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“PREPARACAO DE VIRUS DA INFLUENZA INATIVADO, VACINA DE
INFLUENZA, METODO PARA A PREPARACAO DE UM ANTIGENO
DE HEMAGLUTININA ESTAVEL, E, USO DE ALFA-TOCOFEROL OU
SUCCINATO”

Esta invencdo refere-se as novas preparacdes de antigeno de
virus da influenza, aos métodos para a preparacao delas e ao uso das mesmas
em profilaxia ou terapia. Em particular a invencdo refere-se as vacinas de
influenza inativadas que estdo desintegradas em vez das vacinas de virus
integral e que sdo estiveis na auséncia de conservantes organomercuriais. Em
adicao, as vacinas contém hemaglutinina que ¢ estavel de acordo com os
testes padrao. As vacinas podem ser administradas por qualquer rota
adequada para tais vacinas, tais como intramuscular, subcutinea, intradermal
ou mucosamente por exemplo intranasalmente.

O virus da influenza é um dos virus mais ubiquos presentes no
mundo, afetando tanto humanos como animais domésticos. O impacto
econdmico da influenza ¢ significativo.

O virus da influenza ¢ um virus de RNA envelopado com um
tamanho de particula de cerca de 125 nm em didmetro. Ele consiste
basicamente de um nucleocapsideo interno ou ntcleo de 4cido ribonucleico
(RNA) associado com nucleoproteina, circundado por um envelope viral com
uma estrutura de bicamada lipidica e glicoproteinas externas. A camada
interna do envelope viral ¢ composta predominantemente de proteinas de
matriz e a camada externa principalmente de material lipidico derivado do
hospedeiro. As glicoproteinas de superficie neuraminidase (NA) e
hemaglutinina (HA) aparecem como espigdes, de comprimento de 10 nm a 12
nm, na superficie das particulas. Sao estas proteinas de superficie,
particularmente a hemaglutinina, que determinam a especificidade antigénica

dos subtipos de influenza.
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As vacinas de influenza atualmente disponiveis sdo vacinas de
influenza quer inativadas quer vivas atenuadas. As vacinas de flu inativadas
sdo compostas de trés formas possiveis de preparagdo de antigeno: virus
inteiro inativado, sub-virions nos quais particulas de virus purificadas sdo
desintegradas com detergentes ou outros reagentes para a solubilizag¢do do
envelope lipidico (a denominada vacina “dividida”) ou NA e HA purificadas
(vacina de subunidade). Estas vacinas inativadas sdo dadas
intramuscularmente (i.m.) ou intranasalmente (i.n.). Ndo ha vacina viva
atenuada comercialmente disponivel.

As vacinas de influenza, de todos os tipos, sio normalmente
vacinas trivalentes. Em geral contém antigenos derivados de duas cepas de
virus da influenza A e uma cepa de virus da influenza B. Uma dose injetavel
de 0,5 mL padrdo na maioria dos casos contém 15 pg de componente
antigeno de hemaglutinina de cada cepa, medido por imunodifusdo radial
simples (SRD) (J. M. Wood et al: “An improved single
radialimmunodiffusion technique for the assay of influenza haemagglutinin
antigen: adaptation for potency determination of inactivated whole virus and
subunit vaccines”. J. Biol. Stand. 5 (1977) 237-247; J. M. Wood et al.,
“International  collaborative study of single radial diffusion and
immunoelectrophoresis techniques for the assay of haemagglutinin antigen of
influenza virus”. J. Biol. Stand. 9 (1981) 317-330).

As cepas de virus da influenza a serem incorporadas a cada
estagdo de vacina de influenza sfo determinadas pela World Health
Organisation em colaboracdo com as autoridades nacionais da saude e os
fabricantes de vacina.

Tipicas epidemias de influenza causam aumentos em
incidéncia de pneumonia e doenga respiratéria inferior confirmados por taxas
aumentadas de hospitalizagdo ou mortalidade. Os idosos ou aqueles com

doengas cronicas subjacentes sd0 os mais propensos a experimentarem tais
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complicagdes, mas criangas também podem sofrer de doenga grave. Estes
grupos em particular necessitam ser portanto protegidos.

Esfor¢os correntes para o controle da morbidade e da
mortalidade associadas com epidemias de influenza anuais baseiam-se no uso
de vacinas de influenza inativadas administradas intramuscularmente. A
eficicia de tais vacinas na prevengdo de doenga respiratéria e das
complicagdes de influenza varia de 75% em adultos saudaveis a menos do que
50% em idosos.

Padrdes sdo aplicados internacionalmente para a medi¢do da
eficicia das vacinas de influenza. Os critérios oficiais da Unido Européia para
uma vacina efetiva contra a influenza sfio descritos na tabela abaixo.
Teoricamente, para se atenderem os requerimentos da Unido Européia, uma
vacina de influenza tem que atender apenas a um dos critérios na tabela, para
todas as cepas de influenza incluidas na vacina. Contudo na pratica, pelo
menos dois ou todos os trés critérios necessitardo ser atendidos para todas as
cepas, particularmente para uma vacina nova tal como a vacina nova para
liberagdo via uma rota diferente. Sob algumas circunstancias dois critérios
podem ser suficientes. Por exemplo, pode ser aceitavel que dois dos trés
critérios sejam atendidos por todas as cepas enquanto que o terceiro critério
seja atendido por algumas mas ndo todas as cepas (por exemplo duas de trés
cepas). Os requerimentos sdo diferentes para populacdes de adultos (18-60

anos) e para populacdes de idosos (> 60 anos).

18-60 anos > 60 anos
Taxa de soroconversido* > 40% > 30%
Fator de conversio** >2.5 >20
Taxa de prote¢do™** > 70% > 60%

* Taxa de soroconversio ¢ definida como a percentagem de vacinados que possuem pelo
menos um aumento de 4 vezes nos titulos de inibi¢do de hemaglutinina (HI) sérica apos a
vacinag¢do, para cada cepa de vacina.

** Fator de conversio ¢ definido como o aumento de vezes nos titulos médios geométricos
(GMTs) de HI sérica ap6s a vacinagfo, para cada cepa de vacina.

*** Taxa de protegéo ¢ definida como a percentagem de vacinados com um titulo de HI
sérica igual ou maior do que 1:40 apés a vacinagdo (para cada cepa de vacina) e é
normalmente aceito como indicac¢io de protecio.
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Para que uma vacina de flu nova seja comercialmente util ela
ndo apenas necessitara atender aqueles padrdes, mas também na pratica ela
necessitara ser pelo menos tdo eficaz quanto as vacinas injetaveis atualmente
disponiveis. Ela também necessitara ser comercialmente viavel em termos de
quantidade de antigeno e de nimero de administragdes requeridas.

As vacinas de influenza atuais comercialmente disponiveis sdo
vacinas injetadveis quer dividida quer de subunidade. Estas vacinas sdo
preparadas pela degradagdo da particula viral, em geral com um solvente
organico ou detergente, e pela separacdo ou purificagdo das proteinas virais
em extensdes variadas. As vacinas divididas s3o preparadas pela
fragmentagdo do virus da influenza inteiro, quer infeccioso quer inativado,
com concentragdes solubilizantes de solventes organicos ou detergentes € a
subseqliente remog¢do do agente solubilizante e de um pouco ou da maior
parte do material lipidico de matriz. As vacinas divididas em geral contém
nucleoproteina e proteina de matriz e algumas vezes lipideo, bem como as
proteinas de envelope de membrana. As vacinas divididas normalmente
conterdo a maior parte das ou todas as proteinas estruturais do virus embora
ndo necessariamente nas mesmas propor¢des que ocorrem no virus inteiro. As
vacinas de subunidade por outro lado consistem essencialmente de proteinas
de superficie viral elevadamente purificadas, hemaglutinina e neuraminidase,
que sd3o proteinas de superficie responsaveis pela geracdo de anticorpos
neutralizadores do virus desejados durante a vacinagao.

Muitas vacinas que estdo atualmente disponiveis requerem um
conservante para se evitar a deterioracdo. Um conservante freqiientemente
usado € tiomersal que € um composto contendo mercurio. Algumas
preocupagdes do publico tém sido expressadas sobre os efeitos dos compostos
contendo mercurio. Nao ha sistema de vigilancia apropriado para se
detectarem os efeitos de doses baixas a moderadas de compostos organicos de

mercurio sobre o sistema nervoso em desenvolvimento, e estudos especiais de
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criangas que tém recebido doses altas de compostos organicos de mercurio
levard@o varios anos para se completarem. Certos comentadores tém enfatizado
que os perigos potenciais de vacinas contendo tiomersal ndo devem ser
exagerados (Offit; P. A. JAMA Vol. 283; No. 16). Contudo, seria vantajoso
que se encontrassem métodos alternativos para a preparacdo de vacinas para
substituir o uso de tiomersal no processo de fabrica¢do. Portanto ha uma
necessidade de desenvolvimento de vacinas que estejam livres de tiomersal,
em particular de vacinas como as vacinas de influenza que s3o recomendadas,
pelo menos para certos grupos de populag¢do, em uma base anual.

Até o presente tem sido pratica padrio o emprego de um
conservante para vacinas de influenza inativadas comerciais, durante o
processo de producdo/purificagdo e/ou na vacina final. O conservante ¢
requerido para se evitar o crescimento de microorganismos no decorrer dos
varios estagios de purificagdo. Para as vacinas de influenza derivadas de ovo,
o tiomersal € tipicamente adicionado no fluido alantdico cru € também pode
ser adicionado uma segunda vez durante o processamento do virus. Assim
havera tiomersal residual presente no final do processo, € este pode ser
adicionalmente ajustado para uma concentracdo de conservante desejavel na
vacina final, por exemplo para uma concentragéo ao redor de 100 pg/mL.

Um efeito colateral do emprego de tiomersal como um
conservante em vacinas de flu € um efeito de estabiliza¢do. O tiomersal em
vacinas de flu comerciais atua para estabilizar o componente HA da vacina,
em particular mas ndo exclusivamente HA da influenza de cepa B. Certas
hemaglutininas de cepa A por exemplo H3 também podem requerer
estabilizagdo. Portanto, embora possa ser desejavel considerar a remocio do
tiomersal das vacinas de influenza, ou pelo menos a redugio da concentragdo
de tiomersal na vacina final, hd um problema a ser suplantado pelo fato de
que, sem tiomersal, a HA ndo mais estara suficientemente estavel.

Tem sido descoberto na presente invengdo que € possivel
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estabilizar HA em preparagdes de influenza inativada usando-se reagentes
alternativos que nfo contém compostos organicos de mercurio. A HA
permanece estabilizada de tal modo que ela € detectavel no decorrer do tempo
por métodos padrdo quantitativos, em particular SRD, em uma extensdo maior
do que a de uma preparagdo de antigeno ndo-estabilizada produzida pelo
mesmo método mas sem o excipiente estabilizador. O método de SRD ¢
realizado como descrito aqui acima. O importante ¢ que a HA permaneca
estabilizada por até 12 meses que € o padrio requerido para uma vacina de flu
final.

Em um primeiro aspecto a presente invengdo proporciona uma
preparagdo de virus da influenza inativado compreendendo um antigeno de
hemaglutinina estabilizado na auséncia de tiomersal, ou em niveis baixos de
tiomersal, na qual a hemaglutinina € detectavel por um ensaio de SRD.

Niveis baixos de tiomersal sdo aqueles niveis nos quais a
estabilidade de HA derivada de influenza B € reduzida, de tal modo que um
excipiente estabilizador é requerido para HA estabilizada. Os niveis baixos de
tiomersal sdo em geral de 5 ug/mL ou menores.

Em geral, HA estabilizada refere-se 8 HA que ¢ detectavel no
decorrer do tempo por métodos padrdo quantitativos, em particular SRD, em
uma extensdo maior do que a de uma preparagio de antigeno ndo estabilizada
produzida pelo mesmo método mas sem qualquer excipiente estabilizador. A
estabilizagio da JA preferivelmente mantém a atividade de HA
substancialmente constante durante um periodo de um ano. Preferivelmente, a
estabiliza¢do permite que a vacina compreendendo HA proporcione protecéo
aceitavel apdés um periodo de armazenagem de 6 meses, com maior
preferéncia um periodo de um ano.

