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DESCRIPCION
Compuestos de aluminio para su uso en productos terapéuticos y vacunas

La invencion se refiere a los campos de productos farmacéuticos y vacunas. Mas en particular, la invencion se
refiere al campo de compuestos y composiciones que se administran conjuntamente con el medicamento y/o
antigeno.

Los compuestos de aluminio (en el presente documento también denominados "aluminio"), incluyendo fosfato de
aluminio (AIPO4), hidréxido de aluminio (Al(OH)3), y otras vacunas precipitadas con aluminio, son actualmente los
adyuvantes utilizados mas comunmente con vacunas para seres humanos y veterinarias. Los adyuvantes a menudo
se denominan "alumbre" en la bibliografia.

Los adyuvantes de aluminio se han usado en la vacunacién practica durante mas de medio siglo. Inducen una
inmunidad protectora temprana, de alto titulo y de larga duracién. Se han administrado billones de dosis de vacunas
adyuvantes de aluminio a lo largo de los afios. Su seguridad y eficacia los han convertido en los adyuvantes mas
populares en vacunas hasta la fecha. En general, los adyuvantes de aluminio se consideran seguros cuando se usan
de acuerdo con los calendarios de vacunacion actuales.

En las vacunaciones humanas, se han usado adyuvantes de aluminio antiguos en vacunas contra el tétanos, la
difteria, la tos ferina y la poliomielitis como parte de los programas estandar de vacunacion infantil. También se han
introducido adyuvantes de aluminio en vacunas contra el virus de la hepatitis A y hepatitis B y vacunas contra el virus
de la encefalitis japonesa (también denominada en el presente documento como "JEV"). Una vacuna contra el JEV
con un adyuvante de aluminio se encuentra entre otras descritas en Srivastava et al. Vaccine (2001) vol 19: pags.
4557-4565. Otras vacunas adsorbidas en aluminio contra, por ejemplo, antrax, estan disponibles para grupos de
riesgo especiales. En medicina veterinaria, se han usado adyuvantes de aluminio en un gran numero de
formulaciones de vacunas contra enfermedades viricas y bacterianas, y en intentos de fabricar vacunas
antiparasitarias.

Los adyuvantes tipicamente sirven para poner el antigeno, la sustancia que estimula la respuesta inmunoprotectora
especifica, en contacto con el sistema inmune e influir en el tipo de inmunidad producida, asi como la calidad de la
respuesta inmune (magnitud o duracion); los adyuvantes también pueden disminuir la toxicidad de ciertos antigenos;
y proporcionar solubilidad a algunos componentes de vacunas. Los estudios han demostrado que muchas vacunas
que contienen aluminio causan respuestas de anticuerpos mas altas y mas prolongadas que las vacunas
comparables sin el adyuvante. El beneficio de los adyuvantes se ha observado generalmente durante la serie de
inmunizacion inicial en lugar de con dosis de refuerzo.

Existen tres tipos generales de adyuvantes que contienen aluminio:

Hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio y sulfato de potasio y aluminio (denominado colectivamente
"alumbre")

La eficacia de cada sal como adyuvante depende de las caracteristicas de la vacuna especifica y de como el
fabricante prepara la vacuna. Para trabajar como adyuvante, el antigeno tipicamente se adsorbe en aluminio; es
decir, esta aglomerado con la sal de aluminio para mantener el antigeno en el sitio de inyeccion.

No todas las vacunas contienen sales de aluminio. En ocasiones, es posible que no se haya necesitado un
adyuvante o que se haya seleccionado otro adyuvante. Los ejemplos de vacunas comerciales que no contienen
sales de aluminio son la vacuna inactivada contra el virus de la polio (IPV), la vacuna contra el sarampién, las
paperas y la rubéola (MMR), la vacuna contra la varicela, la vacuna conjugada meningocdcica (MCV4) y las vacunas
antigripales. Que las vacunas comerciales no contengan sales de aluminio no significa que una sal de aluminio no
funcione. Simplemente significa que, por alguna razon, se seleccioné otro adyuvante.

Los ejemplos de vacunas con licencia de los Estados Unidos para nifios que contienen adyuvantes de aluminio son:
DTP (vacuna contra difteria-tétanos-tos ferina); DTaP (vacuna contra difteria-tétanos-tos ferina acelular); algunas,
pero no todas, las vacunas conjugadas con Hib (Haemophilus influenzae tipo b); vacuna pneumocdcica conjugada;
vacunas contra la hepatitis B; vacunas contra la hepatitis A; vacuna contra el virus del papiloma humano; vacuna
contra el antrax; y la vacuna contra la rabia.
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El aluminio es un elemento muy abundante en nuestro entorno. Se encuentra en muchos alimentos que comemos,
en muchos productos de higiene personal que aplicamos en nuestra piel (desodorantes, por ejemplo) y en muchos
medicamentos que ingerimos. Diversas agencias gubernamentales establecen pautas para la exposicion a
sustancias potencialmente téxicas. Estas pautas se denominan "niveles minimos de riesgo": la cantidad maxima de
exposicion a lo largo del tiempo, generalmente a diario, sin esperar dafo.

La US Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR) estimé estos niveles para bebés teniendo en
cuenta la cantidad de aluminio (por ejemplo, en forma de una sal) que un nifio comeria y recibiria mediante inyeccion
de vacunas. La carga corporal de aluminio de ambas fuentes esta por debajo del nivel de riesgo minimo, excepto por
las siguientes vacunas transitorias; dado que el 50-70 % del aluminio inyectado se excreta en 24 horas, se cree que
esto no tiene ningun efecto negativo.

Los adyuvantes de hidréxido de aluminio y fosfato de aluminio se preparan generalmente exponiendo soluciones
acuosas de iones de aluminio a condiciones normalmente ligeramente alcalinas en un entorno quimico bien definido
y controlado. Se pueden usar diversas sales solubles de aluminio para la producciéon de hidréxido de aluminio. Los
aniones presentes en el momento de la precipitacion pueden coprecipitar (para una revision, véase Lindblad, EB
(2004) Immunol. and Cell Biol. Vol 82: 497-505).

La sal de aluminio también se usa en la fabricacién y composicion de medicamentos. Por ejemplo, el factor VIII se
purifica a partir de crioprecipitado de plasma. El precipitado se solubiliza, se absorbe en hidroxido de aluminio y
después se trata para inactivar los virus con envoltura lipidica. Después de varias etapas de procesamiento
diferentes, el concentrado se usa para tratar pacientes con hemofilia A (Burnouf T, (1991) Vox Sang. Vol 60: pags. 8-
15).

La invencion proporciona una composicion acuosa que comprende una proteina y una sal de aluminio,
comprendiendo dicha composicién menos de 350 ppb de metal pesado y menos de 1,25 ppb de Cu basado en el
peso de la composicidn acuosa, y en la que dicha proteina es una proteina dentro de particulas de virus inactivados
con formaldehido.

La invencién proporciona ademas un método para preparar una composicidon acuosa, en el que dicho método
comprende

- seleccionar una sal de aluminio que sea capaz de proporcionar una composicion acuosa que tenga menos
de 350 ppb de metal pesado y que tenga menos de 1,25 ppb de Cu basado en el peso de la composicion
acuosay

- combinar dicha sal de aluminio, un compuesto reactivo, dicha proteina y agua para producir dicha
composicion acuosa; y

en el que la proteina es una proteina dentro de particulas de virus inactivado con formaldehido; y en el que el
compuesto reactivo se selecciona del grupo que consiste en un compuesto activo redox, un compuesto de formacion
de radicales, un compuesto estabilizante y una combinacion de cualquiera de los mismos.

En la presente invencion, se ha demostrado que la estabilidad de un compuesto biolégico en una composicion que
también comprende una sal de aluminio no es siempre la misma. La presente invencion, por ejemplo, muestra que la
estabilidad de un componente de proteina (por ejemplo, como tal o dentro de un complejo tal como, por ejemplo, un
virus u otro patdégeno) en el contexto de una composicién acuosa que también comprende sal de aluminio, depende
del contenido de metales pesados. Para estimar a priori si la proteina sera estable en esta composicién, la presente
invencion establece que es necesario determinar el contenido de metal pesado residual en la composicion (de lo
contrario, la composicidon acuosa que comprende una proteina corre el riesgo de degradarse con el tiempo, en
particular la invencion establece que este riesgo es considerable cuando el contenido de metal pesado residual es
superior a 350 ppb (es decir, aproximadamente 350 ng por ml) en dicha composicion acuosa). Ademas, la invencién
también reveld que este contenido de metal pesado residual no puede eliminarse facilmente del compuesto de
aluminio. Para este fin, se describe un método para preparar una composiciéon acuosa que comprende aluminio y
una proteina, comprendiendo dicho método

- combinar una sal de aluminio, dicha proteina y agua para producir dicha composiciéon acuosa y

