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DESCRIPCION
Método de tratamiento
Campo técnico

La presente invencion se refiere al campo de los usos de las vacunas conjugadas contra Neisseria meningitidis para
la prevencion o tratamiento de la infeccion por N. meningitidis. En particular, la presente invencion se refiere a la
coadministracion de vacunas conjugadas contra N. meningitidis con vacunas que contienen DTaP en una poblacién
que ha sido preinmunizada con al menos una vacuna conjugada que comprende un sacarido capsular de N.
meningitidis serogrupo C (MenC). Otro aspecto de la invencion se refiere al uso de una inmunizacién adicional.

Antecedentes

La infeccion invasiva por Neisseria meningitidis causa una enfermedad grave con aproximadamente un 10 % de
mortalidad incluso cuando se administran los antibiéticos y la terapia de apoyo apropiados [1]. En los Estados Unidos,
la mayoria de la enfermedad meningocécica invasiva (EMI) es causada por los serogrupos B, C e Y [2], mientras que
los serogrupos A, W-135 y X, que son causas importantes de brotes de enfermedades en muchas regiones del mundo
[3,4] se detectan con menos frecuencia. Los bebés menores de 1 afio de edad tienen la mayor incidencia de EMI en
los EE. UU. (aproximadamente 1:18.500 habitantes; 1998-2007) [2]. Por tanto, con el fin de hacer frente a la
enfermedad meningocécica en bebés y nifios estadounidenses, las vacunas antimeningocdcicas conjugadas deben
ser efectivas desde edades tempranas [5].

La vacuna meningocdcica de los serogrupos C e Y, combinada con Hib (HibMenCY-TT, MenHibrix™, GlaxoSmithKline
Vaccines), se autorizo recientemente en los EE. UU. para su uso en bebés como una serie de 4 dosis a partir de los
2 meses de edad [6], después de la demostracion de inmunogenicidad y seguridad en ensayos clinicos realizados en
bebés y nifios pequefios [7-14]. Una vacuna conjugada antimeningocécica cuadrivalente de los serogrupos A, C, W-
135 e Y (MenACWY) esta autorizada en los EE. UU. para su uso en nifios de 9-12 meses(Menactra™, Sanofi Pasteur):
dos dosis de la cual estan recomendadas por el Comité Asesor sobre Practicas de Inmunizacién (ACIP) para nifios
con mayor riesgo de EMI debido a deficiencia del complemento o exposicion debido a viajes/residencia en un area
endémica [15]. Otra vacuna conjugada MenACWY estd autorizada para su uso a partir de los 2 afios de edad
(Menveo™, Novartis).

La vacuna MenACWY de GlaxoSmithKline Vaccines con todos los serogrupos conjugados con el toxoide tetanico (TT)
(Men-ACWY-TT: Nimenrix™), esta autorizada como dosis Unica en Europa, pero sigue en fase de investigacion en
EE. UU. Los ensayos clinicos han demostrado que una dosis de MenACWY-TT es inmunogénica para los cuatro
serogrupos Y bien tolerada en nifios pequefos a partir de los 12 meses de edad, nifios, adolescentes y adultos [16-
23].

Se mencionan también los siguientes documentos:

+  Knuf et al (2011) Vaccine 29(25): 4264-4273 que se refiere a una vacuna conjugada meningocdcica tetravalente
experimental de los serogrupos A, C, W-135 y toxoide tetanico Y coadministrada con hexa por ser inmunogénica,
con un perfil de seguridad aceptable en nifios de 12-23 meses de edad; y

* larecomendacion del Comité Asesor sobre Practicas de Inmunizaciéon (ACIP) para el uso de la vacuna conjugada
meningococica tetravalente (MenACWY-D) en nifios de 9 a 23 meses con mayor riesgo de enfermedad
meningocécica invasiva, 14 de octubre de 2011 disponible en
https//www.cdc.gov/immwr/preview/mmwrhtml/mm6040a4.htm.

El programa de inmunizaciéon pediatrica esta abarrotado y sigue existiendo la necesidad de evaluar la seguridad e
inmunogenicidad de las vacunas conjugadas meningocdcicas cuando se introducen en un programa de inmunizacion
con otras vacunas pediatricas. Es valioso establecer si la coadministracién con otras vacunas produce problemas de
interferencia o mejora la inmunogenicidad.

El presente estudio evalla la inmunogenicidad y seguridad de las vacunas conjugadas meningocdcicas cuando se
administran como dosis adicional en el segundo afio de vida. En particular, describe el efecto de la coadministracion
con una dosis de vacuna la difteria-tétanos-pertussis acelular (DTaP) durante el segundo afo de vida.

El estudio ha demostrado inesperadamente que la coadministracion de una vacuna conjugada meningocécica
multivalente con vacunas que contienen DTaP en el segundo afio de vida conduce a una respuesta inmunitaria
mejorada contra los conjugados meningocdcicos en comparacion con la administracion de las vacunas en diferentes
momentos. Un programa de inmunizacién mas simple en el que se coadministran conjugado meningocécico y DTaP
conduce al doble beneficio de menos visitas a una clinica y una mejor inmunogenicidad.

De acuerdo con un aspecto de la invencioén, se proporciona una vacuna conjugada contra N. meningitidis para su uso
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en la prevencion o tratamiento de la enfermedad por N. meningitidis en donde un paciente humano se inmuniza en un
esquema que comprende las etapas a) y b) en donde:

la etapa a) inmuniza al paciente humano en una primera edad de entre 0 y 11 meses con una vacuna conjugada
de sacérido bacteriano que comprende al menos dos o tres sacaridos bacterianos conjugados con una proteina
de vehiculo para formar al menos dos o tres conjugados de sacéridos bacterianos, en donde los al menos dos o
tres sacaridos bacterianos de la etapa (a) comprenden un sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo C
(MenC); y

la etapa b) inmuniza al paciente humano en una segunda edad de entre 12 y 24 meses con una vacuna conjugada
contra Neisseria meningitidis que comprende sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo A (MenA), sacarido
capsular de N. meningitidis serogrupo C (MenC), sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo W135
(MenW135), y sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo Y (MenY) conjugados por separado con una proteina
de vehiculo, en donde la vacuna conjugada contra Neisseria meningitidis se coadminstra con una vacuna DTPa.

Descripcion de figuras

Figura 1: Flujo del sujeto a través del estudio

Véase la Tabla 3 complementaria para mas detalles de los motivos por los que los sujetos se retiraron del estudio
o fueron eliminados de la cohorte de inmunogenicidad Segun protocolo durante la Fase de cuarta dosis

* sujetos que no participaron en la Fase de cuarta dosis porque no deseaban participar (n = 83); se perdieron
durante el seguimiento (n=47); o no eran elegibles para participar (n=78).

Figura 2: Porcentaje de sujetos con titulos de hSBA =1:8 un mes después de la vacunacién con MenACWY-TT o
HibMenCY-TT a los 12-15 meses de edad, con MenACWY-TT + DTaP a los 15-18 meses de edad o con DTaP a
los 15-18 meses de edad (grupo de control) (cohorte de inmunogenicidad de ATP, Fase de cuarta dosis).

ATP = Segun protocolo; hSBA = actividad bactericida sérica utilizando una fuente de complemento humano
Figura 3: GMT de hSBA un mes después de la vacunacion con MenACWY-TT o HibMenCY-TT a los 12-15 meses
de edad, o con MenACWY-TT + DTaP a los 15-18 meses de edad o con DTaP a los 15-18 meses de edad (grupo
de control) (cohorte de inmunogenicidad de ATP, Fase de cuarta dosis).

ATP = Segun protocolo; hSBA = actividad bactericida sérica utilizando una fuente de complemento humano; GMT
= media geométrica del titulo

* Representa diferencias observadas entre el grupo de coadministracion y otros grupos.

Figura 4: Sintomas esperados locales y generales dentro de los 8 dias posteriores a la vacunacion con MenACWY-
TT o HibMenCY-TT a los 12-15 meses de edad, o de DTaP y MenACWY-TT (grupo Coad) a los 15-18 meses de
edad (Cohorte total vacunada, Fase de cuarta dosis).

Para todos los grupos, los sintomas locales se refieren al porcentaje de sujetos con al menos un sintoma local en
el lugar de inyeccion de MenACWY-TT o HibMenCY-TT. Fiebre (cualquier via) = 38,0 °C; Grado 3: Enrojecimiento
e hinchazon >30 mm; Dolor: lloraba cuando se tocaba una extremidad/dolor espontaneo; Fiebre (cualquier via)
>40 °C; Irritabilidad/inquietud y somnolencia: actividad normal impedida; Pérdida del apetito - no come nada.

Descripcion detallada

La presente invencion proporciona una vacuna conjugada contra N. meningitidis para su uso en la prevencion o
tratamiento de la enfermedad por N. meningitidis en donde un paciente humano se inmuniza en un esquema que
comprende las etapas a) y b) en donde:

la etapa a) inmuniza al paciente humano en una primera edad de entre 0 y 11 meses con una vacuna conjugada
de sacarido bacteriano que comprende al menos dos o tres sacaridos bacterianos conjugados con una proteina
de vehiculo para formar al menos dos o tres conjugados de sacéridos bacterianos, en donde los al menos dos o
tres sacaridos bacterianos de la etapa (a) comprenden un sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo C
(MenC); y

la etapa b) inmuniza al paciente humano en una segunda edad de entre 12 y 24 meses con una vacuna conjugada
contra Neisseria meningitidis que comprende sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo A (MenA), sacarido
capsular de N. meningitidis serogrupo C (MenC), sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo W135
(MenW135), y sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo Y (MenY) conjugados por separado con una proteina
de vehiculo, en donde la vacuna conjugada contra Neisseria meningitidis se coadminstra con una vacuna DTPa.

La etapa a) es una inmunizacion a la primera edad de entre 0 y 11 meses, que generalmente se lleva a cabo en bebés
humanos a una edad de 0-8, 1-7 0 2-6 meses. En una realizacion, la etapa a) de inmunizacion ademas comprende un
conjugado de sacarido de Haemophilus influenzae (Hib) y/o un conjugado de sacarido capsular de N. meningitidis
serogrupo Y (MenY), asi como el conjugado de sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo C (MenC).

En una realizacion, el o cada uno de los conjugados administrados en la etapa a) contiene una proteina de vehiculo
seleccionada de toxoide tetanico, toxoide diftérico o CRM197. En una realizacién preferida, donde se administran
multiples conjugados en la etapa a), el mismo tipo de proteina de vehiculo se conjuga independientemente con cada
sacarido. En una realizacion preferida, la primera proteina de vehiculo es el toxoide tetanico.
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En una realizacion, la inmunizacion de la etapa a) implica la administracion de 2 o 3 dosis del conjugado o conjugados
de sacarido bacteriano, por ejemplo inmunizando a un bebé humano a los 2, 4 y 6 meses de edad.

