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DESCRIPCION
Inactivacion de patégenos con peroxido de hidrégeno para la produccién de vacunas.
Campo

La presente divulgacion versa acerca del campo de las vacunas. Mas especificamente, la divulgacién versa acerca
de procedimientos para preparar vacunas como se define en las reivindicaciones.

Antecedentes

Los procedimientos actuales utilizados para inactivar patégenos vivos en la produccién de vacunas implican el uso
de agentes quimicos tales como formaldehido o betapropiolactona para modificar quimicamente el material genético
del patégeno. Sin embargo, existen pruebas sustanciales de que ambos agentes son carcinégenos humanos y
animales. Por ejemplo, estudios en ratas expuestas a formaldehido mediante inhalacion han mostrado que el
formaldehido induce carcinomas de células escamosas de la cavidad nasal. Ademas, se ha mostrado que el
formaldehido es genotbxico in vitro e in vivo. Tanto la genotoxicidad y la citotoxicidad desempefian un papel
importante en la carcinogenicidad del formaldehido.

Aunque la concentracion de formaldehido en las vacunas es normalmente baja (inferior al 0,02%), esto representa
hasta 50-100 microgramos de formaldehido por dosis inyectada en muchas vacunas (por ejemplo, la vacuna contra
el antrax producida por Bioport Corp. contiene 100 microgramos/ml de formaldehido como un conservante) y supone
un riesgo potencial debido al nimero de vacunaciones que recibe una persona en el curso de su vida.
Particularmente peligrosa es la cantidad de formaldehido inyectada en bebés y en nifios pequefios en el curso de
maultiples vacunaciones rutinarias de su nifiez. Aunque la cantidad de formaldehido en cada dosis de vacuna es
pequefia, la cantidad combinada puede llegar a ser sustancial.

De forma similar, ia betapropiolactona, que es utilizada en la inactivacion del virus de la rabia, puede producir una
reaccion inmunitaria compleja cuando se combina con otros componentes de la vacuna de la rabia. Ademas, se ha
mostrado que produce carcinomas, linfomas y hepatomas de células escamosas en ratones.

El documento GB933711 da a conocer un procedimiento para la produccion de vacunas en el que se atenta un
endoparasito metazoario.

Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar una altemativa no téxica de bajo coste al formaldehido y a la
betapropiolactona para la inactivacion de patégenos vivos, tales como virus. Los procedimientos dados a conocer en
el presente documento abordan esta necesidad, y proporcionan beneficios sustanciales no descritos anteriormente
en la técnica.

Resumen

La presente divulgacion proporciona procedimientos para producir una composicion inmunogénica tal como una
vacuna (por ejemplo, procedimientos para preparar un medicamento) que contiene un patdégeno viral inactivado, tal
como un patégeno viral completo inactivado, como se define en las reivindicaciones. Los procedimientos implican
poner en contacto el patégeno viral con una disolucién que incluye una cantidad eficaz de un agente oxidante, tal
como peréxido de hidrégeno, durante un periodo suficiente como para volver al patégeno viral no infeccioso. Los
procedimientos dados a conocer tienen como resultado una composicién de vacuna libre de conservante que esta
sustancialmente libre de peréxido de hidrégeno, sin la necesidad de ninguna etapa intermedia de purificacion.

Los procedimientos dados a conocer en el presente documento son adecuados para la preparacion de
composiciones inmunogénicas (por ejemplo, vacunas) para una amplia variedad de pat6genos virales.

También se dan a conocer composiciones inmunogénicas, tales como vacunas que contienen un patégeno viral
inactivado. Por ejemplo, la composicion (o el medicamento) puede ser una composicién inmunogénica liofilizada (por
ejemplo, una preparacién de vacuna) que contiene un patégeno que conserva uno o mas epitopos antigénicos
predominantes del patégeno viral biologicamente activo a partir del que fue preparada. La composicion liofilizada
esta libre de conservantes y libre de cualquier agente de inactivacién. La composicion también puede ser un liquido
preparado al reconstituir la composicion liofilizada en un diluyente farmacéuticamente aceptable. Opcionalmente, la
composicion puede incluir un adyuvante adecuado que aumenta la eficacia antigénica del antigeno. También se
describen procedimientos para suscitar una respuesta inmunitaria en un sujeto al administrar las composiciones que
contienen un patégeno viral inactivado.

Lo anterior y otros objetos, caracteristicas, y ventajas de la invencion serdn mas evidentes tras el estudio de la
siguiente descripcion detallada y de las figuras adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos
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La FIG. 1 es un grafico de barras que ilustra los resultados de un ELISA que mide la antigenicidad de distintas
preparaciones de antigeno del virus vaccinia (VV) en comparacion con un virus vivo no tratado. En cada caso, se
utilizaron cantidades idénticas de antigeno del virus para revestir la placa ELISA y se utiliz6 suero humano de un
voluntario inmune al virus vaccinia (Dryvax; vacuna viva contra la viruela) para determinar cuan bien podia ser
reconocido el antigeno inactivado del virus por el suero inmune al VV. Se muestran los resultados de distintos
procedimientos de inactivacion de izquierda a derecha: virus vaccinia vivo-sin tratamiento de inactivacion; 100 °C
durante 10 minutos; 56 °C durante 2 horas; 1% de formaldehido; luz UV-5 julios; luz UV-10 julios; 3% de H20,. Se
indica el valor de titulacion en el eje Y.

La FIG. 2 es un grafico de lineas que ilustra los resultados de un ELISA que mide anticuerpos especificos contra el
virus vaccinia después de la administracién de vacunas contra el virus vaccinia preparadas utilizando distintos
procedimientos de inactivacion (e virus vaccinia (VV) vivo; O suero previo a la vacunacion; » VV inactivado con 1 pug
H202; O VWV inactivado con 0,1 pg H202; A VV liofilizado inactivado con 1 ug H,O,; A VV liofilizado inactivado con
0,1 ug H.0; @ VV dializado inactivado con 1 ug H202; & VV dializado inactivado con 0,1 ug H20). Se muestra la
puntuacién ELISA en el eje Y y los dias posteriores a la infeccién estan indicados en el eje X.

La FIG. 3 es un grafico de barras que ilustra la inactivacion de un patégeno ejemplar en un amplio intervalo de
concentraciones de H20.. La titulacién de virus vivo estd indicada en el eje Y (ufp/ml) y el % de H20, est4 indicado
en el eje X.

La FIG. 4A es una serie de graficos de puntos que muestran un analisis de citometria de flujo de subconjuntos de
células T CD4+ y CD8+ especificos a antigenos después de la administracion de vacunas contra el virus vaccinia
preparadas con distintos procedimientos de inactivacion (de izquierda a derecha: virus vivo; virus inactivado con
H20.; virus inactivado con formaldehido; virus inactivado con calor; y virus inactivado con luz UV). La FIG. 4B es un
grafico de barras que ilustra la medicién de titulaciones de anticuerpos neutralizantes especificos para el virus
vaccinia (eje Y) después de la administracion de vacunas preparadas mediante distintos procedimientos (de
izquierda a derecha: inactivadas con H>O; inactivadas con formaldehido; inactivadas con calor; inactivadas con luz
UV y virus vivo). La FIG. 4C es un grafico de barras que ilustra los resultados de un ELISA que detecta anticuerpos
especificos contra el virus vaccinia (eje Y) después de la administracion de vacunas contra el virus vaccinia
preparadas mediante distintos procedimientos (de izquierda a derecha: inactivadas con H,Og; inactivadas con
formaldehido; inactivadas con calor; inactivadas con luz UV y virus vivo).

La FIG. 5A es un grafico de barras que ilustra la titulacion de virus (ufp/ml) de varios patégenos virales inactivados
distintos (+) con un 3% de H20. o sin tratar (-). De izquierda a derecha: virus de coriomeningitis linfocitico (LCMV);
virus vaccinia (VV); virus de la viruela del simio (MPV); virus de la fiebre amarilla (YFV); y virus del Nilo occidental
(WNV). La FIG. 5B es un gréfico de barras que ilustra la inactivacion del LCMV en un amplio intervalo de
concentraciones de H>O,. La titulacién de virus se indica en ufp/mi.

Descripcion detallada
Introduccién

La presente divulgacion proporciona procedimientos para producir composiciones inmunogénicas, tales como
vacunas, al exponer a los patégenos virales a un agente oxidante, tal como peréxido de hidrégeno. El peréxido de
hidrégeno posee una actividad antimicrobiana de amplio espectro, e inactiva de forma eficaz una amplia gama de
patégenos, incluyendo los virus, las bacterias, y los parasitos. Normalmente, se han preparado vacunas no
replicativas al tratar patégenos vivos con luz ultravioleta (inactivacién con fuz UV), con calor (inactivacion con calor)
o mediante una inactivacion quimica con agentes toxicos y carcinogénicos, tales como formaldehido y
betapropiolactona. Aunque se ha utilizado el peréxido de hidrogeno para producir proteina purificada de toxina
Pertussis para su uso en vacunas (véase, por ejemplo, Ibsen y otros, Vaccine 14: 359-368, 1996), la utilidad del
peréxido de hidrégeno en la produccién de composiciones de vacuna a partir de patdégenos vivos no ha sido
reconocida anteriormente.

La inactivacion con un agente oxidante, tal como per6xido de hidrégeno, proporciona varios beneficios significativos
en comparacién con una inactivacion con luz UV, una inactivaciéon con calor o una inactivacion con formaldehido o
betapropiolactona. El peréxido de hidrégeno es significativamente mejor que cualquiera de los otros procedimientos
para el mantenimiento de epitopos inmunogénicos. Por lo tanto, la inactivacion con peréxido de hidrégeno produce
una composicién inmunogénica muy eficaz, tal como una vacuna, que puede ser utilizada para producir una
respuesta inmunitaria que es mucho mas probable que sea protectora contra una infeccion subsiguiente por el
patégeno vivo que las vacunas producidas utilizando procedimientos que desnaturalizan los epitopos
inmunolégicamente importantes.

A diferencia de oros agentes quimicos de inactivacion, tales como formaldehido o betapropiolactona, el peréxido de
hidrégeno puede ser eliminado sustay otrosncialmente o por completo de la composicién de la vacuna mediante
liofilizacion. Por lo tanto, una disolucion que contiene un patégeno y peréxido de hidrégeno puede ser dispensada en
viales estériles y puede ser liofilizada. Durante el procedimiento de liofilizacion, se elimina el per6xido de hidrégeno
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en forma de vapor, dejando tras de si una composicion estable y estéril de vacuna, que puede ser almacenada
facilmente hasta que sea necesaria. Antes de su uso, la vacuna puede ser reconstituida utilizando un diluyente
farmacéuticamente aceptable para facilitar la administracion mediante medios convencionales de administracion.
Esto permite la produccion de una composicion estérl de vacuna que no contiene cantidades dafiinas de
compuestos téxicos y carcinogénicos, aumentando de ese modo la seguridad de la vacuna.

Ademas, después de la inactivacién con peréxido de hidrogeno, no existe la necesidad de afiadir un conservante (tal
como timerosal) a la composicién resultante de la vacuna. Se puede mantener la composicién estéril durante
periodos prolongados de tiempo en el estado liofilizado, haciendo innecesaria la adicion de conservantes
potencialmente téxicos. Por lo tanto, en ciertas realizaciones, las composiciones estan sustancialmente o
completamente libres de conservantes. Por supuesto, se pueden proporcionar opcionalmente conservantes en la
composicion.

Por lo tanto, un aspecto de la divulgacién versa acerca de un procedimiento para producir una composiciéon
inmunogénica, tal como una vacuna (por ejemplo, procedimientos para preparar un medicamento) que incluye un
patégeno viral inactivado, como se define en las reivindicaciones. Este procedimiento tiene como resultado la
produccién de una composicion que contiene un patégeno viral inmunolégicamente activo no infeccioso. Es decir, el
patégeno viral inactivado conserva los epitopos inmunolégicos predominantes del patégeno viral infeccioso a partir
del cual estd producido. Normalmente, el patégeno viral inactivado conserva un epitopo inmunolégicamente
dominante, o mas de uno, que suscita una respuesta inmunitaria protectora contra el patégeno viral. Este
procedimiento es adecuado para producir una composicién inmunogénica (por ejemplo, una vacuna) que contiene
patégenos virales inactivados. Opcionalmente, la composicion contiene mas de una especie o cepa de patégeno,
por ejemplo, la composicion es una vacuna combinada. En un ejemplo, la composicién puede incluir una pluralidad
de virus, por ejemplo, virus de la parotiditis, virus del sarampion y virus de la rubéola. La composicion también puede
incluir una pluralidad de patégenos seleccionados de distintas clasificaciones (familias) de organismos.

El procedimiento implica poner en contacto el patégeno viral con una disolucién que contiene una cantidad eficaz de
un agente oxidante, tal como peréxido de hidrégeno (H.02) durante un periodo suficiente como para volver no
infeccioso el patégeno viral. Opcionalmente, se purifica o se aisla el patégeno viral antes de ponerlo en contacto con
peréxido de hidrégeno. Normalmente, la disolucién incluye al menos aproximadamente un 0,1% de peroxido de
hidrégeno (p/vol), y puede contener hasta aproximadamente un 30% de peréxido de hidrégeno. Por ejemplo, la
disolucién puede incluir aproximadamente un 0,5% de peréxido de hidrégeno, aproximadamente un 1% de peréxido
de hidrégeno, aproximadamente un 1,5% de peréxido de hidrégeno, o aproximadamente un 2% de peréxido de
hidrégeno. En ciertas realizaciones, la disolucion contiene aproximadamente un 3% de peréxido de hidrégeno. Por
ejemplo, las disoluciones con un 3% de peréxido de hidrégeno son facilmente disponibles en proveedores
comerciales, al igual que las disoluciones con un 30%. Por lo tanto, 3% es una concentracién conveniente. Sin
embargo, por ejemplo, se puede utilizar cualquier concentraciéon entre aproximadamente un 0,1% y un 30%. El
tiempo suficiente para inactivar por completo un patégeno viral puede variar entre varios segundos (por ejemplo,
diez segundos) y aproximadamente dos horas. Por ejemplo, se puede poner en contacto el patégeno con la
disolucion de peréxido de hidrégeno durante aproximadamente cinco minutos o aproximadamente 30 minutos o
aproximadamente 1 hora. En general, el tiempo suficiente para inactivar el patégeno viral esta relacionado
inversamente con la concentracion de peréxido de hidrégeno en la disolucion de inactivacion, y puede ser
determinado empiricamente por una persona con un nivel normal de dominio de la técnica. La inactivacién puede ser
llevada a cabo con cualquier temperatura entre la de congelacion y la temperatura a la que se desnaturalizan los
epitopos inmunolégicamente relevantes. Mas habitualmente, el procedimiento de inactivacion se lleva a cabo a 4 °C
0 mas y por debajo de aproximadamente 42 °C. Por ejemplo, a menudo es conveniente llevar a cabo la inactivacion
a una temperatura ambiente o a aproximadamente 25 °C.