- determinar el nivel de un metal pesado en la composicion acuosa y/o la sal de aluminio. Las
composiciones que comprenden menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composicién
acuosa, se pueden almacenar en una fase liquida a una temperatura de entre 0 y 30 grados Celsius,
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durante al menos 1 mes, tal como, por ejemplo, 20 meses a 2-8 °C. El componente de proteina en dicha
composicion es estable durante al menos 1 mes en dicha fase liquida. Las composiciones que comprenden
mas de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composicién acuosa no pueden almacenarse
durante un periodo prolongado en dichas condiciones ya que el componente de proteina en dicha
composicion cambia en al menos un aspecto durante el periodo de tiempo indicado. Por lo tanto, un mililitro
0 un gramo de composicion acuosa contiene preferiblemente no mas de 350 nanogramos de metal pesado.
La composicién acuosa comprende preferiblemente entre 0,1 mg/ml y 2,5 mg/ml de aluminio. La dosis
promedio de aluminio por administraciéon es preferiblemente de no mas de 1,25 miligramos (mg). En una
realizacién particularmente preferida, la dosis de aluminio por administracién no es superior a 0,25 mg de
aluminio. Tipicamente, una dosis comprende entre 0,5 y 1 ml de la composicién acuosa.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se ha demostrado que la estabilidad de un compuesto biolégico en
una composiciéon que comprende una sal de aluminio y un compuesto reactivo no es siempre la misma. La presente
invencion, por ejemplo, muestra que la estabilidad de un componente de proteina (por ejemplo, como tal o dentro de
un complejo tal como, por ejemplo, un virus u otro patdégeno) en el contexto de una composicion acuosa que también
comprende sal de aluminio y un compuesto reactivo, tal como, por ejemplo, un sulfito, es criticamente dependiente
del contenido de metales pesados. Para estimar a priori si el componente de proteina (tal como, por ejemplo, el
componente de proteina dentro de un complejo tal como, por ejemplo, una particula virica; denominado también
simplemente en el presente documento proteina) sera estable en esta composicion, es necesario determinar el
contenido de metal pesado en la composicion. Para este fin, se describe un método para preparar una composicion
acuosa que comprende aluminio y una proteina, comprendiendo dicho método

- combinar una sal de aluminio, dicha proteina y agua para producir dicha composiciéon acuosa y

- determinar el nivel de un metal pesado en la composicion acuosa y/o la sal de aluminio. Las
composiciones que comprenden menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composiciéon
acuosa, se pueden almacenar en una fase liquida a una temperatura de entre 0 y 30 grados Celsius,
durante al menos 1 mes, tal como, por ejemplo, 20 meses a 2-8 °C. El componente de proteina en dicha
composicion es estable durante al menos 1 mes en dicha fase liquida, tal como, por ejemplo, 20 meses a 2-
8 °C. Las composiciones que comprenden mas de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la
composicion acuosa no pueden almacenarse durante un periodo prolongado en dichas condiciones ya que
el componente de proteina en dicha composicion cambia en al menos un aspecto durante el periodo de
tiempo indicado. Por lo tanto, un mililitro o un gramo de composicién acuosa contiene preferiblemente no
mas de 350 nanogramos de metal pesado. La composicion acuosa comprende preferiblemente entre 0,1
mg/ml (miligramo por mililitro) y 2,5 mg/ml de aluminio. La dosis promedio de aluminio por administracion es
preferiblemente de no mas de 1,25 miligramos (mg). En una realizacion particularmente preferida, la dosis
de aluminio por administracion no es superior a 0,25 mg de aluminio. Tipicamente, una dosis comprende
entre 0,5y 1 ml de la composicién acuosa. Una composicion acuosa que comprende una proteina, una sal
de aluminio, y opcionalmente un compuesto reactivo, comprendiendo dicha composicion menos de 350 ppb
de metal pesado basado en el peso de la composicion acuosa, se denomina en el presente documento
también como "una composicién acuosa que comprende una proteina de acuerdo con la invencién" o "una
composicion que comprende una proteina de acuerdo con la invencién".

El contenido de aluminio de la composicién acuosa es habitualmente de aproximadamente 0,1 mg/ml a 2,5 mg/ml,
comprendiendo la vacuna promedio aproximadamente de 0,5 a 1,5 mg/ml del adyuvante de aluminio. Con este fin,
se describe una composiciéon acuosa, una composicidon acuosa farmacéutica o de vacuna que comprende aluminio,
un compuesto reactivo y una proteina, que comprende entre 5 mcg/ml y 50 mg/ml de aluminio y que comprende no
mas de 700 ppm de un metal pesado en comparaciéon con el contenido de aluminio (gramo/gramo). En este
contexto, 700 ppm de un metal pesado equivale a 700 mcg de metal pesado por gramo de aluminio.

En una realizaciéon preferida, la composicién acuosa, la composicion acuosa farmacéutica o de vacuna que
comprende aluminio, un compuesto reactivo y una proteina, comprende entre 5 mcg/ml y 50 mg/ml de aluminio y
comprende no mas de 450 ppm de un metal pesado en comparacion con el contenido de aluminio (gramo/gramo).
En este contexto, 450 ppm de un metal pesado equivale a 450 mcg de metal pesado por gramo de aluminio. En una
realizacion preferida, la composicion acuosa, la composicion acuosa farmacéutica o de vacuna que comprende
aluminio, un compuesto reactivo y una proteina, comprende entre 5 mcg/ml y 50 mg/ml de aluminio y comprende no
mas de 700 ppm de Fe en comparacion con el contenido de aluminio (gramo/gramo). Preferiblemente, el contenido
de Fe es menor de 420 ppm de Fe en comparacion con el contenido de aluminio. Preferiblemente, el contenido de
Fe es menor de 350 ppm, preferiblemente menor de 100 y mas preferiblemente menor de 50 ppm en comparacion
con el contenido de aluminio (1 ppm = 1 mcg/gramo de Al). En una realizacion particularmente preferida, el
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contenido de Fe de la composicion acuosa, el producto farmacéutico acuoso o la vacuna es menor de 420 ppm en
comparacién con el contenido de aluminio. En una realizacién preferida, la composicion acuosa, el producto
farmacéutico acuoso o vacuna comprende mas de 10 ppm de Fe en comparacion con el contenido de aluminio.

En una realizaciéon preferida, la composicion acuosa, la composicion acuosa farmacéutica o de vacuna que
comprende aluminio, un compuesto reactivo y una proteina, comprende entre 5 mcg/ml y 50 mg/ml de aluminio y
comprende no mas de 35 ppm de Ni en comparacion con el contenido de aluminio (gramo/gramo). Preferiblemente,
el contenido de Ni es menor de 18 ppm de Ni en comparaciéon con el contenido de aluminio. Preferiblemente, el
contenido de Ni es menor de 9 ppm, preferiblemente menor de 3 y mas preferiblemente menor de 1 ppm en
comparacion con el contenido de aluminio (1 ppm = 1 mcg/gramo de Al). En una realizacién particularmente
preferida, el contenido de Ni de la composicién acuosa, el producto farmacéutico acuoso o la vacuna es menor de 18
ppm en comparacion con el contenido de aluminio. En una realizacion preferida, la composicion acuosa, un producto
farmacéutico acuoso o composicidon de vacuna comprende al menos 200 ppm de Ni en comparacion con el
contenido de aluminio.

En una realizaciéon preferida, la composicién acuosa, la composicion acuosa farmacéutica o de vacuna que
comprende aluminio, un compuesto reactivo y una proteina, comprende entre 5 mcg/ml y 50 mg/ml de aluminio y
comprende no mas de 5 ppm de Cu en comparacién con el contenido de aluminio (gramo/gramo). Preferiblemente,
el contenido de Cu es menor de 2,5 ppm de Cu en comparacion con el contenido de aluminio. Preferiblemente, el
contenido de Cu es menor de 1 ppm, preferiblemente menor de 0,5 y mas preferiblemente menor de 0,25 ppm en
comparaciéon con el contenido de aluminio (1 ppm = 1 mcg/gramo de Al). En una realizacién particularmente
preferida, el contenido de Cu de la composicion acuosa, el producto farmacéutico acuoso o la vacuna es menor de
2,5 ppm en comparacién con el contenido de aluminio. En una realizacién preferida, la composiciéon acuosa, el
producto farmacéutico acuoso o composicién de vacuna comprende al menos 50 ppm de Cu en comparacién con el
contenido de aluminio.

En una realizacion particularmente preferida, el contenido de Fe de la composicidon acuosa, el producto farmacéutico
acuoso o la vacuna es menor de 420 ppm en comparacion con el contenido de aluminio, el contenido de Ni de la
composicion acuosa, el producto farmacéutico acuoso o la vacuna es menor que 18 ppm en comparacion con el
contenido de aluminio, y el contenido de Cu de la composicién acuosa, el producto farmacéutico acuoso o vacuna es
menor de 2,5 ppm en comparaciéon con el contenido de aluminio. En una realizacién preferida, la composicion
acuosa, el producto farmacéutico o vacuna acuosa comprende mas de 10 ppm de Fe en comparacion con el
contenido de aluminio, al menos 200 ppb de Ni en comparacién con el contenido de aluminio, y al menos 50 ppb de
Cu en comparacion con el contenido de aluminio.

En un método para preparar una composicion acuosa, una composicion acuosa farmacéutica o de vacuna que
comprende aluminio, un compuesto reactivo y una proteina de acuerdo con la invencién, o un método para preparar
o seleccionar una sal de aluminio de acuerdo con la invencién, o un método para preparar un precipitado de sal de
aluminio de calidad clinica de acuerdo con la invencién, se prefiere que el contenido de metal pesado en relacién
con el contenido de aluminio esté como se indica anteriormente en el presente documento. Por lo tanto, la invencion
describe un método para preparar una composicion acuosa que comprende aluminio, un compuesto reactivo y una
proteina, comprendiendo dicho método

- preparar o seleccionar una sal de aluminio que sea capaz de proporcionar una composicion acuosa que
tenga menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composicién acuosa y