En una realizacion durante la etapa a) el conjugado o conjugados de sacarido capsular bacteriano, incluyendo MenC
y opcionalmente Hib y/o MenY, se administran al mismo tiempo que una vacuna que comprende los antigenos diftérico,
tetanico y pertusico (DTaP). El antigeno diftérico es normalmente el toxoide diftérico, el antigeno tetanico es
normalmente el toxoide tetanico y el antigeno pertusico es el pertusico acelular, que opcionalmente comprende uno o
mas de toxoide pertusico, FHA o pertactina. En una realizacion, la vacuna DTP ademas comprende un antigeno de
superficie de la hepatitis B y/o VPI. En una realizacién, la inmunizaciéon de la etapa a) administra una vacuna
HibMenCY-TT que contiene 2,5 ug de Hib PRP conjugado con toxoide tetanico y 5 ug de cada uno de los sacaridos
capsulares MenC e Y conjugados con toxoide tetanico con un contenido total de TT de 5-40, 10-30, 15-20 ug o
aproximadamente 18 ug.

La etapa b) implica inmunizar al mismo paciente humano a una segunda edad de entre 12 y 24 meses, preferiblemente
13y 20,12y 18, 14y 18 0 15-18 meses de edad. La etapa b) de inmunizacion implica la coadministracion de i) una
vacuna conjugada de sacarido capsular de N. meningitidis multivalente con ii) una vacuna que comprende toxoide
diftérico y toxoide tetanico. La vacuna conjugada de sacarido capsular de N. meningitidis multivalente con sacarido
capsular de N. meningitidis serogrupo A (MenA), sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo C (MenC), sacarido
capsular de N. meningitidis serogrupo W135 (MenW135), y sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo Y (MenY)
conjugados por separado con una proteina de vehiculo.

En una realizacion, la vacuna conjugada de sacarido capsular de N. meningitidis multivalente utiliza una proteina de
vehiculo (segunda proteina de vehiculo) que se selecciona del grupo que consiste en toxoide tetanico, toxoide diftérico
o CRM197. En una realizacion, la segunda proteina de vehiculo es el toxoide tetanico. En una realizacion preferida,
la primera y segunda proteinas de vehiculo son iguales, preferentemente el toxoide tetanico.

La vacuna coadministrada que contiene toxoide diftérico y toxoide tetanico es una vacuna DTaP que contiene
adicionalmente componentes pertusicos que son pertusicos acelulares, por ejemplo que contienen toxoide pertusico,
FHA y pertactina. En una realizacidn, la vacuna contiene toxoide diftérico, toxoide tetanico, y pertisico acelular ademas
comprende otros antigenos, por ejemplo VHB y/o VPI.

En una realizacion, la coadministracion de la vacuna conjugada contra N. meningitidis con una vacuna que contiene
toxoide diftérico, toxoide tetanico y toxoide pertusico acelular da como resultado un aumento de la inmunogenicidad
de al menos un componente meningocaocico; por ejemplo, MenC, MenY, MenW135, MenC y MenY, MenC y MenW135
o MenC, MenW135 y MenY. En una realizacién, el aumento de la inmunogenicidad se mide mediante el ensayo de
SBA (opcionalmente usando una fuente de complemento humano), opcionalmente realizado en suero tomado un mes
después de la vacunacion con la vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente en el segundo afio de vida. En
una realizacioén, la GMT aumenta tras la coadministraciéon con una vacuna que comprende toxoide diftérico, toxoide
tetanico, y pertusico acelular en al menos un 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o 100 % en
comparacion con la GMT después de la administracion de la vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente
sola.

En una realizacion la proteina de vehiculo de la etapa b) esta presente en la dosis conjugada contra Neisseria
meningitidis a una dosis total de 10-100, 20-90, 20-80, 30-70, 35-60 o 40-50 ug. Por ejemplo, para una vacuna
conjugada contra N. meningitidis tetravalente con TT, DT o CRM197 como proteina de vehiculo se contempla una
dosis de proteina de vehiculo total de 20-80 pug. Para una vacuna conjugada contra N. meningitidis bivalente se
contempla una dosis de proteina de vehiculo total para TT, DT o CRM197 de 20-40 pg.

Los detalles expuestos anteriormente en relacion con un método de inmunizacion se aplican igualmente a los usos de
una vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente en la prevencion o tratamiento de la enfermedad por N.
meningitidis.

En una realizacion, el tamafio promedio (o peso molecular) de al menos uno, dos, tres, cuatro o cada uno de los
polisacaridos de N. meningitidis es 50 KDa - 1500 kDa, 50 kDa - 500 kDa, 50 kDa - 300 KDa, 101 kDa - 1500 kDa,
101 kDa - 500 kDa, o 101 kDa - 300 kDa segun se determina por MALLS.

En una realizacion, el polisacarido MenA tiene un peso molecular de 50-500 kDa, 50-100 kDa, 100-500 kDa, 55-
90 KDa, 60-70 kDa o 70-80 kDa o 60-80 kDa determinado por MALLS.

En una realizacion, el polisacarido MenC tiene un peso molecular de 100-200 kDa, 50-100 kDa, 100-150 kDa, 101-
130 kDa, 150-210 kDa o 180-210 kDa determinado por MALLS.

En una realizacién el polisacarido MenY, tiene un peso molecular de 60-190 kDa, 70-180 kDa, 80-170 kDa, 90-
160 kDa, 100-150 kDa o 110-140 kDa, 50-100 kDa, 100-140 kDa, 140-170 kDa o 150-160 kDa determinado por
MALLS.
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En una realizacion el polisacarido MenW, tiene un peso molecular de 60-190 kDa, 70-180 kDa, 80-170 kDa, 90-
160 kDa, 100-150 kDa, 110-140 kDa, 50-100 kDa o 120-140 kDa determinado por MALLS.

El peso molecular o peso molecular promedio de un polisacarido en el presente documento se refiere al peso molecular
promedio en peso (Mw) del polisacarido medido antes de la conjugacién y se mide por MALLS.

La técnica MALLS es bien conocida en la técnica y se realiza tipicamente como se describe en el ejemplo 2. Para el
analisis MALLS de sacaridos de meningococos, pueden usarse dos columnas (TSKG6000 y 5000PWxI TOSOH
Bioscience) en combinacion y los sacaridos se eluyen en agua. Los sacaridos se detectan usando un detector de
dispersion de luz (por ejemplo, Wyatt Dawn DSP equipado con un laser de argén de 10 mW a 488 nm) y un
refractémetro inferométrico (por ejemplo, Wyatt Otilab DSP equipado con una celda P100 y un filtro rojo a 498 nm).

En una realizacion, los polisacaridos de N. meningitidis son polisacaridos nativos o polisacaridos nativos que se han
reducido en su tamafio durante un proceso de extraccion normal.

En una realizacion, los polisacaridos de N. meningitidis se cambian de tamafio por escisién mecanica, por ejemplo,
por microfluidizacion o sonicacion. La microfluidizacién y la sonicacion tienen la ventaja de disminuir el tamafio de los
polisacaridos nativos mas grandes suficientemente para proporcionar un conjugado filtrable. El cambio de tamafio es
en un factor de no mas de x 20, x 10, x 8, x6, x5, x4,x 3,x20x 1,5.

En una realizacion, la composicion inmundgena comprende conjugados de N. meningitidis que se preparan a partir de
una mezcla de polisacaridos nativos y polisacaridos que se cambian de tamafio en un factor de no mas de x 20. Por
ejemplo, los polisacaridos de MenC y/o MenA son nativos. Por ejemplo, los polisacaridos de MenY y/o MenW se
cambian de tamafio en un factor de no mas de x 20, x 10, x 8, x6, x5, x4, x3, x2 o x1,5. Por ejemplo, una
composicion inmunoégena contiene un conjugado preparado a partir de MenY y/o MenW y/o MenC y/o MenA que se
cambia de tamafio en un factor de no mas de x 20, x 10, x 8, x6, x5, x4, x 3, x 2 0 x 1,5 y/o se microfluidiza. Por
ejemplo, una composicién inmunégena contiene un conjugado preparado a partir de MenA y/o MenC y/o MenW y/o
MenY. Por ejemplo, una composiciéon inmunégena comprende un conjugado preparado a partir de MenC nativo. Por
ejemplo, una composicién inmunégena comprende un conjugado preparado a partir de MenC y MenA nativo que se
cambia de tamafio en un factor de no mas de x 20, x 10, x 8, x6, x5, x4, x 3, x 2 o x 1,5 y/o se microfluidiza. Por
ejemplo, una composicién inmunégena comprende un conjugado preparado a partir de MenC y MenY nativo que se
cambia de tamafio en un factor de no mas de x 20, x 10, x 8, x 6, x 5, x 4, x 3, x 2 o x 1,5 y/o se microfluidiza.

En una realizacion, la polidispersidad del polisacarido es de 1-1,5, 1-1,3, 1-1,2, 1-1,1 0 1-1,05y d
conjugacion con una proteina de vehiculo, la polidispersidad del conjugado es 1,0-2,5, 1,0-2,0. 1,0-1,5,
2,5,1,7-2,2 0 1,5-2,0. Todas las mediciones de polidispersidad son por MALLS.

espués de la
1,0-1,2, 1,5-

Los polisacaridos se cambian de tamafio opcionalmente hasta 1,5, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 o0 20 veces del tamafio
del polisacérido aislado de las bacterias.

En una realizacion, la vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente comprende un antigeno de N. meningitidis
serogrupo B. El antigeno es opcionalmente un polisacarido capsular de N. meningitidis serogrupo B (MenB) o un
polisacarido u oligosacarido con un tamafio cambiado derivado del mismo. El antigeno es opcionalmente una
preparacion de vesicula de la membrana externa de N. meningitidis serogrupo B como se describe en los documentos
EP301992, WO 01/09350, WO 04/14417, WO 04/14418 y WO 04/14419.

En una realizacion, la vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente ademéas comprende un sacérido capsular
de H. influenzae b (Hib) conjugado con una proteina de vehiculo.

El polisacarido(s) de N. meningitidis (y opcionalmente el sacarido capsular Hib) incluidos en las composiciones
farmacéuticas de la invencion estan conjugados con una proteina de vehiculo tal como el toxoide tetanico, fragmento
C de toxoide tetanico, mutantes no toxicos de la toxina tetanica, toxoide diftérico, CRM197, otros mutantes no toxicos
de la toxina diftérica [tales como CRM176, CRM 197, CRM228, CRM 45 (Uchida et al J. Biol. Chem. 218; 3838-3844,
1973); CRM 9, CRM 45, CRM102, CRM 103 y CRM107 y otras mutaciones descritas por Nicholls y Youle en
Genetically Engineered Toxins, Ed: Frankel, Maecel Dekker Inc, 1992; eliminacién o mutacion de Glu-148 en Asp, Gin
o Ser y/o Ala 158 en Gly y otras mutaciones divulgadas en el documento US 4709017 o en el documento US 4950740;
mutacion de al menos uno o mas restos Lys 516, Lys 526, Phe 530 y/o Lys 534 y otras mutaciones divulgadas en el
documento US 5917017 o en el documento US 6455673; o el fragmento divulgado en el documento US 5843711].