Adequadamente, a estabilizago ¢ realizada por um excipiente
estabilizador, preferivelmente um excipiente modificador de micela. Um

excipiente modificador de micela ¢ em geral um excipiente que pode ser



10
@

15

25

seve

incorporado em uma micela formada pelos detergentes usados na, ou
adequados para a, solubilizagdo da proteina de membrana HA, tais como os
detergentes Tween 80, Triton X 100 e desoxicolato, individualmente ou em
combinagio.

Sem o desejo se ficar restringido por teoria, acredita-se que 0s
excipientes funcionam para estabilizarem a HA por interagio com os lipideos,
detergentes e/ou proteinas na preparacdo final. As micelas mistas de
excipiente com proteina e lipideo podem ser formadas, tais como as micelas
de Tween e desoxicolato com lipideos residuais e/ou Triton X-100. E
considerado que as proteinas de superficie sdo mantidas solubilizadas por
aquelas micelas complexas. Preferivelmente, a agregacdo de proteina €
limitada pela repulsdo de carga de micelas contendo excipientes adequados,
tais como as micelas contendo detergentes negativamente carregados.

Os excipientes modificadores de micela apropriados incluem:
moléculas anfifilicas positiva, negativa ou zwitterionicamente carregadas tais
como alquil-sulfatos, ou alquil-aril-sulfatos; moléculas anfifilicas ndo-idnicas
tais como alquil-poliglicosideos ou seus derivados, tal como Plantacare®
(disponivel na Henkel KGaA), ou alquil-alcool-polialquileno-éteres ou seus
derivados tal como Laureth-9.

Os excipientes preferidos sdo a-tocoferol, ou derivados de a-
tocoferol tal como succinato de a-tocoferol. Outros derivados de tocoferol
preferidos para uso na invengdo incluem D-a-tocoferol, D-8-tocoferol, D-y-
tocoferol e DL-a-tocoferol. Derivados de tocoferois preferidos que podem ser
utilizados incluem acetatos, succinatos, ésteres de acido fosfoérico, formiatos,
propionatos, butiratos, sulfatos e gliconatos. Succinato de alfa-tocoferol ¢
particularmente preferido. O a-tocoferol ou derivado esta presente em uma
quantidade suficiente para estabilizar a hemaglutinina.

Outros excipientes adequados podem ser identificados por

métodos padrdo na arte, e testados por exemplo usando-se o método de SRD
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para a andlise de estabilidade como aqui descrita.

Em um aspecto preferido a invengdo proporciona uma
preparagdo de antigeno de virus da influenza compreendendo pelo menos um
antigeno de hemaglutinina de cepa B de influenza estavel.

A invengdo proporciona em um outro aspecto um método para
a preparacdo de um antigeno de hemaglutinina estavel cujo método
compreende a purificagio do antigeno na presenca de um excipiente
modificador de micela estabilizador, preferivelmente a-tocoferol ou um seu
derivado tal como succinato de a-tocoferol.

Sdo adicionalmente proporcionadas pela invengdo vacinas
compreendendo as preparagdes de antigeno aqui descritas € seu uso em um
método para a profilaxia de infec¢do ou doenga de influenza em um individuo
cujo método compreende a administragdo ao individuo de uma vacina de
acordo com a invengao.

A vacina pode ser administrada por qualquer rota de liberagdo
adequada, tal como intradermal, mucosal por exemplo intranasal, oral,
intramuscular ou subcutanea. Qutras rotas de libera¢do sdo bem conhecidas na
arte.

A liberagdo intradermal € preferida. Qualquer dispositivo
adequado pode ser usado para a liberagdo intradermal, por exemplo
dispositivos de agulha curta tais como aqueles descritos em US 5.190.521, US
5.328.483, US 5.527.288, US 4.270.537, US 5.015.235, US 5.141.496, US
5.417.662. Vacinas intradermais também podem ser administradas por
dispositivos que limitam o comprimento de penetragio efetiva de uma agulha
na pele, tais como aqueles descritos em WO 99/34850 ¢ EP 1092444, aqui
incorporados como referéncia, € seus equivalentes funcionais. Também sdo
adequados os dispositivos de injegéio de jato que liberam vacinas liquidas na
derme via um injetor de jato de liquido ou via uma agulha que perfura a

stratum corneum € produz um jato que alcanga a derme. Dispositivos de
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injecdo de jato sdo descritos por exemplo em US 5.480.381, US 5.599.302,
US 5.334.144, US 5.993.412, US 5.649.912, US 5.569.189, US 5.704.911,
US 5.383.851, US 5.893.397, US 5.466.220, US 5.339.163, US 5.312.335,
US 5.503.627, US 5.064.413, US 5.520. 639, US 4.596.556US 4.790.824, US
4.941.880, US 4.940.460, WO 97/37705 ¢ em WO 97/13537. Também sio
apropriados os dispositivos de liberagdo de particula/p6 balisticos que usam
gas comprimido para acelerar a vacina na forma de pé através das camadas
externas da pela para a derme. Adicionalmente, seringas convencionais
podem ser empregadas no método de Mantoux cldssico de administragdo
intradermal. Contudo, o uso de seringas convencionais requer operadores
altamente experientes e portanto sdo preferidos os dispositivos que sdo
capazes de liberagdo acurada sem um usudrio elevadamente experiente.

A invengdo portanto proporciona um método para a profilaxia
de doenca ou infec¢do de influenza em um individuo cujo método
compreende a administragdo intradermal ao individuo de uma virus da
influenza de acordo com a inveng3o.

A inveng¢do também se refere aos dispositivos intradermais em
combinagdo com uma vacina de acordo com a presente inven¢do, em
particular com dispositivos descritos em W099/34850 ou EP1092444, por
exemplo.

Também ¢é proporcionado o uso de um excipiente modificador
de micela, preferivelmente o-tocoferol ou um seu derivado como um
estabilizador de hemaglutinina na manufatura de uma virus da influenza.

A invengdo aplica-se particularmente mas nio exclusivamente
a estabilizag@o de cepa B de hemaglutinina de influenza.

Preferivelmente a HA estabilizada da presente invengdo é
estavel por 6 meses, com maior preferéncia por 12 meses.

Preferivelmente o a-tocoferol esta na forma de um éster, com

maior preferéncia de succinato ou de acetato e mais preferivelmente de
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succinato.

Concentragdes preferidas de a-tocoferol ou de derivado estdo
entre 1 pg/mL e 10 mg/mL, com maior preferéncia entre 10 pg/mL e 500
pg/mL.

A vacina de acordo com a inveng¢do em geral contém ambos 0s
antigenos de virus de cepas A e B, tipicamente em uma composi¢o trivalente
de duas cepas A e uma cepa B. Contudo, vacinas divalentes € monovalentes
nao estdo excluidas. Vacinas monovalentes podem ser vantajosas em uma
situagdo pandémica, por exemplo, onde for importante a obtengdo mais rapida
possivel de vacina produzida e administrada.

A preparagdo de antigeno de flu ndo-viva para uso na invengao
pode ser selecionada do grupo consistindo de preparagdes de antigeno de
virus dividido, antigenos de subunidade (quer recombinantemente
expressados quer preparados de virus inteiro), de virus inteiro inativado que
podem ser quimicamente inativados com por exemplo formaldeido, [3-
propiolactona ou diferentemente inativados por exemplo com U.V. ou com
calor. Preferivelmente a preparagiio de antigeno € quer uma preparagdo de
virus dividido, quer um antigeno de subunidade preparado de virus inteiro,
particularmente pode um processo de divisdo seguido por purificacdo do
antigeno de superficie. Mais preferidas sdo as preparacdes de virus dividido.

Preferivelmente a concentragdo de antigeno de hemaglutinina
para a ou cada cepa de preparagdo de virus da influenza é de 1-1.000 pg/mL,
com maior preferéncia de 3-300 ng/mL e mais preferivelmente de cerca de 30
png/mL, medida por um ensaio de SRD.

A vacina de acordo com a invengdo pode compreender
adicionalmente um adjuvante ou imunoestimulante tal como mas nfo limitado
a lipideo A destoxificado de qualquer fonte e derivados de lipideo A atoxicos,
saponinas € outros reagentes capazes de estimularem uma resposta de tipo
THI.
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E sabido ha longo tempo que lipossacarideo enterobacteriano
(LPS) ¢ um estimulante potente do sistema imune, embora seu uso em
adjuvantes tenha sido restringido por seus efeitos toxicos. Um derivado de
LPS atéxico, monofosforil-lipideo A (MPL) produzido pela remogido do
grupo carboidrato central e o fosfato da glicosamina de extremidade redutora,
tem sido descrito por Ribi et al (1986, “Immunology and
immunopharmacology of bacterialendotoxins”, Plenum Publ. Corp., NY,

p407-419) e possui a seguinte estrutura:
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Uma outra versdo destoxificada de MPL resulta da remogéo da
cadeia acila da posigdo 3 da estrutura base de dissacarideo, € é chamada de
monofosforil-lipideo A 3-O-desacilado (3D-MPL). Pode ser purificada e
preparada por métodos ensinados em GB 2122204B, cuja referéncia também
descreve a preparagdo de difosforil-lipideo A, e suas variantes 3-O-
desaciladas.

Uma forma preferida de 3D-MPL ¢ a forma de uma emulséo
possuindo um tamanho de particula pequeno menor do que 0,2 pm em
didmetro, ¢ seu método de manufatura € descrito em WO 94/21292.

Formulag¢des aquosas compreendendo monofosforil-lipideo A e um tensoativo

sese
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tém sido descritas em WO9843670A2.

Os adjuvantes derivados de lipopolissacarideo bacteriano a
serem formulados nas composi¢bes da presente invengdo podem ser
purificados e processados de fontes bacterianas, ou alternativamente podem
ser sintéticos. Por exemplo, monofosforil-lipideo A purificado € descrito em
Ribi et al. 1986 (supra), e monofosforil- ou difosforil-lipideo A 3-O-
desacilado derivado de Salmonella sp. é descrito em GB 2220211 e US
4912094. Outros lipopolissacarideos sintéticos € purificados tém sido
descritos (Hilgers et al., 1986, Int. Arch. Allergy. Immunol., 79 (4). 392-6;
Hilgers et al., 1987, Immunology, 60(1): 141-6; ¢ EP 0.549.074B1). Um
adjuvante de lipopolissacarideo bacteriano particularmente preferido é 3D-
MPL.

Conseqlientemente, os derivados de LPS que podem ser
usados na presente invengdo sdo aqueles imunoestimulantes que sdo
semelhantes em estrutura aquela de LPS ou MPL ou 3D-MPL. Em outro
aspecto da presente inven¢do os derivados de LPS podem ser um
monossacarideo acilado, que € uma subpor¢ao da estrutura de MPL acima.

As saponinas s@o ensinadas em: Lacaille-Dubois, M. e Wagner
H. (1996. “A review of the biological and pharmacological activities of
saponins”. Phytomedicine vol. 2 pp 363-386). As saponinas séo glicosideos
triterpénicos ou esteroidais amplamente distribuidos nos reinos vegetal e
animal marino. Observa-se que as saponinas formam solugdes coloidais em
agua que espumam quando agitadas, e precipitam colesterol. Quando as
saponinas estdo proximas de membranas celulares elas formam estruturas
porosas na membrana que causam a ruptura da membrana. Hemolise de
eritrocitos € um exemplo deste fendmeno, que é uma propriedade de certas,
mas nio de todas as, saponinas.

