA) e Tween 20.

Os trés antigenos do poliovirus sdo quantificados pelo ELISA
como descrito abaixo.

Quantificacdo de antigeno D pelo ELISA:

As placas microtituladoras sdo revestidas com IgG anti-virus
da pélio de coelho especifica (tipo 1, 2 ou 3), diluida com tampdo de
carbonato/bicarbonato (pH 9,6) e incubado durante a noite a 4° C. Depois da
lavagem, a solugdo de saturagdo (solugdo salina tamponada com fosfato w/o
Ca e Mg + 1 % de BSA) é adicionada. Os brancos (PBS) e as dilui¢des em
série das amostras de vacina e padrdo ndo absorvido feito em casa sdo
adicionadas em duplicata. A preparagdo do padrio trivalente feito em casa
contém antigenos tipo 1, 2 e 3 calibrados. O calibrador é a referéncia do
European Pharmacopoeia Biological (EPBRP).

Para todas as etapas seguintes, as placas microtituladoras sao
incubadas durante 1 hora e 30 minutos a 37° C e lavadas. A IgG anti-virus da
polio de coelho (tipo 1, 2 ou 3) conjugado a peroxidase, diluida com tampé&o
de fosfato (w/o Ca e Mg + Tween 20) contendo BSA, € adicionada. A solugéo
de substrato, contendo a tetrametilbenzidina dissolvida em sulfoxido de
dimetila (DMSO) e diluida em tampao de acetato contendo 0,003 % de H>O»,
¢ adicionada, seguida por uma incubagdo de 15 a 30 minutos no escuro. A
solugdo de bloqueio, contendo H,SQ,, é depois adicionada. Dentro de uma
hora a densidade o6ptica (O.D.) de cada reservatéorio € lida usando um

fotdbmetro ajustado a 450 nm com uma referéncia em 620 nm.
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A concentragdo do antigeno D nas amostras de teste é
calculada a partir da curva padrio obtida plotando-se os valores de O.D.
contra as concentragdes de antigeno padrio.

Como um suplemento para a poténcia pelo ELISA, qualquer
antigeno de IPV ndo absorvido pode ser detectado pelo integralidade do
método:

Integralidade de absorcdo para o Pélio Tipo 1, 2 e 3 ndo ligado a adjuvante

pelo Elisa

Duas centrifugac¢des sucessivas sdo realizadas. O sobrenadante
¢ depois colhido e testado ndo diluido em duplicata nas microplacas pelo
ELISA. As placas microtituladoras sdo revestidas com IgG anti-virus da p6lio
de coelho especifica (tipo 1, 2 ou 3), diluida com tampdo de
carbonato/bicarbonato (pH 9,6) e incubadas durante a noite a 4° C. Depois da
lavagem, a soluc@o de saturagiio (solugdo salina tamponada com fosfato w/o
Ca e Mg + 1 % de BSA) é adicionada. Os brancos (PBS), o sobrenadante e 0
padrio ndo absorvido feito em casa sdo adicionados em duplicata.

Para todas as etapas seguintes, as placas microtituladoras sé@o
incubadas durante 1 hora e 30 minutos a 37° C e lavadas. A IgG anti-virus da
polio (tipo 1, 2 ou 3) de coelho conjugada a peroxidase, diluida

com tampéo de fosfato (w/o Ca e Mg + Tween 20) contendo
BSA, é adicionada. A solucdo de substrato, contendo a tetrametilbenzidina
dissolvida em sulféxido de dimetila (DMSO) e diluida em tampédo de acetato
contendo 0,003 % de H,O,_ ¢é adicionada, seguida por uma incubagdo de 15 a
30 minutos no escuro. A solu¢do de bloqueio, contendo H,SO,, é depois
adicionada. Dentro de uma hora a densidade Ooptica (O.D.) de cada
reservatério € lida usando um fotémetro ajustado a 450 nm com uma
referéncia em 620 nm.

A integralidade é considerada positiva (antigeno no

sobrenadante) se a OD média da amostra é mais alta do que os valores da OD
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média de brancos + 3 desvios padrio e se a OD média da amostra é mais alta
do que 0,1.

No caso de integralidade positiva, o teor de antigeno € medido
pelo método de ELISA como descrito na segunda etapa da Poténcia do Polio
Tipo 1, 2 e 3 pelo ELISA.

Método de medir a Unidade de Opacidade Internacional (IOU)

A concentragio de célula (IOU) pode ser determinada usando

a solucdo padrio de IRPO visual (Preparagdo de Referéncia Internacional de
Opacidade) ou pela medigdo pela absorbancia a 660 nm.

A opacidade da Suspensdo de Cepa Unica é depois
determinada aplicando-se a equagdo de “opacidade designada” como segue:

AO =LO/KOxCO;

onde AO = opacidade designada, LO = opacidade colhida
viva, KO = opacidade colhida morta e CO = opacidade concentrada.
RESULTADO
Determinacdo da poténcia da pélio em ratos pela soroneutraliza¢do na dose de

40:8:32 padrio

Experimentos foram realizados para determinar a poténcia de
IPV tipos 1, 2 e 3. Os resultados sdo mostrados na Tabela 8 abaixo (no
presente documento, 40:8:32 unidades de antigeno D de IPV tipos 1, 2 e 3

respectivamente € equivalente a 100 % da dose de IPV).