- combinar dicha sal de aluminio, dicho compuesto reactivo, dicha proteina y agua para producir dicha
composicion acuosa,

por lo que la composicidon acuosa comprende entre 5 mcg/ml y 50 mg/ml de aluminio, preferiblemente entre 0,1
mg/ml y 2,5 mg/ml; y no mas de 700 ppm de metal pesado y preferiblemente no mas de 450 ppm de metal pesado
en comparacion con el contenido de aluminio; en el que dicha composicion acuosa comprende no mas de 420 ppm
de Fe, preferiblemente no mas de 100 ppm, en comparacion con el contenido de aluminio; no mas de 18 ppm,
preferiblemente no mas de 3 ppm de Ni en comparacion con el contenido de aluminio; y/o no mas de 2,5 ppm de Cu,
preferiblemente no mas de 0,5 ppm, en comparaciéon con el contenido de aluminio. En una realizacién preferida,
dicha composicién acuosa comprende no mas de 700 ppm de metal pesado y preferiblemente no mas de 450 ppm
de metal pesado en comparacién con el contenido de aluminio; no mas de 420 ppm de Fe, preferiblemente no mas
de 100 ppm, en comparacion con el contenido de aluminio; no mas de 18 ppm, preferiblemente no mas de 3 ppm de
Ni en comparacion con el contenido de aluminio; y no mas de 2,5 ppm de Cu, preferiblemente no mas de 0,5 ppm,
en comparacion con el contenido de aluminio.
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Se ha observado que el componente de aluminio es una fuente importante para el metal pesado en la composicion
acuosa. Por lo tanto, una forma de controlar la cantidad de metal pesado en la composicidon acuosa es controlar la
cantidad de metal pesado en la fuente de aluminio utilizada para generar la composicion acuosa. Por lo tanto, la
invencion describe ademas un método para preparar una composicidon acuosa que comprende aluminio y una
proteina, comprendiendo dicho método

- preparar o seleccionar una solucion de sal de aluminio (tal como, por ejemplo, 10 mg/ml de hidroxido de
aluminio liquido (tal como, por ejemplo, alhydrogel® al 2 % de Brenntag Biosector, nimero de catalogo
843261) que en la formulacién de proteina final no comprenda méas de 350 ppb de metal pesado basado en
el peso de la composicidn acuosa (por ejemplo, para el Alhydrogel® al 2 % y la cantidad final de 0,25 mg de
hidréxido de aluminio en la composiciéon acuosa de 0,5 ml (= dosis), la solucién de sal de aluminio
seleccionada o preparada no debe contener mas de 7 microgramos de metal pesado por mililitro de la
solucién al 2 % de alhydrogel®, aproximadamente 7 ppm de contenido de metales pesados), y

- combinar dicha solucién de sal de aluminio, dicha proteina, agua y opcionalmente un compuesto reactivo
para producir dicha composicion acuosa (con no mas de 350 ppb de metal pesado en la composicion
acuosa).

Por ejemplo, la solucién de sal de aluminio, por ejemplo, el liquido de hidréxido de aluminio (usado como
componente a mezclar para dar como resultado la composicion acuosa final) no debe tener un contenido de metales
pesados superior a 7 ppm (dado como ejemplo en el presente documento, donde los 10 mg/ml de hidréxido de
aluminio se diluiran hasta 0,5 mg/ml para dar como resultado aproximadamente 350 ppb de contenido de metales
pesados en relacion con la composiciéon acuosa, suponiendo 1 ppm = aproximadamente 1 mg/ml) sobre la base del
peso del liquido de hidroxido de aluminio. El limite de contenido aceptable de metales pesados también se puede
expresar en relaciéon con el peso de la sal de aluminio tal como el hidroxido de aluminio en solucién (denominado
también "compuesto de aluminio de partida"). El contenido aceptable de metales pesados en este ejemplo no puede
exceder entonces de 7 microgramos de metal pesado por cada gramo de solucion de hidréxido de aluminio (es decir,
aproximadamente 7 ppm), es decir, la solucién al 2 % de alhydrogel®. Como se ha indicado anteriormente en el
presente documento, la composicién acuosa que comprende la proteina (tal como, por ejemplo, si se usa como una
vacuna) comprende preferiblemente entre 0,1 y 2,5 mg/ml del compuesto de aluminio. Sin embargo, la concentracion
de metal pesado en la composicion acuosa de acuerdo con la invencion no debe exceder de 350 ppb, es decir,
aproximadamente 350 ng por ml de la composicion final y, por lo tanto, la seleccion o preparacion del compuesto de
aluminio de partida debe realizarse en consecuencia. Para ilustrar mejor la seleccion de una solucion apropiada de
compuesto de partida de aluminio (por ejemplo, en forma de una soluciéon concentrada (véase anteriormente
Alhydrogel® al 2 % = 10 mg/ml), se muestra que una solucion de compuesto de aluminio de 10 mg/ml de hidréxido
de aluminio que tiene aproximadamente 7 ppm de impurezas de metales pesados corresponde a una concentracion
de metal pesado en la composicién de proteinas cuando la concentracion de aluminio es de aproximadamente 0,1
mg/ml de aproximadamente 70 nanogramos/ml o 70 ppb (muy por debajo de los 350 ppb proporcionados como
limite del contenido de metal pesado como se indica en la invencién). Una concentracion de 2,5 mg/ml del hidroxido
de aluminio en la composicion acuosa final que parte de una solucién de aluminio de 10 mg/ml de hidréxido de
aluminio que tiene aproximadamente 7 ppm de impurezas de metales pesados, dara como resultado un contenido
de metal pesado en la composicion de proteina acuosa que corresponde a una concentracion de metal pesado de
aproximadamente 1,75 microgramos/ml o aproximadamente 1,750 ppm (muy por encima de los 350 ppb
proporcionados como limite del contenido de metales pesados como se indica por la invencion). Por lo tanto, la
solucion de aluminio de 10 mg/ml de hidréxido de aluminio en este caso (el contenido final de hidréxido de aluminio
es de 2,5 mg/ml) no deberia tener entonces mas de 1,4 ppm de impurezas de metales pesados.

Un método para preparar una composicion acuosa que comprende una proteina preferiblemente comprende ademas
empaquetar alicuotas de dicha composicién acuosa que tienen menos de 350 ppb de metal pesado basado en el
peso de la composicidon acuosa en recipientes de almacenamiento herméticos por separado. La proteina en los
contenedores de almacenamiento herméticos es estable y puede almacenarse durante al menos tres meses, tal
como, por ejemplo, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 meses, preferiblemente
20 o0 24 meses, mas preferiblemente 20 meses a una temperatura de entre 2 y 8 °C grados Celsius.

Sin desear quedar ligado por la teoria, la degradacion del antigeno en composiciones acuosas, tal como una
composicién inmunogénica, que comprende iones de metales pesados presentes en una sal de aluminio, tal como
hidréxido de aluminio, podria explicarse con una ruta de degradacién subyacente asumiendo radicales libres tales
como, por ejemplo, radicales libres de sulfito. La formacién de radicales libres puede catalizarse por iones de
metales pesados presentes, por ejemplo, en hidroxido de aluminio, y este efecto (en el caso de una cierta cantidad
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de metal pesado como se indica de acuerdo con la invencion) podria ser el mecanismo de causa raiz subyacente
para problemas de estabilidad segun se identifican como parte de la contribucion inventiva. La parte experimental de
esta solicitud muestra en gran detalle la evidencia de esta causa raiz para la vacuna contra la encefalitis japonesa
(también conocida como "JEV"), y muestra de manera similar una composicion de polipéptido con adyuvante de
aluminio simple que comprende un compuesto reactivo, tal como sulfito. Por lo tanto, es evidente que puede tener
lugar una reaccién similar también en otra composicidon acuosa que comprende aluminio (con alto contenido de
metal pesado, por ejemplo, mas de 350 ppb basado en el peso de la composicién), proteina y posiblemente un
componente reactivo, tal como sulfito y/o otras particulas formadoras de radicales. La oxidacién catalizada por
metales pesados es una ruta de degradacion que da como resultado una modificacién covalente de proteinas. Las
propiedades fisicoquimicas modificadas de la proteina oxidada/modificada o antigeno pueden dar como resultado la
pérdida de la actividad biologica (Li et al., 1995, Mayo et al., 2003, Stadtman, 1990).

Los siguientes esquemas de reaccion (que posiblemente se producen en el producto JEV como se describe en la
parte experimental) son indicativos de composiciones de la invenciéon que comprenden ademas de la proteina y el
metal pesado, también sulfito y/u otro compuesto reactivo tal como, por ejemplo, sulfito y/o formaldehido.
El metabisulfito de sodio (Na2S20s) en solucion se disuelve en bisulfito (S205%), en una solucién alcalina, el bisulfito
en equilibrio va hacia sulfito (SO32") y en una solucion acida, hacia H2SO3/SO2. Después de la disolucion de Na2S20s
en agua, se hidroliza en NaHSO3 como se indica a continuacion

Naz2S205 <> 2 NaHSO3
A pH neutro, se puede asumir el siguiente equilibrio:

HSO3 <> H* + SO3% pKa =7,2

Esto significa que a pH 7, el equilibrio se desvia hacia HSO3- y en condiciones mas basicas (por ejemplo, pH 8),
hacia SO32.

El formaldehido forma un aducto de bisulfito durante la neutralizacion de acuerdo con la siguiente ecuacion:
CH20 + HSO3  — CH2(OH)(SOs)

Después de usar el bisulfato, la reaccién avanza hasta que se alcanza el equilibrio como se indica a continuacion:
CH20 + S03% + H20 — CH2(OH)(SOs) + OH-

El formaldehido y el sulfito reaccionan entre si, sin embargo, se ha encontrado que el formaldehido y el sulfito
todavia estan presentes en equilibrio en la vacuna contra JEV y se pueden detectar en el siguiente intervalo (n = 49):

Resultados de liberacién en DS | Sulfito libre | Formaldehido libre
Promedio (ppm) 113,9 41,9
Promedio (mM) 1,41 1,36

Desviacioén estandar (ppm) 24 14,3
Min (ppm) 66 10,6
Max (ppm) 174 78,7

De acuerdo con la bibliografia (Ranguelova et al., 2010), los iones de metales de transicion catalizan la auto-
oxidacion de (bi)sulfito a través de la formacion del radical de anion de triéxido de azufre (-SOs3’):

M + SO32 — MO"* + -SO3

donde M puede ser anion de cobre (Cu?*), hierro (Fe3*), oxivanadio (VO?*), manganeso (Mn2*), niquel (Ni?*) o
cromato (CrO4%) (Alipazaga et al. 2004; Berglund et al. 1993; Brandt y Elding 1998; Lima et al. 2002; Shi 1994).