As saponinas sdo conhecidas como adjuvantes em vacinas para

administrag¢do sistémica. A atividade hemolitica e adjuvante das saponinas
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individuais tem sido extensivamente estudada na arte (Lacaille-Dubois e
Wagner, supra). Por exemplo Quil A (derivada da casca de arvore sul-
americana Quillaja Saponaria Molina), € suas fragdes, sdo descritas em US
5.057.,540 e "Saponins as vaccine adjuvants”, Kensil, C. R., Crit. Rev. Ther.
Drug Carrier Syst., 1996,12 (1-2):1-55 ; e EP 0362.279 Bl. Estruturas
particuladas, chamadas de complexos estimulantes imunes (ISCOMS),
compreendendo fra¢Oes de Quil A sfo hemoliticas e t€m sido usadas na
fabricag¢do de vacinas (Morein, B., EP 0.109.942 B1; WO 96/11711; WO
96/33739). As saponinas hemoliticas QS21 e QS17 (fragbes de Quil A
purificadas por HPLC) tém sido descritas como adjuvantes sistémicos
potentes, € o método de sua producdo ¢é descrito na Patente U.S. 5.057.540 e
em EP 0.362.279 B1. Outras saponinas que tém sido usadas em estudos de
vacinagdo sistémica incluem aquelas derivadas de outras espécies de planta
tais como Gypsophila € Saponaria (Bomford et al., Vaccine, 10 (9): 572-
577,1992).

Um sistema melhorado envolve a combinagio de um derivado
de lipideo A atéxico e um derivado de saponina particularmente a
combina¢do de QS21 e 3D-MPL como descrita em WO 94/00153, ou uma
composicdo menos reatogénica na qual a QS21 esta extinta com colesterol
como descrita em WO 96/33739.

Uma formulagdo de adjuvante particularmente potente
envolvendo QS21 e 3D-MPL em uma emulsdo de 6leo-em-agua ¢ descrita em
WO 95/17210 e € uma formulagio preferida.

Conseqilientemente em uma modalidade da presente invengdo €
proporcionada uma vacina compreendendo uma preparagdo de antigeno de
influenza da presente invengdo contendo como adjuvante lipideo A
destoxificado ou um derivado de lipideo A atéxico, mais preferivelmente
contendo como adjuvante um monofosforil-lipideo A ou seu derivado.

Preferivelmente a vacina compreende adicionalmente uma
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saponina, com maior preferéncia QS21.

Preferivelmente a formulagdo compreende adicionalmente
uma emulsdo de 6leo-em-agua. A presente invengdo também proporciona um
método para a producdo de uma formulagdo de vacina compreendendo a
misturagdo de uma preparagdo de antigeno da presente invencdo juntamente
com um excipiente farmaceuticamente aceitavel, tal como 3D-MPL.

As vacinas de acordo com a invengdo podem compreender
adicionalmente pelo menos um tensoativo que pode ser em particular um
tensoativo ndo-idnico Os tensoativos ndo-idnicos adequados sio selecionados
do grupo consistindo de octil- ou nonil-fenoxi-polioxietandis (por exemplo a
série Triton® comercialmente disponivel), ésteres de polioxietileno-sorbitana
(série Tween®) e ésteres ou éteres de polioxietileno de formula geral (I):

D HO(CH,CH,0),-A-R

na qual n é 1-50, A € uma ligacdo ou -C(O)-, R é C,_sp-alquila
ou fenil-C,_sp-alquila; e combinag¢des de dois ou mais destes.

Os tensoativos preferidos de féormula (I) sio moléculas nas
quais n € 4-24, com maior preferéncia 6-12, e mais preferivelmente 9; o
componente R é C,_s, preferivelmente C,.y9-alquila e mais preferivelmente
Cz-alquila.

Octil-fendxi-polioxietandis e ésteres de polioxietileno-
sorbitana sd3o descritos em "Surfactant systems"Eds: Attwood e Florence
(1983, Chapman e Hall). Octil-fenéxi-polioxietandis (0s octoxindis),
incluindo t-octil-fenéxi-polietoxi-etanol (Triton X-100) também sfo descritos
na Entrada 6858 do Merck Index (Pagina 1.162, 12™ Edition, Merck & Co.
Inc., Whitehouse Station, N. J., USA; ISBN 0911910-12-3). Os ésteres de
polioxietileno-sorbitana, incluindo monooleato de polioxietileno-sorbitana
(Tween 80) sdo descritos na Entrada 7742 do Merck Index (Pagina 1.308,12™
Edition, Merck & Co. Inc., Whitehouse Station, N. J., USA; ISBN 0911910-

12-3). Ambos podem ser manufaturados usando-se métodos nestas, ou podem
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ser obtidos de fontes comerciais tal como Sigma Inc.

Os tensoativos ndo-idnicos particularmente preferidos incluem
Triton X-45, t-octil-fendxi-polietoxi-etanol (Triton X-100), Triton X-102,
Triton X-114, Triton X-165, Triton X-205, Triton X-305, Triton N-57, Triton
N-101, Triton N-128, Breij 35, polioxietileno-9-lauril-éter (Laureth 9) e
polioxietileno-9-estearil-€ter (Steareth 9). Triton X-100 e Laureth 9 sdo
particularmente preferidos. Também ¢é particularmente preferido o éster de
polioxietileno-sorbitana, monooleato de polioxietileno-sorbitana (Tween
80™.

Outros polioxietileno-éteres de formuia geral (I) adequados
sdo selecionados do seguinte grupo: polioxietileno-8-estearil-Eter,
polioxietileno-4-lauril-éter, polioxietileno-35-lauril-éter, e polioxietileno-23-
lauril-éter.

Nomes e termos alternativos para polioxietileno-lauril-éter sdo
descritos no registro de CAS. O nimero de registro do CAS de polioxietileno-
O-lauril-éter é: 9002-92-0. Polioxietileno-éteres tal como o polioxietileno-
lauril-éter sdo descritos no Merck Index (12" ed: entrada 7717, Merck & Co.
Inc., Whitehouse Station, N.J., USA; ISBN 0911910-12-3). Laureth 9 ¢
formado pela reagfio de 6xido de etileno com dodecil-alcool, € possul uma
média de nove unidades de 6xido de etileno.

Dois ou mais tensoativos ndo-idénicos de grupos diferentes de
tensoativos descritos podem estar presentes na formulagdo de vacina aqui
descrita. Em particular, uma combinagio de um éster de polioxietileno-
sorbitana tal como monooleato de polioxietileno-sorbitana (Tween 80™) e
um octoxinol tal como t-octil-fendxi-polietdxi-etanol (Triton) X-100™ ¢
preferida. Outra combinagio particularmente preferida de tensoativos nao-
ionicos compreende Laureth-9 mais um éster de polioxietileno-sorbitana ou
um octoxinol ou ambos.

Tensoativos ndo-idnicos tais como aqueles discutidos acima

'nse
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possuem as seguintes concentragdes preferidas na composi¢io de vacina final:
ésteres de polioxietileno-sorbitana tal como Tween 80°: 0,01% a 1%, mais
preferivelmente de cerca de 0,1% (p/v); octil- ou nonil-fendxi-polioxietanois
tais como Triton X-100® ou outros detergentes na série Triton: 0,001% a
0,1%, mais preferivelmente 0,005% a 0,02% (p/v); polioxietileno-éteres de
férmula geral (I) tal como Laureth-9: 0,1% a 20%, preferivelmente 0,1% a
10% e mais preferivelmente de 0,1% a 1% ou cerca de 0,5% (p/v).

Para certas formulagSes de vacina, outros componentes de
vacina podem ser incluidos na formula¢do. Como tais as formulagdes da
presente invengdo também podem compreender um acido biliar ou um seu
derivado, em particular na forma de um sal. Estes incluem derivados de acido
colico e seus sais, em particular sais de sodio de acido colico ou de derivados
de acido célico. Exemplos de acidos biliares ¢ de seus derivados incluem
acido cdlico, acido desoxicélico, acido quenodesoxicélico, acido litocolico,
acido ursodesoxicélico, acido hiodesoxicolico e derivados tais como glico-,
tauro-, amidopropil-1-propanossulfonico-, amidopropil-2-hidréxi-1-
propanossulfénico- derivados dos &cidos biliares acima mencionados, ou
N,N-bis(3-D-gliconoamidopropil)-desoxicolamida. Um exemplo
particularmente preferido € desoxicolato de sédio (NaDOC) que pode estar
presente na dose de vacina final.

Também sdo proporcionados pela presente invengdo kit
farmacéuticos compreendendo um dispositivo de administragdo de vacina
cheio com uma vacina de acordo com a inveng¢do. Tais dispositivos de
administragdo incluem mas ndo se limitam aos dispositivos de agulha,
dispositivos de jato de liquido, dispositivos de pd, € aos dispositivos de
borrifo (para uso nasal).

As preparagdes de antigeno de virus da influenza de acordo
com a invencdo podem ser derivadas do método de ovo embrionério

convencional, ou podem ser derivadas de quaisquer outros métodos de
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geragdo convencionais usando cultura em tecido para o crescimento de virus
ou expressdo de antigenos de superficie de virus da influenza recombinantes.
Substratos celulares apropriado para o crescimento de virus incluem por
exemplo células de rim de cdo tais como MDCK ou células de um clone de
MDCK, células MDCK-semelhantes, células de rim de macaco tais como
células AGMK incluindo células Vero, linhagens de células de porco
adequadas, ou qualquer outro tipo de célula de mamifero apropriado para a
producdo de virus da influenza para propédsitos de vacina. Os substratos
celulases adequados também incluem células humanas por exemplo células
MRC-5. Substratos celulares apropriados ndo se limitam as linhagens
celulares; por exemplo células primdrias tais como fibroblastos de embrido de
galinha também estdo incluidas.

A preparagdo de antigeno de virus da influenza pode ser
produzida por qualquer um de numerosos processos comercialmente
aplicaveis, por exemplo o processo flu dividida descrito nas patentes DD
300.833 e DD 211.444, aqui incorporadas como referéncias.
Tradicionalmente flu dividida foi produzida usando um tratamento de
solvente/detergente, tal como fosfato de tri-n-butila, ou dietil-éter em
combinagdo com Tween® (conhecido como “divisdo por Tween-éter”) e este
processo ainda ¢ usado em algumas fabricas de produgdo. Outros agentes de
divisdo agora empregados incluem detergentes ou enzimas proteoliticas ou
sais biliares, por exemplo desoxicolato de s6dio como descrito na patente DD
155.875, aqui incorporada como referéncia. Detergentes que podem ser
usados como agentes de divisdo incluem detergentes catidnicos por exemplo
brometo de cetil-trimetil-aménio (CTAB), outros detergentes idnicos por
exemplo lauril-sulfato, taurodesoxicolato, ou detergentes n#o-idnicos tais
como aqueles descritos acima incluindo Triton X-100 (por exemplo em um
processo descrito em Lina et al., 2000, Biologicals 28, 95-103) e Triton N-

101, ou combinagdes de quaisquer dois ou mais detergentes.
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O processo de preparagdo de uma vacina dividida incluira

~numerosas etapas de filtragdo e/ou outras etapas de separagfo tais como

etapas de ultracentrifugacdio, ultrafiltragdo, centrifugacdo zonal e
cromatografia (por exemplo troca i6nica) em uma variedade de combinag¢des,
e opcionalmente uma etapa de inativagdo por exemplo com calor, formaldeido
ou PB-propiolactona ou U.V. que pode ser realizada antes ou apos a divisdo. O
processo de divisdo pode ser realizado como um processo em batelada,
continuo ou semi-continuo.

As preparacdes de antigeno de flu dividido preferidas de
acordo com a invengdo compreendem uma quantidade residual de Tween 80
e/ou de Tween X-100 restante do processo de produgéo, embora estes possam
ser adicionados ou suas concentra¢des ajustadas apds a preparagdo do
antigeno dividido. Preferivelmente ambos Tween 80 ¢ Tween X-100 estfo
presentes. As faixas preferidas para as concentrag¢des finais destes tensoativos
ndo-i6nicos na dose de vacina sdo:

Tween 80: 0,01% a 1%, com maior preferéncia cerca de 0,1%
(v/v)

Tween X-100: 0,001% a 0,1% (p/v), com maior preferéncia
0,005% a 0,02% (p/v).

Alternativamente as preparagbes de antigeno de virus da
influenza de acordo com a invengdo podem ser derivadas de uma fonte
diferente de virus da influenza vivo, por exemplo o antigeno de hemaglutinina
pode ser produzido recombinantemente.