Entonces, se puede almacenar el patégeno viral inactivado durante periodos prolongados (por ejemplo, durante mas
de varios meses o mas de 1 afio). Entonces, la disolucién que contiene el patégeno inactivado puede ser
administrada directamente a un sujeto con el fin de suscitar una respuesta inmunitaria contra el patégeno, por
ejemplo, como una vacuna. Mas habitualmente, la disolucién que incluye el patégeno inactivado en la presencia de
peroxido de hidrégeno es liofilizada para producir una composicidn inmunogénica. La liofilizacion elimina parte, la
mayoria o incluso todo el peréxido de hidrogeno detectable de la composicion de la vacuna y, cuando se desea,
produce una composicién de vacuna que esta sustancialmente libre de peréxido de hidrégeno. La liofilizacion se
puede llevar a cabo esenciaimente mediante cualquier procedimiento conocido en la técnica, siempre que se
mantenga la temperatura por debajo de la que se produce una desnaturalizacion térmica de los epitopos
inmunogénicos. Por fo tanto, se puede lievar a cabo la liofilizacion después de una precongelacion de la disolucién
de peroxido de hidrégeno/patégeno o sin precongelacion (por ejemplo, a temperaturas ambiente superiores a la
congelacion, por ejemplo, utilizando un concentrador SPEED-VAC® bajo condiciones que mantienen la temperatura
ambiente entre aproximadamente 0 - 4 °C y aproximadamente 42 °C). Para el fin de fabricar composiciones
inmunogénicas, tales como vacunas, para la administracién a sujetos humanos o animales, la liofilizacién se lleva a
cabo normalmente segun procedimientos de fabricacion autorizados (GMP) para la produccién de vacunas.

Se pueden llevar a cabo la inactivacién y la liofilizacién sin ninguna etapa intermedia de procesamiento, tal como de
dilucién, de dialisis, de centrifugado, o de purificacion. Siempre que se dispense (o se reparta de forma alicuota) la
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disolucion de patdgeno/perdxido de hidrégeno en envases estériles limpios (por ejemplo, viales, ampollas, tubos,
etc.) antes de la liofilizacion, la composicion resultante de vacuna es estéril, y no necesita afiadirse ningun
conservante adicional antes de su administraciéon. Por ejemplo, si se va a administrar la composicion de vacuna en
una unica dosis, simplemente se suspende (o se disueive) la composicion liofilizada de vacuna en un diluyente
farmacéuticamente aceptable para producir una composicién liquida de vacuna libre de conservantes. En el caso de
que se prevea la composicion liofilizada de vacuna para multiples administraciones (por ejemplo, una administracion
secuencial multiple a un Unico sujeto, 0 una o mas administraciones a muitiples sujetos) el diluyente puede incluir un
conservante farmacéuticamente aceptable.

La divulgacion también versa acerca de composiciones inmunogénicas (por ejemplo, una vacuna) producidas segun
los procedimientos dados a conocer en el presente documento como se define en las reivindicaciones. Por ejemplo,
en una realizacion, la composicion (por ejemplo, el medicamento) es una composicion liofilizada que incluye un
patégeno viral inactivado que conserva uno o mds epitopos antigénicos predominantes del patégeno viral
biolégicamente activo. Normaimente, la composicién estd sustancialmente o completamente libre de cualquier
conservante o agente de inactivacion, tal como formaldehido o betapropiolactona. En otra realizacion, la
composicion es un liquido producido al suspender o disolver (solfubilizar) la composicién liofilizada en un diluyente
farmacéuticamente aceptable. Opcionalmente, el diluyente contiene un conservante. Opcionalmente, la composicién
de vacuna incluye un adyuvante. En forma liofilizada, el adyuvante puede ser, por ejempio, un adyuvante de
aluminio (por ejemplo, alumbre o una sal de aluminio). Tras la preparacién de una formulacién liquida a partir de la
composicion liofilizada de vacuna, el adyuvante puede ser una formulacién lipidica, por ejemplo, un aceite capaz de
formar una emulsion). El patégeno inactivado puede ser un virus, una bacteria, un hongo, o un parasito (por ejemplo,
un parasito protozoario).

La divulgacion también versa acerca de procedimientos para suscitar una respuesta inmunitaria contra un patégeno
viral al administrar las composiciones inmunogénicas. Normaimente, la respuesta inmunitaria es una respuesta
inmunitaria protectora que evita o reduce la infecciéon por parte de uno o mas patégenos. Por ejemplo, se puede
suscitar una respuesta inmunitaria en un sujeto al preparar una composicion al poner en contacto un patégeno con
una disolucion que contiene un agente oxidante tal como peréxido de hidrégeno durante un periodo suficiente como
para volver al patégeno no infeccioso; y al administrar la composicion a un sujeto, suscitando de ese modo en el
sujeto una respuesta inmunitaria (por ejemplo, una respuesta inmunitaria protectora) contra el patégeno. En algunas
aplicaciones se administra la disolucion a un sujeto sin eliminar el peréxido de hidrégeno de la disolucién. En otras
aplicaciones, la composicion se liofiliza, eliminando parte o la totalidad (o sustancialmente la totalidad) del peréxido
de hidrégeno. La composicion liofilizada puede ser administrada en forma de polvo (por ejemplo, como un polvo
disperso o como un microgranulado, por ejemplo, utilizando un dispositivo de inyeccién transdérmica de polvo
POWDERJECT®). De forma alternativa, se reconstituye la composiciéon liofilizada en un diluyente
farmacéuticamente aceptable para su administracién utilizando cualquier procedimiento adecuado para administrar
una vacuna a un sujeto, por ejemplo, inyeccioén intramuscular, intradérmica, transdérmica, subcutanea o intravenosa,
administracion oral, o intranasal u otra administracion de la composicién inmunogénica (por ejemplo, una vacuna) a
través de las mucosas.

Términos

A no ser que se explique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado entendido habituaimente por una persona con un nivel hormal de dominio de la técnica a
la que pertenece la presente divuigacion. Se pueden encontrar las definiciones de términos habituales en biologia
molecular en Benjamin Lewin, Genes V, publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9);
Kendrew y otros (eds.), The Encyclopedia of Molecular Biology, publicada por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-
632-02182-9); y Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference,
publicado por VCH Pubilishers, inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).

Los términos singulares “un”, “una’, “‘el’ y “la” incluyen referentes plurales, a no ser que el contexto indique
claramente lo contrario. De forma similar, se pretende que ia palabra “o” incluya “y”, a no ser que el contexto indique
claramente lo contrario. Se debe comprender, ademas, que todos los tamafios de bases o los tamafios de
aminodcidos, y todos los valores de peso molecular o de masa molecular, dados para acidos nucleicos o
polipéptidos son aproximados, y se proporcionan para la descripciéon. Ademas, se pretende que las limitaciones
numéricas dadas con respecto a concentraciones o niveles de una sustancia, tal como un factor de crecimiento,
sean aproximadas. Por lo tanto, cuando se indica que una concentracion es de al menos (por ejemplo) 200 pg, se
pretende que se comprenda que la concentracion es de al menos aproximadamente (o “alrededor de” o “~") 200 pg.

Aunque en la practica o para someter a ensayo la presente divulgacion se pueden utilizar procedimientos y
materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento, ahora se describen procedimientos y
materiales adecuados. El término “comprende” significa “incluye”. La abreviatura, “e.g.” estd derivada del latin
exempli gratia, y se utiliza en el presente documento para indicar un ejemplo no limitante. Por lo tanto, la abreviatura
“e.g.” es sindnima con la expresion “por ejemplo”.
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Para facilitar el estudio de las diversas realizaciones de la presente divulgacion, se proporcionan las siguientes
explicaciones de expresiones especificas:

Una “composiciéon inmunogénica” o “composicién de vacuna” o “vacuna” es una composicion de materia adecuada
para su administracion a un sujeto humano o animal que es capaz de suscitar una respuesta inmunitaria especifica,
por ejemplo, contra un patégeno. Como tal, una composicién inmunogénica o vacuna incluye uno 0 méas antigenos o
epitopos antigénicos. El antigeno puede estar en el contexto de un fragmento aislado de proteina o de péptido de
una proteina, o puede ser una preparacién parcialmente purificada derivada de un patégeno. De forma alternativa, el
antigeno puede estar en el contexto de un patégeno vivo o inactivado completo. Normalmente, cuando una
composicion inmunogénica 0 vacuna incluye un patégeno vivo, se atenta el patégeno, es decir, es incapaz de
causar una enfermedad en un sujeto inmunolégicamente competente. En ofros casos, una composicion
inmunogénica o vacuna incluye un patégeno inactivado (0 matado) completo. El patégeno inactivado puede ser bien
un organismo patégeno natural que, de lo contrario (si no estuviese inactivado), causaria una enfermedad en al
menos una porcién de los sujetos inmunogénicamente competentes, 0 un aislado 0 una cepa atenuados 0 mutantes
del patégeno. En el contexto de la presente divulgacion, las composiciones inmunogénicas y/o de vacuna contienen
un patégeno completo (natural, atenuado o mutante).

Una “respuesta inmunitaria” es una respuesta de una célula del sistema inmunitario, tal como una célula B, una
célula T, 0 un monocito, a un estimulo. En algunos casos, una respuesta inmunitaria es una respuesta de una célula
T, tal como una respuesta CD4+ o una respuesta CD8+. De forma alternativa, la respuesta es una respuesta de una
célula B, y tiene como resultado la produccién de anticuerpos especificos. En algunos casos, la respuesta es
especifica para un antigeno particular (es decir, una “respuesta especifica a un antigeno”). Si el antigeno esté
derivado de un patégeno, la respuesta especifica a un antigeno es una “respuesta especifica a un patégeno”. Una
“respuesta inmunitaria protectora” es una respuesta inmunitaria que inhibe una funcién o actividad perjudicial de un
patogeno, reduce la infeccion por parte de un patégeno, o reduce los sintomas (incluyendo la muerte) que resultan
de la infeccién por parte del patégeno. Se puede medir una respuesta inmunitaria protectora, por ejemplo, mediante
la inhibicién de una replicacion viral o formacién de placas en un ensayo de reduccion de placas o ensayo ELISA de
neutralizacion, o al medir la resistencia a un reto viral in vivo.

Una “cantidad inmunol6gicamente eficaz” es una cantidad de una composicion utilizada para suscitar una respuesta
inmunitaria en un sujeto. En el contexto de la administracion de una vacuna, el resultado deseado es normalmente
una respuesta inmunitaria protectora especifica a un patégeno. Sin embargo, para obtener una inmunidad protectora
contra un patdégeno en un sujeto inmunocompetente, normalmente se requieren multiples administraciones de la
composiciéon de vacuna. Por lo tanto, en el contexto de la presente divulgacion, la expresion inmunolégicamente
eficaz abarca una dosis fraccionada que contribuye, en combinacién con las administraciones anteriores o
subsiguientes, a conseguir una respuesta inmunitaria protectora.

Un “antigeno” es un compuesto, una composicién, o una sustancia que puede estimular la produccién de
anticuerpos y/o una respuesta de una célula T en un animal, incluyendo composiciones que son inyectadas,
absorbidas o introducidas de otra manera en un animal. El término “antigeno” incluye todos los epitopos antigénicos
relacionados. La expresion “epitopo” o “determinante antigénico” hace referencia a un sitio de un antigeno al que
responden las células B y/o T.

Los “epitopos antigénicos predominantes” son aquellos epitopos para los que se genera una respuesta inmunitaria
del anfitribn funcionaimente significativa, por ejemplo, una respuesta a anticuerpos o una respuesta de las células T.
Por lo tanto, con respecto a una respuesta inmunitaria protectora contra un patégeno, los epitopos antigénicos
predominantes son aquellos restos antigénicos que cuando son reconocidos por el sistema inmunitario anfitrién
tienen como resultado la proteccién contra la enfermedad causado por el patégeno.

Un “adyuvante” es un agente que aumenta la produccién de una respuesta inmunitaria de una forma no especifica.
Los adyuvantes comunes incluyen suspensiones de minerales (alumbre, hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio)
sobre las que se adsorbe antigeno; 0 una emulsién de agua-aceite en la que se emuisiona una disolucién antigénica
en aceite (MF-59, adyuvante incompleto de Freund). Se pueden encontrar detalles adicionales con respecto a
diversos adyuvantes en Derek O’Hagan Vaccine Adjuvants: Preparation Methods and Research Protocols (Methods
in Molecular Medicine) Humana Press, 2000.