Descrigéo Poténcia de IPV
(ED50 expressada em IU/dose)
Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3
Ref. Poliorix 20,78 8,88 40,02
Ref. DTPaHBIPV 3,21 0,57 8,62
DTPwse-HB-IPV <1,93 0,64 <2,57
IMétodo de produgio 3
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Tabela 8. Poténcia de IPV tipos 1, 2 e 3 em trés formulacdes de vacina

diferentes.

A formulagio DTPwg-HB-IPV (100 % de IPV) apresenta
poténcias de IPV melhores do que a referéncia Poliorix e similar ou melhor

do que a referéncia DTPaHBIPV.

Avaliacido da poténcia do IPV com dosagens de IPV reduzidas

A poténcia é medida pelos métodos in vitro e in vivo descritos
acima.

A poténcia pelo Elisa da dose reduzida de IPV para ambas as
formula¢des dos métodos de produgdo 3 e 4 foi examinada in vitro €
comparada com a DTPalPVHB de referéncia como mostrado na Tabela 9.
Dois lotes para cada formulagdo foram testados para o método de produgdo 3.

A percentagem de recuperacgido foi calculada com respeito ao
teor de antigeno tomado do todo do IPV para cada formulagdo (por exemplo,
40/8/32 por formulagdo contendo 100 % de IPV; 20/8/16 por formulagao
contendo 50 % de IPV; 10/4/8 para formula¢do contendo25 % de IPV; 5/2/4
para formulagdo contendo 12,5 % de IPV)
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A Tabela 9 mostra que a integralidade da absorgdo é similar
para todas as doses de IPV. O Tipo 1 e Tipo 3 sdo fortemente dessorvido (17
% a 74 %) enquanto que o Tipo 2 permanece bem absorvido. Os trés tipos s80
bem absorvidos para a formulagdo de placebo para todas as doses de IPV. A
absorgdo € similar como para a vacina de referéncia de DTPalPVHB.

Existe uma variabilidade na integralidade do IPV por causa do
fato de que o método de quantificacdo da integralidade nfo ¢ validado nem
para formula¢des de IPV DTPwHB nem para concentragdes de IPV mais
baixas (< 40/8/32 Unidades de antigeno D /0,5 ml).

A poténcia relativa (expressada em comparagdo com a vacina
poliorix de referéncia) da dose reduzida de IPV para ambas as formulagdes de
métodos de producdo 3 e 4 foi examinada in vivo em comparagdo com
formulacgdes de referéncia como mostrado nas Figuras 1 e 2. Dois lotes para
cada formulacdo foram testados para o método de producéo 3.

A Figura 1 mostra que a poténcia do IPV de DTPwSF-HB-IPV
com 100 % de IPV é levemente maior do que a poténcia de IPV em
DTPaHBIPV. A poténcia do IPV de DTPwSF-HBIPV 50 % da formulagdo do
método de producio 3 pode ser observada ser similar a 100 % de
DTPaHBIPV. A poténcia do IPV para DTPwSF-HB-IPV 25 % do método de
producdo 3 é levemente mais baixas do que para Poliorix®. Também foi
descoberto que 12,5 % da dose de IPV ndo foi suficiente para se obter uma
boa poténcia do IPV.

A Figura 2 mostra que a poténcia do IPV é similar para a
formulacdo do método de produgdo 3 e a formulagdo do método de produgao
4. Também é mostrado que existe uma tendéncia de melhor poténcia para o
placebo do que para DTPwSF-HB-IPV.

Estes dados portanto confirmam que uma dose de IPV

reduzida ¢é suficiente para se obter uma boa poténcia in vivo.
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Exemplo 2: Praticabilidade de ndo usar nenhum tiomersal nas vacinas da

invencdo

O Teste de Eficacia de Conservante (PET) permite a
demonstracdo da atividade antimicrobiana da vacina testada. O teste consiste
em:

- inocular a preparagdo de vacina, na sua etapa de receptor
final, com um indculo prescrito de micro-organismos adequados,

- armazenar a preparagdo inoculada em uma temperatura
prescrita

- retirar amostras do receptor em intervalos especificados de
tempo e contagem dos organismos nas amostras tomadas.

O procedimento de teste de PET € descrito na European
Pharmacopoeia (5.1.3) e no USP (<51>). De acordo com estas diretrizes, a
atividade antimicrobiana é avaliada pela comparagdo da redu¢do no numero

de micro-organismos viaveis com os critérios mencionados na seguinte tabela

(Tabela 7)
IMicroorganismos Critérios : redugio log
Tempo [EP A EP B EP C IUSP
Bactérias
Staphilococus aureus 6h h
scherichia coli dl 3 1 INi*
Pseudomonas aeruginosa 47 3 Ni* 1
d14 Nr* Ntk 3
d28 INi* INi*
Levedura e mofos
Candida albicans d7 2 Ni*
|Aspergillus niger d14 1 Ni* INi*
28 i* INi* INi* INi*

Tabela 7. Critérios EP e USP
Nr* : ndo recuperado

Ni* : ndo aumentado
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Exemplo 3: Efeito do componente Hib na poténcia de IPV e estabilidade de

IPV com o tempo

A Poténcia Relativa de IPV foi medida como descrito no
Exemplo 1 para determinar quais efeitos o componente de Hib pode ter sobre
a poténcia do IPV e para avaliar a estabilidade de IPV com o tempo em doses
diferentes de IPV. As vacinas investigadas foram DTPwHBIPV (40-8-32),
DTPwHBIPV com Hib reconstituido e armazenado por & meses,
DTPwHBIPV (20-4-16), DTPwWHBIPV (20-4-16) com Hib reconstituido e
armazenado por 8 meses, DTPWHBIPV (20-4-16) e armazenado por 8 meses,
DTPwWHBIPV (10-2-8) e DTPwHBIPV (10-2-8) com Hib reconstituido e
armazenado por 8 meses. Os valores de RP foram medidos em relagédo a
DTPaIPVHB (Pediarix) (Figura 3a) ou Poliorix (Figura 3b). Foi descoberto
que o componente Hib ndo tem nenhum impacto sobre a poténcia do IPV. A
poténcia relativa de IPV foi descoberta ser mantida por 8 meses (Figura 3).