A invengdo sera agora descrita adicionalmente nos seguintes
exemplos ndo limitantes.

Exemplo 1 - Preparacio da preparaciio de antigeno de virus da influenza

usando succinato de a-tocoferol como um estabilizador para uma vacina

livre de conservante (vacina reduzida em tiomersal)

Vacina dividida monovalente foi preparada de acordo com o
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seguinte procedimento.
Preparacgio de indéculo de virus

No dia da inoculagfo de ovos embrionarios um inoculo fresco
¢ preparado por misturagio da batelada de cultura de microorganismo de
trabalho com uma solugdo salina tamponada com fosfato contendo sulfato de
gentamicina a 0,5 mg/mL e hidrocortisona a 25 ng/mL (dependente de cepa
de virus. O indculo de virus é mantido a -28°C.
Inoculacie de ovos embrionarios

Ovos embrionados de nove a onze dias de idade sfo usados
para a replicagdo de virus. As cascas sdo descontaminadas. Os ovos sdo
inoculados com 0,2 mL de inoculo de virus. Os ovos inoculados sdo
incubados na temperatura apropriada (dependente da cepa de virus) por 48-96
horas. No final do periodo de incuba¢do, os embrides sdo mortos por
esfriamento e os ovos sdo armazenados por 12-60 horas a 2-8°C.
Colheita

Os fluido alantéico dos ovos embrionarios esfriados € colhido.
Normalmente, 8-10 mL de fluido alantéico cru sdo coletados por ovo.
Concentragio e purificacio do virus inteiro do fluido alantdico
1. Clarifica¢io

O fluido alantéico colhido ¢ clarificado por centrifugacio de
velocidade moderada (faixa: 4.000-14.000 g).
2. Etapa de adsorc¢io

Para se obter um gel de CaHPO,; no reunido de virus
clarificado, solug¢des de Na,HPO, a 0,5 mol/LL e de CaCl, a 0,5 mol/L sio
adicionadas para se alcangar uma concentragdo final de CaHPO, de 1,5 g a
3,5 g de CaHPOQOy/Litro dependendo da cepa de virus.

Ap0s a sedimentagdo por pelo menos 8 horas, o sobrenadante €
removido e o sedimento contendo o virus da influenza é ressolubilizado pela

adi¢do de uma solugdo de EDTA-Na, a 0,26 mol/L, dependendo da
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quantidade de CaHPO, utilizada.
3. Filtracao

O sedimento ressuspenso € filtrado sobre uma membrana de
filtro de 6 um.
4. Centrifugacdo em gradiente de sacarose

O virus da influenza € concentrado por centrifugagio
isopicnica em um gradiente linear de sacarose (0,55% (p/v)) contendo 100
ug/L de tiomersal. A vazdo de fluxo € de 8-15 Litros por hora.

No final da centrifugacgio, o teor do rotor € recuperado por

quatro fracdes diferentes (a sacarose € medida em um refratdmetro):

- fracdo 1 55-52% de sacarose

- fragdo 2 aproximadamente 52-38% de sacarose
- fracdo 3 38-20% de sacarose*®

- fracio 4 20-0% de sacarose

* dependendo da cepa de virus: fragdo 3 pode ser reduzida para 15% de
sacarose.

Para outra preparagdo de vacina, apenas as frages 2 e 3 sdo
usadas.

A fracdo 3 ¢ lavada por diafiltragdo com solugdo-tampao de
fosfato com o proposito de reduzir o teor de sacarose para aproximadamente
abaixo de 6%. O virus da influenza presente nesta fra¢do diluida ¢ pelotizado
para remover os contaminantes soluveis.

A pelota € ressuspensa € totalmente misturada para se obter
uma suspensio homogénea. A fragio 2 e a pelota ressuspensa da fragdo 3 sdo
reunidas € a solugdo-tampao de fosfato € adicionada para se obter um volume
de aproximadamente 40 litros. Este produto ¢ o concentrado de virus inteiro
monovalente.

5. Centrifugacio em gradiente de sacarose com desoxicolato de sodio

O concentrado de virus da influenza inteiro monovalente ¢
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aplicado em uma ultracentrifuga ENI-Mark II. O rotor K3 contém um
gradiente de sacarose linear (0,55% p/v)) no qual ¢é adicionalmente
posicionada uma camada de um gradiente de desoxicolato de s6dio. Tween 80
esta presente durante a divisdo em até 0,1% (p/v) e succinato de tocoferol ¢
adicionado para virus de cepa B em até 0,5 mM. A concentragdo méxima de
desoxicolato de sédio € de 0,7-1,5% (p/v) e é dependente da cepa. A vazdo de
fluxo € 8-15 Litros por hora.

No final da centrifugag¢3o, o teor do rotor € recuperado por trés
fragdes diferentes (a sacarose ¢ medida em um refratdmetro). A fragdo 2 ¢
usada para processamento adicional. O teor de sacarose para limites de fragio
(47-18%) varia de acordo com as cepas ¢ ¢ fixado apds a avaliagdo.

6. Filtracio estéril

A fragdo de virus dividido ¢ filtrada sobre membranas de filtro
terminando com uma membrana de 0,2 um. A solugdo-tampdo de fosfato
contendo 0,025% (p/v) de Tween 80 e (para virus de cepa B) 0,5 mM de
succinato de tocoferol é usada para dilui¢do. O volume final da fragdo 2
filtrada € 5 vezes o volume da frago original.

7. Inativacio

O material monovalente filtrado ¢ incubado a 22+2°C por no
maximo 84 horas (dependendo das cepas de virus, esta incubagdo pode ser
encurtada). Solugdo-tamp3o de fosfato contendo 0,025% (p/v) de Tween 80 €
entdo adicionada com o proposito de reduzir o teor de proteina total para o
maximo de 250 pg/mL. Para os virus de cepa B, uma solucdo salina
tamponada com fosfato contendo 0,025% (p/v) de Tween 80 e 0,25 mM de
succinato de tocoferol ¢ aplicada para dilui¢do a fim de reduzir o teor de
proteina total para 250 ug/mL. Formaldeido ¢ adicionado para uma
concentragdo final de 50 pg/mL e a inativagdo ocorre a 20+2°C por pelo
menos 72 horas.

8. Ultrafiltracéo
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O material de virus dividido inativado é concentrado pelo
menos 2 vezes em uma unidade de ultrafiltragdo, equipada com membranas
de acetato de celulose com MWCO de 20 kDa. O material ¢
subseqiientemente lavado com solugdo-tampdo de fosfato contendo 0,025%
(p/v) de Tween 80 e seguido por solugdo salina tamponada com fosfato
contendo 0,01% (p/v) de Tween. Para o virus de cepa B ¢ usada para lavagem
uma solugfo salina tamponada com fosfato contendo 0,01% (p/v) de Tween
80 ¢ 0,1 mM de succinato de tocoferol.

9. Filtracao estéril final

O material ap0s a ulirafiltragdo € filtrado sobre membranas de
filtro terminando com uma membrana de 0,2 um. Membranas de filtro sfo
enxagiiadas € o material € diluido se necessario de tal modo que a
concentragdo de proteina n3o exceda 500 pg/ml. com solugdo salina
tamponada com fosfato contendo 0,01% (p/v) de Tween 80 e (para virus de
cepa B) 0,1 mM de succinato de tocoferol;

10. Armazenagem

O volume final monovalente é armazenado a 2-8°C por um

maximo de 18 meses.

Estabilidade
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Tabela 1. Comparac¢do do teor de HA (ug/mL) dependente do tempo medido

por SRD em volumes finais monovalentes.

Cepa Estabilizador | Apés a |4 semanas | 6 meses a | 12 meses
producio | a30°C 2-8°C a2-8°C
B/Yamanashi/166/98 Succinato  de | 169 139 (82%) | 172 ND
tocoferila (>100%)
(merctrio
residual a 3
pg/mL)
B/Yamanashi/166/98 Tiomersal (108 | 192 160 (83%) [ 186 (97%) | 178
ug/mL) (93%)
B/Yamanashi/166/98 Nenhum 191 122 (60%) | 175(92%) | 154
(merctrio (81%)
residual a 3
pg/mL)
B/Johannesburg/5/99 Succinato  de | 166 183 158 (95%) | 179
tocoferila (>100%) (>100%)
(merctrio
residual a 4
pg/ml)
B/Johannesburg/5/99 Succinato  de | 167 179 158 (95%) | 178
tocoferila (>100%) (>100%)
(mercurio
residual a 4
pg/mL)
B/Johannesburg/5/99 Succinato  de | 144 151 130 (90%) | 145
tocoferila (>100%) (>100%)
(mercurio
residual a 3
pg/ml)
B/Johannesburg/5/99* | Tiomersal 159 ND 172 154
(>100%) 97%)
B/Johannesburg/5/99** | Nenhum 169 107 (63%) 153 (90%) | ON

* produzido de acordo com FLUARIX'™ licenciado, ** produzido de acordo com o
exemplo 1 sem succinato de tocoferila, ON: em andamento, ND: nfo determinado.

Exemplo 2 - Preparacio de vacina de influenza usando succinato de o-

tocoferol como um estabilizador para uma vacina reduzida em tiomersal

Volumes finais monovalentes de trés cepa, A/New
Caldonia/20/99 (HIN1) IVR-116, A/Panama/200/99 (H3N2) Resvis-17 e
B/Yamanashi/166/98 foram produzidos de acordo com o método descrito no
Exemplo 1.

Reunido
Os volumes finais monovalentes em quantidade apropriada

foram reunidos para uma concentragdo de HA final de 30 pg/mL para A/New

22
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Caldonia/20/99 (HIN1) IVR-116, A/Panama/200/99 (H3N2) Resvis-17,
respectivamente e de 39 pg/ml. para B/Yamanashi/166/98. Tween 80 e Triton
X-100 foram ajustados para 580 pg/mL e 90 pg/ml, respectivamente. O
volume final foi ajustado para 3 L com solucdo salina tamponada com fosfato.
O reunido trivalente foi filtrado terminando com uma membrana de acetato de
celulose de 0,8 um para se obter o volume final trivalente. Seringas foram
cheias, cada uma, com pelo menos 0,5 mL de volume final trivalente.

Tabela 2. Comparagdo do teor de HA dependente do tempo medido por SRD

em volumes finais trivalentes que foi recuperado de seringas.

Formulacio de vacina Cepa 0 A 2 4 6
meés meses meses meses

Vacina de influenza SemA/NCal/20/99 33 (32-34) 32 (31-33)136 (34-38) 31 (30-32)
estabilizador \A/Pan/2007/99 29 (27-31) [31 (28-34)34 (32-36) 32 (31-33)

B/Yam/166/98 36 (34-38) 133 (32-34) 32 (30-34) 31 (29-33)
Vacina de influenzaA/NCal/20/99 31 (30-32) {32 (31-33)36 (34-38) (32 (31-33)
contendo succinato de alfa{A/Pan/2007/99 33 (30-36) 133 (30-36)136 (35-37) 133 (31-35)
tocoferol B/Yam/166/98 37 (35-39) [36 (34-38) 38 (35-41) 136 (33-39)

Exemplo 3 - Método de SRD usado para medir o teor de hemaglutinina

Placas de vidro (12,4-10,0 cm) sdo revestidas com um gel de
agarose contendo uma concentragdo de soro de HA anti-influenza que €
recomendado por NIBSC. Apds o endurecimento do gel, 72 cavidades de
amostra (J 3 mm) sdo perfuradas para dentro da agarose. 10 Microfiltros de
diluigdes apropriadas de referéncia e a amostra sdo carregados nas cavidades.
As placas sdo incubadas por 24 horas na temperatura ambiente (20-25°C) em
uma cimara umida. Apds isto, as placas sdo embebidas durante a noite com
solugdo de NaCl e lavadas brevemente em &agua destilada. O gel é entdo
prensado e seco. Quando completamente secas as placas sdo coradas com
solu¢do de Coomassie Brilliant Blue por 10 min ¢ descoradas duas vezes em
uma mistura de metanol e acido acético até que zonas coradas claramente
definidas se tornem visiveis. Apos a secagem das placas o didmetro das zonas
coradas circundando as cavidades de antigeno € medido em duas diregdes em
angulos retos. Alternativamente o equipamento para medir a superficie pode

ser empregado. Curvas de resposta de dose de dilui¢cdes de antigeno contra a
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superficie sdo construidas e os resultados sdo calculados de acordo com os
métodos de ensaio de razdio de inclinagdo padrio (Finney, D. J. (1952),
Statistical Methods in Biology Assay. London: Griffin, citado em: Wood, J.
M., et al. (1977). J. Biol. Standard 5, 237-247).