La expresion “patégeno completo” hace referencia a un organismo patbégeno, tal como un virus, una bacteria, un
hongo o un parasito, que incluye todos, o sustancialmente todos, los constituyentes de la forma infecciosa del
organismo. Normalmente, un patégeno completo es capaz de una replicacién. No obstante, la expresion “patégeno
completo” es diferente de la expresion patégeno “natural’, y la expresiéon “patdgeno completo™ abarca la forma
natural, al igual que formas atenuadas y otras formas mutantes del organismo patégeno. Por lo tanto, un patégeno
completo puede ser un patégeno atenuado incapaz de causar una enfermedad en un anfitrion inmunocompetente,
pero, no obstante, incluye todos, o sustancialmente todos, los constituyentes de un patégeno infeccioso. De forma
similar, un patégeno completo puede ser una forma mutante del patégeno, que carezca de uno o mas genes
(naturales), y/o de proteinas intactos.
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Un “patdgeno inactivado” es un patégeno completo al que se le ha hecho incapaz de causar una enfermedad (por
ejemplo, se ha hecho que se vuelva no infeccioso) por medios artificiales. Normaimente, un patégeno inactivado es
un “patébgeno matado” que es incapaz de una replicaciéon. Un patégeno es no infeccioso cuando es incapaz de
replicarse o incapaz de replicarse hasta niveles suficientes como para causar una enfermedad.

Un “patégeno inmunolégicamente activo” es un patégeno que es capaz de suscitar una respuesta inmunitaria
cuando es introducido en un sujeto inmunolégicamente competente. La respuesta inmunitaria producida en
respuesta a la exposicion a un patégeno inmunolégicamente activo es idéntica con respecto a los epitopos
antigénicos predominantes a la producida por el patégeno infeccioso.

Un “agente oxidante” es cualquier agente que contribuye oxigeno, extrae hidrégeno, y/o extrae electrones en una
reaccion. Se puede determinar la potencia de un agente oxidante en funciéon de su potencial electrédico estandar,
teniendo los agentes oxidantes mas potentes el mayor potencial estandar (en voltios). El peréxido de hidrégeno
(H202) es un agente oxidante ejempiar con un potencial electrédico estandar de 1,78 voltios.

Una “disolucion que comprende perdxido de hidrégeno” incluye la combinacién de cualquier mezcla de un disolvente
y de peréxido de hidrégeno, que contienen més que una cantidad traza de peréxido de hidrégeno. Por ejemplo, una
disolucién de peréxido de hidrégeno puede incluir un 0,01% de peréxido de hidrégeno, 0,05%, 0,1% o mas de
peréxido de hidrégeno. Se pueden producir disoluciones que incluyen hasta un 90% o méas de perdxido de
hidrégeno, pero son muy inestables. Normalmente, las disoluciones de peréxido de hidrégeno disponibles
comercialmente no superan aproximadamente un 35% de peréxido de hidrégeno. Mas habitualmente, en el contexto
de los procedimientos dados a conocer en el presente documento el disolvente es agua, por ejemplo, agua
desionizada, o una disolucién salina tamponada acuosa. Normaimente, el término disolucién incluye disoluciones en
fase liquida y disoluciones en fase de vapor que contienen peréxido de hidrégeno. En aras de la coherencia, la
proporcion de peréxido de hidrégeno en una disolucion es dada como peso por volumen (p/vol).

La frase “sustancialmente libre de peréxido de hidrégeno” indica que no hay presente més que cantidades traza
(cantidades detectables empiricamente como de fondo) en la composicion.

El verbo ‘“liofilizar” significa secar por congelacién al vacio. El procedimiento es denominado “liofilizacion”. En
algunos casos, la muestra que va a ser secada (por ejemplo, deshidratada) es congelada antes del secado. En otros
casos, el material que va a ser secado es sometido al procedimiento de secado sin un cambio anterior de fase.
Durante el procedimiento de liofilizacion, la evaporacion del disolvente tiene como resuitado un enfriamiento de la
muestra hasta temperaturas inferiores a la temperatura de fusién de la mezcla de disolvente/soluto, lo que tiene
como resultado la congelacién de la muestra. Se elimina el disolvente de la muestra congelada mediante
sublimacién. Un producto que ha sido sometido a liofilizacion esta “liofilizado”. Segun se utiliza en la presente
divulgaciéon el término liofilizacién también abarca procedimientos funcionalmente equivalentes que aceleran el
procedimiento de secado sin exponer a la muestra a un calor excesivo, incluyendo, especificamente: deshidratacion
por aspersion y liofilizacion por aspersion.

En el contexto de la presente divuigacién “temperatura ambiente” hace referencia a cualquier temperatura dentro de
un intervalo de temperaturas entre aproximadamente 16 °C y aproximadamente 25 °C. Habitualmente, la
temperatura ambiente es entre aproximadamente 20 °C y 22 °C. En general, se utiliza la expresion temperatura
ambiente para indicar que no se gasta energia adicional enfriando (por ejemplo, refrigerando) o calentando la
muestra o la temperatura ambiente.

Un “conservante” es un agente que es afiadido a una composicién para evitar la descomposicién debida a un
cambio quimico o una accion microbiana. En el contexto de una produccién de vacunas, normalmente se afiade un
conservante para evitar un crecimiento microbiano (por ejemplo, bacteriano o fungico). Ei conservante mas comun
utilizado en la produccion de vacunas es timerosal, un compuesto organico que contiene mercuno. Por lo tanto, la
expresion “libre de conservante” indica que no se afiade (ni hay presente) ningin conservante a la composicion.

El término “purificacién” (por ejemplo, con respecto a un patégeno o una composicion que contiene un patégeno)
hace referencia al procedimiento de eliminar componentes de una composicién cuya presencia no es deseada. La
purificacion es un término relativo, y no requiere que todas las trazas del componente no deseado sean eliminadas
de la composicién. En el contexto de la produccién de vacunas, la purificacion incluye tales procedimientos como la
centrifugacion, la didlisis, la cromatografia de intercambio iénico, y la cromatografia de exclusién por tamafios, la
purificacion o precipitacién por afinidad.

El adjetivo “farmacéuticamente aceptable” indica que el sujeto es fisiolégicamente aceptable para ser administrado a
un sujeto (por ejemplo, un sujeto humano o animal). Remington's Pharmaceutical Sciences, de E. W. Martin, Mack
Publishing Co., Easton, Pensilvania, 152 edicién (1975), describe composiciones y formulaciones (incluyendo
diluyentes) adecuadas para una administracion farmacéutica de composiciones terapéuticas y/o profilacticas,
incluyendo vacunas.

En general, la naturaleza del diluyente dependera del modo particular de administraciéon que se esté empleando. Por
ejemplo, las formulaciones parenterales normalmente comprenden fluidos inyectables que incluyen fluidos
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farmacéutica y fisiolégicamente aceptables tales como agua, suero fisiologico, disoluciones salinas equilibradas,
dextrosa acuosa, glicerol o similares como un vehiculo. En ciertas formulaciones (por ejemplo, composiciones
sdlidas, tales como formas de polvo, de pildora, de comprimido, o de capsula), no se emplea un diluyente liquido. En
tales formulaciones, se pueden utilizar vehiculos sélidos no tdxicos, incluyendo por ejemplo, calidades farmacéuticas
de manitol, lactosa, almidén o estearato de magnesio.

La frase “procedimiento de fabricacién autorizado” o “GMP”, con respecto a métodos y procedimientos empleados
en la produccion de vacunas, hace referencia, especificamente, al conjunto de métodos, de protocolos y de
procedimientos establecidos por la United States Food and Drug Administration (FDA). La Organizacién Mundial de
la Salud promulga recomendaciones y directrices similares. La abreviacién “cGMP” designa especificamente
aquellos protocolos y procedimientos que estan autorizados actualmente por la FDA (por ejemplo, segun el codigo
21 de las Normativas Federales, partes 210 y 211, disponible en la red mundial de Intemet en fda.gov/cder/dmpq).
Los procedimientos acordes con cGMP pueden variar con el paso del tiempo. Se puede adaptar cualquier
procedimiento dado a conocer en el presente documento seguln los nuevos requerimientos de cGMP segUn ordena
la FDA.

Inactivacion de patégenos virales con peréxido de hidrégeno

Los efectos antimicrobianos del peréxido de hidrégeno han sido bien establecidos desde al menos el principio de la
década de 1960, y el per6xido de hidrégeno (por ejemplo, vapor de per6xido de hidrogeno) se utiliza de forma
generalizada para descontaminar superficies en aplicaciones de fabricacién y médicas/quirirgicas. No obstante, la
utilidad del peréxido de hidrégeno en el contexto de la produccién de vacunas no ha sido reconocida anteriormente.
La inactivacion de patdégenos con perdxido de hidrégeno proporciona varias ventajas con respecto a otros
procedimientos de produccién de vacunas a partir de patégenos vivos. Destacada entre estas es la conservacion de
epitopos antigénicos. A diferencia de procedimientos que utilizan formaldehido, propiolactona, una irradiacién con
luz ultravioleta, y/o calor para inactivar los patégenos vivos, la inactivacion con peréxido de hidrégeno no tiene como
resuftado la destruccion (por ejemplo, mediante degradacion, alquilacién o desnaturalizacién) de los epitopos
antigénicos. Por lo tanto, los procedimientos descritos en el presente documento permiten la producciéon de
composiciones de vacuna que contienen patdégenos inactivados que conservan las propiedades inmunolégicas del
patogeno vivo, proporcionando una composicion de vacuna (inmunogénica) mas inmunolégicamente eficaz.

Aunque ni la irradiacién con luz ultravioleta ni la inactivacién con calor dejan ningln residuo toxico ni carcinogénico
después de la inactivacion, ambas tienen como resultado una desnaturalizacién significativa de los epitopos
antigénicos, reduciendo la eficacia de la preparacién antigénica. Ademas, la irradiacién con luz ultravioleta es
sumamente sensible a la calidad de la preparacién del patégeno, dado que la luz UV es incapaz de penetrar
disoluciones densas, especialmente las que contienen materia particulada, tales como agregados de patégenos
formados durante el procedimiento de preparacion. Esta penetracién incompleta hace que el procedimiento sea
demasiado poco fiable para una produccion rutinaria de vacunas.

Se pueden utilizar formaldehido y propiolactona con resultados coherentes para obtener una inactivacién completa
de una variedad de patégenos. Sin embargo, ambos agentes dejan tras de si contaminantes toxicos y
carcinogénicos, que se ha mostrado que son perjudiciales para la salud del ser humano.

Debido a que el peroxido de hidrogeno es bien tolerado por sujetos humanos y animales en pequefias
concentraciones (concentraciones inferiores a aproximadamente un 3% o un 1%, o menos), el patégeno inactivado
puede ser administrado directamente a un sujeto (por ejemplo, de forma subcutanea, intraperitoneal o intravenosa)
sin un procesamiento adicional sin efectos fisiologicos adversos significativos. De hecho, en algunas aplicaciones en
animales, simplemente se administra un patégeno inactivado en la disolucién de peréxido de hidrégeno utilizada
para inactivar el patégeno.

Aunque los sujetos humanos también toleran bien el per6xido de hidrégeno, existen pruebas de que el peréxido de
hidrégeno tiene efectos fisioldgicos adversos sobre el crecimiento celular. Por lo tanto, particularmente en
aplicaciones que suponen la administracion del patégeno viral inactivado a un sujeto humano, normaimente es
deseable eliminar de forma sustancialmente completa el per6xido de hidrégeno de la composicion de vacuna. Esto
puede hacerse de forma sencilla y eficaz al liofilizar la disolucién para eliminar el per6xido de hidrégeno. Sin
embargo, a diferencia de otros agentes quimicos de inactivacion, tales como el formaldehido y la propiolactona, no
se requieren etapas adicionales de purificacion para eliminar el peréxido de hidrégeno antes de un procesamiento
subsiguiente, y no queda ninglin contaminante toxico en la composicion liofilizada de vacuna si no se lleva a cabo
ningin procesamiento adicional para eliminar el agente de inactivacién. Esto simplifica mucho la produccién de
vacunas y el coste de su fabricacion. Los procedimientos de liofilizacion son expuestos con méas detalle a
continuacion en el presente documento. De forma alternativa, se puede eliminar el peréxido de hidrégeno mediante
dialisis.

Para fines de administracién directa y/o cuando un procesamiento subsiguiente no sigue inmediatamente (en el
tiempo) la inactivacion, el patégeno viral inactivado puede ser almacenado congelado en la disolucién de peréxido
de hidrégeno durante periodos prolongados de tiempo (por ejemplo, mas de 3 meses, mas de 1 afio) sin una pérdida
de actividad inmunogénica.
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Otro beneficio del uso de peréxido de hidrégeno para inactivar patégenos virales es el coste reducido y su facilidad
de uso. Hay disponible comercialmente peréxido de hidrégeno de calidad de reactivo de alta calidad como una
disolucion del 30% (normalmente entre 29 - 32%). Aunque se deben tomar precauciones al aimacenar peréxido de
hidrégeno a granel, debido a que el perdxido de hidrégeno concentrado es un agente oxidante potente que puede
ser inflamable y/o explosivo cuando es puesto en contacto con fuego, un 30% de peréxido de hidrégeno supone
poco riesgo al personal cuando es utilizado con un cuidado razonable para evitar la inhalacion de grandes
cantidades de vapor o un contacto directo con la piel y los ojos. El contacto con la piel, los ojos y el tracto respiratorio
puede causar irritacion, que puede ser tratada, en general, mediante enjuague o lavado cabal con agua limpia.
Cuando se utiliza en concentraciones menores (por ejemplo, a aproximadamente 0,1-10% o menos) el peréxido de
hidrégeno supone poco riesgo para la salud.

Aunque se describen las composiciones y los procedimientos dados a conocer en el presente documento con
referencia en particular al perdxido de hidrégeno, los expertos en la técnica apreciaran, que también se pueden
utilizar otros agentes oxidantes para inactivar patégenos con el fin de producir una composicién inmunogénica, tal
como vacunas, como se da a conocer en el presente documento. En la Tabla 1 se muestran ejemplos de agentes
oxidantes adicionales con sus potenciales electrédicos estandar. El uso de agentes oxidantes adicionales discurre
esencialmente como se describe en el presente documento con respecto al peréxido de hidrégeno, con la excepcion
de que se toman las precauciones apropiadas para garantizar una manipulacién segura del agente oxidante
particular. En general, cuando se preparan composiciones inmunogénicas tales como las vacunas, es deseable
seleccionar un agente oxidante que produce Gnicamente agua y un gas difusible como productos. Los ejemplos de
tales agentes oxidantes incluyen (ademas del peréxido de hidrogeno): Oz, Os, y NO3". Se apreciara que se pueden
utilizar otros agentes oxidantes en la produccion de composiciones inmunogénicas, sin embargo, la eliminacién de
subproductos puede suponer etapas adicionales de procesamiento. Por ejemplo, en ciertos casos el reactivo
oxidante produce un subproducto sélido que puede ser eliminado, por ejemplo, mediante filtrado o centrifugado.