Se demostré que dichos radicales de sulfito son altamente reactivos y pueden oxidar diversas sustancias, tales como
ascorbato, hidroquinona e histidina (Huie et al., 1985). Neta y Huie, 1985, publicaron una resefia de la quimica de los
radicales libres de sulfito. Los autores también muestran que la formacion de radicales también puede ser catalizada
por la fotoionizacién del sulfito como se indica a continuacion:
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SO3% + hv — SOz + e

La formacién de radicales catalizada por la luz también podria explicar las diferencias observadas en la potencia y
los resultados de ELISA de jeringas descubiertas sin etiqueta (usadas para pruebas de liberacién y propésitos de
referencia) y muestras de lotes de vacunas finales totalmente empaquetadas para el producto JEV. Las muestras
completamente empaquetadas estdn completamente protegidas de la luz, mientras que las jeringas sin etiqueta
pueden exponerse a la luz durante el almacenamiento y la manipulacion.

Una reaccion importante del radical sulfito en sistemas de auto-oxidacién es con oxigeno molecular para formar un
radical peroxilo que es mucho mas reactivo:

-S03 + 02 — -SOs5°

La solubilidad de Oz en agua a 0 °C y a 20 °C es de 0,4 mM y 0,25 mM, respectivamente. Suponiendo que la
solubilidad de Oz en una composicion de la invencién se encuentra en un intervalo similar, esta presente una
cantidad considerable de oxigeno para formar el radical peroxilo. Este radical es un oxidante mucho mas fuerte en
comparacién con -SOs y puede oxidar ciertos sustratos que no estan unidos por -SO3™ en absoluto y que, de hecho,
pueden formar radicales que oxidan los iones sulfito. En tales casos, cuando el potencial redox del sustrato es
intermedio entre los de -SO3" y -SOs", es probable que se desarrolle una cadena de reacciones en presencia de Oz
siguiendo el patron general:

-S03 + 02 — -SOs5"
-SO05 + X — SOs% + - X*
- X* + 803> — X + -SO3

La intermediacién de un sustrato X puede mejorar el proceso en cadena de la oxidacidn de sulfito por oxigeno. La
reduccion de un electron de -SOs produce HSOs (peroximonosulfato), un oxidante muy fuerte que es capaz de
oxidar muchos compuestos organicos (Lambeth et al., 1973; Ito & Kawanashi, 1991). El peroximonosulfato es
también un radical de anién sulfato precursor -SO4".

- S0s5 + HSO3 — -SO4". + HSO4

El radical -SO4 es un oxidante muy fuerte, casi tan fuerte como el radical hidroxilo (-OH), y es muy probable que
oxide otras biomoléculas por oxidacion de un electron.

En una realizacién preferida, la composicion que comprende una proteina de acuerdo con la invencién es una
composicion terapéutica o una composicion inmunogénica, tal como una vacuna. Las composiciones terapéuticas se
administran a individuos, tales como seres humanos o animales. En particular para dichas composiciones, es
importante que la proteina dentro de la composicién todavia tenga su efecto terapéutico en el momento en que se
administra a dicho individuo. La degradacién de la proteina o los cambios en la proteina en su estructura pueden
hacer que la proteina pierda su actividad terapéutica. De forma similar, la degradacion o los cambios estructurales
de la composicion inmunogénica también conduciran a una reduccion en la eficacia de la composicién para inducir
y/o potenciar una respuesta inmune en un individuo. Una composiciéon inmunogénica se administra preferiblemente a
un individuo para contrarrestar o prevenir una infeccion virica. La proteina contenida dentro de la composicion
inmunogénica acuosa puede ser una Unica proteina o una proteina multimérica o parte de un complejo que
comprende dicha proteina (por ejemplo, tal como parte de un virus o una célula).

Una proteina o complejo de proteinas puede comprender un virus o bacteria viva atenuada, inactivada o mutada una
proteina virica o bacteriana inmunogénica o una parte inmunogénica de dicha proteina (por ejemplo, un péptido
inmunogénico), virus o bacteria fraccionados, o células bacterianas enteras. Si dicha composicidon inmunogénica se
administra para proporcionar proteccion contra una infeccion virica o bacteriana, la degradacién de la proteina puede
dar como resultado la pérdida de la capacidad protectora de la composicidon inmunogénica. Como se usa en el
presente documento, un virus o bacteria "viva atenuada" es un virus o bacteria que es menos patégena que el virus
0 bacteria de tipo silvestre, pero que ha mantenido propiedades inmunogénicas. Como se usa en el presente
documento, un virus o bacteria "inactivada" se refiere a un virus o bacteria que se han inactivado para que ya no
sean infecciosos, mientras que las propiedades inmunogénicas se han mantenido, al menos en parte. Un virus o
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bacteria inactivada puede estar en forma de virus entero inactivado o células bacterianas. Sin embargo, la
inactivacion puede provocar la alteracién de virus o células bacterianas. Por lo tanto, el virus o bacteria inactivados
también pueden estar en forma alterada. Como se usa en el presente documento, un virus o bacteria "fragmentada”
se refiere a un virus o bacteria que se altera usando, por ejemplo, un detergente.

La composiciéon acuosa de la invencion puede comprender un compuesto reactivo, tal como formaldehido, que
generalmente esta presente para inactivar un virus o bacteria. También puede estar presente un compuesto reactivo
adicional o alternativo para inactivar cualquier formaldehido residual en la solucién acuosa, tal como el sulfito del
compuesto reactivo. Como se detalla anteriormente, se cree que los metales pesados catalizan la oxidacion de
(bi)sulfito y la formacién de radicales sulfito presentes en la composicion acuosa, lo que a su vez puede inducir la
degradacion de la proteina presente en la composicion. Por lo tanto, es probable que las composiciones que
comprenden virus o bacterias inactivadas o partes inmunogénicas de las mismas comprendan uno o mas
compuestos reactivos. Por lo tanto, la ausencia de metales pesados o la presencia por debajo de los niveles
identificados por la presente invencion, es de particular relevancia cuando la composicién acuosa de la invencion
comprende un virus inactivado o una parte inmunogénica del mismo. En una realizacién particularmente preferida,
una composicion inmunogénica de acuerdo con la invencién comprende, por lo tanto, un virus inactivado. En una
realizaciéon preferida, la composiciéon acuosa, preferiblemente la composicion inmunogénica de acuerdo con la
invencién, comprende un virus inactivado. Dicho virus, por ejemplo, esta inactivado por un compuesto reactivo tal
como formaldehido como se describe en la presente invencion.

En otra realizacién preferida, la composicion acuosa, composicion inmunogénica o vacuna de acuerdo con la
invencién comprende un toxoide. Como se usa en el presente documento, un "toxoide" se refiere a una toxina
bacteriana inactivada, tal como una exotoxina, como resultado de lo cual la toxicidad se reduce o se anula mientras
que las propiedades inmunogénicas se mantienen al menos en parte. Dicha toxina, por ejemplo, esté inactivada por
un compuesto reactivo tal como formaldehido como se describe en la presente invencion. Los ejemplos de toxoides
presentes en una composicién inmunogénica de acuerdo con la invencion incluyen, pero sin limitacién, toxinas de
difteria, tétanos y botulismo.

La expresion "proteina virica o bacteriana inmunogénica" se refiere a una proteina virica o bacteriana que es capaz
de provocar una respuesta inmune. La expresion "parte inmunogénica" como se usa en el presente documento, se
refiere a una parte de una proteina virica o bacteriana que es capaz de provocar una respuesta inmune.
Preferiblemente, la respuesta inmune desencadenada reconoce tanto dicha parte de la proteina como la proteina
completa. Por lo tanto, en una realizacion, una composicion acuosa que comprende una proteina de acuerdo con la
invencion es una composicion inmunogénica. Dicha composicion es preferiblemente una composicion terapéutica y/o
una composicion profilactica tal como una vacuna. También se proporciona una vacuna que es una composicion
acuosa que comprende una proteina de acuerdo con la invencion.

Una "composicion inmunogénica”" se define en el presente documento como una composicién que es capaz de
provocar una respuesta inmune cuando se administra a un individuo. La respuesta inmune desencadenada puede
ser humoral, celular o una combinacién de las mismas e incluye, pero sin limitacién, la producciéon de anticuerpos,
linfocitos B tales como linfocitos B activados, y linfocitos T tales como linfocitos T activados. Una respuesta inmune
como se usa en el presente documento se dirige preferiblemente de manera especifica a uno o mas inmunégenos
dentro de una composicién que comprende una proteina de acuerdo con la invencién. Una composicion
inmunogénica de la presente invencion se puede administrar a un individuo mediante cualquier técnica conocida en
la técnica, incluyendo, pero sin limitacion, inyeccion intramuscular (IM), intradérmica (ID), subcutanea (SC),
intracraneal (IC), intraperitoneal (IP ), o intravenosa (IV), administracion transdérmica, oral, intranasal o rectal, y
combinaciones de las mismas, se prefieren inyeccion intramuscular (IM), intradérmica (ID), subcutanea (SC),
intracraneal (IC), intraperitoneal (IP), o intravenosa (IV). En una realizacién preferida, se usa una composicion
inmunogénica que comprende una proteina de acuerdo con la invencién para provocar una respuesta inmune que
puede ser util en un contexto crénico (tal como el tratamiento del cancer) o el establecimiento profilactico (tal como
una vacuna tipica). Se prefiere que la composicién inmunogénica se use como vacuna, es decir, uso profilactico. En
esta realizacion, el aluminio esta tipicamente presente como el adyuvante.

Un "adyuvante" como se usa en el presente documento, se refiere a un agente farmacolégico o inmunoldgico que
modifica el efecto de otros agentes, tal como un agente inmunoldgico que aumenta la respuesta antigénica. Los
adyuvantes tipicamente sirven para poner el antigeno -la sustancia que estimula la respuesta inmune protectora
especifica- en contacto con el sistema inmune e influir en el tipo de inmunidad producida, asi como en la calidad de
la respuesta inmune (magnitud o duracién); disminuir la toxicidad de ciertos antigenos; y proporcionar solubilidad a
algunos componentes de vacuna.