En una realizacion, la vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente de la invencion utiliza la misma proteina
de vehiculo (independientemente) en el menos dos, tres, cuatro o cada uno de los polisacaridos de N. meningitidis.
En una realizacién donde Hib esta presente, Hib puede conjugarse con la misma proteina de vehiculo que para al
menos uno, dos, tres, cuatro o cada uno de los polisacéridos de N. meningitidis. Por ejemplo, 1, 2, 3 0 4 de los
polisacéridos de N. meningitidis estan independientemente conjugados con el toxoide tetanico para preparar 1, 2, 3 0
4 conjugados.
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En una realizacion, una unica proteina de vehiculo podria transportar mas de un antigeno de sacarido (documento
WO 04/083251). Por ejemplo, una Unica proteina de vehiculo podria conjugarse con MenA y MenC; MenA y MenW;
MenA y MenY; MenC y MenW; MenC y MenY; Men W y MenY; MenA, MenC y MenW; MenA, MenC y MenY; MenA,
MenW y MenY; MenC, MenW y MenY; MenA, MenC, MenW y MenY; Hib y MenA; Hib y MenC; Hib y MenW; o Hib y
MenY.

La vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente de la etapa b) comprende sacarido capsular de N. meningitidis
serogrupo A (MenA), sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo C (MenC), sacarido capsular de N. meningitidis
serogrupo W135 (MenW135), y sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo Y (MenY) conjugados por separado
con una proteina de vehiculo, comprende opcionalmente al menos un sacarido meningocdcico (por ejemplo MenA;
MenC; MenW; MenY; MenA y MenC; MenA y MenW; MenA y MenY; MenC y Men W; Men C y MenY; Men W y MenY;
MenA, MenC y MenW; MenA, MenC y MenY; MenA, MenW y MenY; MenC, MenW y MenY o MenA, MenC, MenW y
MenY) teniendo el conjugado una relaciéon de sacarido Men a proteina de vehiculo (particularmente toxoide tetanico)
de entre 1:5y 5:1, entre 1:2 y 5:1, entre 1:0,5y 1:2,5 o entre 1:1,25y 1:2,5 (p/p).

La relacion de sacarido a proteina de vehiculo (p/p) en un conjugado puede determinarse usando el conjugado
esterilizado. La cantidad de proteina se determina usando un ensayo de Lowry (por ejemplo, Lowry et al., (1951) J.
Biol. Chem. 193, 265-275 o Peterson et al., Analytical Biochemistry 100, 201-220 (1979)) y la cantidad de sacarido se
determina usando ICP-OES (espectroscopia de emisidn optica-plasma acoplada inductivamente) para MenA, ensayo
de DMAP para MenC y ensayo de Resorcinol para MenW y MenY (Monsigny et al., (1988) Anal. Biochem. 175, 525-
530).

En una realizacion, el sacarido(s) capsular de N. meningitidis y/o el sacarido Hib esta conjugado con la proteina de
vehiculo a través de un conector, por ejemplo, un conector bifuncional. El conector es opcionalmente heterobifuncional
u homobifuncional, que tiene, por ejemplo, un grupo amino reactivo y un grupo de acido carboxilico reactivo, 2 grupos
amino reactivos o dos grupos acido carboxilico reactivos. El conector tiene, por ejemplo, entre 4 y 20,4y 12, 5y 10
atomos de carbono. Un posible conector es ADH. Otros conectores incluyen B-propionamido (documento WO
00/10599), nitrofenil-etilamina (Gever et al., (1979) Med. Microbiol. Immunol. 165; 171-288), haluros de haloalquilo
(documento US4057685), enlaces glucosidicos (documentos US4673574, US4808700), hexano diamina y acido 6-
aminocaproico (documento US4459286).

Los conjugados de polisacarido utilizados en la invencion pueden prepararse mediante cualquier técnica conocida. El
método de conjugacién se basa en la activacion del sacarido con tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilamino piridinio
(CDAP) para formar un éster de cianato. El sacarido activado, por tanto, puede acoplarse directamente o mediante un
grupo espaciador (conector) con un grupo amino en la proteina de vehiculo. Por ejemplo, el espaciador podria ser
cistamina o cisteamina para dar un polisacarido tiolado que podria acoplarse al vehiculo mediante un enlace tioéter
obtenido después de reaccion con una proteina de vehiculo activada con maleimida (por ejemplo, usando GMBS) o
una proteina de vehiculo holoacetilada (por ejemplo, usando yodoacetimida o bromoacetatobromoacetato de N-
succinimidilo). Opcionalmente, el éster de cianato (preparado opcionalmente mediante quimica de CDAP) se acopla
con hexano diamina o ADH y el sacarido derivatizado con amino se conjuga con la proteina de vehiculo usando
quimica de carbodiimida (por ejemplo, EDAC o EDC). Dichos conjugados se describen en la solicitud publicada PCT
WO 93/15760 Uniformed Services University y los documentos WO 95/08348 y WO 96/29094.

Otras técnicas adecuadas usan carbodiimidas, hidrazidas, ésteres activos, norborano, acido p-nitrobenzoico, N-
hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC, TSTU. Muchos se describen en el documento WO 98/42721. La conjugacion puede
implicar un conector de carbonilo que puede formarse por reaccién de un grupo hidroxilo libre del sacarido con CDI
(Bethell et al J. Biol. Chem. 1979, 254; 2572-4, Hearn et al J. Chromatogr. 1981. 218; 509-18) seguido de la reaccién
con una proteina para formar un enlace carbamato. Esto puede implicar la reduccién del terminal anomérico a un
grupo hidroxilo primario, proteccion/desproteccion opcional del grupo hidroxilo primario, reaccion del grupo hidroxilo
primario con CDI para formar un intermedio de carbamato de CDI y acoplar el intermedio de carbamato de CDI con
un grupo amino en una proteina.

Los conjugados también pueden prepararse por métodos de aminacién reductora directa como se describe en el
documento US 4365170 (Jennings) y en el documento US 4673574 (Anderson). Se describen otros métodos en los
documentos EP-0-161-188, EP-208375 y EP-0-477508.

Un método adicional implica el acoplamiento de un sacarido activado con bromuro de ciandégeno (o CDAP) derivatizado
con hidrazida de acido adipico (ADH) con el vehiculo de proteina por condensacion de carbodiimida (Chu C. et al.,
Infect. Immunity, 1983 245 256), por ejemplo, usando EDAC.

En una realizacién, un grupo hidroxilo (opcionalmente un grupo hidroxilo activado, por ejemplo, un grupo hidroxilo
activado por un éster de cianato) en un sacarido se une a un grupo amino o carboxilico en una proteina ya sea directa
o indirectamente (a través de un conector). Donde hay presente un conector, un grupo hidroxilo en un sacarido se une
opcionalmente a un grupo amino en un conector, por ejemplo, mediante el uso de conjugaciéon con CDAP. Un grupo
amino adicional en el conector, por ejemplo ADH, se puede conjugar con un grupo de acido carboxilico en una proteina,
por ejemplo usando la quimica de carbodiimida, por ejemplo, usando quimica de carbodiimida, por ejemplo usando
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EDAC. En una realizacion, el Hib o el polisacarido(s) capsular de N. meningitidis se conjuga con el conector en primer
lugar antes de que el conector se conjugue con la proteina de vehiculo.

En una realizacion, el sacarido Hib, cuando esta presente, se conjuga con la proteina de vehiculo usando CNBr o
CDAP, o una combinacién de CDAP y quimica de carbodiimida (tal como EDAC), o una combinacién de CNBr y
quimica de carbodiimida (tal como EDAC). Opcionalmente, Hib se conjuga usando CNBr y quimica de carbodiimida,
opcionalmente EDAC. Por ejemplo, CNBr se usa para unir el sacarido y el conector y después se usa quimica de
carbodiimida para unir el conector al vehiculo proteinico.

En una realizacién, al menos uno de los polisacaridos capsulares de N. meningitidis esta directamente conjugado con
una proteina de vehiculo; opcionalmente el sacarido(s) Men W y/o MenY y/o MenC esta directamente conjugado con
una proteina de vehiculo. Por ejemplo MenW; MenY; MenC; MenW y MenY; MenW y MenC; MenY y MenC; o MenW,
MenY y MenC estan directamente unidos a la proteina de vehiculo. Opcionalmente el al menos uno de los
polisacaridos capsulares de N. meningitidis esta directamente conjugado mediante CDAP. Por ejemplo MenW; MenY;
MenC; MenW y MenY; MenW y MenC; MenY y MenC; o MenW, MenY y MenC estan directamente unidos a la proteina
de vehiculo mediante CDAP (véase el documento WO 95/08348 y el documento WO 96/29094). En una realizacion,
todos los polisacaridos capsulares de N. meningitidis estan conjugados con el toxoide tetanico.

Opcionalmente la relacion de sacarido Men W y/o Y a proteina de vehiculo esta entre 1:0,5 y 1:2 (p/p) y/o la relacién
de sacarido MenC a proteina vehiculo esta entre 1:0,5y 1:4 0 1:1,25-1:1,50 1:0,5 y 1:1,5 (p/p), especialmente cuando
estos sacaridos estan directamente unidos a la proteina, opcionalmente usando CDAP.

En una realizacién, al menos uno de los polisacaridos capsulares de N. meningitidis esta directamente conjugado con
la proteina de vehiculo, por ejemplo, un conector bifuncional. El conector es opcionalmente heterobifuncional u
homobifuncional, que tiene, por ejemplo, un grupo amina reactivo y un grupo de acido carboxilico reactivo, 2 grupos
amina reactivos o 2 grupos acido carboxilico reactivos. El conector tiene, por ejemplo, entre 4 y 20,4y 12, 5y 10
atomos de carbono. Un posible conector es ADH.

En una realizacion, MenA; MenC; o MenA y MenC se conjugan con una proteina de vehiculo (por ejemplo, toxoide
tetanico) mediante un conector.

En una realizacién, al menos un polisacarido de N. meningitidis esta conjugado con una proteina de vehiculo mediante
un enlazador usando CDAP y EDAC. Por ejemplo, MenA; MenC; o MenA y MenC se conjugan con una proteina a
través de un conector (por ejemplo, aquellos con dos grupos hidrozino en sus extremos tales como ADH) usando
CDAP y EDAC como se describié anteriormente. Por ejemplo, se usa CDAP para conjugar el sacarido a un conector
y EDAC se usa para conjugar el conector a una proteina. Opcionalmente, la conjugacién mediante un conector produce
una relacion de polisacarido a proteina de vehiculo de entre 1:0,5y 1:6; 1:1 y 1:5 0 1:2 y 1:4, para MenA; MenC; o
MenA 'y MenC.

En una realizacion, el polisacarido capsular MenA, cuando esta presente estd al menos parcialmente O-acetilado de
modo que al menos un 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 98 % de las unidades de repeticion estan O-acetiladas
al menos en una posicion. La O-acetilacion esta presente, por ejemplo, al menos en la posicion O-3 de al menos un
50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % 0 98 % de las unidades de repeticion.