Tabla 1: Potenciales electrédicos estandar de agentes oxidantes ejemplares

Potenciales electrodicos estandar en disoluciéon acuosa a 25 °C

Media reaccién catddica (reduccion) Potencial estandar E° (voltios)
Sn™ (ac) + 2e”-> Sn”” (ac) 0,15
Cu” (ac) + e -> Cu’ (ac) 0,16

ClOs (ac) + HzO () + 2e -> ClOs (ac) + 20H (ac) | 0,17

AgCl (s) + & -> Ag (s) + CTI (ac) 0,22

Cu™ (ac) +2e -> Cu (s) 0,34

CIOs (ac) + H,0 () + 2 -> CIOz (ac) + 20H (ac) | 0,35

10" (ac) + H20 () + 2 -> I' (ac) + 20H (ac) 0,49
Cu’ (ac) +e ->Cu(s) 0,52
I2 (s) + 2e” -> 2[" (ac) 0,54
CIOz (ac) + Hz0 () + 26 -> CIO (ac) + 20H (ac) 0,59
Fe™ (ac) + e -> Fe*' (ac) 0,77
Hg2" (ac) + 2e”-> 2Hg () 0,80
Ag’ (ac) +e ->Ag (s) 0,80
Hg*" (ac) + 2e"-> Hg () 0,85
CIO™ (ac) + H20 (I) + 2e” -> CI' (ac) + 20H" (ac) 0,90
2Hg” (ac) + 2" -> Hg:"" (ac) 0,90
NO3 (ac) + 4H" (ac) + 3e”-> NO (g) + 2H20 (I) 0,96
Brz (I) + 2e” -> 2Br (ac) 1,07
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Potenciales electrédicos estandar en disolucion écuosa a25°C

Media reaccion catédica (reduccion) Potencial estandar E° (voltios)
02 (g) + 4H’ (ac) + 4e -> 2H,0 () 1,23
Cr,07 (ac) + 14H’ (ac) + 6e™-> 2Cr°" (ac) + 7H.0 () | 1,33

Clz (g) + 2e -> 2CI (ac) 1,36)

Ce™ (ac) + € -> Ce” (ac) 1,44

MnOx (ac) + 8H' (ac) + 5 -> Mn> (ac) +4H:0 (1) | 1,49

H202 (ac) + 2H" (ac) + 2e -> 2Hz0 () 1,78
Co™ (ac) + e -> Co” (ac) 1,82
8205 (ac) + 2e” -> 2804 (ac) 2,01
Os (g) + 2H" (ac) + 2e - Oz (g) + H20 () 2,07
F2(g) + 2" -> 2F (ac) 2,87

Para inactivar un patégeno viral utilizando peréxido de hidrégeno, se hace crecer el patdgeno viral vivo hasta una
densidad deseada (por ejemplo, densidad de saturacién en cultivo), segun cualquier procedimiento aceptable en la
técnica para el crecimiento (por ejemplo, cultivar el organismo especifico). Normalmente, para patégenos celulares,
es deseable cultivar el patdgeno hasta una fase estacionaria; como tales, los organismos son generalmente mas
resistentes a tensiones en un procesamiento adicional que los cultiva en la fase logaritmica. Se puede monitorizar el
crecimiento en cultivo utilizando procedimientos conocidos en la técnica, tales como la medicién de la densidad
optica del cultivo utilizando espectrofotometria. Cuando el patégeno es un virus, se puede monitorizar el crecimiento
al titular el virus utilizando procedimientos estandar establecidos para el virus seleccionado. Por ejemplo, se pueden
encontrar los procedimientos para hacer crecer virus animales, por ejemplo, en DNA Viruses: A Practical Approach,
Alan J. Cann (ed.), Oxford University Press, 2000; Robinson y Cranage (eds.) Vaccine Protocols (Methods in
Molecular Medicine) Humana Press, 2003, y en referencias citadas en los mismos. Los procedimientos para cultivar
bacterias patégenas también son conocidos en la técnica, y pueden ser encontrados en Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 2® ed., tomos 1-3, ed. Sambrook y otros, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York, EE. UU., 1989. Los procedimientos para cultivar parasitos, tales como el paludismo, también
son conocidos en la técnica, por ejemplo, Denise Doolan (ed.) Malaria Methods and Protocols (Methods in Molecular
Medicine), Humana Press, 2002, y en referencias citadas en el mismo.

Normalmente, los organismos virales patégenos son purificados del medio en el que son crecidos o cultivados, y en
el caso de patégenos que se replican dentro de una célula son purificados de los otros componentes celulares. Por
ejemplo, se puede reducir la concentracién relativa de los componentes no patégenos de una suspensién que
incluye patégenos al menos un 50%, tal como aproximadamente un 70%, o hasta un 80%, o incluso en un 90%,
95% o mas, con respecto a una preparacién rudimentaria del patégeno. Los patégenos virales intracelulares pueden
ser aislados o purificados de los diversos componentes de las células que infectan mediante diversos
procedimientos conocidos en la técnica.

Normalmente, los virus para la produccion de vacunas son crecidos bajo condiciones controladas en una linea
celular certificada utilizando un medio de cultivo definido biol6gica y quimicamente segun procedimientos de cGMP.
Normalmente las células son infectadas con virus con una muitiplicidad apropiada de infeccion (MOI), y se mantiene
a las células en cultivo bajo condiciones y durante un periodo de tiempo suficiente como para permitir la replicacion
del virus hasta una titulacién elevada. Entonces, se cultivan las células mediante centrifugado (después de la
liberacién de la superficie de cultivo en el caso de células adherentes), y se vuelven a suspender en una disolucién
tamponada de forma apropiada. Para facilitar la recuperacion, la disolucién tamponada es normalmente hipoténica
con respecto a las células, lo que provoca que las células se hinchen. Opcionalmente, se agita periédicamente la
suspension celular para garantizar una exposicion mas uniforme de las células a la disolucién hipoténica. Entonces,
se lisan las células, por ejemplo, mediante homogenizacion, para liberar el virus. Se centrifuga el lisado para eliminar
materia particulada grande, tal como nucleos celulares, y se filtra el sobrenadante para eliminar restos celulares
adicionales. Entonces, se purifica adicionalmente el virus al estratificar el sobrenadante filtrado sobre un medio
adecuado de separacion, tal como sacarosa. Opcionaimente, se puede procesar adicionalmente el microgranulo
nuclear para aumentar la produccién viral. Se vuelve a suspender el microgranulo nuclear en tampén hipoténico y se
homogeniza. Se centrifuga el lisado nuclear y se filtra el sobrenadante resultante antes de que se estratifique sobre
un medio de separacion. Opcionalmente, se combinan las dos suspensiones virales para conseguir un gradiente de
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separacion volumétrica aproximadamente idéntico. Entonces, se procesa la suspension de medio de
separacion/virus mediante ultracentrifugado (por ejemplo, a 55.000 x g durante 1-1,5 horas a 4 °C. Se recoge el
virus en un microgranulo por medio de este procedimiento mientras que los restos celulares membranosos
permanecen en la superficie de contacto. Se elimina el sobrenadante (normalmente mediante aspiracion) y se
vuelve a suspender el microgranulo en tampén. Entonces, se puede evaluar el virus purificado en cuanto a su
recuperacién y su viabilidad (por ejemplo, al determinar la concentracién de proteinas y mediante ensayos de
placas, respectivamente). Si se desea, se puede congelar el virus recuperado y almacenar hasta su uso.

Se conocen en la técnica procedimientos similares para purificar patégenos no virales, tales como parasitos
intracelulares (por ejemplo, parasitos protozoarios, incluyendo Plasmodium falciparum y otras especies de
Plasmodium, Leishmania (sp.), Cryptosporidium parvum, Entamoeba histolytica, y Giardia lamblia, al igual que
especies de Toxoplasma, de Eimeria, de Theileria, y de Babesia).

Después de la purificacién, se puede volver a suspender el patégeno viral en un volumen conveniente de disolucién,
tal como agua u otra disolucién acuosa vehicular (por ejemplo, farmacéuticamente aceptable), tal como un diluto o
una disoluciéon salina fisiolégica. Se afiade peroxido de hidrégeno a la disoluciéon para inactivar el patégeno.
Opcionalmente, se pueden volver a suspender los patégenos directamente en una disolucion de peréxido de
hidrégeno. De forma alternativa, se puede afiadir peréxido de hidrégeno directamente al medio de cultivo sin una
purificacion anterior del patégeno. Este procedimiento puede ser deseable para volver a organismos sumamente
patégenos mas seguros (menos infecciosos) durante el procedimiento de producciéon. Se puede eliminar el peréxido
de hidrégeno mediante liofilizacién o mediante dialisis, o mediante diversos procedimientos de cromatografia como
se ha descrito anteriormente. De forma similar, cuando quedan en la disoluci6n componentes del medio u otros
contaminantes no deseados en la preparacion final de la vacuna, se pueden eliminar tales componentes utilizando
procedimientos conocidos en la técnica, por ejemplo, como se ha descrito anteriormente. Normalmente, las sales,
los azucares, y otros componentes tamp6n o del medio no son inmunogénicos, y muchos de tales componentes son
coherentes con las formulaciones autorizadas por la FDA. En tales casos, no existe la necesidad de eliminar estos
componentes de la preparacion. En algunos casos, se pueden afiadir sales o aziucares definidos (u otros
estabilizadores) para estabilizar las composiciones liofilizadas. El peréxido de hidrégeno es compatible con un
nimero de estabilizadores de vacuna (sacarosa, dextrosa, gelatina, albumina, etc.) utilizados en la industria y
reconocidos como comunes en la técnica. Una persona con un nivel normal de dominio de la técnica puede
determinar empiricamente las formulaciones especificas que son 6ptimas para cada patégeno.

La disolucion de inactivacion contiene una cantidad de peréxido de hidrégeno suficiente para volver a todos los
patégenos no infecciosos. Dependiendo de la densidad de los organismos en la disolucién final, y del tipo de
organismo, la cantidad de per6xido de hidrégeno puede variar. En general, la disolucién contiene al menos
aproximadamente un 0,03% de peroxido de hidrogeno. Mas habitualmente, la disolucién incluye al menos
aproximadamente un 0,1%, tal como al menos aproximadamente un 0,5% de peréxido de hidrégeno. Normalmente,
la disolucion contiene al menos aproximadamente un 1% de peréxido de hidrogeno. Debido a que esta faciimente
disponible comercialmente, a menudo la disolucién contiene aproximadamente un 3% de peréxido de hidrégeno. No
obstante, la disolucién puede incluir hasta un 30% de peréxido de hidrégeno, por ejemplo, aproximadamente un 5%,
o aproximadamente un 10%, o aproximadamente un 20% de peréxido de hidrégeno. El peroxido de hidrogeno de
calidad de reactivo adecuado para ser utilizado en la preparaciéon de vacunas esta disponible en una disolucién del
30%. Por lo tanto, aunque es posible utilizar concentraciones que superan el 30%, hay poco valor practico, y cierto
inconveniente practico al hacerlo. Se puede conseguir la inactivacién completa de la mayoria de patégenos con
concentraciones entre 0,03% y 5%, asi que hay poca ventaja practica en usar una disolucién que supere
aproximadamente un 3% de peréxido de hidrégeno.

Se mantiene (por ejemplo, incubado) el patégeno viral en contacto con el peréxido de hidrogeno durante un periodo
de tiempo suficiente como para inactivar todo el patégeno en la muestra. En general, el tiempo en la disolucion de
inactivacion esta correlacionado inversamente con la concentracién de peréxido de hidrégeno en la disoluciéon. Por
ejemplo, un patégeno seleccionado puede ser inactivado en una disolucién del 3% de peréxido de hidrégeno durante
un periodo mas breve de tiempo en comparacién con el periodo requerido en una disolucién del 0,03%. Se pueden
determinar empiricamente el periodo de tiempo y la concentracién de peréxido de hidrégeno para cualquier
patégeno. Por ejemplo, llevar a cabo la inactivacion en una disolucién que contiene un 3% de peréxido de hidrégeno
durante un periodo de aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente garantiza una inactivaciéon completa
(100%) de una amplia gama de patégenos.

Aunque la temperatura precisa no es importante, en general es deseable mantener la disolucién a una temperatura
inferior a la temperatura a la que comienza la desnaturalizacion de los epitopos antigénicos. Por lo tanto, en general
es preferente mantener la disolucién a una temperatura superior a 0 °C e inferior a aproximadamente 42 °C. Mas
habitualmente, la inactivacion se lleva a cabo a una temperatura ambiente o a aproximadamente 4 °C. Las personas
con un nivel normal de dominio de la técnica apreciaran que la inactivacion de patégenos utilizando peréxido de
hidrégeno es eficaz en una amplia variedad de condiciones, cualquiera de las cuales proporciona una inactivacién
completa de un patégeno de interés. Normalmente, se seleccionan las condiciones en aras de la conveniencia de
entre las condiciones que proporcionan una inactivaciéon completa.
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Aunque en general es mas conveniente suspender simplemente el patégeno seleccionado en una disoluciéon que
contiene una cantidad apropiada de peréxido de hidrégeno durante un periodo suficiente como para efectuar una
inactivacion completa del patégeno viral, hay disponibles procedimientos alternativos para poner en contacto un
patégeno viral con una disolucién que contiene peréxido de hidrégeno. Estos estan incluidos en los procedimientos
dados a conocer. Por ejemplo, se puede producir una disolucion de H20. al percolar O, u O3z a través de una
disolucion acuosa que incluye un donador de hidrégeno.