Exemplo 4: Efeito da proporg¢do de AIPO,/AI(OH); sobre o aspecto visual, da

absorcio de D e T e da poténcia de IPV

As formulagdes foram realizadas com mudanga da composigéo
de aluminio.

As formula¢des de DTPwgp-HB-IPV usualmente contém 630
pg de Aluminio: 560 pg de AI** como AIPO,, 70 pg de A" como Al(OH)s.
Sais de aluminio sdo usados para absorver D, T, Pw e HBsAg. 115 pg de N
de AIPO, livre sdo adicionados durante a formulagao.

As formulagdes foram realizadas com as seguintes proporgoes

de AI*" livre:

Al(OH), AIPO,

ug de AP pgde AP
Lote 1 0 115
Lote 2 23 92
Lote 3 69 46
Lote 4 46 69
Lote 5 92 23
Lote 6 115 0
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Tabela 10. Propor¢éo de AIPO/AI(OH);

Etapa

Método de produgio 3: DTPwsF-HB-IPV

1

O R N A s WN

— e e
W N = O

14

Agua para injegio para atingir um volume de dose final de 0,5 ml
Adicionar NaCl 1,5 M para atingir uma concentragao final de 150 mM
Adicionar 115 pg de AI’* com proporgdes diferentes de AI(OH)s/AIPO,
Adicionar 10 ng de HBsAg absorvido

Adicionar 7,5 Lf de tox6ide da difteria absorvido

Adicionar 3,25 Lf de toxoéide do tétano absorvido

Agitar

Adicionar IPV em uma dose de 40/8/32 IU

Agitar

Ajustar o pH a 6,5 +/- 0,1

Agitar

Adicionar 20 IOU de Pw absorvido

Agitar

Armazenar de +2 a +8° C

Tabela 11. Método de produgdo para DTPwWHB-IPV

O aspecto visual foi observado e até a razdo de 69/46,

agregacdo aceitavel € obtida.

producdo e uma faixa de dose para IPV entre 0 e 100 % da dose de IPV

regular.

pelo ELISA. A estabilidade da absor¢do foi seguida por um tratamento de 7

As formulagdes foram realizadas com o mesmo método de

A porcentagem de absor¢do dos toxdides D e T foi medida

dias a 37° C. Os resultados sdo apresentados nas Tabelas 12 e 14.

Proporgdo de AI(OH);/AIPO,
dose de
0/115 23/92 46/69
PV
TO 7D 37°C TO 7D 37 °C TO 7D 37 °C
Pwys 0% <1% 25% <1% 6%

25% <1% 29% <1% 15% <1% 5%
50 % 3% 41% <1% 26% <1% 17%
75 % 4% 49% <1% 23% <1% 11%
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Tabela 12. Porcentagem de D toxo6ide desabsorcio em DTPwHB-IPV com a
faixa de dose de IPV

Propor¢io de AI(OH):/AIPO,
d‘};evde 0/115 23/92 46/69
TO 7D 37 °C TO 7D 37 °C TO [ 7D37°C
Pwy 0% <1% 34% <1% 12% /
25 % <1% 50% <1% 32% <1% 12%
50 % 5% 61% <1% 51% <1% 33%
100 % 8% 63% <1% 41% <1% 29%

Tabela 13. Porcentagem de desabsorcido do toxdide T em DTPwHB-IPV com
a faixa de dose de IPV
A absorcdo do IPV foi seguida. A estabilidade da absorgéo foi

seguida por um tratamento de 21 dias a 25° C.

Estimativa de Ag ndo absorvido
dose de IPV Propor¢do de AI(OH)3/AIPO,4
0/115 23/92 46/69
Dose Tipo TO 2125°C TO 2125°C TO | 2125°C
0 % N/A N/A N/A N/A AGREGACAOQO
Tipo 1 ~10-20% | ~20-30% | ~10-20% | ~20-30% <10% ~20-30%
25 % Tipo 2 <10% <10% <10% <10% <10% <10%
Tipo 3 >30% >30% ~20-30% >30% <10% >30%
Tipo 1 >30% >30% ~10-20% >30% ~10-20% >30%
50 % Tipo 2 ~10-20 ~10-20 <10% <10% ~10-20% <10%
Tipo 3 >30% >30% ~10-20% >30% ~10-20% >30%
Tipo 1 >30% >30% ~10-20% >30% ~10-20% >30%
100 % | Tipo2 ~10-20 ~10-20 <10% <10% <10% <10%
Tipo 3 >30% >30% ~20-30% >30% ~10-20% >30%

Tabela 14. Porcentagem de desabsorcido de IPV em DTPwHB-IPV com a
faixa de dose de IPV

O aumento do teor de AI(OH); nas formulagdes permite uma

melhora na absorg¢do para D, T e IPV.