En una realizacion, el polisacarido capsular MenC, cuando esta presente esta al menos parcialmente O-acetilado de
modo que al menos un 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 98 % de las unidades de repeticion de
NeuNAc unidas (a2 —9) estan O-acetiladas al menos en una o dos posiciones. La O-acetilaciéon esta presente, por
ejemplo, al menos en la posiciéon O-7 y/u O-8 de al menos un 30 %. 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o
98 % de las unidades de repeticion.

En una realizacion, el polisacarido capsular MenW, cuando esta presente esta al menos parcialmente O-acetilado de
modo que al menos un 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 98 % de las unidades de repeticion estan
O-acetiladas al menos en una o dos posiciones. La O-acetilacién esta presente, por ejemplo, al menos en la posicién
O-7 y/u O-9 de al menos un 30 %. 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % 0 98 % de las unidades de repeticion.

En una realizacion, el polisacarido capsular MenY, cuando esta presente estd al menos parcialmente O-acetilado de
modo que al menos un 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 98 % de las unidades de repeticion
estan O-acetiladas al menos en una o dos posiciones. La O-acetilacion esta presente en las posiciones 7 y/o 9 de al
menos un 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o 98 % de las unidades de repeticion.

El porcentaje de O-acetilacion se refiere al porcentaje de las unidades de repeticion que contienen O-acetilacion. Esto
puede medirse en el polisacarido antes de la conjugacion y/o después de la conjugacion.

El término "sacarido" incluye polisacaridos u oligosacaridos. Los polisacaridos se aislan de bacterias o se aislan de
bacterias y se cambian de tamafio en algun grado por métodos conocidos (véanse, por ejemplo, los documentos
EP497524 y EP497525) y opcionalmente por microfluidizacion. Los polisacaridos pueden cambiarse de tamafo para
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reducir la viscosidad en las muestras de polisacarido y/o para mejorar la capacidad de filtracion para productos
conjugados. Los oligosacaridos se caracterizan por ser tipicamente polisacaridos hidrolizados con un nimero bajo de
unidades de repeticidn (tipicamente 5-30 unidades de repeticion).

La dosis media se determina afiadiendo las dosis de todos los polisacaridossacaridos adicionales y dividiendo por el
numero de polisacaridossacaridos adicionales. Los polisacaridos adicionales son todos los polisacaridos dentro de la
composicion inmundgena aparte de Hib y pueden incluir polisacaridos capsulares de N. meningitidis. La "dosis" es la
cantidad de composicién inmundgena o vacuna que se administra a un ser humano.

Un sacarido Hib es el polisacarido capsular polirribosil fosfato (PRP) de Haemophilus influenzae de tipo b o un
oligosacarido derivado del mismo.

En una realizacion, la vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente contiene cada uno de los sacaridos
capsulares de N. meningitidis en una dosis de entre 0,1-20 pg; 1-10 ug; 2-10 pg, 2,5-5 pg, aproximada o exactamente
5 ug; o aproximada o exactamente 2,5 ug.

"Alrededor de" o "aproximadamente" se definen como en un 10 % mas o menos de la cifra dada para los fines de la
invencion.

En una realizacién de la invencion, la dosis de sacarido de cada uno de los al menos dos, tres, cuatro o cada uno de
los conjugados de sacarido de N. meningitidis es opcionalmente la misma, o aproximadamente la misma.

La vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente contiene MenA, MenC, MenW135 y MenY, opcionalmente
contiene MenA, MenC, MenW135 y MenY en unas relaciones de dosis de sacéarido de 1:1:1:1 0 2:1:1:1 0 1:2:1:1 0
2:2:1:1 01:3:1:1 0 1:4:1:1 (p/p).

Una vacuna de la invencién para uso en la prevencion o tratamiento de la enfermedad por N. meningitidis
opcionalmente contiene un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion la vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente estd tamponada, o se ajusta a, entre pH
7,0y 8,0, pH 7,2y 7,6 0 aproximada o exactamente pH 7,4.

La vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente opcionalmente se liofiliza en presencia de un agente
estabilizante, por ejemplo, un poliol tal como sacarosa o trehalosa.

Opcionalmente, la vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente contiene una cantidad de un adyuvante
suficiente para potenciar la respuesta inmunitaria al inmunégeno. Los adyuvantes adecuados incluyen, aunque no de
forma limitativa, sales de aluminio (fosfato de aluminio o hidroxido de aluminio), mezclas de escualeno (SAF-1),
muramil péptido, derivados de saponina, preparaciones de pared celular micobacteriana, monofosforil lipido A,
derivados de acido micdlico, tensioactivos de copolimero de bloques no iénicos, Quil A, subunidad B de la toxina del
colera, polifosfaceno y derivados, y complejos inmunoestimulantes (ISCOM) tales como los descritos por Takahashi
et al. (1990) Nature 344:873-875.

Para las combinaciones de N. meningitidis o HibMen analizadas anteriormente, puede ser ventajoso no usar ningun
adyuvante de sal de aluminio o ningun adyuvante en absoluto.

Como con todas las composiciones inmundégenas o vacunas, las cantidades inmunolégicamente eficaces de los
inmunégenos deben determinarse empiricamente. Factores a considerar incluyen la inmunogenicidad, vaya el
inmundgeno a formar complejos o no con o adherirse covalentemente a un adyuvante o proteina de vehiculo u otro
vehiculo o no, la via de administracion y el niumero de dosificaciones inmunizantes a administrar. Dichos factores son
conocidos en la técnica de las vacunas y esta dentro de la habilidad de los inmundlogos hacer tales determinaciones
sin experimentacion excesiva.

El agente activo puede estar presente en cantidades variables en la composicién farmacéutica o la vacuna de la
invencién. Normalmente, la concentracion minima de la sustancia es una cantidad necesaria para conseguir su uso
pretendido, mientras que la cantidad maxima es la cantidad maxima que permanecera en solucidon o suspendida
homogéneamente dentro de la mezcla inicial. Por ejemplo, la cantidad minima de un agente terapéutico es
opcionalmente una que proporcionara una unica dosificacion terapéuticamente eficaz. Para sustancias bioactivas, la
concentracion minima es una cantidad necesaria para la bioactividad tras la reconstitucion y la concentracion maxima
esta en el punto en que no puede mantenerse una suspension homogénea. En el caso de unidades monodosis, la
cantidad es la de una Unica aplicacion terapéutica. En general, se espera que cada dosis comprenda 1-100 ug de
antigeno proteinico, opcionalmente 5-50 ug o 5-25 pg. Ejemplos de dosis de sacaridos bacterianos son 10-20 pg, 5-
10 pg, 25-5 ug o 1-2,5 ug. La cantidad preferida de sustancia varia de una sustancia a otra, pero un experto en la
materia puede determinarla facilmente.

Las preparaciones de vacuna de la presente invencidn son para uso en la prevencion o tratamiento de la enfermedad



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2830035 T3

por N. meningitidis que puede comprender la administracion de dicha vacuna por via sistémica o mucosa. Un paciente
humano tiene entre 0 y 11 meses para la etapa a) y entre 12 y 24 meses para la etapa b) (por ejemplo, 12-16 0 12-14
meses). La vacuna conjugada contra N. meningitidis de la invencién para su uso en la prevencién o tratamiento de la
enfermedad por N. meningitidis que puede ser mediante administraciones que pueden incluir la inyeccion mediante
las vias intramuscular, intraperitoneal, intradérmica o subcutanea; o mediante administracion mucosa a los tractos
oral/alimentario, respiratorio, genitourinario. Ademas de una Unica via de administracién, pueden usarse 2 vias
diferentes de administracion. Por ejemplo, los antigenos viricos pueden administrarse ID (por via intradérmica),
mientras que las proteinas bacterianas pueden administrarse IM (por via intramuscular) o IN (por via intranasal). Si los
sacaridos estan presentes, pueden administrarse IM (o ID) y las proteinas bacterianas pueden administrarse IN (o ID).
Ademas, las vacunas de la invencién pueden ser para uso en un esquema que comprende la administracion IM para
dosis de sensibilizacion e IN para dosis de refuerzo.

Los inventores han determinado ademas que una dosis de refuerzo posterior de una vacuna conjugada contra
Neisseria meningitidis que comprende al menos dos sacaridos capsulares seleccionados del grupo que consiste en
sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo A (MenA), sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo C (MenC),
sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo W135 (MenW135) y sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo Y
(MenY) puede proporcionar una respuesta inmunitaria incluso mas potente contra los antigenos de sacarido capsular.
Los datos proporcionados en el ejemplo 3 muestran que una inmunizacién de refuerzo administrada varios afios
después de una inmunizacién inicial da un valor de GMT mucho mas alto evaluado mediante el ensayo SBA. Las dosis
de refuerzo adicionales de vacunas conjugadas meningococicas podrian prolongar la duracion de la proteccion
inducida por la vacuna. Una dosis de refuerzo adicional puede considerarse una etapa opcional adicional del aspecto
de coadministracién de la invencion.

En consecuencia, la vacuna conjugada contra N. meningitidis para uso en la prevencion o tratamiento de la
enfermedad por N. meningitidis puede ser una en donde en el esquema de inmunizacién existe una reinmunizacion
del paciente humano a una edad de entre 4y 20,5y 15,5y 11, 5y 9 0 5 y 6 afios con una vacuna conjugada contra
N. meningitidis de refuerzo que comprende al menos dos de MenA, MenC, MenW135 y MenY, cada uno conjugado
por separado con una proteina de vehiculo.

En una realizacion, las vacunas conjugadas contra N. meningitidis de refuerzo comprenden los conjugados MenC y
MenY.

En una realizacion, la vacuna conjugada contra N. meningitidis de refuerzo comprende conjugados de MenA, MenC,
MenW135 y MenY.

En una realizacion, cada sacarido capsular de la vacuna conjugada contra N. meningitidis de refuerzo esta conjugada
con una proteina de vehiculo seleccionada del grupo que consiste en toxoide tetanico, toxoide diftérico o CRM197,
preferentemente la proteina de vehiculo es el toxoide tetanico o CRM197, mas preferentemente la proteina de vehiculo
es el toxoide tetanico.

En una realizacion, cada sacarido capsular de la vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente esta conjugado
con una proteina de vehiculo seleccionada del grupo que consiste en toxoide tetanico, toxoide diftérico o CRM197,
preferentemente la proteina de vehiculo es el toxoide tetanico o CRM197, mas preferentemente la proteina de vehiculo
es el toxoide tetanico.

Se entendera que los atributos de los sacaridos y conjugados meningocécicos expuestos anteriormente para los
aspectos iniciales de la invencién también son aplicables al segundo aspecto de la invencién. En consecuencia, las
descripciones de sacaridos y conjugados meningocoécicos expuestos anteriormente estan opcionalmente presentes
en la vacuna conjugada contra N. meningitidis multivalente y en la vacuna conjugada contra N. meningitidis de
refuerzo.

La preparacion de vacuna en general se describe en Vaccine Design ("The subunit and adjuvant approach” (eds Powell
M.F. & Newman M.J.) (1995) Plenum Press Nueva York). La encapsulacion en liposomas se describe por Fullerton,
patente de Estados Unidos 4.235.877.