También se pueden utilizar esterilizadores de vapor de perdxido de hidrégeno para inactivar los patégenos virales
para la produccion de composiciones inmunogénicas. Los esterilizadores de vapor de per6xido de hidrégeno estan
disponibles comercialmente. Este tipo de aparato esta disefiado para la estenlizacién econémica de superficies, por
ejemplo, en el contexto de salas blancas de centros de produccion, y en entornos quirdrgicos y médicos. Aunque el
medio de produccién del vapor varia algo entre aparatos, un esterilizador de vapor de peréxido de hidrégeno
produce un vapor a partir de una disolucién concentrada (por ejemplo, 30%) de peréxido de hidrégeno, y esta
disponible, por ejemplo, en BioQuell, Pharmaceutical Systems, Inc. (VHYPER™), y en Advanced Sterilization
Products (STERRAD®). Cuando se utilizan tales dispositivos se establecen los pardmetros para garantizar que la
temperatura no supera aproximadamente 42 °C para evitar una desnaturalizacion térmica de los epitopos
antigénicos predominantes durante la inactivacion.

Aunque se pueden activar algunos patégenos en la fase de vapor al proyectar un aerosol que contiene el patégeno a
través del peréxido de hidrogeno en fase de vapor, mas habitualmente, el patdgeno que va a ser inactivado se
coloca sobre una superficie sélida (0 se adhiere o se inmoviliza de otra manera a la misma) cuando esta expuesto al
vapor de peréxido de hidrégeno. Esencialmente cualquier superficie sélida es adecuada como un sustrato para la
inactivacion de patégenos con perdxido de hidrégeno. Por ejemplo, se pueden utilizar placas o platos de cultivo
tisular, incluyendo placas de microtitulacion, al igual que alfileres, perlas, 0 membranas para proporcionar una
superficie sélida sobre la que exponer un patégeno al vapor de peréxido de hidrogeno. Normalmente, la superficie
sblida esta seleccionada en funcion de la compatibilidad con las etapas de procesamiento emprendidas para
recuperar el patdgeno para la produccién de vacunas. Por ejemplo, en los procedimientos de preparacion de
vacunas que suponen el filtrado o centrifugado del patégeno a través de una membrana (o filtro), la membrana
puede ser retirada del dispositivo de centrifugado o de filtrado y puede ser expuesta a vapor de peréxido de
hidrégeno para inactivar el patégeno recogido en la membrana. En otros casos, por ejemplo, cuando la composicién
de vacuna incluye el patégeno adherido a un vehiculo, el patdgeno esta expuesto al vapor de peréxido de hidrogeno
en el vehiculo. Los vehiculos adecuados para la formulacién de vacunas incluyen microesferas biodegradables, tales
como microesferas de acido poli(lactico/glicélico) (PLGA).

Liofilizacion de patégenos virales inactivados

Después de la inactivacion en bajas concentraciones (hasta aproximadamente un 10%, por ejemplo, entre 0,3% y
aproximadamente 3%) de perdxido de hidrégeno, se puede almacenar el patégeno viral inactivado (por ejemplo,
congelado en disolucién) o puede ser administrado a un sujeto sin un procesamiento adicional. No obstante, para la
mayoria de usos, especialmente la administraciéon a sujetos humanos, es deseable preparar dosis unitarias en una
forma conveniente para su distribucién. Para hacer esto, y para eliminar el peréxido de hidrégeno de la composicion
de vacuna, se puede liofilizar la disolucién. La liofilizaciéon en condiciones y formulaciones adecuadas tiene como
resultado una composicion inmunogénica (por ejemplo, una vacuna) que es estable durante periodos prolongados
de tiempo entre 4 °C y la temperatura ambiente (dependiendo del patégeno), y que puede ser distribuida facil y
econémicamente por todo el mundo utilizando la infraestructura existente de transporte. Los procedimientos para
liofilizar las composiciones de vacuna son bien conocidos en la técnica, y son explicados con mas detalle, por
ejemplo, en las patentes U.S. n°® 3.932.943; 4.134.214; 4.710.378; 4.622.222; 6.562.350; y 6.884.422, cuyas
divulgaciones estan incorporadas en el presente documento por referencia.

La liofilizacion se lleva a cabo cuando se somete a una mezcla de disolvente/soluto a un vacio, lo que tiene como
resultado la sublimacion del disolvente, y deja tras de si el o los solutos secos. Normalmente, es suficiente un vacio
de al menos aproximadamente 50 Pa para promover una sublimacién eficaz. Aunque se puede reducir mas la
presion, hacerlo tiene poco efecto sobre la tasa de secado, y bajo condiciones de presion muy reducida, se reduce la
eficacia de la sublimaciéon. Para la produccion de vacunas, a menudo es conveniente liofilizar la muestra del
patdgeno en receptaculos adecuados para su distribucion y administracion (por ejemplo, en dosis unitanias o en un
pequefio nimero de dosis mdiltiples). Mas habitualmente, el receptaculo es un vial de vidrio, que puede estar cerrado
herméticamente con un tapon de caucho. Tales viales estan disponibles sin problemas en volimenes de 2 ml, de 3
ml, de 5 mil y de 10 ml, aunque se puede utilizar cualquier volumen. También se pueden utilizar formatos alternativos
de receptaculo, incluyendo por ejemplo, ampollas de vidrio y jeringas (por ejemplo, véase la patente U.S. n°
6.605.064). Ademas, la composicion puede ser liofilizada sin consideracion especial por el receptaculo vy,
subsiguientemente, puede ser formulada para su administraciéon a un sujeto, por ejemplo, en forma de polvo, de
comprimido o de microgranulo. El protocolo 6ptimo para la liofilizacion puede ser determinado empiricamente para
cada patégeno viral seleccionado. A continuacion se proporcionan directrices generales para la liofilizaciéon de
composiciones que contienen patégenos inactivados.
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Aunque se puede lievar a cabo la liofilizacion simplemente al colocar una muestra liquida en una camara de vacio,
esto no es aconsejable en general en el contexto de la preparacion de vacunas dado que puede tener como
resultado una “espumacion” de la muestra, lo que puede tener como resuitado el dafio del antigeno. Para evitar la
espumacion, se puede congelar una muestra de patégeno antes de la liofilizacion. El procedimiento y la tasa de
congelacién dependen de varias consideraciones. En general, se utiliza una tasa de enfriamiento relativamente lenta
de entre 0,1 °C y 1,0 °C/minuto para promover el desarrolio de cristales de hielo grandes que son conducentes a ia
migracion de vapor. Sin embargo, las tasas de enfriamiento lentos no son Optimas, generalmente, para los
patégenos celulares, tales como las bacterias, los hongos y los parasitos. Bajo condiciones de enfriamiento lento, se
expone al patégeno a concentraciones crecientes de solutos, incluyendo cualquier sal y componentes del medio en
la muestra. Por lo tanto, las células deberian ser enfriadas mas rapidamente para evitar una exposicién prolongada a
solutos que pueden tener un efecto adverso sobre el patdgeno. Un enfriamiento a velocidades muy rapidas también
es perjudicial dado que el agua intracelular es incapaz de difundirse, lo que tiene como resultado daiios a las
células. Aunque un enfriamiento rdpido puede dar lugar a la formacién de cristales de hielo pequeios
desorganizados que no son 6ptimos para la liofilizacion, se puede remediar este probiema al recocer térmicamente
la muestra antes de la liofilizacién. El recocido térmico se lleva a cabo al calentar y reenfriar la muestra sin permitir
que la muestra se funda. De forma alternativa, se pueden utilizar aditivos, por ejemplo, crioprotectores, para evitar el
dafio al patégeno durante la congelacién. Los excipientes comunes farmacéuticamente aceptables que reducen el
dafio durante la liofilizacién incluyen la sacarosa y otros azicares, aminoacidos, tales como treonina y cisteina, y
tensioactivos, tales como Tween.

Como alternativa a la precongelacion, se puede liofilizar la muestra de patégeno viral con un centrifugado a baja
velocidad. Por ejemplo, se puede llevar a cabo una fiofilizacién en un aparato, tal como un concentrador SPEED-
VAC® (Savant), que incluye un centrifugador contenido dentro de una camara de vacio fijado a un sistema de
evacuacion para eliminar el vapor del disolvente. En tal aparato, se puede llevar a cabo la liofilizaciéon a una
temperatura ambiente superior a la de congelacion, siempre que se mantenga la muestra durante todo el
procedimiento por debajo de la temperatura a la que se produce la desnaturalizacién térmica de los antigenos. Por
ejemplo, como se expone en los Ejemplos, se puede llevar a cabo la liofilizacion de forma conveniente a temperatura
ambiente (o a 4 °C) en un concentrador SPEED-VAC®.

Después de la sublimacion del disolvente se puede sellar el receptaculo que contiene el patégeno viral inactivado
para mantener la esterilidad después de la retirada del aparato de liofilizacién. Mas habitualmente, se sellan los
viales de vidrio con tapones de caucho, que pueden ser penetrados por medio de una aguja de inyeccion para la
retirada de la composicion de vacuna después de la reconstitucion. Una ventaja de este sistema es que los viales
pueden ser cerrados herméticamente sin liberar el vacio, lo que garantiza la integridad de la muestra. Normalmente,
las ampollas de vidrio estan cerradas herméticamente después de la liberacion del vacio. Para preservar la
integridad del cierre hermético, y evitar la introduccion de aire ambiente, se puede llenar el vial con un gas estéril, tal
como argén o nitrégeno antes de cerrar herméticamente. Los gases inertes, tales como argén pueden proporcionar
una mayor estabilidad en comparacién con nitrégeno, si se espera que la composicion de vacuna vaya a ser
almacenada durante periodos prolongados de tiempo.

La liofilizacion proporciona un medio conveniente adaptable para producir una composicién estéril estable en el
contexto de la fabricacion comercial. No obstante, para ciertas aplicaciones, estan justificados procedimientos
alternativos. Tales procedimientos también son adecuados para procesar patégenos inactivados utilizando una
disoluciéon que contiene peroxido de hidrégeno. Por ejemplo, en aplicaciones en las que se va a administrar un
antigeno en combinacién con un adyuvante de alumbre-hidrogel, la liofilizacién no es apropiada dado que se altera
la estructura responsable de una mayor inmunogenicidad mediante la liofilizacién. En tales casos, pueden ser
preferentes procedimientos alternativos, tales como la liofilizacién por aspersion. La liofilizacion por aspersion puede
llevarse a cabo al pulverizar el alumbre-gel conjugado con el patégeno en nitrégeno liquido.

Reconstitucion y administracion

Las composiciones inmunogénicas, tales como las vacunas, que son producidas como polvos liofilizados se mezclan
normaimente con un liquido para ser administradas. Este procedimiento es conocido como “reconstitucion”, y el
liquido utilizado es denominado habitualmente “diluyente”. Para fines de administracion, especialmente a sujetos
humanos, es importante que el diluyente sea una formuiacion farmacéuticamente aceptable. Normalmente, la
reconstitucion de la composicion liofilizada se lleva a cabo utilizando una jeringa y aguja estériles para cada vial de
diluyente. Se utiliza el diluyente correcto para cada tipo y lote para garantizar una actividad, una seguridad y una
esterilidad adecuadas de la mezcla resuitante. Los diluyentes estan disefiados especificamente para optimizar la
administracién y la eficacia de la composicion seleccionada. Los diluyentes comunes inciuyen tales aditivos como:
estabilizadores para mejorar la estabilidad térmica de la vacuna; agentes, tales como tensioactivos, para ayudar a
disolver el polvo en un liquido; y tampones para garantizar el equilibrio acidico correcto de la composicion
reconstituida. Opcionalmente, el diluyente puede contener un conservante (por ejemplo, un bactericida y/o un
fungicida) para mantener la esterilidad después de la reconstitucion. Normalmente, se requieren conservantes (por
ejemplo, la FDA) cuando se reconstituye la composicion en una formulacion de multiples dosis.

Administracion de composiciones inmunogénicas tales como vacunas (procedimientos terapéuticos)
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Las composiciones inmunogénicas (tales como vacunas u otros medicamentos) dadas a conocer en el presente
documento pueden ser administradas a un sujeto para suscitar una respuesta inmunitaria contra un patégeno. Mas
habitualmente, ias composiciones son administradas para suscitar una respuesta inmunitaria profilactica contra un
organismo patégeno al que el sujeto ain no ha sido expuesto. Por ejemplo, las composiciones de vacuna que
incluyen patégenos virales inactivados con peroxido de hidrogeno pueden ser administradas como parte de un
esfuerzo localizado o generalizado de vacunacién. Una respuesta inmunitaria suscitada por la administracién de
tales composiciones de vacuna normalmente incluye una respuesta anticuerpo neutralizante, y puede incluir,
ademas, una respuesta de las células T, por ejemplo, una respuesta citotoxica de las células T que selecciona
patogenos celulares. En consecuencia, se incluyen en el presente documento procedimientos para fabricar un
medicamento o una composicion farmacéutica que contiene patégenos virales inactivados con peréxido de
hidrégeno. Las composiciones farmacéuticas (medicamentos) incluyen al menos un patdégeno viral inactivado
mediante contacto con una disolucion que contiene perdxido de hidrégeno, en un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptabie.

En algunos casos, la composicion inmunogénica puede incluir una combinacién de patogenos, tal como una
combinaciéon de virus (por ejemplo, virus de la parotiditis, virus del sarampién, virus de la rubéola), o una
combinacion de patégenos seleccionados de distintas clases de organismos, por ejemplo, uno o méas virus y una o
mas bacterias, y similares.