A melhor razio de absorgdo obtida foi com a propor¢do de
Al(OH);/AIPO,4 de 46/69.

Nesta proporgdo:

= A absor¢do de T e D é completa em TO. A desabsorgdo
depois de um estudo de estabilidade acelerada de 7 dias a 37° C apresenta <
20 % de desabsorg¢do para D, <30 % para T.

= Cada tipo de IPV € absorvido. A desabsor¢do do Tipo 3
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ocorre em 21 dias a 25° C.
As formulagBes com a propor¢ido 46/69 foram testadas in vivo

e comparadas com Tetravac, Poliorix e uma vacina DTPalPV.

Amostra EDS50

Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3
DTPw-HB-IPV
100 %/HIB <1,93 < 0,64 2,57
Proporgio 46/69
DTPw-HB-IPV
50 %/HIB <1,59 0,46 < 1,67
Proporc¢éo 46/69
DTPw-HB-IPV
25 %/HIB 3,08 0,96 3,25
Proporg¢éo 46/69
Tetravac 8,53 0,39 9,15
Poliorix 9,52 2,64 15,06
DTPaHBIPV <5,18 < 0,64 15,01

Tabela 15. Resultados de poténcias in vivo

Nio existe nenhuma diferenga significante (ED50) entre as
formula¢des de DTPw-HB-IPV. DTPaHBIPV, Tetravac e Poliorix ddo
resultados similares, inferiores as formulagdes de DTPw-HB-IPV (exceto
para o tipo 2 para o qual todas as formulagdes sdo equivalentes).

Exemplo 5: Avaliacdo clinica da vacina DTPw-HBV-IPV/Hib investigacional

com dosagens de IPV reduzidas

Um estudo de praticabilidade de Fase II é planejado para
avaliar a imunogenicidade, reatogenicidade e seguranca de trés formulag¢des
diferentes da vacina DTPwHBV-IPV/Hib investigacional da GSK Biologicals
quando comparada com a DTPw-HBV/Hib comercial e vacinas de IPV
administradas concomitantemente.

e Indicacio/populacdes:

Imunizagdo primaria de criangas saudaveis na primeira semana
de vida contra as doencas de difteria, tétano, coqueluche, hepatite B,
poliomielite e Haemophilus influenzae tipo b.
Grupos de Estudo:

Vacina DTPw-HBV-IPV (dose padrdo)/Hib

Vacina DTPw-HBV-IPV (49 % da dose padrao)/Hib
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Vacina DTPw-HBV-IPV(26 % da dose padrdo)/Hib
Vacinas DTPw-HBV/Hib + IPV

e Co-objetivos primarios:

Os co-objetivos primarios serdo avaliados na maneira
sequencial: isto € o segundo e terceiro objetivos serdo avaliados apenas se O
precedente foi atingido.

v' Para demonstrar a ndo inferioridade da vacina DTPw-HBV-
IPV(dose padrido)/Hib em relagdo a vacina de IPV co-administrada com a
vacina DTPw-HBV/Hib em termos de resposta de anticorpo aos trés tipos de
poliovirus, um més depois do curso de vacinagdo primaria.

O objetivo de ndo inferioridade sera atingido se o limite
superior dos 95 % CI padronizados assintdticos na diferenga entre grupos
(DTPwHBV/Hib + IPV menos DTPw-HBV-IPV (dose padrdo)/Hib) em
termos de taxas de soroprote¢do para cada um dos trés tipos de poliovirus € de
10 %.

v Para demonstrar a nio inferioridade da vacina DTPw-HBV-
IPV (49 % da dose padrdo)/Hib em relagdo 4 vacina de IPV co-administrada
com a vacina DTPw-HBV/Hib em termos de resposta de anticorpo aos trés
tipos de poliovirus, um més depois do curso de vacinag@o primadria.

O objetivo de ndo inferioridade serd atingido se o limite
superior dos 95 % CI padronizado assintotico sobre as diferengas entre grupos
(DTPwWHBV/Hib + IPV menos DTPw-HBV-IPV (49 % da dose padrdo)/Hib)
em termos de taxas de soroprote¢do para cada um dos trés tipos de poliovirus
é de 10 %.

v Para demonstrar a ndo inferioridade da vacina DTPw-HBV-
IPV (26 % da dose padrdo)/Hib em relagdo a vacina de IPV co-administrada
com a vacina DTPw-HBV/Hib em termos de resposta de anticorpo aos trés
tipos de poliovirus, um més depois do curso de vacinagdo primaria.

O objetivo de ndo inferioridade sera atingido se o limite
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superior dos 95 % CI padronizados assintéticos nas diferengas entre grupos
(DTPwWHBV/Hib + IPV menos DTPw-HBV-IPV (26 % da dose padrdo)/Hib)
em termos de taxas de soroprote¢do para cada um dos trés tipos de poliovirus

é de 10 %.

e Objetivos secundarios:

Imunogenicidade

Para avaliar a imunogenicidade a vacina candidata de DTPw-
HBV-IPV/Hib em termos de resposta a todos os antigenos de vacina em
comparagdo com o DTPw-HBV/Hib e vacinas de IPV co-administradas.