Las expresiones "comprendiendo”, "comprende" y "que comprende" en el presente documento estan destinadas por

los inventores a ser opcionalmente sustituibles con las expresiones "consistiendo en”, "consiste" y "que consiste en",
respectivamente, en cada caso.

Ejemplos
Ejemplo 1
Disefio del estudio

Este estudio de fase lll, aleatorizado, y controlado se realizé en 59 centros en los EE. UU. de acuerdo con las Buenas
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Practicas Clinicas y la Declaracién de Helsinki (1996 Somerset West). Se obtuvo el consentimiento informado por
escrito del padre/tutor de cada sujeto antes de la inclusion.

Los lactantes sanos se incluyeron y asignaron aleatoriamente 5:1 a la vacunacion a los 2, 4 y 6 meses de edad con
HibMenCY-TT y DTaP-HBV-IPV, o Hib-TT + DTaP-HBV-IPV (Tabla 1, Figura 1). A los 12-15 meses de edad (Fase de
cuarta dosis), los nifios vacunados con HibMenCY-TT + DTaP-HBV-IPV fueron reasignados aleatoriamente (2:2:1)
para recibir MenACWY-TT a los 12-15 meses de edad seguido de DTaP a los 15-18 meses (grupo MenACWY-TT);
MenACWY-TT coadministrado con DTaP a los 15-18 meses de edad (grupo Coad); o HibMenCY-TT a los 12-15 meses
de edad seguido de DTaP a los 15-18 meses (grupo HibMenCY-TT). Los nifios sensibilizados con Hib-TT + DTaP-
HBV-IPV no fueron reasignados al azar y recibieron DTaP a los 15-18 meses de edad (grupo de control). Los sujetos
de los grupos Coad, MenACWT-TT y Control no recibieron la vacuna de refuerzo contra Hib debido a la escasez de la
vacuna conjugada contra Hib en los EE. UU. en el momento de la realizacion del estudio. Las vacunas de refuerzo
contra Hib se aplazaron hasta que se dispusiera de nuevo de la vacuna conjugada contra Hib [25]. El estudio se realizé
antes de que se dispusiera de una vacuna conjugada antimeningocécica autorizada en los EE. UU. para su uso en
nifos <2 afios; el grupo de control no recibid la vacuna antimeningocdcica durante el estudio. A todos los sujetos se
les permitié recibir las vacunas de rutina recomendadas por el ACIP.

El estudio fue simple ciego en la fase primaria debido a la diferente apariencia de las vacunas. Antes de la cuarta
dosis, se informé a los padres/tutores qué vacunas habia recibido su hijo en la fase primaria, y conocian su grupo de
tratamiento en la fase de cuarta dosis, debido al diferente nimero de vacunas y puntos de tiempo de muestreo de
suero para los distintos grupos de tratamiento.

Se utilizé una lista de aleatorizacién para numerar las vacunas. La asignacion aleatoria para cada fase del estudio se
realizd6 mediante un sistema central basado en la web, que incluia un procedimiento de minimizacién para garantizar
una asignacion equilibrada entre los grupos en los diferentes centros.

Sujetos y vacunas del estudio

Los participantes eran bebés sanos de entre 6-12 semanas de edad, nacidos después de al menos 36 semanas de
gestacién. Los criterios de exclusion incluyeron la recepcion previa de cualquier producto sanguineo desde el
nacimiento o la recepcion de vacunas distintas de la vacuna antineumocdcica conjugada o la vacuna contra el rotavirus
humano dentro de los 30 dias posteriores a la primera dosis. Se permitié una dosis al nacimiento de la vacuna contra
la hepatitis B. Los antecedentes de enfermedad por N. meningitidis, Hib, difteria, tétanos, tos ferina, hepatitis B o
poliomielitis, o la vacunacion contra cualquiera de estas enfermedades realizada fuera del estudio era motivo de
exclusion de las fases de dosis primaria y cuarta. Para la inclusidn en la fase de cuarta dosis, los sujetos debian haber
recibido las 3 dosis de vacunacién primaria.

Una dosis de 0,5 ml de HibMenCY-TT contenia 2,5 ug de Hib-fosfato polirribositol (PRP) conjugado con TT, y 5 ug de
polisacérido MenC y de polisacarido MenY conjugados con TT (contenido total de TT ~18 pg). Una dosis de 0,5 ml de
MenACWY-TT contenia 5 ug de cada polisacarido meningocdcico de serogrupo A, C, W-135 e Y conjugado con TT
(contenido total de TT ~44 ug). Las vacunas antimeningocécicas liofilizadas se reconstituyeron con solucién salina
estéril para inyeccion y se administraron por via intramuscular en el muslo o brazo izquierdo.

La composicion de las vacunas DTaP-HBV-IPV (Pediarix™, GlaxoSmithKline Vaccines) e Hib-TT (ActHIB™, Sanofi
Pasteur) aprobadas se describe en otro sitio [10]. La composicion de DTaP (Infanrix™, GlaxoSmithKline Vaccines) es
la misma que la del componente DTaP de DTaP-HBV-IPV.

Objetivos del estudio

Los objetivos principales fueron 1) Demostrar la no inferioridad de MenACWY-TT con y sin coadministracion de DTaP
a una cuarta dosis de HibMenCY-TT en términos del porcentaje de sujetos con titulos de actividad bactericida sérica
(utilizando una fuente de complemento humano: hSBA) 21:8 y media geométrica de los titulos (GMT) para los
serogrupos C e Y; 2) Demostrar la inmunogenicidad de una dosis Unica de MenACWY-TT con o sin coadministracion
de DTaP en términos del porcentaje de sujetos con titulos de hSBA >1:8 para los serogrupos Ay W-135; y 3) demostrar
la no inferioridad de la DTaP coadministrada con MenACWY-TT frente a la administracion de DTaP sola en términos
del porcentaje de sujetos con concentraciones de anticuerpos anti-difteria y anti-tétanos =1,0 Ul/ml y concentraciones
de la media geométrica antipertussis. Este articulo describe los criterios de valoracion meningocdécicos de acuerdo con
los criterios estadisticos predefinidos. Los criterios de valoracion y las respuestas inmunitarias se resumen en la Tabla
2. Los criterios de valoracion relacionados con la vacuna de refuerzo DTaP se describen en otro lugar [24].

Evaluacién de la inmunogenicidad
Se recolectaron muestras de sangre de los sujetos un mes después de la vacunacién (Tabla 1) y antes de la

vacunacion en el grupo Coad a los 15-18 meses de edad (para evaluar la persistencia de hSBA a los 15-18 meses de
edad después de la vacunacion infantil de 3 dosis con HibMenCY- TT).
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Seguridad y evaluacion de la reactogenicidad

Los padres registraron los sintomas locales y generales especificos en tarjetas de diario durante 8 dias (dia 0-7)
después de la cuarta dosis de vacunacion. Todos los demas acontecimientos adversos (AA) se registraron durante 31
dias después de la vacunacion. Los acontecimientos adversos graves (AAG) y la aparicion de AA especificos que
indican un nuevo inicio de enfermedad croénica, y las afecciones que motivaron visitas a urgencias se notificaron desde
la dosis 1 hasta 6 meses después de la uUltima vacunacién mediante un guién telefénico estandarizado. La aparicion
de erupciones se registré durante la fase de cuarta dosis. Un AAG se definié como un acontecimiento que tiene como
resultado la muerte o que es potencialmente mortal; un acontecimiento que requiere hospitalizacion o prolongacion de
la hospitalizacion existente; un acontecimiento que produce discapacidad o incapacidad del sujeto; o cualquier otro
acontecimiento considerado grave por el investigador.

Andlisis estadisticos

El analisis de inmunogenicidad se realiz6 en la cohorte de inmunogenicidad segun protocolo (ATP) que incluy6 a todos
los sujetos vacunados que cumplieron con los procedimientos definidos por el protocolo. Los objetivos primarios se
evaluaron de manera jerarquica; esto es, un objetivo solo podria considerarse cumplido formalmente una vez
cumplidos todos los objetivos anteriores. La recogida de una muestra de sangre previa a la vacunacién en el grupo
Coad (Tabla 1) permitié el calculo de las tasas de respuesta a la vacuna y las proporciones GMT antes y después de
la vacunacion en este grupo. La respuesta a la vacuna se definié como un titulo de anticuerpo =1:8 después de la
vacunacién en sujetos inicialmente seronegativos, y un aumento 24 veces en el titulo de anticuerpos antes de la
vacunacion en sujetos inicialmente seropositivos.

Las posibles diferencias entre los grupos se destacaron en los analisis exploratorios si el intervalo de confianza (IC)
del 95 % estandarizado asintético para la diferencia entre 2 grupos en los porcentajes de sujetos que alcanzaron los
puntos de corte especificados no incluia 0, o si el IC del 95 % para la razon GMT entre grupos no incluia 1. Estos
analisis exploratorios deben interpretarse con cautela considerando que no hubo ajuste por multiplicidad.

El analisis de seguridad se realiz6 en la cohorte total vacunada que incluia a todos los sujetos vacunados. La incidencia
y la intensidad de los sintomas se calcularon con un IC del 95 % exacto para cada grupo.

Los analisis se realizaron utilizando el software SAS® version 9.1 (SAS Institute Inc., Cary, NC, Estados Unidos) y
ProcStatXact 7.0.

Resultados
Sujetos de estudio

Un total de 1554 sujetos fueron incluidos y vacunados en la fase de vacunacion primaria, de los cuales 1447
completaron la fase del estudio. Para la fase de cuarta dosis, se incluyeron y vacunaron a 1303 nifios pequerios (Figura
1), de los cuales 1238 sujetos completaron la Fase de vacunacion de cuarta dosis del estudio y 1209 completaron la
fase de seguimiento de seguridad extendida. En la Tabla 3 (complementaria) se ofrece un resumen de las razones
por las que los sujetos se retiraron del estudio o fueron eliminados de las cohortes de ATP. Dos sujetos, uno del grupo
MenACWY-TT y uno del grupo HibMenCY-TT, se retiraron durante la Fase de vacunacién de cuarta dosis debido a
un AA. Ambos sujetos experimentaron una convulsién febril antes de la quinta dosis programada de DTaP: una con
inicio 38 dias después de la cuarta dosis y otra con inicio 43 dias después de la cuarta dosis. Ningun acontecimiento
fue considerado relacionado con la vacuna por el investigador. Habia 955 sujetos en la cohorte de inmunogenicidad
de ATP. Habia mas hombres que mujeres en el grupo Coad (165 frente a 138, respectivamente) y mas mujeres que
hombres en el grupo Control (97 frente a 78, respectivamente). Por lo demas, los grupos de estudio eran comparables
en términos de caracteristicas demograficas (Tabla 4: complementaria).

Inmunogenicidad

Después de la vacunacién con HibMenCY-TT o MenACWY-TT a los 12-15 meses de edad o con MenACWY-TT +
DTaP a los 15-18 meses de edad, el 100 % de los sujetos tenian titulos de hSBA 21:8 para los serogrupos C e Y
(Figura 2), contra los que se habian sensibilizado previamente. Al menos el 96,1 % de los sujetos vacunados con
MenACWY-TT también tenian titulos de hSBA 21:8 para los serogrupos A y W-135 (Figura 2). Muy pocos sujetos
(=7,8 %) en el grupo de control tenian titulos de hSBA >1:8 para cualquier serogrupo de vacuna.