La cantidad de patégeno incluida en la composicién es suficiente para suscitar una respuesta inmunitaria cuando es
administrada a un sujeto. Por ejemplo, cuando es administrada a un sujeto en una o mas dosis, una composicién de
vacuna que contiene un patdgeno viral inactivado suscita favorablemente una respuesta inmunitaria protectora
contra el patégeno. Una dosis de la composicion de vacuna puede incluir al menos aproximadamente un 0,1% p/p
de patogeno inactivado hasta un 99% p/p de patégeno viral inactivado, con el resto de la composicién de la vacuna
compuesto de constituyentes farmacéuticamente aceptables, tales como un vehiculo farmacéuticamente aceptable
y/o un diluyente farmacéuticamente aceptable. Se pueden encontrar directrices con respecto a ia formulacién de
vacunas, por ejemplo, en las patentes U.S. n° 6.890.542 y 6.651.655. En un ejemplo especifico no limitante la
composicion de vacuna (medicamento) incluye al menos aproximadamente un 1%, tal como aproximadamente un
5%, aproximadamente un 10%, aproximadamente un 20%, aproximadamente un 30% o aproximadamente un 50%
p/p de patégeno viral inactivado. Como sera evidente para una persona con un nivel normal de dominio de la
técnica, la cantidad de patégeno presente en la formulacion de vacuna depende de si la composicién es un liquido o
un sdlido. La cantidad de patdgeno viral inactivado en una composicion solida puede superar la tolerable en una
composicion liquida. De forma alternativa, la cantidad de patégeno viral inactivado puede ser calculada con respecto
a la cantidad comparable de un patégeno vivo o inactivado requerida para proporcionar una respuesta inmunitaria.
Por ejemplo, se puede incluir un equivalente de dosificacion en particulas virales desde aproximadamente 10° hasta

aproximadamente 10'? unidades de formacion de placas (UFP) de virus vivo o atenuado en una dosis de la
composicion de vacuna. De forma similar, una composlcuSn de vacuna puede incluir una cantidad de bacterias,
hongos o parasitos inactivados desde aproximadamente 10° hasta aproximadamente 10" organismos vivos. De
forma altemativa, se puede proporcionar la dosis en términos de contenido o concentracion de proteinas. Por
ejemplo, una dosis puede incluir desde aproximadamente 0,1 g, tal como al menos aproximadamente 0,5 ug de
proteina. Por ejemplo, una dosis puede inciuir aproximadamente 0,1 ug de un virus aislado o purificado u otro
patégeno hasta aproximadamente 100 ug, o mas de un patégeno seleccionado. Aunque las dosis equivalentes en
unidades infecciosas (por ejemplo, UFP) pueden variar entre patégenos, se puede extrapolar (por ejemplo, de las
UFP) la dosis apropiada de proteinas o pueden ser determinadas empiricamente. Por ejemplo, en una preparacion
tipica, 1 ug de virus vaccinia purificado es equivalente a aproximadamente 2 x 10° UFP. Se pueden determinar
conversiones similares para cualquier patégeno de interés.

Normaimente, la preparacion de una composicion de vacuna (medicamento) conlleva preparar una composicién
farmacéutica que esta esenciaimente libre de pirégenos, al igual que cualquier otra impureza que pudiera ser nociva
para seres humanos o animales. Normalmente, la composicién farmacéutica contiene sales y tampones apropiados
para hacer estables a los componentes de la composicion y permitir la presentacién de los péptidos por las células
que presentan antigeno. Tales componentes pueden ser suministrados en forma liofilizada, o pueden ser incluidos
en un diluyente utilizado para la reconstitucion de una forma liofilizada en una forma liquida adecuada para ser
administrada. De forma alternativa, cuando se prepara el patdgeno viral inactivado para ser administrado en un
estado solido (por ejemplo, como un polvo o microgranulo), se incluye un vehiculo sélido adecuado en la
formulacion.

Normalmente, ias composiciones acuosas incluyen una cantidad eficaz del patégeno viral inactivado dispersa (por
ejemplo, disuelto o suspendido) en un diluyente o medio acuoso farmacéuticamente aceptable. La frase
“farmacéuticamente aceptable” hace referencia a entidades y composiciones moleculares que no producen una
reaccion adversa, alérgica u otra reaccion no deseable cuando son administradas a un sujeto humano o animal.
Segun se utiliza en el presente documento, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquier disolvente,
medio de dispersién, revestimiento, agente isoténico y de retardo de la absorcion y similares, y todos ellos.
Opcionalmente, un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable puede incluir un antibacteriano, fungicida u
otro conservante. El uso de tales medios y agentes para las sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido
en la técnica. Salvo en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con la produccion
14
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de una respuesta inmunitaria por un patégeno viral inactivado, se contempla su uso en las composiciones
inmunogénicas. También se pueden incorporar ingredientes activos adicionales en las composiciones. Por ejemplo,
ciertas composiciones farmacéuticas pueden incluir el patégeno inactivado en un diluyente acuoso, mezclado con un
tensioactivo adecuado, tal como hidroxipropilcelulosa. También se pueden preparar dispersiones en glicerol,
polietilenglicoles liquidos, y mezclas de los mismos y en aceites. En algunos casos (por ejemplo, cuando se
consideran deseables las formulaciones liquidas, o cuando se reconstituye la composicién de vacuna liofilizada para
multiples dosis en un unico receptaculo), estas preparaciones contienen un conservante para evitar el crecimiento de
microorganismos.

Las personas con un nivel normal de dominio de la técnica conocen vehiculos, excipientes y diluyentes
farmacéuticamente aceptables en lo descrito. Por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, de E. W. Martin,
Mack Publishing Co., Easton, Pensilvania, EE. UU., 152 edicién (1975), describe composiciones y formulaciones
adecuadas para la administracion farmacéutica de patégenos inactivados.

En general, la naturaleza del vehiculo dependera del modo particular de administracién que esté siendo empleado.
Por ejemplo, las formulaciones parenterales normalmente comprenden fluidos inyectables que incluyen fluidos
farmacéutica y fisiolégicamente aceptables tales como agua, suero fisiologico, disoluciones salinas equilibradas,
dextrosa acuosa, glicerol o similares como vehiculo. Para composiciones sélidas (por ejemplo, formas de polvo, de
pildora, de comprimido, o de capsula), vehiculos sdlidos no téxicos convencionales pueden incluir, por ejemplo,
calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidén o estearato de magnesio. Ademas de vehiculos biolégicamente
neutros, las composiciones farmacéuticas que van a ser administradas pueden contener cantidades reducidas de
sustancias auxiliares no téxicas, tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes, y agentes tamp6n
del pH y similares, por ejemplo, acetato de sodio 0 monolaureato de sorbitano.

Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas (medicamentos) pueden incluir uno o mas de un detergente
estabilizador, un agente de formaciéon de micelas, y un aceite. Los detergentes estabilizadores, los agentes de
formacién de micelas, y los aceites adecuados estan detallados en la patente U.S. n° 5.585.103; en la patente U.S.
n® 5.709.860; en la patente U.S. n° 5.270.202; y en la patente U.S. n® 5.695.770. Un detergente estabilizador es
cualquier detergente que permite que los componentes de la emulsién permanezcan en una emulsion estable. Tales
detergentes incluyen polisorbato, 80 (TWEEN) (Sorbitan-mono-9-octadecenoate-poly(oxy-1,2-ethanediyl; fabricado
por ICl Americas, Wilmington, Delaware, EE. UU.), TWEEN 40™, TWEEN 20™, TWEEN 60™, Zwittergent™ 3-12,
TEEPOL HB7™, y SPAN 85™. Normalmente, se proporciona a estos detergentes en una cantidad de
aproximadamente 0,05 hasta 0,6%, tal como aproximadamente 0,2%. Un agente de formacién de micelas es un
agente que es capaz de estabilizar la emulsion formada con los otros componentes, de manera que se forme una
estructura similar a una micela. Tales agentes causan, en general, algo de irritacion en el sitio de la inyeccion para
reclutar macrofagos para aumentar la respuesta celular. Ejemplos de tales agentes incluyen tensioactivos
poliméricos descritos, por ejemplo, por Schmolka, J. Am. Oil. Chem. Soc. 54: 110, 1977, y por Hunter y otros, J.
Immunol. 129: 1244, 1981, y tales agentes como PLURONIC™ L62LF, L101, y L64, PEG1000, y TETRONIC™ 1501,
150R1, 701, 901, 1301, y 130R1. Las estructuras quimicas de tales agentes son bien conocidas en la técnica. En
una realizacion, se escoge el agente para que tenga un equilibrio hidréfilo-lipéfilo (HLB) entre O y 2, como se define
en Hunter y Bennett, J. Immun. 133: 3167, 1984. Se puede proporcionar el agente en una cantidad eficaz, por
ejemplo entre 0,5y 10%, o en una cantidad entre 1,25y 5%.

Se escoge el aceite incluido en la composicioén para promover la retencion del patégeno en una emulsién de aceite-
agua y, preferentemente, tiene una temperatura de fusion inferior a 65 °C, de manera que se forma la emulsién bien
a temperatura ambiente, o bien una vez que se ajusta la temperatura de la emulsion hasta la temperatura ambiente.
Ejemplos de tales aceites incluyen escualeno, escualano, EICOSANE™, tetratetracontano, glicerol, y aceite de
cacahuete u ofros aceites vegetales. En un ejemplo no limitante especifico, se proporciona el aceite en una cantidad
entre 1 y 10%, o entre 2,5 y 5%. El aceite deberia ser tanto biodegradable como biocompatible, de forma que el
cuerpo pueda descomponer el aceite con el paso del tiempo, y de forma que no sean evidentes efectos adversos,
tales como granulomas, tras el uso del aceite.

Opcionalmente, los medicamentos o composicionies farmacéuticas pueden incluir un adyuvante adecuado para
aumentar la respuesta inmunitaria contra el patégeno. Segun se utiliza en el presente documento, un “adyuvante” es
cualquier potenciador o mejorador de una respuesta inmunitaria. Se pretende que el término “adecuado” incluya
cualquier sustancia que pueda ser utilizada en combinacion con el patégeno seleccionado para aumentar la
respuesta inmunitaria, sin producir reacciones adversas en el sujeto vacunado. Se pueden determinar facilmente las
cantidades eficaces de un adyuvante especifico de forma que se optimice el efecto de potenciacion del adyuvante
sobre la respuesta inmunitaria de un sujeto vacunado. Por ejemplo, los adyuvantes adecuados en el contexto de las
formulaciones de vacuna incluyen entre 0,5% - 5% (por ejemplo, 2%) de hidroxido de aluminio (o fosfato de
aluminio) y emulsion oleosa MF-59 (0,5% de polisorbato 80y 0,5% de trioleato de sorbitano). El escualeno (emulsion
acuosa al 5,0%) es otro adyuvante que ha sido utilizado favorablemente en el contexto de las vacunas. Por ejemplo,
el adyuvante puede ser una mezcla de detergentes estabilizadores, agente de formacién de micelas, y aceite
disponible con el nombre de Provax® (IDEC Pharmaceuticals, San Diego, Califomia, EE. UU.). Un adyuvante
también puede ser un acido nucleico inmunoestimulador, tal como un acido nucleico que incluye un motivo CpG.
Otros adyuvantes incluyen emulsiones de aceite mineral, vegetal o de pescado con agua, adyuvante incompleto de
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Freund, E. Coli J5, sulfato de dextrano, sulfato de hierro, 6xido de hierro, alginato de sodio, bacto-adyuvante, ciertos
polimeros sintéticos tales como Carbopol (BF Goodrich Company, Cleveland, Ohio, EE. UU.), poliaminoacidos y
copolimeros de aminoacidos, saponina, carragenano, REGRESSIN (Vetrepharm, Athens, Georgia, EE. UU.),
AVRIDINE (N, N-dioctadecil-N',N'-bis(2-hidroxietil)-propanodiamina), polimeros polidispersos de manano de cadena
larga con enlace beta (1,4) intercalados con grupos O-acetiiados (por ejemplo, ACEMANNAN), extractos
desproteinizados de pared celular sumamente purificados derivados de una cepa no patégena de especies de
Mycobacterium (por ejemplo, EQUIMUNE, Vetrepharm Research Inc., Athens, Georgia, EE. UU.), monooleato de
manita, aceite de parafina y dipéptido de muramilo. Una persona con un nivel normal de dominio de la técnica puede
seleccionar un adyuvante adecuado.

Las composiciones farmacéuticas (medicamentos) pueden estar preparadas para ser utilizadas en regimenes
terapéuticos o profilacticos (por ejemplo, vacunas) y pueden ser administradas a sujetos humanos o no humanos
para suscitar una respuesta inmunitaria contra uno o mas patégenos. Por ejemplo, las composiciones descritas en el
presente documento pueden ser administradas a un sujeto humano (o no humano) para suscitar una respuesta
inmunitaria protectora contra uno o mas patégenos. Para suscitar una respuesta inmunitaria, se administra a un
sujeto, tal como un sujeto humano (0 no humano) una cantidad terapéuticamente eficaz (por ejemplo,
inmunolégicamente eficaz) del patégeno inactivado.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” es una cantidad de una composicion utilizada para conseguir un efecto
deseado en un sujeto que esta siendo tratado. Por ejemplo, esta puede ser la cantidad necesaria para estimular una
respuesta inmunitaria, para evitar una infeccion, para reducir sintomas, o inhibir la transmisién de un patégeno.
Cuando se administra a un sujeto, se utilizara generalmente una dosis que conseguira las concentraciones tisulares
diana (por ejemplo, en céluias que presentan antigeno) que esta determinada empiricamente para conseguir un
efecto in vitro. Las personas con un nivel normal de dominio de la técnica pueden determinar tales dosis sin una
experimentacion indebida.

Una composicion inmunogénica, tal como una composicion de vacuna que contiene un patégeno inactivado, puede
ser administrada mediante cualquier medio conocido por un experto en la técnica, tal como mediante inyeccion
intramuscular, subcutanea, o intravenosa, pero se contemplan incluso las vias oral, nasal, y transdérmica. En una
realizacion, la administracion es mediante inyeccion subcutanea o intramuscular. Para prolongar el tiempo durante el
que el patdgeno inactivado esta disponible para estimular una respuesta, se puede proporcionar el péptido como
una inyeccion oleosa, como un sistema particulado, o como un implante. El sistema particulado puede ser una
microparticula, una microcapsula, una microesfera, una nanocépsula, o una particula similar. Se ha demostrado que
un vehiculo de particulado basado en un polimero sintético actia como un adyuvante para mejorar la respuesta
inmunitaria, ademas de proporcionar una liberacion controlada.