Exemplo 4 - Teste clinico da vacina de influenza estabilizada com -

tocoferol (tiomersal reduzida)

Seringas obtidas como descrito no Exemplo 2 sdo usadas no

teste clinico.
H3N2: A/Panama/200/99 (H3N2) Resvis-17
HINI: A/New Caldonia/20/99 (HIN1) IVR-116
B: B/Yamanashi/166/98

Tabela 3
Adultos de 18-60
anos
reduzida contendo
em R
. tiomersal
tiomersal
H3N2 IN1 B IH3N2 HIN1 B
g;: GMT ' 47 41 111 55 37 102
Titulo <10 [%]  {10,3% 13,8% 1,7% 5,3% 12,3% 8,8%

Titulo > 40, SPR
[%]

Taxa de
soroconversio 10,3% 13,8% 1,7% 5,3% 12,3% 8,8%
[%]

\Aumento
significativo na
taxa de anticorpos
[%]
[S;f]"c"m’ers"es 58,6%  [14,1%  58,6%  632%  [13,7%  [52,6%
GMT 328 525 766 324 359 588
Vezes GMT 7,3 13,0 6,9 5,9 9,8 5,9
'[I;}ot;ﬂo 240, SPR 100,006 100,0% [100,0% [100,0% [100,0%  [100,0%
n.d. = C.L para propor¢io p=n/N nio esta definido, porque p*(1-p)*N<9

/N = responsivos (n) como parte do numero de individuos da (sub)populagdo (N), isto €
soroconversdes ou aumento significativo, veja também: CPMAP/BWP/214/96 12 de
Margo de 1997, op. 17 {f.

GMT = titulo médio geométrico, reciproco

95% C.I. = intervalo de confianga de 95%,

SPR = taxa de soroprote¢#o: propor¢do de individuos com um titulo protetor de pré- ou
pbs-vacinacdo de > 40 .

60,3% 55,2% 75,9% 70,2% 52,6% 75,4%

pos-
vac.

58,6% 74,1% 58,6% 63,2% 73,7% 52,6%
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Titulo = titulo de anticorpo-HI

Taxa de soroconversdo = propor¢do de individuos com aumento de anticorpo de < 10 de
pré-vacinacdo a > 40 de pds-vacinagio

Vezes GMT = aumento de vezes de GMT

Aumento significativo = propor¢do de individuos com um titulo de anticorpo <10 pré-
vacinago e aumento de anticorpo de 4 vezes de pds-vacinagdo (duas etapas de titulo)

req. = requerimento EU

Soroconversdes = neg a pos ou g.e. 4-vezes (neg: titulo < 10, pos: titulo > 40) = proporgéo
de individuos quer com soroconverséo (<10 a > 40) quer com aumento significativo.

Os resultado mostram que a vacina é capaz de oferecer
protecdo equivalente a das vacinas contendo tiomersal como um conservante.

Exemplo S5a - Preparacio da preparacio de antigeno de virus da

influenza usando succinato de a-tocoferol como um estabilizador para

uma vacina livre de tiomersal

A vacina dividida monovalente foi preparada de acordo com o
seguinte procedimento.
Preparacio de inoculo de virus

No dia da inocula¢do de ovos embrionarios um indculo fresco
¢ preparado por misturagio da batelada de cultura de microorganismo de
trabalho com uma solugdo salina tamponada com fosfato contendo sulfato de
gentamicina a 0,5 mg/ml e hidrocortisona a 25 pg/mL (dependente de cepa
de virus). O inéculo de virus é mantido a -28°C.
Inoculagio de ovos embrionarios

Ovos embrionados de nove a onze dias de idade sdo usados
para a replicagdo de virus. As cascas s3o descontaminadas. Os ovos sdo
inoculados com 0,2 mL de indculo de virus. 60.000 Ovos inoculados sdo
incubados na temperatura apropriada (dependente da cepa de virus) por 48-96
horas. No final do periodo de incubagdo, os embrides sdo mortos por
esfriamento e os ovos sdo armazenados por 12-60 horas a 2-8°C.
Colheita

Os fluido alantdico dos ovos embrionéarios esfriados ¢ colhido.
Normalmente, 8-10 mL de fluido alantdico cru sdo coletados por ovo.

Concentracio e purificacio do virus inteiro do fluido alantodico
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Clarificacao

O fluido alantdico colhido ¢ clarificado por centrifugacdo de
velocidade moderada (faixa: 4.000-14.000 g).
Etapa de precipitagio

Solucdo de sulfato de amdnio saturada é adicionada no reunido
de virus clarificado para se alcangar uma concentragio final de 0,5 mol/L.
Apoés a sedimentagdo por pelo menos 1 hora, o precipitado é removido por
filtragdo sobre filtros profundos (tipicamente de 0,5 um).
Filtragio

O volume de virus inteiro cru clarificado é filtrado sobre
membranas de filtro terminando com uma membrana estéril validada
(tipicamente de 0,2 um).
Ultrafiltracio

O volume de virus inteiro cru clarificado estéril € concentrado
pelo menos 6 vezes sobre um cassete equipado com membrana MWCO
BIOMAX® de 1.000 kDa. O retido concentrado é lavado com solugdo salina
tamponada com fosfato pelo menos 1,8 vezes.
Centrifugac¢io em gradiente de sacarose

O virus da influenza € concentrado por -centrifugacio
isopicnica em um gradiente linear de sacarose (0,55% (p/v)). A vazio de
fluxo € de 8-15 Litros por hora.

No final da centrifuga¢do, o teor do rotor é recuperado por

quatro fragdes diferentes (a sacarose ¢ medida em um refratdmetro):

- fragdo 1 55-52% de sacarose

- fragdo 2 aproximadamente 52-38% de sacarose
- fragdo 3 38-20% de sacarose™

- fragdo 4 20-0% de sacarose

* dependendo da cepa de virus: fragdo 3 pode ser reduzida para 15% de

sacarose.
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Para outra preparacdo de vacina, ¢ usada quer apenas a fragdo
2 quer a fragdo 2 juntamente com uma outra fracdo 3 adicionalmente
purificada.

A fracdo 3 ¢ lavada por diafiltragdo com solugdo-tampdo de
fosfato com o propoésito de reduzir o teor de sacarose para aproximadamente
abaixo de 6%. Opcionalmente esta etapa pode ser omitida. O virus da
influenza presente nesta fracdo diluida € pelotizado para remover os
contaminantes soluveis.

A pelota € ressuspensa € totalmente misturada para se obter
uma suspensdo homogénea. A fragdo 2 e a pelota ressuspensa da fracgdo 3 sfo
reunidas e a solugdo-tampao de fosfato € adicionada para se obter um volume
de aproximadamente 40 litros. Este produto € o concentrado de virus inteiro
monovalente.

Centrifugacio em gradiente de sacarose com desoxicolato de sodio

O concentrado de virus da influenza inteiro monovalente €
aplicado em uma ultracentrifuga ENI-Mark II. O rotor K3 contém um
gradiente de sacarose linear (0,55% p/v)) no qual ¢é adicionalmente
posicionada uma camada de um gradiente de desoxicolato de sodio. Tween 80
estd presente durante a divisdo em até 0,1% (p/v) e succinato de tocoferol €
adicionado para virus de cepa B em até 0,5 mM. A concentragio maxima de
desoxicolato de sodio € de 0,7-1,5% (p/v) e € dependente da cepa. A vazdo de
fluxo € 8-15 Litros por hora.

No final da centrifugagfo, o teor do rotor € recuperado por trés
fracdes diferentes (a sacarose ¢ medida em um refratdbmetro). A fragdo 2 ¢
usada para processamento adicional. O teor de sacarose para limites de fragdo
(47-18%) varia de acordo com as cepas e € fixado ap0s a avaliagio.

Filtracio estéril
A fragdo de virus dividido é filtrada sobre membranas de filtro

terminando com uma membrana de 0,2 um. A solu¢fo-tampdo de fosfato
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contendo 0,025% (p/v) de Tween 80 e (para virus de cepa B) 0,5 mM de
succinato de tocoferol € usada para diluigdo. O volume final da fragdo 2
filtrada € 5 vezes o volume da fragfo original.
Inativac¢io

O material monovalente filtrado é incubado a 22+2°C por no
maximo 84 horas (dependendo das cepas de virus, esta incuba¢do pode ser
encurtada). Solugdo-tampao de fosfato contendo 0,025% (p/v) de Tween 80 ¢
entdo adicionada com o proposito de reduzir o teor de proteina total para o
maximo de 450 ug/mlL. Para os virus de cepa B, uma solugdo salina
tamponada com fosfato contendo 0,025% (p/v) de Tween 80 e 0,25 mM de
succinato de tocoferila é aplicada para diluicdo a fim de reduzir o teor de
proteina total para 450 pg/mL. Formaldeido ¢ adicionado para uma
concentra¢do final de 100 pg/mL e a inativagdo ocorre a 20+2°C por pelo
menos 72 horas.
Ultrafiltracio

O material de virus dividido inativado é concentrado pelo
menos 2 vezes em uma unidade de ultrafiltragdo, equipada com membranas
de acetato de celulose com MWCO de 20 kDa. O material ¢
subseqlientemente lavado com solug@o-tampédo de fosfato contendo 0,025%
(p/v) de Tween 80 e seguido por solugdio salina tamponada com fosfato
contendo 0,01% (p/v) de Tween. Para o virus de cepa B ¢ usada para lavagem
uma solugdo salina tamponada com fosfato contendo 0,01% (p/v) de Tween
80 e 0,1 mM de succinato de tocoferila.
Filtracio estéril final

O material apds a ultrafiltragdo € filtrado sobre membranas de
filtro terminando com uma membrana de 0,2 um. Membranas de filtro sdo
enxagiiadas ¢ o material € diluido se necessario de tal modo que a
concentragdo de proteina ndo exceda 500 pg/mL com solugdo salina

tamponada com fosfato contendo 0,01% (p/v) de Tween 80 e, especificamente
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para virus de cepa B, 0,1 mM de succinato de tocoferila.
Armazenagem
O volume final monovalente é armazenado a 2-8°C por um
méaximo de 18 meses.
Estabilidade
Tabela 4. Comparagdo do teor de HA (ug/mL) dependente do tempo medido

por SRD em volumes finais monovalentes.

Cepa Estabilizador Apbs a | 4 semanas a | 6 meses a 2-
produgdo | 30°C 8°C
B/Johannesburg/5/99 Succinato  de | 214 196 (92%) 206 (96%)
tocoferol
B/Johannesburg/5/99** Nenhum 169 107 (63%) | 153 (90%)

** produzido de acordo com o exemplo 1 sem succinato de tocoferila.

Exemplo Sb - Preparacio da preparacio de antigeno de virus da

influenza usando succinato de a-tocoferol como um estabilizador para

uma vacina livre de tiomersal

Uma variagdo preferida do método descrito no Exemplo 5a € a
seguinte:

A colheita do virus inteiro € seguida pela etapa de precipitagdo
(precipitagdo com sulfato de amonio). Esta ¢ seguida pela etapa de
clarificagdo na qual o fluido é clarificado por centrifugagdo de velocidade
moderada (faixa de 4.00-14.000 g). Assim a ordem das etapas de precipitagio
e clarificag@o € invertida comparada com o Exemplo 5a.

Etapas de filtragdo estéril, ultrafiltracdo e ultracentrifugagdo
(centrifugacdo em gradiente de sacarose) seguem como o Exemplo 5a.
Contudo, ndo pe necessaria a etapa de reprocessamento das fragdes
resultantes da etapa de ultracentrifugacfo.