Los andlisis exploratorios no detectaron diferencias entre los grupos MenACWY-TT y Coad en comparacién con el
grupo HibMenCY-TT para los serogrupos C e Y en términos del porcentaje de sujetos con titulos de hSBA 21:8, un
mes después de la vacunacion. Sin embargo, los resultados sugirieron GMT post-vacunacién mas altos: 1) para los
serogrupos C e Y en los grupos MenACWY-TT y Coad en comparacion con el grupo HibMenCY-TT y 2) para los
serogrupos C, W-135 e Y en el grupo Coad en comparacion con el grupo MenACWY-TT (Figura 3).

El porcentaje de sujetos en el grupo Coad con una respuesta de vacuna fue de 95,9 % (IC 95 % 92,3 %;98,1 %) para
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el serogrupo A, 99,2 % (97,3 %; 99,9 %) para el serogrupo C, 97,7 % (94,8 %; 99,3 %) para el serogrupo W-135 y
98,9 % (96,8 %; 99,8 %) para el serogrupo Y. Al menos el 96,1 % de los sujetos inicialmente seronegativos mostraban
una respuesta frente a la vacuna contra uno o mas serogrupos.

Antes de la vacunacién en el grupo Coad, el 90,7 % y el 96,3 % de los sujetos mantuvieron titulos de hSBA
seroprotectores (21:4) contra los serogrupos C e Y tras la sensibilizacion con 3 dosis de HibMenCY-TT. En el grupo
Coad, las GMT aumentaron desde antes hasta después de la vacunacién en 107 veces para el serogrupo C y 53
veces para el serogrupo Y, lo que es indicativo de una respuesta de refuerzo después de la sensibilizacién con
HibMenCY-TT; y 44 veces para el serogrupo A y 244 veces para el serogrupo W-135, mostrando buena
inmunogenicidad a la primera exposicion a estos antigenos de la vacuna.

Las tasas de seroproteccion posteriores a la dosis 4 y las GMT para el serogrupo W-135 fueron altas en los grupos
MenACWY-TT y Coad, asi como en los receptores de HibMenCY-TT que no recibieron el antigeno de la vacuna W-
135 en la dosis 4. No se observo respuesta al serogrupo W-135 en los controles.

Reactogenicidad

Los porcentajes de sujetos que notificaron sintomas locales y generales estaban en el mismo intervalo en los 3 grupos
de investigacion (Figura 4). Los porcentajes de los sujetos que notificaron AAG, una nueva aparicion de enfermedad
cronica y AA que provocaron asistencia en urgencias desde el inicio de la vacunacién primaria hasta 6 meses después
de la cuarta dosis fueron similares en los 3 grupos (Tabla 5). Se consideré que tres AAG notificados en dos sujetos
estaban relacionados con la vacuna: Hubo un caso de un bebé hipotdnico que se produjo 47 dias después de la dosis
4 (grupo Coad), que se resolvi6 después de 2 dias. Ademds, se notificé un caso de convulsiéon que se produjo 65 dias
después de la primera dosis de vacunacion primaria (grupo HibMenCY-TT) que se resolvié en un lactante que murié
mas tarde de un segundo AAG (sindrome de muerte subita del lactante) 89 dias después de la dosis 1. Hubo otras
tres muertes durante el estudio (todas en la fase primaria), ninguna de las cuales se consider6 relacionada con la
vacuna: un sujeto murio por el sindrome de muerte subita del lactante 33 dias después de la dosis 1; un sujeto de
deshidratacién, sindrome urémico hemolitico y choque séptico 43 dias después de la dosis 1, y un sujeto de leucemia
(inicio 57 dias después de la dosis 3) y eventual insuficiencia respiratoria.

Ejemplo 2 - determinacion del peso molecular usando MALLS

Se acoplaron detectores a una columna de exclusion por tamafo de HPLC de la que se eluyeron las muestras. Por
un lado, el detector de dispersion de luz laser media las intensidades de luz dispersadas a 16 angulos por la solucion
macromolecular y, por otro lado, un refractémetro interferométrico colocado en linea permitia la determinacién de la
cantidad de muestra eluida. A partir de estas intensidades, puede determinarse el tamafo y la forma de las
macromoléculas en solucion.

El peso molecular medio en peso (Mw) se define como la suma de los pesos de todas las especies multiplicada por su
respectivo peso molecular u dividida por la suma de pesos de todas las especies.

a) Peso molecular promedio en peso: -Mw-

_ZWiM; _my
Y xW; mq

b) Peso molecular promedio en niumero: -Mn-

_XNeM; omy

" XN _mo

c) Media cuadratica del radio: -Rw- y R?w es el cuadrado del radio definido por:

2
xm.m

xm;

R*w = (rHw =

(-mi- es la masa de un centro de dispersion i y -ri- es la distancia entre el centro de dispersion i y el centro de
gravedad de la macromolécula).
d) La polidispersidad se define como la relacion -Mw / Mn-.

Los polisacaridos de meningococos se analizaron por MALLS mediante carga en dos columnas de HPLC (TSKG6000
y 5000PWHxI) usadas en combinacién. Se cargaron 25 ul del polisacarido en la columna y se eluyeron con 0,75 ml de
agua filtrada. Los polisacaridos se detectan usando un detector de dispersion de luz (Wyatt Dawn DSP equipado con
un laser de argén de 10 mW a 488 nm) y un refractémetro inferométrico (Wyatt Otilab DSP equipado con una celda
P100 y un filtro rojo a 498 nm).
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Las polidispersidades de peso moleculary las recuperaciones de todas las muestras se calcularon mediante el método
de Debye usando un orden de ajuste polinomial de 1 en el programa informatico Astra 4.72.

Ejemplo 3 - Efecto de la inmunizacion de refuerzo

Un estudio adicional evalud la persistencia de anticuerpos 12 meses después de la vacunacion de refuerzo con una
vacuna conjugada meningocdcica de los serogrupos A, C, W-135, Y (MenACWY-TT, GlaxoSmithKline Vaccines) en
comparacién con una vacuna conjugada meningocécica del serogrupo C (MenC-CRM1g7, Wyeth LLC), en nifios sanos.

Métodos: En este estudio de fase lll, sin enmascaramiento, controlado, multicéntrico realizado en Finlandia
(NCT00955682), nifios previamente aleatorizados (3:1) y reforzados con una unica dosis de MenACWY-TT o MenC-
CRM1g7 a la edad de 12-23 meses (NCT00474266) recibieron una dosis de refuerzo de las mismas vacunas 48 meses
después de la sensibilizacion. La inmunogenicidad se evalud en el mes (M) 60 (12 meses después de la dosis de
refuerzo) con ensayos de anticuerpos bactericidas en suero usando complemento de conejo (rSBA; corte 1:8) y
complemente humano (hSBA,; corte 1:4). Los acontecimientos adversos graves (AAG) relacionados con la vacuna se
registraron hasta el M60.

Resultados: De los 293 nifios que recibieron la dosis de refuerzo, 286 volvieron al M60, y 277 se incluyeron en la
cohorte segun protocolo para la persistencia al M60 (MenACWY-TT: N=231; MenC CRM+197: N=46). En el M60, todos
los receptores de MenACWY-TT mantenian los titulos de rSBA 21:8 (excepto para MenC, 97,4 %) y los titulos de
hSBA =1:4 (excepto para MenA, 95,5 %) (Tabla). Las medias geométricas de los titulos de los anticuerpos (GMT) anti-
hSBA en el M60 disminuyeron en comparacion con M49 (1 mes después del refuerzo), pero fueron mas altas que
después de la vacunacion primaria. Las tasas de seropositividad de MenC y GMT (rSBA, hSBA) fueron comparables
entre los grupos. No se notificaron acontecimiento adversos graves relacionados con la vacuna.

Conclusion: Los anticuerpos evaluados por los ensayos de rSBA y hSBA persistieron para cada serogrupo en >97 %
de los nifios 12 meses después de la vacunacién de refuerzo con MenACWY-TT. Estos datos indican que dosis de
refuerzo adicionales de MenACWY-TT podrian prolongar la duracién de la proteccién inducida por la vacuna.

Tabla 6: Porcentaje de nifios con titulos de rSBA 21:8 y titulos de hSBA 21:4 y GMT correspondientes
(cohorte de ATP para la persistencia en el M60)
rSBA hSBA
Anticuerpo Grupo N % 21:8 GMT (IC 95 %) N % 21:4 GMT
(IC 95 %) (IC 95 %) (IC 95 %)
MenA MenACWY-TT | 231 100 978,9 221 95,5 88,0
(98,4-100) (860,2-1114,0) (91,8-97,8) (73,6-105,1)
MenC MenACWY-TT | 231 97,4 226,4 228 100 13423
(94,4-99,0) (183,7-279,0) (98,4-100) (1134,6-
1588,1)
MenC-CRM1g7 | 46 97,8 320,9 33 100 931,1
(88,5-99,9) (201,1-512,2) (89,4-100) | (572,8-1513,4)
MenW-135 | MenACWY-TT | 231 100 1390,7 218 100 2196,6
(98,4-100) (1203,2-1607,3) (98,3-100) (1955,7-
2467,2)
MenY MenACWY-TT | 231 100 10711 206 100 1110,8
(98,4-100) (924,9-1240,5) (98,2-100) | (987,5-1249,6)
GMT = media geométrica del titulo de anticuerpo; ATP = segun protocolo; M60 = Mes 60, 12 meses después del
refuerzo; N = nimero de sujetos con resultados disponibles; IC 95 %=ensayo rSBA con un intervalo de confianza
de 95 % realizado en la Public Health England; ensayo hSBA en GlaxoSmithKline Vaccines)
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna conjugada contra N. meningitidis para su uso en la prevencién o tratamiento de la enfermedad por N.
meningitidis en donde un paciente humano se inmuniza en un esquema que comprende las etapas a) y b) en donde:

la etapa a) inmuniza al paciente humano en una primera edad de entre 0 y 11 meses con una vacuna conjugada
de sacarido bacteriano que comprende al menos dos o tres sacaridos bacterianos conjugados con una proteina
de vehiculo para formar al menos dos o tres conjugados de sacaridos bacterianos, en donde los al menos dos o
tres sacaridos bacterianos de la etapa (a) comprenden un sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo C
(MenC); y

la etapa b) inmuniza al paciente humano en una segunda edad de entre 12 y 24 meses con una vacuna conjugada
contra Neisseria meningitidis que comprende sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo A (MenA), sacarido
capsular de N. meningitidis serogrupo C (MenC), sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo W135
(MenW135), y sacarido capsular de N. meningitidis serogrupo Y (MenY) conjugados por separado con una proteina
de vehiculo, en donde la vacuna conjugada contra Neisseria meningitidis se coadminstra con una vacuna DTPa.