Como alternativa a las formulaciones liquidas, la composicion puede ser administrada en forma sélida, por ejempio,
como un polvo, microgranuio o comprimido. Por ejemplo, la composicién de vacuna puede ser administrada como un
polvo utilizando un dispositivo de inyeccion transdérmica sin aguja, tal como el dispositivo de inyeccion
POWDERJECT® impulsado por helio. Este aparato utiliza gas helio presurizado para propulsar una formulacién de
polvo de una composicion de vacuna, por ejemplo, que contiene un patégeno inactivado, a una velocidad elevada,
de forma que las particulas de vacuna perforan ef estrato comeo y se posan en la epidermis.

También se pueden utilizar polimeros para una liberacién controlada. Se conocen en la técnica diversas matrices
poliméricas degradables y no degradables para ser utilizadas en una liberacién controlada de farmacos (Langer,
Accounts Chem. Res. 26: 537, 1993). Por ejemplo, el copolimero de bloque, Poloxamer 407 existe como un liquido
viscoso, aunque moévil a bajas temperaturas, pero forma un gel semisélido a la temperatura corporal. Se ha
demostrado que es un vehiculo eficaz para la formulacion y la administracion sostenida de interleucina-2
recombinante y de ureasa (Johnston y otros, Pharm. Res. 9: 425; 1992; y Pec, J. Parent. Sci. Tech. 44(2): 58, 1990).
De forma alternativa, se ha utilizado hidroxiapatita como un microvehiculo para una liberacién controlada de
proteinas (lintema y otros, Int. J. Pharm. 112: 215, 1994). En otro aspecto mas, se utilizan liposomas para una
liberacion controlada al igual que para una seleccion de diana por parte del farmaco encapsulado en lipidos
(Betageri y otros, Liposome Drug Delivery Systems, Technomic Publishing Co., Inc., Lancaster, Pensilvania, EE.
UU., 1993). Se conocen numerosos sistemas adicionales para la administracion controlada de proteinas
terapéuticas (por ejemplo, patente U.S. n® 5.055.303; patente U.S. n® 5.188.837; patente U.S. n® 4.235.871; patente
U.S. n® 4.501.728; patente U.S. n° 4.837.028; patente U.S. n° 4.957.735; y patente U.S. n° 5.019.369; patente U.S.
n° 5.055.303; patente U.S. n° 5.514.670; patente U.S. n° 5.413.797; patente U.S. n° 5.268.164; patente U.S. n°
5.004.697, patente U.S. n°® 4.902.505; patente U.S. n° 5.506.206; patente U.S. n°® 5.271.961; patente U.S. n°
5.254.342; y patente U.S. n°® 5.534.496).

En un ejemplo no limitante especifico, se administra el patégeno viral inactivado para suscitar una respuesta
inmunitaria celular (por ejemplo, una respuesta del linfocito T citotoxico (CTL)). Se conocen varios medios para
inducir respuestas celulares, tanto in vitro como in vivo. Se han identificado lipidos como agentes capaces de ayudar
a cebar CTL in vivo contra diversos antigenos. Por ejemplo, como se describe en la patente U.S. n® 5.662.907, se
pueden unir residuos de acido paimitico a los grupos amino aifa y épsilon de un residuo de lisina y luego pueden ser
enlazados (por ejemplo, mediante uno o mas residuos de enlace, tales como glicina, glicina-glicina, serina, serina-
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serina, o similares) a un péptido o una proteina inmunogénicos. Entonces, el péptido lipidado puede ser inyectado
directamente en forma micelas, incorporado en un liposoma, o emulsionado en un adyuvante. Como otro ejemplo, se
pueden utilizar lipoproteinas de E. Coli, tales como astripalmitoil-S-glicerilcisteinliseril-serina para cebar CTL
tumorales especificos cuando estan unidos covalentemente a un péptido apropiado (véase, Deres y otros, Nature
342: 561, 1989). Ademas, dado que la induccién de anticuerpos neutralizantes también puede ser cebada con la
misma molécula conjugada con un péptido que presente un epitopo apropiado, se pueden combinar dos
composiciones para suscitar respuestas tanto humorales como mediadas por células cuando se considere que es
deseable.

Se administran dosificaciones de patégeno viral inactivado que son suficientes para suscitar una respuesta
inmunitaria, por ejemplo, una respuesta inmunitana protectora, en un sujeto. Con respecto a los patogenos virales, la
dosificacion se calcula normalmente en funcién de la cantidad de materia biolégica equivalente a una titulacion
especificada de virus infeccioso (por ejemplo, virulento o atenuado) Por ejemplo, se Puede administrar una dosns
equivalente a aproxmadamente 10°% o aproxmadamente 10", o aproxumadamente 10°, o aproximadamente 10°, 0
aproximadamente 10", o aproxmadamente 10" o aproxmadamente 10'2, 0 aun mas de virus vivo por dosis para
suscitar una respuesta inmunitaria en un sujeto. En algunos casos, la dOSIS incluye una cantidad en exceso de la
cantidad de un virus vivo utilizado para suscitar una respuesta inmunitaria, dado que la vacuna inactivada es incapaz
de aumentar en nimero después de ser administrada en el sujeto. Cuando se calcula la cantidad de un patégeno
celular, por ejemplo, una bacteria, un hongo o un parasito, se puede calcular la cantldad mediante comparacién con
una dosis de bacterlas vivas, por ejemplo, desde aproximadamente 10° células u organismos hasta
aproximadamente 10'"° organismos vivos, dependiendo de la formulacion. Por ejemplo, la dosis puede incluir al
menos aproximadamente 100 nanogramos (o 200 nanogramos, o 500 nanogramos, o 1 microgramo) de antigeno
proteico por dosis hasta aproximadamente 25 mg (por ejemplo, aproximadamente 10 mg, o aproximadamente 15
mg, o aproximadamente 20 mg), o ain mas de un patdégeno viral inactivado. Normalmente, la composiciéon de
vacuna incluye constituyentes o componentes farmacéuticamente aceptables adicionales. En consecuencia, la
composicion de vacuna puede incluir al menos aproximadamente un 0,1% p/p de patégeno inactivado hasta
aproximadamente un 99% p/p de patégeno inactivado, con el resto de la composicion de vacuna compuesto de
constituyentes farmacéuticamente aceptables, tales como uno o mas de un vehiculo farmacéuticamente aceptable,
un estabilizador farmacéuticamente aceptable y/o un diluyente farmacéuticamente aceptable. Se pueden encontrar
directrices con respecto a la formulacién de vacunas, por ejemplo, en las patentes U.S. n® 6.890.542, y 6.651.655.
Las dosis pueden ser calculadas en funcion de la concentracion de proteinas (o unidades infecciosas, tales como
UFP, de equivalentes de unidades infecciosas). Se puede determinar empiricamente la dosificacion éptima, por
ejemplo, en estudios preclinicos en ratones y primates no humanos, seguido de ensayo en seres humanos en un
ensayo clinico de fase |. Los procedimientos en si para preparar composiciones administrables seran conocidos o
evidentes para los expertos en la técnica y estan descritos con mas detalle en tales publicaciones como Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 19® ed., Mack Publishing Company, Easton, Pensilvania, EE. UU., 1995.

Normalmente, pero no siempre, se administran las composiciones de vacuna antes de la exposicion de un sujeto a
un patégeno, por ejemplo, como una vacuna. Las composiciones de vacuna pueden ser preparadas al inactivar una
amplia gama de patdgenos virales utilizando peréxido de hidrégeno segun los procedimientos descritos en el
presente documento. Por ejemplo, se pueden preparar composiciones de vacuna al inactivar un virus patégeno con
una disolucién que contiene peréxido de hidrégeno. Ejemplos no limitantes de virus que pueden ser inactivados
utilizando peroxido de hidrégeno incluyen: picomavirus (incluyendo enterovirus), paramixovirus, bunyavirus,
coronavirus, adenovirus, parvovirus, retrovirus, togavirus, arenavirus, flavivirus, herpesvirus, picornavirus,
hepadnavirus, ortomixovirus, rabdovirus, y ortopoxvirus (por ejemplo, poxvirus), tales como virus de la polio, virus del
sarampion, virus de la parotiditis, virus de la parainfluenza, virus de la enfermedad de Newcastle, virus de la rubéola,
virus de la encefalitis equina del este y del oeste, virus de Lassa, virus de la coriomeningitis linfocitica, virus del Nilo
occidental, virus de la fiebre amarilla, virus de la encefalitis por garrapatas, virus de la encefalitis de St. Louis, virus
de la encefalitis japonesa, virus de la varicela zéster (VZV), citomegalovirus, virus del herpes simple, retrovirus
incluyendo el VIH (virus de la inmunodeficiencia humana), virus de la hepatitis A, virus de la hepatitis B, virus de la
hepatitis C, virus de la influenza, virus de la rabia, molusco contagioso (un molluscipoxvirus) y virus de la viruela
(normalmente, virus vaccinia).

También se pueden inactivar patégenos bacterianos utilizando peréxido de hidrégeno para ser utilizados en
composiciones de vacuna. Ejemplos no limitantes de bacterias que pueden ser inactivadas con peroxido de
hidrégeno segun los procedimientos descritos en el presente documento incluyen: Corynebacterium diptheriae,
Bordatella pertussis, Clostridium tetani, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitides,
y Bacillum anthracis.

También se pueden producir composiciones de vacuna a partir de patégenos fungicos inactivados utilizando
peroxido de hidrégeno. Los patogenos fingicos ejemplares incluyen: Candida albicans, Aspergillus fumigatus, y
Cryptococcus neoformans. Los procedimientos dados a conocer en el presente documento también pueden ser
utilizados para inactivar parasitos, especialmente parasitos protozoarios, tales como Plasmodium falciparum y otras
especies de Plasmodium, Leishmania (sp.), Cryptosporidium parvum, Entamoeba histolytica, y Giardia lamblia, al
igual que especies de Toxoplasma, Eimeria, Theileria, y Babesia.
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Se proporcionan los siguientes ejemplos para ilustrar ciertas caracteristicas y/o realizaciones particulares.
Ejemplos
Ejemplo 1: se retienen epitopos antigénicos predominantes tras la inactivacién con peréxido de hidrégeno.

Para demostrar que se conservaban epitopos antigénicos predominantes después de la inactivacién con peréxido de
hidrégeno, se llevé a cabo un ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) para evaluar si se podian
enlazar al patégeno inactivado con peréxido de hidrégeno anticuerpos especificos al patégeno. Se llevaron a cabo
ensayos ELISA especificos para el virus vaccinia como se describe por Hammarlund y otros, (Nature Medicine 9:
1131-1137, 2003), utilizando lisado de virus vaccinia completo (cepa: WR) o lisado de virus vaccinia completo
inactivado utilizando uno de varios procedimientos distintos: 1) inactivacién con calor a 56 °C durante 2 horas: 2)
inactivacion con calor a 100 °C durante 10 minutos; 3) luz UV 5 julios; 4) luz UV 10 julios; 5) 1% de formaldehido
durante 2 horas; o 6) 3% de peréxido de hidrégeno durante 2 horas. Se utilizaron lisados de virus con una dilucién
de 1:800 en disolucion salina tamponada con fosfato (PBS). Se Incluyé un control positivo interno en cada placa para
normalizar valores ELISA entre placas y entre ensayos llevados a cabo en distintos dias. Se utiliz6 plasma humano 1
afio después de una vacunacién contra la viruela como una muestra de control positivo (~normalizado a 10.000 EU).
Se utilizé6 plasma humano previo a la vacunacion, de un sujeto no vacunado como control negativo. Se afiadieron
diluciones triples (comenzando con una dilucién de 1:30) de plasma o suero a placas prebloqueadas y fueron
incubadas durante 1 hora. Después de lavar, se incubaron las placas durante 1 hora con anticuerpo monoclonal de
raton conjugado con peroxidasa de rabano picante a la IgG (y) humana (PharMingen). Después de una etapa
adicional de lavado, se afiadieron reactivos de deteccion, seguido de 1M de HC|, y se leyeron las placas en un lector
de placas ELISA. Se determinaron titulaciones de anticuerpos mediante transformacién logaritmica de la porcion
lineal de la curva, con 0,1 de unidades 6pticas de densidad (O.D.) utilizadas como el punto final y se llevd a cabo la
conversion con los valores finales.

Se muestran los resultados de un ELISA ejemplar en la FIG. 1. Una inactivacién con calor o una inactivacién con luz
UV tuvo como resultado una pérdida de anticuerpos especificos al virus unidos al antigeno viral en la placa ELISA
(es decir, una pérdida de titulacion de ELISA), supuestamente debida a la destruccion de epitopos de unién a
anticuerpos. En cambio, los antigenos virales que fueron inactivados con peréxido de hidrégeno o formaldehido
retuvieron su composicion antigénica casi igual de bien que el virus vivo que no fue modificado por ningun
tratamiento de inactivacion.

Ejemplo 2: inmunogenicidad de virus vaccinia inactivado con peréxido de hidrégeno.