Un "individuo" se define en el presente documento como un ser humano o un animal. Los individuos incluyen, pero
sin limitacion, no pollos, patos, gansos, pavos, cisnes, emues, pintadas y faisanes, seres humanos, cerdos, hurones,
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focas, conejos, gatos, perros y caballos. En una realizacién preferida de la invencion, un individuo es un mamifero,
preferiblemente un ser humano.

El "micro" en microgramo o microlitro u otra unidad se denomina a veces mc, el simbolo y o la letra u. Un valor de 3
mcg es, por lo tanto, 3 microgramos, 3 pl es 3 microlitros y 3 ug es 3 microgramos.

Se prepara a menudo un adyuvante de aluminio mediante exposicién controlada de una soluciéon acuosa de iones
aluminio, a condiciones alcalinas (para una revision, véase Lindblad, EB (2004) Immunol. and Cell Biol. Vol 82: 497-
505). En la presente invencién, se ha encontrado para el producto JEV (véase la parte experimental) que una gran
cantidad del metal pesado en esta solucion acuosa de iones de aluminio termina en el precipitado de sal de aluminio
para el adyuvante de aluminio. Se ha encontrado ademas que la cantidad de metal pesado en el precipitado de
aluminio afecta a la estabilidad de la vacuna durante el almacenamiento de la vacuna. Por lo tanto, la cantidad de
metal pesado que esta presente en la sal de aluminio puede controlarse determinando la cantidad de metal pesado
en la sal pero también, y preferiblemente, controlando la cantidad de metal pesado en la solucién acuosa de iones
de aluminio. También se describe un método para preparar un precipitado de sal de aluminio de calidad clinica para
su incorporacion en un medicamento y/o vacuna, comprendiendo dicho método preparar una soluciéon acuosa de i6n
de aluminio y precipitar dichos iones de aluminio en dicha solucién, y determinar el nivel de una metal pesado en la
solucion y/o el precipitado de sal de aluminio, preferiblemente donde se determina que dicha solucién y/o el
precipitado de sal de aluminio comprenden una cantidad que da como resultado menos de 350 ppb de metal pesado
en la composicion final, por ejemplo, cuando se vuelve a suspender en la composicion final. También se describe un
método para preparar un precipitado de sal de aluminio de calidad clinica para su incorporacién en un medicamento
y/o vacuna, comprendiendo dicho método preparar una soluciéon acuosa de iones de aluminio y precipitar dichos
iones aluminio en dicha solucién, y determinar el nivel de una metal pesado en la solucién y/o el precipitado de sal
de aluminio, en el que el precipitado que se selecciona es capaz de proporcionar una composicion acuosa que
comprende entre 5 mcg/ml y 50 mg/ml de aluminio, preferiblemente entre 0,1 mg/ml y 2,5 mg/ml, y que comprende
no mas de 700 ppm de metal pesado y preferiblemente no mas de 450 ppm de metal pesado en comparacion con el
contenido de aluminio, en el que dicha composicién comprende no mas de 420 ppm de Fe, preferiblemente no mas
de 100 ppm, en comparacion con el contenido de aluminio, no mas de 18 ppm, preferiblemente no mas de 3 ppm de
Ni en comparacion con el contenido de aluminio, y/o no mas de 2,5 ppm de Cu, preferiblemente no mas de 0,5 ppm,
en comparacion con el contenido de aluminio el contenido de aluminio. En una realizacién preferida, dicho
precipitado comprende no mas de 700 ppm de metal pesado y preferiblemente no mas de 450 ppm de metal pesado
en comparaciéon con el contenido de aluminio; no mas de 420 ppm de Fe, preferiblemente no mas de 100 ppm, en
comparacion con el contenido de aluminio, no mas de 18 ppm, preferiblemente no mas de 3 ppm de Ni en
comparacion con el contenido de aluminio, y no mas de 2,5 ppm de Cu, preferiblemente no mas de 0,5 ppm, en
comparacion con el contenido de aluminio.

También se describe una composicion farmacéutica que comprende una proteina de acuerdo con la invencion, que
comprende opcionalmente ademas un vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente aceptable. "Un diluyente
farmacéuticamente aceptable" como se usa en el presente documento se define como cualquier solucién, sustancia
o combinacion de las mismas que no tiene actividad bioldgica o cualquier otra actividad no deseada, lo que significa
que puede administrarse a un individuo junto con otros componentes de una composicion inmunoldgica sin causar
una reaccion adversa sustancial. Los ejemplos de vehiculos adecuados, por ejemplo, comprenden hemocianina de
lapa californiana (KLH), albumina sérica (por ejemplo, BSA o RSA) y ovoalbumina. En una realizacion preferida,
dicho vehiculo adecuado comprende una solucion, como por ejemplo, solucion salina.

En un aspecto, se usa un método de acuerdo con la invencién para prolongar la vida en almacenamiento o la vida
util de una composiciéon acuosa que comprende una proteina de acuerdo con la invencién. Como se usa en el
presente documento, la expresién "vida util" se define como el periodo de tiempo en que una composicion que
comprende una proteina de acuerdo con la invencion puede almacenarse sin ser inadecuada para su uso, por
ejemplo, debido a la degradacion de la proteina (por ejemplo, esta dentro de la especificacion de potencia de la
composicion, por ejemplo, vacuna, segun lo requiera la agencia reguladora que aprob6é o aprobara la vacuna).
Durante el almacenamiento de las composiciones acuosas como se describe en el presente documento, puede
producirse la degradacion de la proteina, en particular cuando se supera un cierto nivel (como se describe en el
presente documento) de metales pesados. La degradacién generalmente aumenta con el tiempo cuando tales
composiciones acuosas se almacenan. Ahora que se encuentra que la degradacion de proteina se reduce en una
composicion acuosa que comprende ademas de dicha proteina una sal de aluminio, si dicha composicion
comprende menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composicién acuosa, ha sido posible
contrarrestar la degradacién de la proteina en composiciones acuosas. Al contrarrestar la degradacion de la proteina
con un método de acuerdo con la invencion, la estabilidad de dicha proteina dentro de dicha composicion aumenta, y
la vida de almacenamiento de una composicion acuosa que comprende dicha proteina se prolonga. Una
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composicion acuosa de acuerdo con la presente invencion proporciona la ventaja de que es estable y no
experimenta degradacion de la proteina durante un periodo prolongado. Dicha composicién acuosa que comprende
una proteina de acuerdo con la invencion es estable durante al menos un mes a temperatura elevada, tal como, por
ejemplo, 20 o 37 °C, preferiblemente durante al menos tres meses a temperatura elevada tal como, por ejemplo, 20
o 37 °C. Una composicion acuosa que comprende una proteina de acuerdo con la invencién se almacena
preferiblemente a una temperatura de entre 0 °C y 20 °C para contribuir a una mayor vida util, mas preferiblemente
entre 2 °C y 15 °C, mas preferiblemente entre 2° C y 10 °C, mucho mas preferiblemente entre 2 °C y 8 °C. La vida
util a una temperatura entre 2 °C y 8 °C es estable preferiblemente durante al menos tres meses, tal como, por
ejemplo, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 meses, preferiblemente 20 o 24
meses, mas preferiblemente 20 meses a una temperatura de entre 2 y 8 °C grados Celsius. Por lo tanto, se
proporciona una composicidon acuosa que comprende una proteina de acuerdo con la invencién que tiene una vida
util de aproximadamente 12 a 24 meses. La invencion proporciona ademas una solucidon acuosa de acuerdo con la
invencion que se ha almacenado durante al menos un mes, preferiblemente durante al menos dos meses, mas
preferiblemente durante al menos tres meses, mas preferiblemente durante al menos seis meses. Una composicion
acuosa comprende preferiblemente una proteina y una sal de aluminio, comprendiendo dicha composicién menos de
350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composiciéon acuosa, entre 5 mcg/ml y 50 mg/ml de aluminio,
preferiblemente entre 0,1 mg/ml y 2,5 mg/ml, y no mas de 700 ppm de metal pesado y preferiblemente no méas de
450 ppm de metal pesado en comparacion con el contenido de aluminio, en la que dicha composicion comprende no
mas de 420 ppm de Fe, preferiblemente no mas de 100 ppm, en comparacion con el contenido de aluminio, no mas
de 18 ppm, preferiblemente no mas de 3 ppm, de Ni en comparacion con el contenido de aluminio, y/o no mas de 2,5
ppm de Cu, preferiblemente no mas de 0,5 ppm, en comparacién con el contenido de aluminio. En una realizacion
preferida, dicha composicion comprende no mas de 700 ppm de metal pesado y preferiblemente no mas de 450 ppm
de metal pesado en comparacién con el contenido de aluminio; no mas de 420 ppm de Fe, preferiblemente no mas
de 100 ppm, en comparacion con el contenido de aluminio, no mas de 18 ppm, preferiblemente no mas de 3 ppm de
Ni en comparacion con el contenido de aluminio, y no mas de 2,5 ppm de Cu, preferiblemente no mas de 0,5 ppm,
en comparacion con el contenido de aluminio.