As etapas restantes no processo sdo como as descritas no
Exemplo Sa.

Assim, o processo resumido neste exemplo € o seguinte:

Colheita

Precipitagdo (sulfato de amoénio)

LR 3

e

249
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Clarificagdo

Filtragdo estéril

Ultrafiltragdo

Ultracentrifugacgio

Divisdo (preferivelmente com desoxicolato de s6dio))

Filtracdo estéril

Inativagdo

Ultrafiltrago

Filtragdo estéril final

Outra variagdo preferida do Exemplo 5a envolve uma etapa de
pré-filtragdo antes da primeira filtragdo estéril. Esta usa uma membrana que
ndo filtra esterilmente mas que permite a remogado de contaminantes como por
exemplo albumina antes da filtra¢@o estéril. Isto pode resultar em um melhor
rendimento. Uma membrana adequada para a pré-filtragdo € de cerca de 0,8
um a cerca de 1,8 pum, por exemplo de 1,2 um. A etapa de pré-filtragio pode
ser utilizada no esquema do Exemplo 5a ou do Exemplo 5b.

Exemplo 6 - Preparacio de vacina de influenza usando succinato de o-

tocoferol como um estabilizador para uma vacina livre de tiomersal

Volumes finais monovalentes de trés cepas, A/New
Caldonia/20/99 (HIN1) IVR-116, A/Panama/2007/99 (H3N2) Resvis-17 e
B/Yamanashi/166/98 foram produzidos de acordo com o método descrito no
Exemplo 5.

Reunido

Os volumes finais monovalentes em quantidade apropriada
foram reunidos para uma concentragdo de HA final de 30 pug/mL para A/New
Caldonia/20/99 (HIN1) IVR-116, A/Panama/200/99 (H3N2) Resvis-17,
respectivamente e de 36 pg/ml. para B/Johannesburg/5/97. Tween 80 ¢ Triton
X-100 foram ajustados para 580 pg/mL e 90 pg/ml, respectivamente. O

volume final foi ajustado para 3 L com solucdo salina tamponada com fosfato.
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O reunido trivalente foi filtrado terminando com uma membrana de acetato de
celulose de 0,8 um para se obter o volume final trivalente. Seringas foram
cheias, cada uma, com pelo menos 0,5 mL de volume final trivalente.

Tabela 5. Comparagdo do teor de HA dependente do tempo medido por SRD

em volumes finais trivalentes que foi recuperado de seringas.

n . 0 4 6
}Formula(;ao de vacina Cepa més |meses a 30°C| meses a 2-8°C
Vacina de influenza SemA/NCal/20/99 31 32 30
estabilizador A/Pan/2007/99 31 34 33

B/Joh/5/99* 35 25 31
Vacina de influenza contend A/NCal20/99 34 35 34
succinato de alfa-tocoferol A/Pan/2007/99 33 33 34
B/Joh/5/99** 29 25 28

* Formulag@o baseou-se em concentragio alvo de 39 pug/mL.
** Formulagfo baseou-se em concentragdo alvo de 34 png/mlL.

Exemplo 7 - Preparaciio da preparacio de antigeno de virus da influenza

usando lauril-sulfato de sodio como estabilizador para uma vacina livre

de conservante (vacina reduzida em tiomersal)

Concentrado de virus inteiro monovalente de B/Johannesburg/5/99 foi obtido

como descrito no Exemplo 1

Centrifugacio em gradiente de sacarose com desoxicolato de sédio

O concentrado de virus da influenza inteiro monovalente €
aplicado em uma ultracentrifuga ENI-Mark II. O rotor K3 contém um
gradiente de sacarose linear (0,55% p/v)) no qual € adicionalmente
posicionada uma camada de um gradiente de desoxicolato de sodio. Tween 80
estd presente durante a divisdo em até 0,1% (p/v). A concentragdo méxima de
desoxicolato de sédio ¢ de 0,7-1,5% (p/v) e é dependente da cepa. A vazdo de
fluxo € 8-15 Litros por hora.

No final da centrifuga¢do, o teor do rotor € recuperado por trés
fracdes diferentes (a sacarose ¢ medida em um refratémetro). A fracdo 2 ¢
usada para processamento adicional. O teor de sacarose para limites de fragdo
(47-18%) varia de acordo com as cepas ¢ € fixado ap0s a avaliagdo.

Filtracdo estéril

|
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Foi retirada uma amostra de fragdo 2 de 10 mL para
processamento adicional. A fragdo de virus dividido é filtrada sobre
membranas de filtro terminando com uma membrana de 0,2 pm. A solugio-
tampdo de fosfato contendo 0,025% (p/v) de Tween 80 ¢ 0,5 mM de lauril-
sulfato de sodio € usada para diluigdo. O volume final da fragdo 2 filtrada é 5
vezes o volume da fra¢do original.

Inativacio

O material monovalente filtrado é incubado a 224+2°C por no
maximo 84 horas (dependendo das cepas de virus, esta incubagdo pode ser
encurtada). Solucdo salina tamponada com fosfato contendo 0,025% (p/v) de
Tween 80 e¢ 0,5 mM de lauril-sulfato de so6dio é entdo adicionada com o
proposito de reduzir o teor de proteina total para o maximo de 250 pg/mlL.
Formaldeido ¢ adicionado para uma concentragdo final de 50 pg/mL e a
inativagdo ocorre a 20+2°C por pelo menos 72 horas.

Ultrafiltracio

O material de virus dividido inativado € concentrado pelo
menos 2 vezes em uma unidade de ultrafiltra¢do, equipada com membranas
de acetato de celulose com MWCO de 20 kDa. O material ¢
subseqiientemente lavado com 4 volumes de solugfo salina tamponada com
fosfato contendo 0,01% (p/v) de Tween e 0,5 mM de lauril-sulfato de sodio.
Filtracgio estéril final

O material ap6s a ultrafiltragdo € filtrado sobre membranas de
filtro terminando com uma membrana de 0,2 um. Membranas de filtro sdo
enxagiiadas ¢ o material ¢ diluido se necessario de tal modo que a
concentragdo de proteina ndo exceda 500 pg/ml. com solugdo salina
tamponada com fosfato contendo 0,01% (p/v) de Tween 80 e 0,5 mM de
lauril-sulfato de sodio.

Armazenagem

O volume final monovalente é armazenado a 2-8°C.
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Tabela 7. Comparagdo do teor de HA dependente do tempo medido por SRD

em volumes finais monovalentes.

Estabilizador Ap6s a produgio | 4 semanas a 30°C
B/Johannesburg/5/99 | Nenhum * 182 139 (77%)
B/Johannesburg/5/99 | Lauril-sulfato de 288 264 (92%)
sodio

* Produzido de acordo com o Exemplo 7 sem a adi¢do de lauril-sulfato de sddio.

Exemplo 8 - Preparacio da preparacio de antigeno de virus da influenza

usando Plantacare ou Laureth-9 comeo estabilizador para uma vacina

livre de conservante (vacina reduzida em tiomersal

Concentrado de virus inteiro monovalente de B/Yamanashi/166/98 foi obtido

como descrito no Exemplo 1

Fragmentacio

O concentrado de virus da influenza inteiro monovalente ¢
diluido para uma concentragdo de proteina de 1.000 pg/ML com solugdo
salina tamponada com fosfato de pH 7,4. Quer Plantacare® 2000 UP quer
Laureth-9 ¢ adicionado para uma concentragfo final de 1% (p/v). O material €
ligeiramente misturado por 30 min. Entdo uma camada de material ¢
posicionada sobre uma camada de sacarose de 15% (p/p) em uma cagamba.
Ultracentrifugagdo em um Bechman swing out rotor SW 28 ¢ realizada por 2
h a 25.000 rpm e a 20°C.
Filtracio estéril

Um sobrenadante ¢é retirado para processamento adicional. A
fragdo de virus dividido ¢ filtrada sobre membranas de filtro terminando com
uma membrana de 0,2 yum.
Inativacio

Solugdo salina tamponada com fosfato € adicionada se
necessaria com o proposito de reduzir a concentragio de proteina total para o
maximo de 500 pg/mL. Formaldeido ¢ adicionado para uma concentragio
final de 100 pug/mL e a inativagdo ocorre a 20£2°C por pelo menos 6 dias.

Ultrafiltracio
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Tween 80 e Triton X100 s3o ajustados no material inativado
para 0,15% e 0,02% respectivamente. O material de virus dividido inativado €
concentrado pelo menos 2 vezes em uma unidade de ultrafiltragdo equipada
com membranas de acetato de celulose com MWCO de 30 kDa. O maternial é
subseqiientemente lavado com 4 volumes de solugdo salina tamponada com
fosfato.

Filtracao estéril final

O material ap0s a ultrafiltragdo € filtrado sobre membranas de
filtro terminando com uma membrana de 0,2 um. Membranas de filtro sdo
enxagiiadas e o material ¢ diluido de tal modo que a concentragdo de proteina
ndo exceda 500 pg/mL com solugdo salina tamponada com fosfato.
Armazenagem

O volume final monovalente é armazenado a 2-8°C.

Tabela 8. Comparagio do teor de HA dependente do tempo medido por SRD

em volumes finais monovalentes.

Estabilizador Apés a producio | 4 semanas a 30°C
B/Yamanashi166/98 | Nenhum * 143 98 (68%)
B/Yamanashi166/98 | Plantacare® 2000 UP 476 477 (100%)
B/Yamanashi166/98 | Laureth-9 468 494 (>100%)

Exemplo 9 - Teste clinico de vacina de influenza estabilizada com o-

tocoferol (reduzida em tiomersal) em idosos via administracio ID e IM

A. Preparacio da preparacio de antigeno de virus da influenza

Vacina dividida monovalente foi preparada de acordo com o
seguinte procedimento.
Preparacio de inoculo de virus

No dia da inoculagdo de ovos embriondrios um inéculo fresco
¢ preparado por misturagdo da batelada de cultura de microorganismo de
trabalho com uma solugo salina tamponada com fosfato contendo sulfato de
gentamicina a 0,5 mg/mL e hidrocortisona a 25 pg/mL (dependente de cepa
de virus). O indculo de virus é mantido a -28°C.

Inoculagéiio de ovos embrionarios
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Ovos embrionados de nove a onze dias de idade sdo usados
para a replicacdo de virus. As cascas sdo descontaminadas. Os ovos sdo
inoculados com 0,2 mL de indculo de virus. Os ovos inoculados sdo
incubados na temperatura apropriada (dependente da cepa de virus) por 48-96
horas. No final do periodo de incubagdo, os embrides sio mortos por
esfriamento e os ovos sdo armazenados por 12-60 horas a 2-8°C.

Colheita

Os fluido alantéico dos ovos embrionarios esfriados é colhido.
Normalmente, 8-10 mL de fluido alantéico cru sdo coletados por ovo.
Concentragio e purificacio do virus inteiro do fluido alantéico
1. Clarificacao

O fluido alantdico colhido ¢ clarificado por centrifugacdo de
velocidade moderada (faixa: 4.000-14.000 g).

2. Etapa de adsorcao

Para se obter um gel de CaHPO, no reunido de virus
clarificado, solu¢des de Na,HPO, a 0,5 mol/L e de CaCl, a 0,5 mol/L sdo
adicionadas para se alcangar uma concentracdo final de CaHPO, de 1,5 g a
3,5 g de CaHPOy/Litro dependendo da cepa de virus.

Apds a sedimentagio por pelo menos 8 horas, o sobrenadante €
removido e o sedimento contendo o virus da influenza é ressolubilizado pela
adi¢io de uma solugdo de EDTA-Na, a 0,26 mol/L, dependendo da
quantidade de CaHPO, utilizada.

3. Filtracao

O sedimento ressuspenso ¢ filtrado sobre uma membrana de
filtro de 6 um.