Reatogenicidade

Para avaliar a reatogenicidade e seguranga das vacinas de
estudo, em termos de sintomas solicitados, sintomas nio solicitados e eventos
adversos sérios.

e Programa de Vacinacio

Trés programas de vacinagdo de dose primaria em 6, 10 e 14
semanas de idade. Todos os pacientes recebem uma dose ao nascer de
Hepatite B.

* Pais:

Filipinas

e Amostragem de sangue:

Pré- e pos-vacinagdo 3

e Formulacdes de Vacina:
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Componente de I[PV (dose
padrdo)

Componente de IPV

r-DNA HBsAg: 10 pg
Aluminio como sais: 0,66 mg
Poliovirus inativados tipo 1: 40 unidades
de antigeno D
Poliovirus inativados tipo 2: 8 unidades de
antigeno D
Poliovirus inativados tipo 3: 32 unidades
de antigeno D
49 % da dose padrao completa de IPV (40-

Vacina Formula¢do/dose Apresentagdo Volume
DTPw-HBV-IPV/Hib da | toxéide da difteria: ndo menos do que 30 Liquido 0,5mlda
GSK Biologicals U (7,5 Lf) esbranquigado vacina
toxéide do tétano: ndo menos do que 60 IU| em frascos de reconstituida
(3,25 Lf) monodose
Bordetella pertussis, morto: nio menos do
que 4 IU (20 OU)

Formaldeido max 100 pg
Solug¢do salina tamponada com fosfato
Contém aminodacidos para inje¢do q.s, ad

0,5 ml

( 49 % da dose padréo) 8-32)
Componente de IPV |26 % da dose padrdo completa de IPV (40-
(26 % da dose padrido) 8-32)
- - - ]
Con]ugado.dc Qohssacarld(?o Cali)su ar de Pelota secada por
Haemophilus influenzae tipo b: 2,5 ug :
toxoéide do tétano: 5 a 10 ug congelamento
¢ ' em frascos de
Lactose: 12,6 mg
. . monodose
Aluminio como sais: 30 pg
toxéide da difteria: ndo menos do que 30
IU (7,5 Lf)
toxdide do tétano: ndo menos do que 60 U] .
e ® (3.25Lf) liquido .
DTPw-HBV/'Hlb (Zilbrix Bordetella pertussis, morta: ndo menos do esbranquicado | 1 mlda vacina
Hib) em frasco de reconstituida
que 4 1U (20 OU) duas doses
r-DNA HBsAg: 10 pg
Aluminio como sais: 0,66 mg
Tiomersal: 8 ug
- - - I
Con_]ugado.de Rohssacand?o cal?su ar de Pelota secada por
Haemophilus influenzae tipo b: 2,5 pg 1
toxoide do tétano: 5a 10 ug congelamento
c . em frascos de
Lactose: 12,6 mg
. . duas doses
Aluminio como sais: 30 p q
Poliovirus inativados tipo 1: 40 unidades
de antigeno D
Poliovirus inativados tipo 2: 8 unidades de
antigeno D
Poliovirus inativados tipo 3: 32 unidades Liquido
IPV da GSK Biologicals de antigeno D esbranquigado 0.5 ml
(Poliorix™) 2-fenoxietanol max 2,5 mg Em frascos de i
Polissorbato max 50 pg monodose

Tabela 16. Formulacdes de Vacina

PRE-ABSORCAO DOS ANTIGENOS

A formulacio de DTPw-HBV-IPV combina toxoéide da

difteria, toxo6ide do tétano, trés cepas de Bordetella pertussis, o antigeno de
superficie maior purificado (HBsAg) do virus da Hepatite B (HBV) e o virus

da pélio inativado (IPV). Estes antigenos, exceto o IPV, foram primeiro pré-
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absorvidos em sal de aluminio antes de serem misturados com sal de
aluminio, tampao de cloreto de sodio e agua para injegao.

Absorcido de toxoide da difteria

O concentrado purificado da difteria foi absorvido em fosfato
de aluminio em uma propor¢do de 15 Lf de toxoide da difteria / 0,15 mg de
AP’*. Os dois componentes foram agitados por 15 até 45 minutos na
temperatura ambiente. O pH foi ajustado ao pH 5,1 + 0,1, seguido por
agita¢do por 15 até 45 minutos. A mistura foi armazenada por uma semana a
37° C. Depois de agitar de 15 até 45 minutos na temperatura ambiente, o pH
foi ajustado ao pH 6,1 + 0,1. O concentrado absorvido foi armazenado a +2°
C - +8° C por pelo menos 7 dias antes da formulagdo final da vacina de
DTPw-HB-IPV. A Figura 1 a seguir destaca o processo de fabricagdo de
absor¢do do grosso da Difteria pré-absorvida.

Fluxograma de Absorcdo de toxdide da difteria
AlIPOy4

)
D (15 Lf/ 0,15 mg de AI*")
J

Agitar de 15 até 45 minutos na temperatura ambiente

$
Ajustar e checar o pH (5,1 + 0,1)

Agitar de 15 até 45 minutos na temperatura ambiente

N2
Absor¢do 7 dias a 37° C
N2

Agitar de 15 até 45 minutos na temperatura ambiente

3
Ajustar e checar o pH (6,1 = 0,1)

Armazenar no minimo 7 dias a +2° C - +8° C antes da formulagéo

Absorcido do toxodide do tétano

O concentrado do tétano foi absorvido em hidroxido de
aluminio em uma propor¢do de 3,25 Lf / 0,07 mg de AlI’". Os dois
componentes foram agitados por 15 até 20 minutos. O pH foi ajustado no pH

6,1 £ 0,1. A mistura foi armazenada sob agitacdo por 16 até 24 horas na
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temperatura ambiente. Uma solu¢do de cloreto de sédio de 1500 mM de
concentracdo nominal foi adicionada (ad 150 mM). Depois de agitar de 15 até
45 minutos na temperatura ambiente, o pH foi ajustado a 6,1 + 0,1. O
concentrado absorvido foi armazenado a +2° C - +8° C por pelo menos 14
dias antes da formulag¢do final de vacina de DTPw-HBV-IPV.