Como se usa en el presente documento, una "composicion de proteina estable" significa que, en comparacion con
una composicion de partida, no mas del 50 %, preferiblemente no mas del 40 %, incluso mas preferiblemente no
mas del 30 %, incluso mas preferiblemente no mas del 20 %, incluso mas preferiblemente no mas del 10, incluso
mas preferiblemente no mas del 5 % de la proteina en dicha composiciéon se degrada. "Degradado” en este contexto
se refiere a cualquier modificacion detectable de la proteina en comparacién con la proteina en la composicion de
partida. Por ejemplo, una disminucion en la deteccion de la proteina con un anticuerpo monoclonal, tal como, por
ejemplo, un anticuerpo que reconoce un epitopo neutralizante, es adecuada y puede medirse con cualquier método
conocido en la técnica, tal como ELISA (véase el Ejemplo 4). El nivel detectado se puede comparar, por ejemplo,
con el nivel detectado con un policlonal especifico para la misma proteina, tal como, por ejemplo, que representa la
cantidad de proteina total (cambiada o sin cambios). También se describe un método para prolongar la vida util de
una composicién acuosa que comprende una proteina y una sal de aluminio, comprendiendo dicho método
seleccionar y/o preparar una sal de aluminio que da como resultado una composicién acuosa con un contenido de
metal pesado de menos de 350 ppb sobre la base del peso de la composiciéon acuosa, y combinar dicha sal de
aluminio, dicha proteina y agua para producir dicha composicion acuosa. Se describe adicionalmente un método
para mejorar la reproducibilidad de la vida util de preparaciones de composiciones acuosas que comprenden una
proteina y una sal de aluminio, comprendiendo dicho método obtener al menos dos preparaciones diferentes de sal
de aluminio, determinando la cantidad de al menos un metal pesado en dichas preparaciones de sal de aluminio,
seleccionar de dichas preparaciones de sal de aluminio, preparaciones de sal de aluminio que comprenden menos
de 350 ppb de dicho al menos un metal pesado; y combinar sal de aluminio de dichas preparaciones seleccionadas
con dicha proteina y agua para producir dichas composiciones acuosas. Preferiblemente, se selecciona una
composicién que comprende entre 5 mcg/ml y 50 mg/ml de aluminio, preferiblemente entre 0,1 mg/ml y 2,5 mg/ml, y
que comprende no mas de 700 ppm de metal pesado y preferiblemente no mas de 450 ppm de metal pesado en
comparacién con el contenido de aluminio, en la que dicha composicion comprende no mas de 420 ppm de Fe,
preferiblemente no mas de 100 ppm, en comparacidon con el contenido de aluminio; no mas de 18 ppm,
preferiblemente no mas de 3 ppm, de Ni en comparacion con el contenido de aluminio; y/o no mas de 2,5 ppm de
Cu, preferiblemente no mas de 0,5 ppm, en comparacion con el contenido de aluminio. Mas preferiblemente, dicha
composicion comprende no mas de 700 ppm de metal pesado y preferiblemente no mas de 450 ppm de metal
pesado en comparacién con el contenido de aluminio, en la que dicha composicion comprende no mas de 420 ppm
de Fe, preferiblemente no mas de 100 ppm, en comparacién al contenido de aluminio; no mas de 18 ppm,
preferiblemente no méas de 3 ppm, de Ni en comparacion con el contenido de aluminio; y no mas de 2,5 ppm de Cu,
preferiblemente no mas de 0,5 ppm, en comparacion con el contenido de aluminio.
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En otro aspecto, la invencion describe un método para analizar la estabilidad de almacenamiento de una
composicion que comprende aluminio y un compuesto terapéutico o profilactico, comprendiendo dicho método
combinar en una composicidon una cantidad predeterminada de agente terapéutico o vacuna y una cantidad
predeterminada de una sal de aluminio, comprendiendo dicho método ademas almacenar dicha composicion durante
al menos 2 semanas, preferiblemente al menos 4 semanas y preferiblemente al menos un mes, a una temperatura
de mas de 20 °C, preferiblemente a una temperatura de aproximadamente 22 °C, y determinar la estabilidad y/o la
cantidad de proteina, preferiblemente el compuesto terapéutico o profilactico, en dicha composicién. Como se
demuestra en los Ejemplos 1 y 2, una temperatura de 22 °C, que es una temperatura mas alta en comparacién con
las condiciones de almacenamiento normales o aproximadamente 2-8 °C, da como resultado la degradacion
acelerada de proteina en una composicion acuosa que comprende proteina, una sal de aluminio y mas de 350 ppb
de dicho metal pesado basado en el peso con respecto a dicha composicion. Por lo tanto, una temperatura de
aproximadamente 22 °C y una duracién de almacenamiento de al menos 2 semanas, preferiblemente al menos 4
semanas, son adecuadas para determinar la estabilidad de almacenamiento de las composiciones acuosas que
comprenden una proteina de acuerdo con la invencién. La estabilidad de almacenamiento se puede determinar
mediante cualquier método conocido en la técnica. La estabilidad de almacenamiento de una composicién acuosa
que comprende una proteina de acuerdo con la invencion se analiza preferiblemente determinando la estabilidad de
almacenamiento de dicha proteina, preferiblemente determinando un epitopo sensible al almacenamiento en dicha
proteina. Por ejemplo, como se describe en los Ejemplos 1 y 2, la estabilidad de una proteina, preferiblemente un
antigeno, se determina determinando la relacion de epitopo sensible al almacenamiento intacto, tal como el
contenido de epitopo antigénico intacto (por ejemplo, epitopo de un epitopo neutralizante), y el contenido total de
proteinas. "Epitopo sensible al almacenamiento intacto" o "epitopo antigénico intacto" como se usa en el presente
documento significa que la degradacién no se ha producido dentro de dicho epitopo. El contenido de epitopo
antigénico intacto se mide, por ejemplo, determinando la proteina unida a un anticuerpo monoclonal especificamente
dirigido contra dicho epitopo en, por ejemplo, un ELISA. El contenido de proteina total se mide, por ejemplo,
determinando la proteina unida al anticuerpo policlonal que se dirige contra diversos epitopos dentro de la proteina,
por ejemplo, mediante ELISA. El contenido de epitopo especifico relativo puede expresarse entonces como la
proporcion del contenido de antigeno total determinada por unién a un anticuerpo monoclonal dividido por el
contenido de antigeno total determinado por unién a anticuerpo policlonal. Una relacion alta indica un alto contenido
de epitopo antigénico y una baja relacion indica un bajo contenido de epitopo antigénico. Una baja relaciéon medida
para una composicién acuosa después del almacenamiento al menos a 20 °C, preferiblemente 22 °C, durante al
menos 2 semanas, preferiblemente 4 semanas, en comparacion con la relacion medida para dicha composicion
acuosa antes del almacenamiento, indica que han tenido lugar cambios estructurales dentro del epitopo antigénico.
Los cambios estructurales dentro de dicho epitopo antigénico indican estabilidad de almacenamiento reducida de la
composicion acuosa.

El contenido de metales pesados de una composicion acuosa preparada de acuerdo con la invencion es inferior a
350 ppb basado en el peso de la composicidon acuosa. En general, cuanto menos metal pesado contiene dicha
composicion acuosa, menos degradacion proteica se produce. Preferiblemente, por lo tanto, el contenido de metales
pesados es menor de 325 ppb basado en el peso de la composicién acuosa, mas preferiblemente menor de 300
ppb, mas preferiblemente menor de 275, mas preferiblemente menor de 250 ppb, y mas preferiblemente menor de
235 ppb basado en el peso de la composicion acuosa.

Como se usa en el presente documento, la expresién "metal pesado” se refiere a la cantidad total de elementos que
exhiben propiedades metdlicas e incluye los metales de transicion, metaloides, lantanidos y actinidos. Los metales
de transicion son elementos cuyo atomo tiene una subcorteza en d incompleta, o que pueden dar lugar a cationes
con una subcorteza en d incompleta, e incluyen cinc, molibdeno, cadmio, escandio, titanio, tecnecio, paladio,
vanadio, cromo y manganeso, hierro, cobalto, rodio, hafnio, cobre, niquel, itrio, niobio, zicorconio, rutenio, plata,
tantalo, renio, tungsteno, osmio, meitnerio, platino, iridio, mercurio, bhorio, seaborgio, hassio. Los metaloides son
Boro (B), Silicio (Si), Germanio (Ge), Arsénico (As), Antimonio (Sb), Telurio (Te), Polonio (Po). Los lantanidos son los
quince elementos quimicos metalicos con nimeros atomicos de 57 a 71, es decir, lantano, cerio, praseodimio,
neodimio, praseodimio, neodimio, prometio, samario, europio, gadolinio, terbio, disprosio, holmio, erbio, tulio, iterbio
y lutecio. Los actinidos son los quince elementos quimicos metalicos con nimeros atémicos de 89 a 103, actinio,
torio, protactinio, uranio, neptunio, plutonio, americio, curio, berkelio, californio, einstenio, fermio, mendelevio, nobelio
y lawrencio. El metal pesado es preferiblemente un metal del bloque D de la tabla periddica. El metal pesado es
preferiblemente un metal del grupo 3-12 de la tabla peridédica que incluye los lantanidos y los actinidos. En una
realizacién particularmente preferida, el metal pesado es un metal del bloque D, o grupo 3-12 de la tabla periédica y
que no incluye los lantanidos y los actinidos. Preferiblemente, dicho metal pesado es un elemento seleccionado de
los metales de transicion. En otra realizacion preferida, el metal pesado se selecciona de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd,
Ag, Fe, V, Cr, Pb, Rb y Mo. En otra realizacion preferida, dicho metal pesado es un metal que tiene una masa molar
de entre 21 y 83, preferiblemente dicho metal pesado es un metal del bloque D de la tabla periédica con una masa
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molecular de entre 21 y 83, mas preferiblemente de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V, Cr y Mo. Preferiblemente,
dicho metal pesado es un metal del bloque D de la tabla periédica con una masa molecular de entre 21-30 y 39-48,
mas preferiblemente de Cu, Ni, Co, Ru, Cd, Ag, Fe, V, Cr y Mo. En un aspecto aun mas preferido, el metal pesado
se selecciona de los metales pesados Cu, Niy Fe.