Para demostrar que se conservaba la inmunogenicidad de virus vaccinia inactivado con peréxido de hidrégeno, se
vacunaron ratones con virus vaccinia vivo (1 x 10 ufp) o dos concentraciones distintas de virus vaccinia inactivados
con 3% de per6xido de hidrégeno. Se afiadié un volumen de 1:10 de 30% de peréxido de hidrégeno a una
suspension de virus, teniendo como resultado una concentracion final de 3% de ?eréxido de hidrégeno durante el
procedimiento de inactivacion. Los ratones sujeto fueron inyectados con 1 ug (~10” equivalentes ufp de virus vivo) o
0,1 pug (~10° equivalentes ufp de virus vivo) en la disolucién de inactivacién con peréxido de hidrogeno, o después de
la dialisis con PBS estéril, o liofilizacién y reconstitucion en agua estéril. La liofilizacion fue llevada a cabo a
temperatura ambiente en un concentrador SPEED-VAC® (Savant). Se inyect6 virus vivo intraperitonealmente en un
volumen de 500 uL de medio de cultivo tisular. Se mezclaron las preparaciones inactivadas de vacuna con un
adyuvante humano autorizado por la FDA, MPL (lipido A de monofosforilo, comercializado por Corixa)
inmediatamente antes de la inyeccién intraperitoneal. Después de la vacunacion de recuerdo (utilizando la misma
preparacion de vacuna y la misma dosis de antigeno viral) el dia 21 después de la vacunacién primaria, se consiguid
un aumento adicional en titulaciones de anticuerpos. Los ratones que recibieron una infeccién de virus vaccinia vivo
no fueron sometidos a una inyeccién de recuerdo porque, en este caso, el virus es un antigeno replicativo producido
internamente durante varios dias que actia como un “recuerdo” después de la inyeccién primaria. Se descubrié que
la vacuna de virus inactivado con peréxido de hidrégeno proporciona una vacunacién eficaz con independencia de si
se conservaba peréxido de hidrégeno residual en la preparacién de vacuna durante la inyeccion (muestras de H202)
o si fue eliminado mediante liofilizacién y reconstitucién (liof.) o mediante dialisis (dial.). Como se muestra en la FIG.
2, el virus inactivado con peréxido de hidrégeno conservé su inmunogenicidad, y suscité una respuesta inmunitaria
equivalente en titulacién al virus vaccinia vivo, con independencia del tratamiento posterior a la inactivacion.

Ejemplo 3: inactivacién de patégenos con concentraciones muy bajas de H,0,

Para demostrar que el perdxido de hidrégeno inactiva de forma eficaz los patégenos en un amplio intervalo de
concentraciones, se incubd virus vaccinia con diversas concentraciones de peréxido de hidrégeno y fue evaluada su
infectividad.

Se recuper6 virus después de la infeccién de las células BSC-40 con una MOI de 0,1 durante 48 horas. Se cosech6
el virus después de que las células mostraran un 100% de CPE (efecto citopatico, normalmente 48 h posterior a la
infeccion) al raspar las células de la superficie del frasco de cultivo. Las células y el medio de cultivo acompaiiante
fueron centrifugados a 2000 rpm durante 10 minutos a 4 °C (en un tubo cénico de 50 ml). Las células fueron
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suspendidas de nuevo en 4 ml de 10 mM de Tris-Cl ph 8, y se coloco la suspension celular sobre hielo durante 15
minutos para hacer que se hinchen las células. Se mezcld la suspension mediante centrifugacién vorticial cada 3
minutos. Se lisé la suspension utilizando un homogenizador Dounce con un martinete “ajustado” durante 50
carreras. Se centrifugé el homogenado a 2000 rpm durante 10 minutos a 4 °C para sacar los ntcleos por fuerza
centrifuga. Se retir6 el sobrenadante utilizando una pipeta, y fue filtrado utilizando un filtro de 0,8 um. Se estratifica el
sobrenadante filtrado sobre un amortiguador de 6 ml de 36% de sacarosa y fue colocado sobre hielo, mientras que
se volvié a suspender el microgranulado en 2 ml de 10 mM de Tris-Cl ph 8 y fue homogeneizado de nuevo como se
ha indicado antenormente. Este segundo homogenado también fue centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos a 4
°C y se retir6 el sobrenadante y fue filtrado con un filtro de 0,8 um. Entonces, el sobrenadante se estratificd sobre el
amortiguador de 36% de sacarosa, de forma que un total de (aproximadamente) 6 ml de virus rudimentario de
reserva se estratificé sobre un amortiguador de 6 ml de sacarosa. Se separ6 el sobrenadante filtrado mediante
ultracentrifugado a 18000 rpm (55000 g) durante 8 minutos a 4 °C. Se conservaban restos membranosos en la
superficie de contacto de la sacarosa. El virus fue granulado. Se aspir6 el sobrenadante, y se volvié a suspender el
microgranulado de virus en 500 ul de 10 mM de Tris-Cl ph 8. Se evalué el virus purificado mediante cuantificacion
proteinica y un ensayo de placa para determinar la produccién y la viabilidad. La reserva fue almacenada a -80 °C
hasta su uso.

Se expuso al virus vaccinia vivo a distintas concentraciones de H20, durante 2 horas y luego fue diluido
inmediatamente y sometido a ensayo en busca de virus infeccioso mediante ensayo de placa. La FIG. 3 ilustra de
forma grafica los resultados de un ensayo ejemplar de placa.

Cada placa representa una unidad infecciosa de virus y después del tratamiento con H20. a concentraciones de solo
0,03%, no se pudo detectar virus infeccioso. Estos resultados demostraron que el H20, inactiva de forma eficaz los
patégenos, tales como virus, a concentraciones de solo 0,03%.

Ejemplo 4: vacunas inactivadas con H202 generan respuestas inmunitarias deseadas

La capacidad de los patégenos inactivados con H202 para suscitar una respuesta inmunitaria deseada (por ejemplo,
inmunolégicamente relevante) fue confirmada al vacunar ratones con virus vaccinia inactivado y al medir las
respuestas de las células T CD4+ y CD8+, y mediante ensayo de neutralizacién de placas.

Se vacunaron ratones BALB/c intraperitonealmente con 7 semanas de vida bien con 1 x 107 ufp de virus vaccinia
(VV) replicativo vivo o 5 nug de VV inactivado con H.02 mezclado con adyuvante MPL segln las instrucciones del
fabricante. Todos los animales que recibieron virus inactivado recibieron una inyeccion de recuerdo 21 dias después
utilizando vacunas idénticas. Los animales fuerort sometidos a eutanasia 41 dias después de la segunda vacunacion
(0 62 dias después de la infeccion viva). Se estimularon esplenocitos (1 x 10%/pocillo) con células A20 infectadas con
WV (MOI=5, infeccion 14h, 0,56 x 10%/pocillo) durante 6 horas en presencia de Brefeldin A para blogquear una
secrecion de citoquina y optimizar la tincién de la citoquina intracelular (ICCS). Se midieron mediante ICCS las
células IFNy+ TNFa+ T especificas del virus.

La FIG. 4A ilustra la induccién de respuestas antivirales de células T CD4+ y CD8+ después de la vacunacién con
virus vaccinia (VV) inactivado con H202. En la FIG. 4A, las células T fueron controladas primero con CD4 (paneles
superiores) o CD8 (paneles inferiores) y los nimeros en el cuadrante derecho superior indican el porcentaje de
células T especificas del virus determinado después de una resta del fondo de los pocilios incubados unicamente en
medio. Estos datos son representativos de 2-4 ratones analizados en 2 experimentos distintos.

Para confirar que la respuesta de anticuerpos después de la vacunacién con virus vaccinia (VV) inactivado con
H.O2 era una respuesta de anticuerpo antiviral biolégicamente relevante, se vacunaron los ratones BALB/c
intraperitonealmente con 7 semanas de vida bien con 1 x 108 ufp de virus vaccinia (VV) replicativo vivo o bien con 5
ng de VV inactivado bien con un 3% de H202, bien con 1% de formaldehido, bien mediante inactivacién con calor
(56 °C, 2 horas), o bien mediante luz ultravioleta (luz UV, 10 julios) y fueron administrados adyuvante MPL segun las
instrucciones del fabricante. Todos los animales que recibieron el virus inactivado fueron sometidos a una inyeccién
de recuerdo 21 dias después utilizando vacunas idénticas. Como se muestra en las FIGURAS 4B y C, 41 dias
después de la segunda vacunacién (o 62 dias después de la infeccién viva), se determinaron las respuestas de
anticuerpos antivirales a los antigenos de vaccinia. Se determinaron los anticuerpos de neutralizacién
biolégicamerite relevantes (es decir, anticuerpos capaces de reducir la infectividad del virus) y se muestra (FIG. 4B)
la dilucion de anticuerpos en suero capaz de reducir el virus infeccioso un 50% (NTso). La inactivaciéon con
formaldehido produjo respuestas de anticuerpos deficientes en comparacion con otras técnicas de inactivacion. La
inactivaciéon con luz UV funcioné razonablemente bien, pero no fue tan eficaz como el H;0.. La inactivacién con
calor tuvo como resultado potentes respuestas de anticuerpos segun fueron medidas mediante ELISA (FIG. 4C),
pero con una actividad neutralizante deficiente, indicarido que la mayor parte de la respuesta de anticuerpos se
monté contra los epitopos no protectores. La vacuna inactivada con HxO. fue la Gnica vacuna que demostrd
respuestas de anticuerpos eficaces biolégicamente relevantes que imitaban estrechamente la inmunidad inducida
por una infeccion viral viva sistémica.

Ejemplo 5: el H20; inactiva de forma eficaz una amplia variedad de patdgenos
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Para confirmar que el H.O. inactiva una amplia gama de patégenos, se midi6 la viabilidad de varios virus
pertenecientes a distintas clases después de la inactivacion con H20.. Se inactivaron virus de distintas clases,
incluyendo tanto virus ADN o ARN, en 3% de H20; como se ha descrito anteriormente. Se determiné la viabilidad al
medir la titulacion viral en células anfitrionas apropiadas mediante ensayo de placas. Como se muestra en la FIG.
5A, se inactivaron de forma eficaz el virus de la coriomeningitis linfocitica (LCMV), el virus de la fiebre amarilla
(YFV), el virus del Nilo occidental (WNV), el virus vaccinia (VV) y el virus de la viruela del simio (MPV) mediante un
tratamiento con H20:, reduciéndose las titulaciones virales en cada caso hasta por debajo del limite de deteccion.
Como se ha expuesto anteriormente con respecto al virus vaccinia, la capacidad del H.O; para inactivar el virus esta
presente con una concentracion muy baja con independencia de la clase de virus, como se ilustra en la FIG. 5B, que
muestra que se elimina la infectividad del LCMV con una concentracion inferior al 0,1% de H,O..

Teniendo en cuenta las muchas realizaciones posibles a las que se pueden aplicar los principios de la invencion
dada a conocer, se deberia reconocer que las realizaciones ilustradas son unicamente ejemplos preferentes de la
invencion y no deberian ser tomadas como limitantes del alcance de la invencion. Mas bien, el alcance de la
invencion esta definido por las siguientes reivindicaciones. Por lo tanto, los inventores reivindican como su invencion
todo lo que se encuentra dentro del alcance y del espiritu de estas reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir una composicion inmunogénica que comprende un patégeno viral inactivado,
comprendiendo el procedimiento:

poner en contacto el patégeno viral con una disolucion que comprende un agente oxidante en una cantidad y
durante un periodo de tiempo suficientes como para hacer al patégeno viral no infeccioso mientras que conserva la
inmunogenicidad viral,

produciendo, de ese modo, una composicién de vacuna inmunogénica que comprende un patégeno viral inactivado.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la composicion de vacuna es, o fue, liofilizada
subsiguientemente a la inactivacién del patégeno viral.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en el que el agente oxidante comprende per6xido de hidrégeno.

4. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende liofilizar la disolucién para
eliminar parte, la mayoria, o todo el agente oxidante.

5. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la composicion inmunogénica esta
libre de conservante.

6. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que se aisla o se purifica el patdgeno
viral antes de hacer contacto con el agente oxidante.

7. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que las etapas de poner en contacto el
patégeno viral completo con el agente oxidante y de liofilizar la disolucién son llevadas a cabo sin una etapa
intermedia de purificacion.

8. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, siendo el virus un poxvirus, un flavivirus, un
arenavirus, 0 un virus vaccinia.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 3-8, en el que se escoge la disolucién para que
comprenda al menos un 0,03%, 0 no mas de un 30%, o un 3% de peréxido de hidrégeno (p/vol).

10. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que se pone en contacto el patégeno viral
completo con la disolucion que comprende el agente oxidante durante al menos cinco minutos, o durante al menos
30 minutos, o durante 2 horas.

11. EI procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que se pone en contacto el patbgeno viral
completo con la disolucién que comprende el agente oxidante a una temperatura a 0°C, o superior a la misma, 0 a
una temperatura no superior a 42°C, 0 a una temperatura de 25°C, a temperatura ambiente, o0 a 4°C.

12. Una composicién inmunogénica producida segutin el procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1-
11.

13. Una composicién de vacuna que comprende un patégeno viral inactivado oxidado, en la que la composicién de
vacuna est4 libre de conservantes y libre de cualquier agente de inactivacién.

14. La composicién de vacuna segun la reivindicacion 13, en la que el patdégeno viral inactivado conserva uno o0 mas
epitopos antigénicos predominantes del patégeno viral biolégicamente activo.

15. La composicion de vacuna de la reivindicacién 13, en la que la composiciéon de vacuna esta libre de formaldehido
y de betapropiolactona.

16. El procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones 1-11 o la composicién de las reivindicaciones 12-14,
siendo el virus un poxvirus, un flavivirus, un arenavirus, o un virus vaccinia.

17. Un procedimiento para preparar una composicion inmunogénica adecuada para ser administrada para suscitar
en un sujeto una respuesta inmunitaria contra un patégeno viral, comprendiendo el procedimiento preparar una
composicion inmunogénica de virus al poner en contacto un patégeno viral con una disolucién que comprende un
agente oxidante en una cantidad y durante un periodo de tiempo suficientes como para volver al patégeno viral no
infeccioso.

18. El procedimiento de la reivindicacion 17, en el que el agente oxidante es peroxido de hidrégeno, y comprende,
ademas, liofilizar la disolucion que comprende per6xido de hidrégeno para producir una composicion liofilizada.

19. El procedimiento de la reivindicacion 17 o 18, en el que la composicion liofilizada tiene la forma de un polvo, un
microgranulo, o un liquido.
21
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20. El procedimiento de la reivindicacién 18, que comprende, ademas, reconstituir la composicién liofilizada en un
diluyente farmacéuticamente aceptable.
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