Diagrama de fluxo da absorgdo de toxoéide do tétano
Al(ciH):s

T (3,25 Lt/ (5:07 mg Al3+)

Agitar de 15 até 20 minutos na temperatura ambiente
Ajustar e checaJr( opH6,1 £0,1

Agitar 16 horas até 24 horas na temperatura ambiente
NacCl 1500 mI\iI (ad 150 mM)

Agitar de 15 até 45 minutos na temperatura ambiente
Ajustar e checa¢r pH (6,1 £0,1)

Armazenar no minimo 14 dias a +2° C - +8° C antes da formulag&o

Absorcio do antigeno da Hepatite B

O grosso do HBsAg purificado estéril foi misturado com uma
suspensio estéril de fosfato de aluminio de modo a obter uma suspensédo que
contém por 10 pg de HBsAg, 0,2 mg de Al’* (como fosfato de aluminio), 150
mM de NaCl em um volume final de cerca de 50 pl.

Procedimento de absorcdo de HBsAg

HBsAg (10¢ug /0,5 ml)
A" (0,2 mg/ 3’5 ml) (AIPO,)
Agitar 15 a 20 minutos na temperatura ambiente
Ajustar e checar\Lo pH (5,3 +0,1)
Agitar 16 a 24 horas na temperatura ambiente
Ajustar o pil a6,1+0,1
Armazenar 14 dias na temperatura ambiente

Armazenagem a 4° C
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Absorcido de antigeno Pw

A solugdo de AIPO, foi transferida assepticamente para um
vaso estéril. A solugdo foi agitada por 5 a 10 minutos e o pH foi ajustado a 6,5
+/- 0,1 com HCl 1 M ou NaOH 0,5 M diretamente no vaso. A solugdo foi

5 agitada por 15 a 20 minutos. O pH foi checado (6,5 £ 0,1) e ajustado se
necessario.

Antes da absorgio, a colheita reunida da coqueluche (PPH) foi
misturada por um minimo de 15 minutos antes do use e depois a PPH foi
adicionada no vaso estéril contendo o AIPO,. A suspensédo foi agitada por um

10 minimo de 15 minutos na temperatura ambiente e pdde ser armazenada
durante a noite na temperatura ambiente. Se o produto foi armazenado durante
a noite na temperatura ambiente, ele teve que ser recolocado em suspensido
por um minimo de 30 minutos antes da distribui¢do. As amostras foram
tomadas para teste.
15 O grosso do Pw absorvido foi distribuido em garrafas de vidro
estéreis e armazenado de 2 a 8° C.
Diagrama de fluxo da absor¢édo de Pw
Transferir AIPO4 em vaso de ago inoxidavel estéril
Ajustar o p}i a 6,5+/-0,1
Agitar 15 a 20 minutos na temperatura ambiente
Checar o pH e ajustar se necessario (6,5 = 0,1)
Adicionar a PPH no vaso de ago inoxidavel estéril
Agitar no min. 15 minutos na temperatura ambiente
Distribuir em garrafas de vidro

Armazenagem do Pw absorvidode 2 a 8° C
FORMULACAO FINAL DE DTPW-HBV-IPV

O processo foi feito como segue:
- A soluciio de cloreto de sodio e agua foram misturados para

20 injecdes de modo a obter uma concentragdo final de 150 mM de NaCl.
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- AIPO, foi adicionado de modo a obter uma concentragdo de
AP’ livre de 0,115 mg/dose

- Os concentrados de HEF, difteria e tétano absorvidos foram
adicionados de modo a obter uma concentragdo final de 10 pg de HBsAg, 7,5
Lf de toxbide da difteria e 3,25 Lf de toxdide do tétano por dose de 0,5 ml.

- IPV foi adicionado de modo a obter uma concentragdo final
de 40/8/32 ou 19,6/3,9/15,7 ou 10,4/2,1/8,3 Ul/d.

- Agitar suavemente por 60 até¢ 120 minutos na temperatura
ambiente.

- o pH foi ajustado a 6,5 + 0,1

- Agitar por 15 até 20 minutos na temperatura ambiente.

- o pH foi checado: 6,5 + 0,1

- o concentrado de Pw absorvido foi adicionado de modo a
obter uma concentragio final de 20 IOU por dose de 0,5 ml

- Agitar por 15 a 45 minutos na temperatura ambiente.

- o pH foi medido

- o grosso final foi armazenado entre +2° C e +8° C até o
preenchimento.