Como se demuestra en los Ejemplos, se identificé que el lote de hidroxido de aluminio (alumbre) 4230 contribuye
significativamente a la degradacion del antigeno en la vacuna contra JEV FVL09L37. En el ejemplo 3, se muestra
que este lote de alumbre comprende al menos los siguientes metales: Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V. Se
observaron niveles mas altos de iones de Fe, Ni y Cu en el lote de alumbre 4230 en comparacién con otros lotes
investigados. El lote 4230 fue el Unico en el que se detectaron iones Cu residuales. Por lo tanto, preferiblemente
dicho metal pesado se selecciona del grupo que consiste en Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V, mas
preferiblemente de Fe, Niy Cu.

La cantidad de metal pesado en la composicién acuosa es preferiblemente menor de 350 ppb basado en el peso de
la composicion acuosa. Preferiblemente, la cantidad de metal pesado en la composicidon acuosa es inferior a 250
ppb, preferiblemente inferior a 225, mas preferiblemente inferior a 200, mas preferiblemente inferior a 150, mas
preferiblemente inferior a 100, mas preferiblemente inferior a 50, mas preferiblemente inferior a 25 ppb basado en el
peso de la composicion acuosa. La cantidad de metal pesado en una composicién acuosa de la invencion se ha
definido anteriormente en el presente documento. Esta cantidad es tipicamente para el total de metales pesados
determinados, o para los metales pesados Fe, Cr y Ni, 0 una combinacién de los mismos, que constituyen los
metales pesados principales en peso en la composicion acuosa de la invencion. Para los metales pesados
especificos, pueden preferirse cantidades de maximos diferentes. Por ejemplo, se prefiere que la cantidad de Fe en
la composicién acuosa de la invencién sea inferior a 350 ppb en base al peso de la composiciéon acuosa. En una
realizacion preferida, la cantidad de Fe es menor de 250 ppb, preferiblemente menor de 210 ppb Fe en base al peso
de la composicion acuosa.

Existe una fuerte evidencia de que muchos de los efectos proinflamatorios de los adyuvantes de aluminio estan
mediados por la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). El aluminio puede promover, en condiciones
fisiolégicas, la reduccion de Fe(lll) a Fe(ll) y la oxidacion de esta ultima. Por lo tanto, la combinacion de Fe y Al en el
adyuvante potenciara la formacién y las actividades de ROS (Exley, C (2010). Trends in Immunol. Vol. 31: pags.
103-109). En la presente invencion, se ha descubierto que Fe puede estar presente en una composicidon acuosa de
la invencion sin afectar significativamente a la estabilidad de almacenamiento de la composicion. En esta realizacion
de la invencion, se prefiere que la composicién acuosa de la invencion comprenda entre 5 ppb y 250 ppb de Fe en
base al peso de la composicién acuosa. En estas cantidades, la formacion de ROS durante el almacenamiento
debido a la presencia de dicha cantidad de Fe (si hubiera ROS) no afecta significativamente a la estabilidad de
almacenamiento de la composicion acuosa como se define en otra parte en el presente documento. Sin embargo,
las cantidades son suficientes para permitir efectos proinflamatorios después de la administracion de la vacuna in
Vivo.

En la presente invencion, se ha descubierto que particularmente la presencia del metal pesado Cu afecta seriamente
a la estabilidad de almacenamiento de la composicién de la invencion. La cantidad de Cu en una composicién o
método que contiene proteina para producir la composicién de proteina de la invencién es inferior a 1,25 ppb basado
en el peso de la composicidon acuosa. En una realizacion particularmente preferida, dicha composicién acuosa
comprende Cu a un nivel que esta por debajo del limite de deteccién del método para la deteccion de cobre como se
describe en los Ejemplos.

En la presente invencidn, se ha descubierto que particularmente el metal pesado Ni afecta a la estabilidad de
almacenamiento de la composicién de la invencion. La cantidad de Ni en una composicién o método de la invencion
es preferiblemente menor de 200 ppb. Preferiblemente menor de 40 ppb, preferiblemente menor de 9 ppb y
preferiblemente menor de 2 ppb en base al peso de la composicion acuosa. En una realizacién particularmente
preferida, por lo tanto, una composicién acuosa de la invencion comprende menos de 40 ppb de Ni en base al peso
de la composicion acuosa. Preferiblemente menos de 30 ppb, mas preferiblemente menos de 20 pbb y mas
preferiblemente menos de 15 pbb Ni en base al peso de la composicién acuosa. En una realizacion particularmente
preferida, dicha composicion acuosa comprende Ni a un nivel que esta por debajo del limite de deteccién del método
para la deteccion de niquel como se describe en los Ejemplos.

El metal pesado puede estar presente de forma neutra electronica o puede estar ionizado. Tipicamente y
preferiblemente, el metal pesado esta presente de forma iénica en una composicién acuosa de la invencion.

El contenido de metal de una composicion se puede determinar de diversas maneras. En un aspecto, un método de
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acuerdo con la invencion comprende determinar el nivel de un metal pesado en una composiciéon acuosa y/o la sal
de aluminio presente en dicha composiciéon acuosa. Los métodos para medir el nivel de uno o mas metales pesados
en una solucién acuosa se conocen en la técnica. Los ejemplos de dichos métodos incluyen espectrometria de
masas, tal como espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente (ICP-MS), espectrometria de
absorcion atémica de llama (F-AAS), y/o espectrometria de absorcion atémica de horno de grafito (GF-AAS).

Un ejemplo de un ensayo que puede usarse para determinar el contenido de metales pesados se describe en el
Ejemplo 3. El ensayo implica tratar una muestra de una solucién acuosa que contiene una sal de aluminio con HNOs
concentrado bajo calor hasta que obtener una solucién transparente. La solucién transparente puede luego diluirse y
analizarse adicionalmente, por ejemplo mediante ICP-MS, F-AAS y/o GF-AAS, para determinar la presencia y el
contenido de iones metalicos, incluyendo Pb, Cd, Cr, Co, Fe, Cu, Ni, Ag, W y Al.

Los Ejemplos 1 y 2 demuestran que el antigeno de JEV muestra una mayor estabilidad a pH 7,5-8 en comparacion
con pH 7. En los ejemplos, la estabilidad del antigeno se expresa como la relaciéon de ELISA monoclonal/policlonal.
Se demostrd que el anticuerpo monoclonal utilizado (clon 52-2-5) reconoce un epitopo neutralizante en la vacuna
contra la encefalitis japonesa (JEV). El contenido de epitopo especifico relativo puede expresarse como la relacion
del contenido de antigeno total determinado por "ELISA monoclonal" dividido por el contenido de antigeno total
determinado por "ELISA policlonal". Sin quedar ligado por la teoria, el efecto de una mayor estabilidad del antigeno a
pH 7,5-8 puede explicarse en base a la quimica de reaccién compleja supuesta subyacente de los sulfitos. El pH
puede influir en las condiciones de reaccion en equilibrio de la reaccién de sulfito/formaldehido y la carga superficial
de ciertas proteinas/cadenas laterales de aminoacidos accesibles para su modificacién. El pH puede afectar a la
oxidacion por influencia directa sobre los potenciales redox de los residuos de aminoacidos y los agentes oxidantes,
por ejemplo, radicales libres. Por lo tanto, en una realizaciéon, un método de acuerdo con la invencidon comprende
tamponar dicha composicion acuosa a un pH de entre 7,5 y 8,5.

Se estén usando diversas sales de aluminio en composiciones para la administraciéon de un individuo. El adyuvante
de aluminio contiene tipicamente un 6xido o sulfato de aluminio o una combinaciéon de los mismos. En una
realizacion preferida, la sal de aluminio comprende éxido de aluminio (Al203), hidroxido de aluminio (AI(OH)s) o
fosfato de aluminio (AIPOg).

En una realizacién preferida, la composicién acuosa de la invencién comprende ademas un compuesto reactivo.
Tipicamente, aunque no necesariamente, el compuesto reactivo esta presente como resultado de una manipulacién
de la composicién acuosa, por ejemplo, para tratar o inactivar un agente infeccioso, si lo hubiera en la composiciéon.
El compuesto reactivo también puede estar presente por otra razén. El sulfito, por ejemplo, a veces esta presente
para inactivar cualquier formaldehido residual en la soluciéon acuosa. El formaldehido es tipicamente un producto
quimico que a menudo se usa para inactivar cualquier agente infeccioso.

El compuesto reactivo es preferiblemente un compuesto activo redox, un compuesto para la formacién de radicales
y/o un compuesto estabilizante. En una realizacion preferida, dicha composicién acuosa de la invencion comprende
formaldehido, etanol, cloroformo, tricloroetileno, acetona, triton-X-100, desoxicolato, pirocarbonato de dietilo, sulfito,
Na2S20s, beta-proprio-lactona, polisorbato tal como Tween 20®, Tween 80®, O, fenol, copolimeros de tipo pluronic,
0 una combinacién de los mismos.

El sulfito esta presente preferiblemente en una cantidad de entre 0,1 mM y 5 mM, o preferiblemente entre 0,5-2 mM.
La formalina esta presente preferiblemente en una cantidad entre 0,1 mM y 5 mM, mas preferiblemente entre 0,5
mM y 2 mM. El oxigeno esta presente preferiblemente en una cantidad que es equivalente a la solubilidad de Oz a la
temperatura medida, el Oz esta presente preferiblemente en una cantidad de entre 10 y 250 uM cuando se mide a
20 grados Celsius. Cuando se mide a una temperatura de 0 grados Celsius, el Oz esta presente preferiblemente en
una cantidad de entre 10 y 400 uM. Un compuesto estabilizante esta presente preferiblemente en una cantidad de
entre 10 y 400 uM. De manera similar, esta presente un compuesto activo redox en una cantidad entre 0,1 mM y 5
mM, o preferiblemente entre 0,5-2 mM. Un compuesto de formacion de radicales esta presente preferiblemente en
una cantidad de entre 0,1 mM y 5 mM, o preferiblemente entre 0,5-2 mM. En este contexto, y en aras de la claridad,
es importante sefalar que el compuesto activo redox, el compuesto de construcciéon radical y/o el compuesto
estabilizante se consume en la produccién de un radical, mientras que el metal pesado que se indica anteriormente
en el presente documento, es un catalizador en la producciéon de un radical y no se consume, como tal. El
compuesto activo redox, el compuesto de formacién de radicales y/o el compuesto estabilizante, por lo tanto, no es
un metal pesado.