4. Centrifugacio em gradiente de sacarose

O virus da influenza ¢ concentrado por -centrifugacdo
isopicnica em um gradiente linear de sacarose (0,55% (p/v)) contendo 100

ng/L de tiomersal. A vazdo de fluxo € de 8-15 Litros por hora.
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No final da centrifugag8o, o teor do rotor é recuperado por

quatro fragdes diferentes (a sacarose ¢ medida em um refratometro):

- fragdo 1 55-52% de sacarose

- fragdo 2 aproximadamente 52-38% de sacarose
- fragdo 3 38-20% de sacarose*

- fragdo 4 20-0% de sacarose

* dependendo da cepa de virus: fracdo 3 pode ser reduzida para 15% de
sacarose.

Para outra preparagdo de vacina, apenas as fragdes 2 € 3 sdo
usadas.

A fragdo 3 ¢ lavada por diafiltragdo com solugio-tampdo de
fosfato com o propdsito de reduzir o teor de sacarose para aproximadamente
abaixo de 6%. O virus da influenza presente nesta fra¢fo diluida é pelotizado
para remover os contaminantes soliveis.

A pelota é ressuspensa e totalmente misturada para se obter
uma suspensdo homogénea. A frago 2 e a pelota ressuspensa da fragdo 3 sédo
reunidas e a solugdo-tampdo de fosfato € adicionada para se obter um volume
de aproximadamente 40 litros, um volume apropriado para 120.000
ovos/batelada. Este produto € o concentrado de virus inteiro monovalente.

5. Centrifugacido em gradiente de sacarose com desoxicolato de sédio

O concentrado de virus da influenza inteiro monovalente €
aplicado em uma ultracentrifuga ENI-Mark II. O rotor K3 contém um
gradiente de sacarose linear (0,55% p/v)) no qual ¢ adicionalmente
posicionada uma camada de um gradiente de desoxicolato de s6dio. Tween 80
esta presente durante a divisdo em até 0,1% (p/v) e succinato de tocoferol ¢
adicionado para virus de cepa B em até 0,5 mM. A concentra¢cio maxima de
desoxicolato de sodio € de 0,7-1,5% (p/v) e € dependente da cepa. A vazdo de
fluxo ¢é 8-15 Litros por hora.

No final da centrifugagio, o teor do rotor é recuperado por trés
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fragbes diferentes (a sacarose ¢ medida em um refratometro). A fragdo 2 é
usada para processamento adicional. O teor de sacarose para limites de fragédo
(47-18%) varia de acordo com as cepas ¢ ¢ fixado apds a avaliag3o.
6. Filtracao estéril

A fragdo de virus dividido ¢ filtrada sobre membranas de filtro
terminando com uma membrana de 0,2 um. A solugfo-tampdo de fosfato
contendo 0,025% (p/v) de Tween 80 e (para virus de cepa B) 0,5 mM de
succinato de tocoferol ¢ usada para dilui¢do. O volume final da fragdo 2
filtrada € 5 vezes o volume da fra¢do original.
7. Inativacio

O material monovalente filtrado é incubado a 22+2°C por no
maximo 84 horas (dependendo das cepas de virus, esta incubagdo pode ser
encurtada). Solugdo-tampado de fosfato contendo 0,025% (p/v) de Tween 80 é
entdo adicionada com o proposito de reduzir o teor de proteina total para o
maximo de 250 pg/mL. Para os virus de cepa B, uma solugdo salina
tamponada com fosfato contendo 0,025% (p/v) de Tween 80 e 0,25 mM de
succinato de tocoferol € aplicada para dilui¢do a fim de reduzir o teor de
proteina total para 250 pg/ml. Formaldeido € adicionado para uma
concentragdo final de 50 pug/mL e a inativagdo ocorre a 20+2°C por pelo
menos 72 horas.
8. Ultrafiltracio

O material de virus dividido inativado € concentrado pelo
menos 2 vezes em uma unidade de ultrafiltragdo, equipada com membranas
de acetato de celulose com MWCO de 20 kDa. O material €
subseqiientemente lavado com solugdo-tampdo de fosfato contendo 0,025%
(p/v) de Tween 80 e seguido por solugdo salina tamponada com fosfato
contendo 0,01% (p/v) de Tween. Para o virus de cepa B é usada para lavagem
uma solugdo salina tamponada com fosfato contendo 0,01% (p/v) de Tween

80 e 0,1 mM de succinato de tocoferol.

L et »
L4 LK 2
L ]

*e

b .
[ d . e
.

L ]

i



.10

15

20

25

39

LA XY
.
L3 2 X

9. Filtracéo estéril final

O material ap6s a ultrafiltragdo € filtrado sobre membranas de
filtro terminando com uma membrana de 0,2 pm. Membranas de filtro sdo
enxagiiadas e o material € diluido se necessario de tal modo que a
concentragdo de proteina ndo exceda 1.000 pug/mL mas que a concentragéo de
hemaglutinina exceda 180 pg/mL com solugdo salina tamponada com fosfato
contendo 0,01% (p/v) de Tween 80 e (para virus de cepa B) 0,1 mM de
succinato de tocoferol,
10. Armazenagem

O volume final monovalente é armazenado a 2-8°C por um
maximo de 18 meses.

B. Preparacio da vacina de influenza

Volumes finais monovalentes de trés cepas, A/New
Caldonia/20/99 (HIN1) IVR-116, A/Panama/2007/99 (H3N2) Resvis-17 ¢
B/Johannesburg/5/99 foram produzidos de acordo com o método descrito na
parte A acima.

Reunido

Os volumes finais monovalentes em quantidade apropriada
foram reunidos para uma concentragdo de HA final de 60 ng/mL para A/New
Caldonia/20/99 (HIN1) IVR-116, A/Panama/200/99 (H3N2) Resvis-17,
respectivamente e de 68 pg/ml para B/Johannesburg/5/99. Tween 80, Triton
X-100 e succinato de tocoferol foram ajustados para 1.000 pg/mL, 110
ng/mL e 160 pg/mL, respectivamente. O volume final foi ajustado para 3 L
com solugdo salina tamponada com fosfato. O reunido trivalente foi filtrado
terminando com uma membrana de acetato de celulose de 0,8 um para se
obter o volume final trivalente. Seringas foram cheias, cada uma, com pelo
menos 0,165 mL de volume final trivalente.

Administra¢io da vacina

A vacina foi fornecida em seringas pré-cheias e foi
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administrada intradermalmente na regido deltéide. A agulha intradermal (ID)
foi como descrita em EP1092444, possuindo um limitador de penetragdo de
pele para garantir injec@o intradermal apropriada.. Visto que a formagdo de
uma pépula no sitio de injecdo demonstra a boa qualidade da administragéo
ID, o investigador com o individuo mediu o tamanho exato da papula 30
minutos apos a vacinaggo.

Uma dose (100 pL) continha os seguintes componentes:

Hemaglutinina de trés cepas de influenza

A/New Caldonia/20/99 6,0 ug
A/Panama/200/99 6,0 ug
B/Johannesburg/5/99 6,0 pug
Conservante tiomersal 0,4pg-08pug

B. A vacina acima foi comparada com uma vacina de
influenza dividida trivalente padrio: Fluarix®. A vacina Fluarix foi fornecida
em seringas pré-cheias e foi administrada intramuscularmente no musculo
deltéide. Um agulha de comprimento de pelo menos 2,5 cm (calibre 23) foi
usada para garantir inje¢do intramuscular apropriada.

Uma dose (0,5 mL) continha os seguintes componentes:

se

Hemaglutinina de trés cepas de influenza

A/New Caldonia/20/99 15,0 pg

A/Panama/200/99 15,0 ug

B/Johannesburg/5/99 15,0 ug

Conservante tiomersal 50,0 ug
Resultados

A idade média do grupo total no momento da administragdo de
vacina foi de 70,416,2 anos + Desvio Padrio (D.P.), a razdo de fémea/macho
foi de 1,7:1.

hQ
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Resultados de imunogenicidade: Analise das varidveis de imunogenicidade foi a
seguinte:
Variavel Flu-reduz. ID (N = 65) Fluarix® IM (N = 65)
GMT GMT LL UL GMT LL UL
A/New Caledonia | Pré 99,5 76,9 128,7 90,0 70,1 115,7
Pés 165,1 129,2 211,0 174,3 133,3 2279
A/Panama Pré 75,5 54,7 104,2 69,2 51,9 92,4
Pés 128,6 99,1 166,8 164,3 126,0 214,1
B/Johannesburg | Pré 236,0 187,7 296,8 222,6 176,9 280,2
Pés 3412 276,0 421,7 402,4 312,1 518,9
Taxa de % LL UL % LL UL
soroconversiao
A/New Caledonia 15,4 7,6 26,5 18,5 9.9 30,0
A/Panama 20,0 11,1 31,8 29,2 18,6 41,8
B/Johannesburg 9,2 35 19,0 16,9 8.8 28,3
Fator de GMR LL UL GMR LL UL
conversao
A/New Caledonia 1,7 1,4 2,0 1,9 1,6 2,3
A/Panama 1,7 1,4 2,1 2,4 1,9 3,0
B/Johannesburg 1,4 1,2 1,7 1,8 1,5 2,1
Taxa de % LL UL % LL UL
soroconversio
A/New Caledonia | Pré 87,7 77,2 94,5 90,8 81,0 96,5
Pos 92,3 83,0 97,5 96,9 89,3 99,6
A/Panama Pré 75,4 63,1 85,2 81,5 70,0 90,1
Pés 90,8 81,0 96,5 93,8 85,0 98,3
B/Johannesburg Pré 98,5 91,7 100,0 96,9 89,3 99,6
Pés 100,0 94,5 100,0 98,5 91,7 100,0
N: Numero de individuos com resultados disponiveis; %: percentagem de individuos
dentro do parimetro dado; LL/UL: limite inferior e superior de CI de 95%; Pré: no
momento da administra¢@o da vacina; Pds: 21 dias apés a dose de vacina.

A dor no sitio de injecdo, relatada por 10/65 (15,4%) dos
vacinados, foi o sintoma mais comum apés a administragio IM de Fluarix®.
No grupo ID, a dor foi relatada por 3;65 (4,6%) dos vacinados. Esta diferenga
foi estatisticamente significativa (p=0,038; teste exato de Fischer).
Conseqiientemente ¢ preferida a liberagdo ID de um produto reduzido em
tiomersal.

Conclusoes

Ambas as administragdes ID ¢ IM de uma vacina de flu
reduzida em tiomersal em uma populacio de idosos podem proporcionar
soroprotegdo de 100%.

Uma resposta comparavel a vacinagdo em termos de titulos
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médios geométricos, taxas de soroconversio e fatores de conversdo foi
verificada em individuos IM e ID vacinados onde o grupo ID recebeu 2,5
vezes menos antigeno. Ndo houve diferenga discernivel na incidéncia total
dos sintomas sistémicos solicitados/ndo-solicitados relacionados com a vacina
nos dois grupos de tratamento.

Exemplo 10 - Liberacdo intradermal de uma vacina de influenza

reduzida em tiomersal

A imunogenicidade da vacina de influenza dividida reduzida
em tiomersal preparada como descrita no Exemplo 9 (exceto que a reunido foi
feita independentemente e seringas ndo foram cheias com a vacina) foi
avaliada para liberagdo ID em porquinhos-da-india usando uma agulha
padréo.