Diagrama de fluxo da formulagdo de vacina DTPw-HBV
WFI a¢0,5 ml

NaCl de I,Si\/l a 150 mM
AIPO, (1 15¢pg de A’
HBsAg absirvido 10 pug
Difteria absorvido 7,5 Lf
Tétano abso%vido 325Lf
IPV 40/8/32 ou 19,6/3,9/15,7 ou 10,4/2,1/8,3 Ul/d
Agitar de 60 min. até 120 n;Lin. na temperatura ambiente
Ajustar € checarJ/o pH (6,5 = 0,1)
Pw absorvido 20 IOU

Agitar de 15 min. até 45 min. na temperatura ambiente
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Exemplo 6: Avaliacdo clinica da vacina de DTPa-HBV-

IPV/Hib investigacional com dosagens de Hib e IPV reduzidas

Um estudo de Fase II, exploratorio € planejado para avaliar a
imunogenicidade, reatogenicidade e seguranga de 4 formulagdes diferentes da
vacina DTPaHBV-IPV/Hib investigacional da GSK Biologicals versus a
vacina DTPa-HBV-IPV/Hib comercial e as vacinas DTPw-HBV/Hib e IPV
comerciais administradas concomitantemente.

e Indicacdo/populacdes:

a imunizagdo primaria de criangas saudaveis na primeira
semana de vida contra as doengas de difteria, tétano, coqueluche, hepatite B,
poliomielite e Haemophilus influenzae tipo b.

e Grupos de estudo:

Vacina DTPa-HBV-IPV (49 % da dose padrdo)/Hib 5 pg

Vacina DTPa-HBV-IPV (49 % da dose padrdo)/Hib 2,5 ug

Vacina DTPa-HBV-IPV (26 % da dose padrdo)/Hib 5 ug

Vacina DTPa-HBV-IPV (26 % da dose padriao)/Hib 2,5 pg

Vacina DTPa-HBV-IPV/Hib

Vacina DTPw-HBV/Hib + IPV

e Objetivos primarios:

Para avaliar a imunogenicidade das vacinas candidatas DTPa-
HBV-IPV/Hib em termos da resposta ao PRP e os trés antigenos da pdlio
(polio 1, 2 e 3).

e Objetivos secundarios:

Imunogenicidade

Para avaliar a imunogenicidade de todas as vacinas do estudo
em termas de resposta para todos os antigenos de vacina.

Reatogenicidade

Para avaliar a reatogenicidade e seguranga das vacinas estudo,

em termos de sintomas solicitados, sintomas ndo solicitados e eventos
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adversos sérios.

e Programa de Vacinacio

O programa de vacinagdo primaria de trés doses como de 6
semanas de idade. Todos os pacientes recebem uma dose de Hepatite B no
5 nascimento.
e Pais:
TBC

e Amostragem de sangue:

Pré e pos vacinagéo 3

10 e Formulacdes de Vacina:

A vacina é constituida de duas partes: uma parte de liquido
(DTPa-HB-IPV) e uma parte secada por congelamento (Hib).
D, T, PT, FHA, PRN e HBsAg sio preliminarmente pré-
absorvidos. Agua e NaCl sdo misturados com os antigenos diferentes. A
15  mistura é agitada para homogeneizar e o pH ¢é ajustado. A composigéo final

da parte de DTPa-HB-IPV da vacina é apresentada na tabela a seguir.

Componente Quantidade

Toxoéide D 25 Lf

Toxoide T 10 Lf

PT 25 ug

FHA 25 ug

IPRN 8 ug

HBsAg 10 pg

IPV tipo 1 40 ou 19,6 ou 10,4 IU
IPV tipo 2 8ou39ou2llIU
IPV tipo 3 32 ou 15,7 0u 8,3 IU
AP De 700 a 790 pg

Tabela 17. Composicdo para uma dose humana de 0,5 ml de DTPa-HBV-IPV

O Hib € pré-absorvido. O Hib pré-absorvido ¢ misturado com
sacarose ou lactose antes da secagem por congelamento. A quantidade de Hib
20  sera 2,5 ou 5 ou 10 pg por dose humana. O teor de aluminio sera de 30 a 120

ng de A’ como AIPO, por dose humana
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REIVINDICACOES

1. Vacina de IPV, caracterizada pelo fato de que compreende:

(a) toxodide da difteria,

(b) toxdéide do tétano;

(c) célula integral morta de Bordetella pertussis,
substancialmente isenta de tiomersal; ou dois ou mais componentes de
pertussis acelulares (Pa) (por exemplo, toxdide de pertussis (PT),
hemaglutinina filamentosa (FHA) e pertactina (PRN)), e;

(d) poliovirus inativados tipo 1 em uma dose maior que 10
unidades de antigeno D e menor que 20 unidades de antigeno D.

2. Vacina de acordo com as reivindica¢des 1, caracterizada

pelo fato de que o poliovirus inativados tipo 1 esta presente de 26 a 49 %, 30
a45 %, 33 a 40 % ou 35 a 37 % de dose unitaria de antigeno D 40 padréo.

3. Vacina de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, caracterizada

pelo fato de que adicionalmente compreende poliovirus inativados tipo 3 em
uma dose de 8 a 20 unidades de antigeno D, 9 a 19 unidades de antigeno D,
10 a 18 unidades de antigeno D, 11 a 17 unidades de antigeno D, 12 a 16
unidades de antigeno D ou 13 a 15 unidades de antigeno D; por exemplo em

torno de ou exatamente 14 unidades de antigeno D.

4. Vacina de acordo com as reivindicagdes 1 a 3, caracterizada
pelo fato de que adicionalmente compreende poliovirus inativados tipo 2 em
uma quantidade de 2 a 4 unidades de antigeno D por 0,5 ml.