2. La vacuna conjugada contra N. meningitidis para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde los al menos
dos o tres sacaridos bacterianos de la etapa (a) comprenden un sacarido de Haemophilus influenza (Hib).

3. La vacuna conjugada contra N. meningitidis para su uso de acuerdo con una cualquiera de la reivindicacion 1 o la
reivindicacion 2, en donde los al menos dos o tres sacaridos bacterianos de la etapa (a) comprenden un sacarido
capsular de N. meningitidis serogrupo Y (MenY).

4. La vacuna conjugada contra N. meningitidis para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
3, en donde la proteina de vehiculo de la etapa a) es toxoide tetanico, toxoide diftérico o CRM197.

5. La vacuna conjugada contra N. meningitidis para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde la proteina
de vehiculo de la etapa a) es toxoide tetanico, opcionalmente a un contenido total de TT de 5-40, 10-30, 15-20 ug o
aproximadamente 18 g por dosis.

6. La vacuna conjugada contra N. meningitidis para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
5, en donde la inmunizacion de la etapa a) implica la administracién de 2 o 3 dosis del conjugado de sacarido
bacteriano, opcionalmente a los 2, 4 y 6 meses de edad.

7. La vacuna conjugada contra N. meningitidis para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
6, en donde la coadministracion de la vacuna conjugada contra Neisseria meningitidis y la vacuna que comprende
toxina diftérica y toxina tetanica en la etapa b) conduce a un aumento de al menos un 10 % en la inmunogenicidad
contra al menos uno de MenA, MenC, MenW135 o MenY en comparacién con cuando la vacuna conjugada contra
Neisseria meningitidis se administra sola, opcionalmente medido mediante un ensayo de SBA.

8. La vacuna conjugada contra N. meningitidis para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
7, en donde durante la etapa a) la vacuna conjugada de sacarido bacteriano se administra al mismo tiempo que una
vacuna que comprende DTP.

9. La vacuna conjugada contra N. meningitidis para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
8, en donde la proteina de vehiculo de la etapa b) se selecciona del grupo que consiste en toxoide tetanico, toxoide
diftérico o CRM197.

10. La vacuna conjugada contra N. meningitidis para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-
8, en donde la proteina de vehiculo de la etapa a) y la proteina de vehiculo de la etapa b) son iguales.

19



ES 2830035 T3

_ 60Z1L=N ©lpmsa [ap pepiinbas ap

ap ase} ugpez|jeuly _

ﬁ

4
%

ﬂ

%

§8¢ = N olpnse |ap pepunBes g
ap ojuaiwinBas ap ase} ugidezijeuly

UOJBUOPUEGE 7

§0Z = N 0lpnse |ap pepunBes g|
ap ojuaiwinBas ap ase} uoidezijeuly

ucIeUOpUEqE HZ

96€ = N 0lpnjsa jop pepunBas e
ap ojuslwnBes ap ase} uojoez||eul4

UOJEUOPUEQE 9E

£ZZ = N olpn}sa |ap pepunBas g
ap ojusjwinBes ap ase) uojoezZ||euld

uoJeuopuege Q|

7 666=N dLV PeppuaBounw) auoyod _

*

!

!

!

ﬁ

£0g=u
dL¥ pepipiuabounu) apioyod
sopeulwije 9oL

89l=u
dLV pepiojuabountu) auoyod
sopeulwie g

60g=u
dlv peppojuaBounw) auoyod
SOpBUIWI® ¢Z L

Gli=u
dLV pepiouabounw auoyod
sopeule 85

96 =N
o|pn}sa |ap BAIJOE asej} uoldezijeuly

uoJeuopueqe ¢

0lZ=N
olpnjse |ap BA)OE 8sk} Uoloezijeul

UOJEUCPUEQE 6}

Sor=N
oIpN}sa |ap BAIOE ask) UoJIeZ|jeu]d

uoleucpueqe /g

LZZ=N
oIpn}sa |ap BAJJOE ask} UolaezZ|jeuld

uoleuopueqe g

I

!

&~

Y

60=N SOpeUNJeA |2}0) 3JI0Y0D
peos odnio

622=N SOopeundeA |e)j0) aJoyod
L1-AJUSWAIH odn1D

ZEP=N SOpeundeA |ejo} apoyod
LL-AMOYUaN odnio

€£Z=N SOopeundeA |ejo) auoyod
10.ju02 odnio

iz co_omNt&mmk_m..m.m I

|A € U8 EpEJISIUILLPE OU OIpnisa [8p BUNJEA _‘
h
|_ (SISOp BLEND 8P 8SEB) B| US SOPINPUI 0U §OZ _‘

Z/Z1L=N SOpPBUN2eA [E}0} 800D
AdIFAgH-deLa + L1-AJUSNgIH

Z82Z=N SOPEUNJEA |EJ0} BHOYOD
11-9'H + AdI-AgH-delQ :101ue)

+

*

+

PSSL =N euewnd asej e| ua sopeunaea A sopinpouj

| einbi4

20



ES 2 830 035 T3

8L

GEL -M

lonuoo odnio [l
peop odnio [l

11-A0-usaiH odruo [

L1-AMODYUsW odnig [7]

0
0
o
0z g
®
=
2,
o
or o
o
3
=
=
09 o
2
-y
w
w
08 >
v
o8
001

Z elnbi4

21



ES 2830035 T3

A GEL-M 9

‘919
0°G¥8¢€

6°008Y

978¥7

* % * * % *

losuoo odnio [l L1-AD-UB\QIH odnig

peo) odnio [ LI-AMO

YUa odnig

0l

00l

0001

00001

vdasy sp LANSO

¢ einbi4

22



ES 2830035 T3

opjade ap epipiad peplige| 21qa14

BIOUSJOUWOS  uQzeyoulH ojualwipafoiug  1ojog

HHF

€ Opelo sewojuls

|Um®0|-

11-ADUSNqIH 7
11-AMOVUSIA

- 0

0z S
(%]

3

8,

(4]

&

ov 2

m~

Ke]

g

09 3
®

C

o

08 5
[=]

3

Q
001

¢ eunbi4

23



ES 2830035 T3

'Z9SBOSa 8p UQIOBN)IS B| OIA|0Sal 8S opuend giH epebnfuoo eunoea Bl ap sISop BUEND B| uolaigioal sodnib sol0

"L 1-ADuU8NgIH odnub |9p SO| B OAjES ‘BIpEU B qIH 8P SOZI8Nnjal SO| UCJBJ]SIUILUPE 85 OU ‘UQIOEpUSLLIODal B]S8 Uod ojusiwidwno ug "BAalSBAUl qiH Jod pepsauwlisjus ep ofsal Jofew |e usuan
anb so| uos anb sajuejoe| SO| B SjUBWBIDUIa)eId aslelsiulupe 8s qiH epebnluoa eundea e| anb eied sousnbad souiu so| sopo} eled qiH ap ozlanjal ap SIsop e| ap ojusiweze|de |@
Jepuawiodal B 4|V |B QAS|| OIpnjsa |ap ojuawiow |@ ue ‘NN "33 so| ue qiH epebnfuoo BunoeA B| p ZeSEJSe B "0IPN}Se [9p SBUNJEA SB| P UQIDBJ]SIUILPE B| 8p sondsep o sejue

se|p Og < Jas ejgep uoioeunaeA E| ‘qIH A W siijedey ‘ejeolea ‘ejoagnl ‘seleded se| ap SEUNOEA SE| ©p OSED |@ UJ "UQIOBZIUNLUU| 8p SEDJOBI 91q0s J0sSasy a)wa] |e Jod sepepusawoosl

BUINI 8p SBUNDEA JIqIo8) sojelns so| sopo) & oniwiad s ,'oleqel) sjuesald |e ue sojuosep aibues ap UgIooe.Xe ep seelods) sojund so| A UQIOBUNOEA B UBDIPUI SEPESIGUIOS SBa.g SeT

IS deld - - UQIOBUNDEA UIS AdI-A8H-del1d + 11-9H |03u0D
'S dB1a + L1-AMOVUSIA IS - UDIOBUNJEA UIS AdI-A8H-de1a + L1-ADUSNGIH peod
IS deLd - IS LI-AQUSAIH AdI-A8H-dBLa + LL-AJUBNAQH - LL-AJUSINAIH
'S deld - IS LI-AMOYUSI AdI-A8H-d8ld + LL-AQUSNGIH ~— LI-AMOVYUSI
albues ap
aibues ap uojadelIX] uojaeuUNdBA uo|ddelIX3 aibues ap uglooeNXg  UQIDBUNDJEA S9saW 9 ‘v ‘g
(s ensin)
(2 BUSIA) ugioBUNDEA (9 eusIA) uo|oBUNDEA (v eusin) (71 sesin)
3sod saw | sasaw gL-gl 3sod saw | sasaw g1-Zl
+SISOpP BJIEND 9SB) UQIDBUNDEA . seuewnd esey ugoeunsep  odnub [ap a1quioN

olpnisa [ap oyasia | elqeL

24



ES 2830035 T3

opnd as ou ‘(,uoo BqlLE SEW SOpPEIIpUl) saluainbisqns soAllelqo so| eled ‘ajuainbisuos Jod ‘olidwno as ou (1efin| o110 ua ojJosap) sissnuad-lJue eundea g|

U0O SOPEUOIOES) UIDRIISIUILPEOD ap SOANS(qo so| eled peplousjul ou ap SOlIS}IId SO 8p oun "eainbiels| elsuew ap uosaAnjpuod as ssjedioulid soaljalgo soT,
‘0joo0joid unbas - 41V ‘odienonue ap ojny) [ep ealeWwoab eIpawW - | NS (%66 (9P DI |9p Jouajul syw)| - 77 ‘ojusio Jod G |op BZUBYUOD 8P OjeAISlUI - %466 DI

N ‘veTl ‘
s leiyese oge A LL=ABUSINGIH
xS log'e'8027 012 J G'0Z se (LL-ADUBINGIH/PEOD) ugelel Bl ered [elale|iq %G6 Ol 19P T1 SA peoQ 9p pepliolsjul oN
Js o DTl o9t A
"= L1-AQUSNGIH
IS gL v o) G'0 = se (LL-ADUSWAIH/AMOVUS) ugloejel e 8p %56 DI [eP 11 VESY LIND UQIDB[a1  SA | | -~AMDVYUSIA 8p pepUoLajul ON
s (9667961 9'86  GEL-M deld+
IS [1'86:0°¢6] 196 v %08 < se (peoD odnub) [esele|q %56 Ol 8P T1 L1-AMOVUB[\ 8p peplolusbounwiuyl
s BeTSTIl 00 A LI-ADUSNAIH
s ler'ziost ]l 0 o) %0}~ < s {L1-AQUBNGIH-PEOD) EIDUBIRYP E| BlEd [R18IE|q %6 Ol 1P T1  Q:]< YESY 8P sojny} SA PEOD &p pEpUOLBJUI ON
1Is [8'66:'2'06] 686  GEL-M
1S [8'66:9'05] 886 v %08 < s [eaelq %56 O 18P 11 L1-AMOVUS|\ ep pepiolusBounuiul
Is TEL ‘
[6eZ 1el] 00 A L L-ADUSIGIH
IS [zrzieet] 00 0 %0}~ < 59 (LL-ADUSINGH - LL-AMOYUSIN) euaiayp &) ered [esielq %56 01 PP 11 §i)2 vaSU op soimy  SA LLAMOVUSIN 9p pepliousjul oN
oplidwna
oua)in? [%ce o1l Jojepn  odniBolasg SOl2}4D  UOQ[DBIOIEA 3P OLIDJID oanalqo