Grupos de 5 animais cada foram inicialmente vacinados
intranasalmente com virus da influenza inteiro trivalente inativado contendo 5
ug de cada HA em um volume total de 200 pL. Vinte e oito dias apds a
vacinagdo inicial os animais foram vacinados por rotas quer intradermal quer
intramuscular. As doses intradermais contendo 0,1 pg, 0,3 pg, ou 1,0 pug de
Flu dividida trivalente reduzida em tiomersal em 0,1 mL foram administradas
no dorso do porquinho-da-india usando uma agulha padrdo. Uma dose
intramuscular de 1,0 ug de Flu dividida trivalente reduzida em tiomersal foi
administrada na perna traseira do porquinho-da-india em um volume de 0,1
mL. Os grupos foram os seguintes:

* Grupo 1 = 0,1 ug de Flu dividida trivalente reduzida em
tiomersal ID;

*  Grupo 2 = 0,3 pg de Flu dividida trivalente reduzida em
tiomersal ID;

* Grupo 3 = 1,0 pug de Flu dividida trivalente reduzida em
tiomersal ID;

* Grupo 4 = 1,0 ug de Flu dividida trivalente reduzida em

S\
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tiomersal IM;

Quatorze dias apds a vacinacdo os animais foram sangrados e
os titulos de anticorpo induzidos pela vacinag¢do foram avaliados usando um
ensaio de inibi¢do de hemaglutinagdo padrio (HI). Os resultados sd3o
mostrados na Figura 1. Respostas de HI fortes para todas as trés cepas foram
induzidas pela vacinagdo. N3o foi observada resposta de dose clara sugerindo
que doses muito baixas de antigeno reduzido em tiomersal ainda podem
induzir respostas de anticorpo de HI muito potentes quando administradas
pela rota ID. Ndo houve diferenca significativa entre os titulos de HI
induzidos pela vacinagdo ID ou IM. Assim, os resultados obtidos em
porquinhos-da-india confirmaram que os antigenos de influenza divididos
trivalentes reduzidos em tiomersal induzem niveis semelhantes de anticorpos
de HI em animais quando liberados pela rota ID comparada com a rota IM.

Exemplo 11 - Liberacio intradermal de uma vacina de influenza

contendo adjuvante, reduzida em tiomersal
Protocolo

Porquinhos-da-india foram inicialmente vacinados
intranasalmente no Dia 0 com 5 ug de virus de Flu inteiros trivalente em
200uL.

Vacinagdo - Dia 28 -Vacina contendo 0,1 pg de HA por cepa
de Flu dividido trivalente preparada como descrita no Exemplo 9 (exceto que
a etapa de reunifo resultou em uma concentragdo final de cada antigeno de
1,0 pg/mL para dar uma dose de 0,1 pg em 100 uL comparada com 60 pg/mlL
no Exemplo 9). A formulacdo trivalente final foi administrada
intradermalmente usando seringas de tuberculina, quer contendo adjuvante
quer ndo contendo adjuvante, em 100 pL.

Sangramento - Dia 42.
O efeito da adig¢do de adjuvante foi avaliado pela medi¢do das

respostas de anticorpo pelo ensaio de HI (dia 0, 28, 42).
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Todos os experimentos ID foram realizados usando uma

agulha padrio.

Resultados

G1-GS5 refere-se a 5 grupos de porquinhos-da-india, S por grupo.

Gl
G2

G3

G4

G5

0,1 ng de vacina dividida trivalente reduzida em tiomersal
0,1 pg de vacina dividida trivalente reduzida em tiomersal + 50
ug de 3D- MPL

0,1 ng de vacina dividida trivalente reduzida em tiomersal + 10

ug de 3D- MPL
0,1 pg de vacina dividida trivalente reduzida em tiomersal + 50
ug de 3D- MPLin + 50 pg de QS21

0,1 ng de vacina dividida trivalente reduzida em tiomersal + 10
ug de 3D- MPLin + 10 pg de QS21
Nota: 3D-MLPin + QS21 refere-se a uma formulagdo de

adjuvante que compreende uma vesicula unilamelar compreendendo

colesterol, possuindo uma bicamada lipidica compreendendo dioleoil-

fosfatidil-colina, na qual QS21 e 3D-MPL estdo associados com, ou

embebidos dentro da, bicamada lipidica. Tais formulagdes de adjuvante sdo

descritas em EP 0.822.831 B, cuja descricdo € aqui incorporada como

referéncia.
Titulos de HI anti-A/New Caledonia/20/99
NC Pré-imunizacio Pré-reforco Pos-reforco
Gl 5 10 92
G2 5 10 70
G3 5 11 121
G4 7 9 368
G5 5 10 243

Titulos de HI anti-A/Panama/2007/99

P Pré-imunizacio Pré-reforco Pos-reforco
Gl 5 485 7760
G2 5 279 7760
G3 5 485 8914
G4 7 485 47051
G5 5 320 17829
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Titulos de HI anti-B/Johannesburg/5/99
J Pré-imunizacio Pré-reforco Pos-reforco
Gl 5 23 184
G2 5 11 121
G3 5 11 70
G4 6 15 557
GS 5 13 320

Assim, contenha ou nio adjuvante o antigeno de Flu dividido
trivalente reduzido em tiomersal € um imunoégeno potente e é capaz de induzir
respostas de HI fortes quando administrado pela rota ID ou IM. Estas
respostas parecem ser pelo menos tdo potentes quanto as respostas induzidas
pela preparacdo de Fluarix padrio.

Exemplo 12- Comparacio das vacinas livre de tiomersal e contendo
tiomersal liberadas intradermalmente em porcos

Com o proposito de avaliar a imunogenicidade da vacina de
Flu dividida (com e sem tiomersal) administrada pela rota ID foi usado o
modelo em porco inicialmente vacinado. Visto que a vasta maioria da
populagdo tem experimentado pelo menos uma infecgdo com influenza uma
vacina de influenza tem que ser capaz de reforgar uma resposta imune pre-
existente. Portanto os animais foram inicialmente vacinados em um esforgo
para simular a situagdo humana.

Neste experimento porcos de 4 semanas de idade foram
inicialmente vacinados pela rota intranasal. Seis grupos de cinco animais cada
foram inicialmente vacinados como segue:

Grupo 1 - duas vacinagdes iniciais de virus inativado inteiro
trivalente (50 ug de HA cada) no dia 0 e 14; Grupo 2 - duas vacinagoes
iniciais de virus inativado inteiro trivalente (50 pg de HA cada) no dia 0 e 14;
Grupo 3 - duas vacinagdes iniciais de virus inativado inteiro trivalente (50 pg
de HA cada) no dia 0; Grupo 4 - duas vacinagdes iniciais de virus inativado
inteiro trivalente (25 ug de HA cada) no dia 0 e 14; Grupo 5 - uma vacinagdo
inicial de virus inativado inteiro trivalente (25 pug de HA cada) no dia 0;

Grupo 6 - duas vacinagdes iniciais de virus inativado inteiro trivalente (12,5
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ug de HA cada) no dia 0 e 14.

No dia 28 ap6s a vacinagdo inicial, os animais foram
vacinados, cada um, com 3 ug de antigeno de HA dividido trivalente (cepas
A/New Caledonia HIinl, A/Panama H3N2, ¢ B/Johannesburg) em 100 pL
pela rota ID. O grupo 1 recebeu Fluarix® padrio contendo conservante
tiomersal como antigeno de vacina. Todos os outros grupos recebera, o
antigeno livre de conservante.

Os resultados de HI obtidos neste experimento sdo mostrados
na Figura 2 (Titulos de inibi¢do de hemaglutinagdo anti-influenza induzidos
em porcos inicialmente vacinados com uma variedade de doses de antigeno ¢
vacinados com 3 microgramas de antigeno de influenza trivalente com € sem
tiomersal pela rota intradermal).

Titulos de HI relativamente baixos sdo induzidos para a cepa B
neste experimento € o background contra a cepa A/H3N2 ¢ alto. Um efeito
benéfico em termos de resposta a vacinag@o ¢ observada quando a dose de
vacina inicial é reduzida. Em quase todos os casos, a redu¢do na concentragdo
de antigeno ou no nimero de doses de vacina inicial (de duas vacinag¢des
iniciais com 50 pg) resultou em uma resposta aumentada a vacinagdo.
Embora a resposta dos animais nos Grupos 1 e 2, que foram duas vezes
inicialmente vacinados com 50 ug, a vacinagdo ndo seja tdo evidente, parece
que o antigeno livre de conservante (Grupo 2) funciona pelo menos tio bem
quanto Fluarix® (Grupo 1) sob estas condi¢des. Uma resposta forte a
vacina¢do com antigeno de influenza trivalente livre de conservante
administrado pela rota ID nos animais alternativamente inicialmente
vacinados (Grupos 3-6) € clara e esta resposta é vista até mesmo na cepa B,

embora os titulos de HI permanegam baixos.
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REIVINDICACOES

1. Preparacdo de virus da influenza inativado, caracterizada
pelo fato de que compreende um antigeno de hemaglutinina (AH) estabilizado
na auséncia de tiomersal, ou em niveis de tiomersal de Sug/mL ou menos, em
que a hemaglutinina ¢ dectectdvel por um ensaio de SRD, ¢ em que a
preparacdo compreende succinato de o-tocoferol em uma quantidade suficiente
para estabilizar a HA.

2. Preparacao de virus da influenza inativado de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que o succinato de a-tocoferol esta
presente em uma concentracdo entre 1 pg/mL ¢ 10 mg/mL.

3. Preparacgdo de virus da influenza inativado de acordo com a
reivindicacdo 2, caracterizada pelo fato de que o succinato de a-tocoferol esta
presente em uma concentracdo entre 10 pg/mL e 500 pg/mL.

4. Preparacao de virus da influenza inativado de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que a
preparacdo de antigeno de virus da influenza € selecionada do grupo
consistindo de preparacdes de antigeno de virus dividido, antigenos de
subunidade, virus inteiro quimica ou diferentemente inativado.

5. Preparacdo de virus da influenza inativado de acordo com a
reivindicacio 4, caracterizada pelo fato de que a preparacdo de antigeno de
influenza é uma preparagdo de antigeno de virus dividido.

6. Preparacao de virus da influenza inativado de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, caracterizada pelo fato de
compreender hemaglutinina de cepas A ¢ B.

7. Preparacao de virus da influenza inativado de acordo com a
reivindicacdo 6, caracterizada pelo fato de ser uma preparagdo de virus da
influenza trivalente.

8. Preparacao de virus da influenza inativado de acordo com

qualquer uma das reivindicagOes precedentes, caracterizada pelo fato de

Petigéio 870190004201, de 14/01/2019, pag. 7/11
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compreender HA de influenza de cepa B estabilizada.

9. Vacina de influenza, caracterizada pelo fato de compreender
a preparacdo de virus da influenza como definida em qualquer uma das
reivindicacOes de 1 a 8.

10. Vacina de influenza de acordo com a reivindicacido 9,
caracterizada pelo fato de que a concentragdo de antigeno de hemaglutinina
para a ou cada cepa de influenza ¢ de 1-1.000 pg por mL, conforme medida
por um ensaio de SRD.

11. Vacina de influenza de acordo com a reivindicacdo 9 ou
10, caracterizada pelo fato de que compreende adicionalmente uma emulsio
Oleo-em-4gua.

12. Vacina de influenza de acordo com a reivindicacdo 9 ou
10, caracterizada pelo fato de adicionalmente compreender um adjuvante.

13. Vacina de influenza de acordo com a reivindicacio 12,
caracterizado pelo fato de que o dito adjuvante ¢ selecionado do grupo que
consiste em: um derivado de lipideo A atoxico, uma saponina ou derivado da
mesma, uma combinacdo de um derivado de lipideo A atéxico ¢ uma
saponina ou derivado do mesmo em uma emulsio 6leo-em-dgua.

14. Vacina de influenza de acordo com a reivindicacdo 13,
caracterizada pelo fato de que o dito derivado de lipideo A atoxico € 3D-
MPL.

15. Vacina de influenza de acordo com a reivindicacio 14,
caracterizada pelo fato de que 3D-MPL estd na forma de uma emulsdo com
um tamanho de particula pequeno inferior a 0,2 um de didmetro.

16. Método para a preparacio de um antigeno de
hemaglutinina estdvel, caracterizado pelo fato de compreender a purificagio
do antigeno na presenca de a-tocoferol ou de um derivado do mesmo tal

como succinato de o-tocoferol.

Petigéio 870190004201, de 14/01/2019, pag. 8/11



17. Uso de a-tocoferol ou succinato, caracterizado pelo fato de
ser como um estabilizador de hemaglutinina na manufatura de uma vacina de
influenza.

18. Vacina de influenza de acordo com qualquer uma das

5 reivindicagdes 9 a 15, caracterizada pelo fato de que € para uso em medicina.

Petigéio 870190004201, de 14/01/2019, pag. 9/11
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Fig. 2

Grupo 1: 2 Vacinagodes iniciais IN;

Titulos de HI (GMT)
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