5. Vacina de acordo com as reivindica¢des 1 a 4, caracterizada

pelo fato de que um ou mais do toxoéide da difteria, o toxoide do tétano; célula
integral morta de Bordetella pertussis, os dois ou mais componentes de
pertussis acelulares, os poliovirus inativados tipo 1, os poliovirus inativados
tipo 2, os poliovirus inativados tipo 3, sdo absorvidos em hidroxido de
aluminio ou fosfato de aluminio ou uma mistura de ambos.

6. Vacina de acordo com as reivindicagdes de 1 a 3,
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caracterizada pelo fato de que adicionalmente compreende antigeno de

superficie da Hepatite B, substancialmente isenta de tiomersal, opcionalmente
absorvido em fosfato de aluminio.
7. Vacina de acordo com as reivindicagdes de 1 a 6,

caracterizada pelo fato de que adicionalmente compreende um conjugado de

uma proteina carregadora e o sacarideo capsular de Haemophilus influenzae
tipo B (Hib), opcionalmente absorvido em fosfato de aluminio ou nio
absorvido em adjuvante.

8. Vacina de acordo com as reivindicagdbes de 1 a 7,

caracterizada pelo fato de que adicionalmente compreende um ou mais de: um

ou mais conjugados de uma proteina carregadora e um sacarideo capsular de
uma bactéria selecionada do grupo Neisseria meningitidis tipo A, Neisseria
meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo W e Neisseria meningitidis
tipo Y, opcionalmente absorvido em hidréxido de aluminio ou fosfato de
aluminio ou uma mistura de ambos ou nido absorvido em adjuvante; uma
vesicula de membrana externa de Neisseria meningitidis tipo B (MenB) ou
LOS ou um sacarideo capsular MenB conjugado ou derivado deste,
opcionalmente absorvido em hidréxido de aluminio ou fosfato de aluminio ou
uma mistura de ambos ou nfo absorvido em adjuvante; um sacarideo Vi de
Salmonella typhi conjugado a uma proteina carregadora, opcionalmente
absorvido em hidréxido de aluminio ou fosfato de aluminio ou uma mistura
de ambos ou nfo absorvido em adjuvante; ou um antigeno da Hepatite A,
opcionalmente absorvido em hidréoxido de aluminio ou fosfato de aluminio ou
uma mistura de ambos.

9. Método para prevenir ou tratar infecgdo por poliovirus e
opcionalmente infecgdo por Clostridium tetani, Corynebacterium difteria e

Bordetella pertussis, caracterizado pelo fato de ser pela administracdo da

vacina como definida nas reivindica¢gdes de 1 a 9 um ser humano em

necessidade destes.
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10. Método para prevenir ou tratar infec¢do por poliovirus,
Clostridium tetani, Corynebacterium difteria e Bordetella pertussis e
opcionalmente uma ou mais infecgBes pela Hepatite B, Haemophilus
influenzae b, Neisseria meningitidis tipo A, Neisseria meningitidis tipo C,
Neisseria meningitidis tipo W, Neisseria meningitidis tipo Y, Neisseria

meningitidis tipo B, Salmonella typhi e Hepatite A, caracterizado pelo fato de

ser pela administra¢do da vacina como definida nas reivindica¢des de 1 a 8.

11. Uso de uma vacina como definida nas reivindicagdes de 1

a 8, caracterizado pelo fato de ser na fabricag¢do de um medicamento para a
prevencdo de doenga causada pelo poliovirus e opcionalmente Clostridium
tetani, Corynebacterium difteria e Bordetella pertussis.

12. Uso de uma vacina como definida nas reivindicagdes de 1

a 8, caracterizado pelo fato de ser na fabricagdo de um medicamento para a

preven¢io de doenga causada pelo poliovirus, Clostridium tetani,
Corynebacterium difteria e Bordetella pertussis e opcionalmente um ou mais
de Hepatite B, Haemophilus influenzae b, Neisseria meningitidis tipo A,
Neisseria meningitidis tipo C, Neisseria meningitidis tipo W, Neisseria
meningitidis tipo Y, Neisseria meningitidis tipo B, Salmonella typhi e
Hepatite A.

13. Vacina, método ou uso de acordo com as reivindicagdes de

1 a 12, caracterizados pelo fato de que o IPV tipo 1, se presente, é da cepa

Mahoney.
14. Vacina, método ou uso de acordo com as reivindicagGes de
1 a 13, caracterizados pelo fato de que o IPV tipo 2, se presente, € da cepa

MEF-1.

15. Vacina, método ou uso de acordo com as reivindicagdes de

1 a 14, caracterizados pelo fato de que o IPV tipo 3, se presente, € da cepa

Saukett.
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Figura 3
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RESUMO
“VACINA, METODO PARA PREVENIR OU TRATAR INFECCAO, E,
USO DE UMA VACINA”

A dose padrio de vacinas da pdlio contém 40 unidades de
antigeno D de poliovirus inativados tipo 1 (Mahoney), 8 unidades de antigeno
D de poliovirus inativados tipo 2 (MEF-1), e 32 Unidades de antigenos D de
poliovirus inativados tipo 3 (Saukett). A presente invengdo divulga que doses
reduzidas de poliovirus inativados pode manter um nivel adequado ou

melhorado de protegdo contra a poélio.
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