‘(sisop eyeND ap ase ‘d1V peploluabounwiul ap apoyod :sajedioulid SoAlaldo)
pepa ap sasaW g1-G| O GL-Z| SO| B sopelsiuiwpe soo100d0buluaw souabjjue so| eled eloualaul ap SIS||eue |ap Sope)nsay ZelqelL

25



ES 2830035 T3

(e eiBojolas

3p sojep uejje) ‘(12) aibues ap
UQIDJBIIXS B| UOD uolaljdwno
ou ‘(y¢) elewud asel g| ajuel
-np sopeulwl@ ‘(¥) sa|qibajaul
‘() eplgiyoid BunoeA

B| UOJaIqI0al :SopeulwI@ 90|

(12) ojuaiinbas

|2 eled epiplad

‘(¢) oJusiwuasuod [ap
EpEJ|Ja] :Souopueqe #Z

(1) ono ‘(g) ojuaiw
-InBss |o e.ed epipsad
‘(%) ojuLIWIUBSUOD |3p
epeljal :souopueqe ¢|

() e)fOjOIDS

ap sojep ueye} (02)
aiBues ap ugIoeIIXS B
uoo uoJaldwno ou (g})
ellewud ase} e| sjueinp
sopeulwld ‘() salqiBajaul
‘(01) epiqiyold eunoea g
uoJaIgIoal :Sopeulwld L9

(z2) olusiwinbas

| eled epiplad

‘(z) ojuslwnuasuod |ap
epeljjal 'souopueqe ¢

(z) sono (gL) cwalwinBas
|2 eled epiplad (¢) oy
-UaiWijuasuod |ap epelpal
‘(¢) ojooojoud |op ugioe|oIA
‘(1) sanelb sosianpe
"JUODE SOUOpPUBQE G|

(z2)

e)Bojoias ap sojep ue)el
‘(gg) a1bues ap uglooe.Xa
E| Uoo uoJla|dwno

ou ‘(4z) euewnd

9se} g| ajueInp sop
-eujwie ‘(¢1) sa|qibajaul
'(9) uploezyiojes|e ap ojje}
‘(£1) epiqiyold eunoea g
uoJa|qioal :opeulwl@ €Z1

(g2) olusiwinBas

| eJed epipiad

‘(1) ojus|WwipUasUOD |ap
epellal :souopueqge 9g
(¢) souj0

‘(+1) ocuaiwinbas |2
e.ed epiplad ‘(g) olpnjsa
9p eale |op Ope|sel)

() ojuBIWIIUSSUOD [2p
epedijal ‘(z) ojooojoud |ap
uoloe|oIA ‘() soslanpe
"JUODE :Souopuede /7

(¢) eibojosas

ap sojep uejfe} ‘(z})
alBues ap ugIoRIXS B
uod uosaldwno ou ‘(g})
elewd asey e| sjuelnp
sopeulwifa (7) sejqibajeur
‘(¢) epiqiyoud eUnOEA B
uolalqIoal :SopeuIl|d §g

(6) oyusiwinbas
|o esed epipiad
‘(1) oyueIwRUasSUOD [op
epelnal ;souopuede (|

(1) sono
‘(G) ojuaiwinbas fo eled
onEoQ .souopuege 9

dlV _um—u_o_cmmoczc._:_
ap sloyoo
B| 8p Sopeulw|3

epipuaixa pepunbas

e| op ojuaiwinbas ap
8se) B| ap ugioeZIjeul
B| 8p S8)UB SOUOpUEBQY

0Ipn)sa |ap eAloe
asej | ap uopez|jeul
B| 9p Sajue souopueqy

peod

11-AJUsqiH

odnig

11-AMOVUSi

[0J3u09)

"(dLY) ojooojoid unbses ajoyoo g

ap uoJeulwl@ 8s 0 Olpnjsa |8 Uoleuopuege sojalns so| anb so| Jod soAjow so| aiqos sajejaq :(eejuawajdwos) ¢ ejqel

26



ES 2830035 T3

(€01) 81
(€Z8) vl

8L-Gl
(#9°0) €61

GLL=N

|o13u09

(9') 62 (5'6) 91

(8'28) 162 (v'LL) 081

€'y (000

(000 (9'0) 1

Loz (90)

(000 (000

(€0) 1 (9'0) 1

(€'0) 1 (0'0)0

(000 (0'0)0

(0'9) Gl (€'11) 6l

(S'¥5) g9l (8'av) 28

(S'G) 8EL (z'19) 98

8L-Gl 116}

(09'0) g'sl (#50) €6l
€0E=N

peo) 891 = N LL-AQU9NAIH

(8°2) ¥2
(9'8L) €42

(€0) 1

(L0L)ge

(5'15) 651

(S'8%) 0G1

8L-Gl

(€5'0) 251

60€=N
LL-AMOVU3N

ojod0ojoud unbes = 41y
Jlepue)sa uoioeInsap = 3¢
epep elobejes eun ua sojsins ep afejusdiod / osswinu = %u
sojalhs ap [ejo} osawinu = N
(%)u so50
(9%)u soadoin3/sodiseone)
(%)u soueaLljeaoN/sagey
(9%)u 0oLIoBY [P SOUB|S|/SOUEBIEMEY SOAEN
(%)u odneise sjsepng
(9%)u sesauoder
(%)u 8pusuQ ouela
(%)u Ingjoua) [op soaljeisy
(9%)u BYSE|Y BP SOAIRN/SOUBILIBLE SOIpU|
(9%)u SoUBDLBWEOLY/SOUBILY ezey

(%)u saIqUIOY

(%)u sasslny oxeg

oeR| (sosaw)

(30) e 9 EYISIA €| Us pep3
ealjsiiajoele)

(sisop euena ase4 ‘d1Y peploiuaBountwuul ap aJoyoo) seoljelfolsp seols|iajoeles se| ap uawnsay :(euejuswsjdwon) ¢ ejgel

27



ES 2830035 T3

(91000 00 0 (6000 00 0 (91000 00 0 €1 00:2Z0 L BlB)UBXT
(6501 92 9 (6992 ¥y 8l @9zl 1'e ) (61722 9l BWaz03
(9'L'0'0) 00 0 (60:0°0) 00 0 (91000 0°0 0 €100z L Esojuewealpaw ugiodnig
(V'Z'00) ¥'0 | (L'z'z0) L0 £ (F'z'00) ¥0 b 0z 1oL £ 0}OBJUOD 8P sheulaq
(L'el'0) 60 4 Gvizyve 0l (9'110'0) 00 0 Lzv'o)iz g eoidoje sniewaq
(F'2'0'0) ¥'0 L (6000 00 0 (F'2:0°0) ¥'0 L 0z 1'0)i'0 ) eolbig|e speWISg
(9'L'0'0) 00 0 (6'0°0'0) 00 0 (r'2'0°0) ¥'0 L (60 0°0) ‘00 0 ejeole padoly
(L'e'z'L) 0%t L (2e'5'0) 6 9 (75700 L) ¥ (rz'e’0) 60 ¥ ealbigle shiury
(6%:200 12 g (l'e'g'1) 62 zl (ryis0) 21 4 @viee 0l leinbuoiq peplAjoeeLediH
(Le'eo el € (G'e L0 11 i (L'eL'0) 60 4 Gv'e1) e 1 BWSY
(F'2'0'0) v0 ! (60'00) 00 0 (9'h'0'0) 00 0 (6'0'00) 00 0 e|uojodiH
(9'L°0'0) 00 0 (7'L00) 2'0 L (9'L:0'0) 00 0 (6'0:070) 00 0 eAnosjes v Jod elousioyepounuwu
(€v's'0) ') 4 @108 Z (L'ef1'0) 60 Z 0Z'1'0 L0 ) leucioelss eibialy
(9'L'0'0) 00 0 @11060 Z (F'z:00) ¥'0 b 11060 4 sajdninw seifia)y
(vz'00) ¥'0 l ®11°0870 Z (9'L 000 00 0 (€1:00720 l a3 e| & elbis|y
(r'z'0'0) ¥'0 | (6'0°0°0) 00 0 (91 :0°0) 00 0 (2110060 4 pepiiqisussiediy
(L' 10 60 4 (8'111°0) 60 z (v'2'0°0) 70 b (Lz¥v'olz g eLejusulle elbiely
(67'2'0 1z g ronee 6 29z 1t L B7'r'1)8e zl EoibglooBuLE) PEplIqISUes.ediH
{Loziiies o ozl 99 (lnwe9Ln e (661 1721)G'GL L9  ©PIUOI pEpawielus ap UgpLiede eAanN
- Gianey o @eizvve @ beyer W (61169  0€ ovY
(£1si98e) sk 0L (loo'codiess x| I9ske)iig on (F196'18) 195 b2 BUIOJUS UN SOUBW Y
(%56 21) % u (%56 21) % u (%56 21) % u (%56 1) % u
€€T=N 60F =N 62¢=N ZEh=N
[ou09 peo) LL-AQUBNGIH LL-AMOVUS

(sisop epeno A euewid siSOp ap SaSE] ‘SISOP ELEND E| UOD SOPEUNJEA 3p [B]0} 8P SL0Y0D)
SISOp BlEno e| ap sondssp sasall 9 SO| BJSeY | SISOp B| apsap So0ol)10adsa SOsIaApe SOJUSILWIDSUodE uealjou anb sojeins ap alejusalod ‘G e|qeL

28



ES 2830035 T3

S|SOp BLEND B| 8p sendsap sasall g BISEY S|SOp BUEND E| 8psap,

Jouadns syuwn| = N Jouajul sjw)| = 77 019EX8 9,6 |8p EZUBJUOD 8p O|BAISIU| = %56 D
ZaA eUN souaW [e BLUO)S @ Uedyjiou anb sojelns ap afeuasiodiolewnu = 9
EPEJS|UILIPE S|SOP BUN SOUSLL |B U0J S0J3[Ns ap olaLunu = |y

YHAP2W [Pp sewsals|s & soueblo tod elewld uopesyse|d B| ap ajuswsius|puadapu)) opejuaWLadxa BULIOIUIS UN SOUSLW B = BLWIOIUIS UN SOUSLW |y

(G'0E 1BLIGPE L5 (e°0r '808) 6°GE Gl (3'0r 2'c8) Z°0F {6 (gt :1'p2) 0CE Grl sejouabin us uglusly

o lreesooz sy Geeudz)ece e Ryezwelese v Eweletdeur @ Ao )
{2056 1) % u (%56 DI} % u (%456 D1} % u {256 1) % u
£EZ=N 60F=N 6ZZ=N ZEh =N

loxuo) peo) LL-ADUBHGIH LL-AMOYUSW

29



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