La cantidad total de compuesto activo redox, el compuesto de formacion de radicales y/o el compuesto de
estabilizacién, aunque pequefio en cantidades absolutas, puede ser aun significativo en relacién con el antigeno o
proteina en la composicidon acuosa de la invencion. El antigeno/proteina esta presente preferiblemente en una
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cantidad de entre 0,1 nmol y 1 umol, mas preferiblemente entre 1 nmol y 100 nmol.

La concentraciéon de proteina, preferiblemente una proteina terapéutica o de vacuna, en una composicion acuosa
que comprende una proteina de acuerdo con la invencion, esta preferiblemente entre 1 ng/ml y 10 mg/ml,
preferiblemente entre 10 ng/ml y 1 mg/ml, mas preferiblemente entre 100 ng/ml y 100 mcg/ml, tal como entre 1
mcg/ml y 100 mcg/ml. La concentracion es preferiblemente de al menos 1 ng/ml para asegurar que la proteina
terapéutica o de vacuna esté en una concentracion suficiente para ejercer su efecto terapéutico cuando se
administra a un individuo. Sin embargo, la concentracion preferiblemente no debe exceder 10 mg/ml con el fin de
prevenir o reducir la aparicion de posibles efectos secundarios asociados con la administracion de dicha proteina a
un individuo. En particular, la concentracion de proteina virica en una composicion acuosa de acuerdo con la
invencion que comprende JEV esta preferiblemente entre 0,01 pg/ml y 1 mg/ml, mas preferiblemente entre 0,1
mcg/ml y 100 mcg/ml. En una realizacion ejemplar de la invencién, una composicion acuosa de acuerdo con la
invencién comprende aproximadamente 10 mcg/ml de JEV. La dosis de una uUnica administracion de una
composicion acuosa que comprende una proteina, preferiblemente una proteina terapéutica o de vacuna, de
acuerdo con la invencién esta preferiblemente entre 0,1 ml y 10 ml, preferiblemente entre 0,5 ml y 5 ml, tal como 0,5
ml, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml, 2,5 ml, porque tal dosis permite la administracion conveniente a un individuo, tal como un ser
humano.

La composicidon acuosa de acuerdo con la invencion puede comprender ademas una molécula de acido nucleico. El
acido nucleico se puede administrar con fines terapéuticos. En ese caso, la composicidon acuosa de acuerdo con la
invencién preferiblemente comprende una molécula de acido nucleico, tal como un plasmido que comprende la
secuencia de acido nucleico que codifica un antigeno o antigenos o virus o bacteria o parte inmunogénica de los
mismos contra la que se busca una respuesta inmune. La incorporacion de dicha molécula de acido nucleico se
basa en la produccion in situ del antigeno, virus, bacteria diana o parte inmunogénica de los mismos. En otra
realizacion preferida, la composicion acuosa de acuerdo con la invencion comprende un acido nucleico en forma de
un ARN antisentido, ARNi o imitacién del mismo. En otra realizacién mas, la composicién acuosa de acuerdo con la
invencion comprende el acido nucleico en forma de un agente infeccioso como tal, un virus o un virus modificado,
como es el caso en muchos enfoques de terapia génica. La concentracion de acido nucleico en la composicion
acuosa, composicién inmunogénica o vacuna de acuerdo con la invencion esta preferiblemente en el intervalo de
aproximadamente 1 ng/ml a aproximadamente 10 mg/ml, preferiblemente de aproximadamente 0,1 mcg/ml a
aproximadamente 1 mg/ml, mas preferiblemente aproximadamente 1 mcg/ml a aproximadamente 100 mcg/ml. La
dosificacion adecuada dependera del sujeto al que se administra la composicién y del tamafio de las secuencias de
acido nucleico presentes en la composicion.

Una composicion acuosa de acuerdo con la invencién puede comprender ademas un polisacarido y/o un
oligosacarido, preferiblemente la capsula de polisacarido y/u oligosacarido de bacterias encapsuladas contra las que
se busca una respuesta inmune. Los ejemplos de polisacaridos y oligosacaridos que pueden estar presentes en una
composicién acuosa de acuerdo con la invencidn incluyen, pero sin limitacién, polisacaridos pneumocécicos,
polisacaridos meningocécicos, polisacaridos Haemophilus influenzae de tipo b, polisacéridos estreptocdcicos del
grupo B, polisacaridos de Salmonella typhi Vi, polisacaridos u oligosacaridos derivados del estreptococo del grupo A,
Staphylococci, Neisseria meningitidis, Klebsiella pneumoniae, Enterococci, E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Yy
Bacillus anthracis. Dicho polisacérido y/o un oligosacérido pueden estar presentes en la composicion acuosa de
acuerdo con la invencién como tal o, como alternativa, el polisacarido y/o un oligosacarido pueden conjugarse con
una proteina. La concentracion de polisacaridos y/u oligosacaridos en la composicién acuosa, composicion
inmunogénica o vacuna de acuerdo con la invencién esta preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 10
ng/ml a aproximadamente 500 mcg/ml, mas preferiblemente de aproximadamente 0,1 mcg/ml a aproximadamente
500 mcg/ml, mas preferiblemente de aproximadamente 1 mcg/ml a aproximadamente 50 mcg/ml. La dosificacion
adecuada dependera del sujeto al que se administra la composicion.

Un método de acuerdo con la invencion se usa preferiblemente para aumentar la estabilidad de una composicion
inmunogénica, preferiblemente una vacuna, que comprende un adyuvante a base de sal de aluminio. Los ejemplos
de dichas vacunas son las dirigidas contra la infeccidn por Bacillus anthracis (causante de antrax), Corynebacterium
diphtheriae (causante de la difteria), Clostridium tetani (causante del tétanos), Pseudomonas tales como
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus tales como Staphylococcus aureus o Staphylococcus epidermidis,
bacterias de Haemophilus influenzae tipo B (Hib), virus de la polio, virus de la hepatitis A, virus de la hepatitis B, virus
del papiloma humano, virus de la influenza, virus de la encefalitis japonesa, Rotavirus, bacterias de Rickettsiae
(causantes del tifus), virus de la fiebre amarilla, virus de varicela zoster, Meningococcus, 0 combinaciones de los
mismos, tal como, pero sin limitacion, DTP (difteria, tétanos, polio). Una composicién acuosa que comprende una
proteina de acuerdo con la invencion comprende preferiblemente una proteina que es una proteina virica,
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preferiblemente una proteina de Haemophilus influenzae, virus de la polio, virus de la hepatitis A, virus de la hepatitis
B, virus del papiloma humano, virus de la influenza, virus de la encefalitis japonesa, rotavirus, virus de la fiebre
amarilla y/o virus de Varicella Zoster. En una realizacién preferida, dicha proteina contenida en una composicion que
comprende una proteina de acuerdo con la invencién es una proteina virica de un virus de la familia Flaviviridae,
preferiblemente de un virus de encefalitis japonesa (JEV). Como se demuestra en los Ejemplos, la estabilidad de
composiciones acuosas que comprende una proteina JEV, una sal de aluminio y que comprende menos de 350 ppb
de metales pesados en base al peso de la composicién acuosa, y en particular en la que la cantidad de Cu es menor
de 3 ppb basada en el peso de la composicién acuosa, se aumenta en comparacién con la composicion acuosa que
comprende mas de 350 ppb de metal pesado y més de 3 ppb de Cu. Por lo tanto, un método de acuerdo con la
invencién es particularmente adecuado para aumentar la estabilidad de una composicién acuosa que comprende
una proteina JEV. En las tablas 25 y 26, se proporciona una lista no limitante de ejemplos de vacunas a base de
aluminio, tanto para uso humano como para uso veterinario. También se describe un método particularmente
adecuado para aumentar la estabilidad de una vacuna enumerada en la tabla 25 y/o la tabla 26. Por lo tanto, una
vacuna enumerada en la tabla 25 y/o tabla 26 se prepara preferiblemente usando un método como se describe en el
presente documento.

También se describe una proteina bacteriana de una bacteria de la familia Pseudomonas, preferiblemente de
Pseudomonas aeruginosa. Como se demuestra en los Ejemplos, la estabilidad de las composiciones acuosas que
comprenden la proteina de fusiéon de Pseudomonas aeruginosa (SEQ ID NO: 1) y una sal de aluminio se reduce
cuando esta presente mas de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composicién acuosa.

Una composicion acuosa que comprende una proteina de acuerdo con la invencién es particularmente adecuada
para su uso como una composicion inmunogénica o vacuna. Por ejemplo, tales composiciones son particularmente
Utiles para inmunizar a un individuo para tratar o prevenir una infeccion virica. También se describe un método para
el tratamiento de un individuo que comprende obtener una composicién acuosa inmunogénica que comprende una
proteina y una sal de aluminio, teniendo dicha sal de aluminio menos de 350 ppb de metal pesado basado en el
peso de la composicidon acuosa, preferiblemente menos de 3 ppb de Cu, y administrar la composiciéon acuosa
inmunogénica a un individuo que lo necesite. También se describe un método para el tratamiento profilactico de un
individuo que comprende obtener una composiciéon acuosa inmunogénica que comprende una proteina y una sal de
aluminio, teniendo dicha sal de aluminio menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composicidn
acuosa, preferiblemente menos de 3 ppb de Cu, y administrar la composiciéon acuosa inmunogénica a un individuo
que lo necesite. Se describe adicionalmente un método para inducir y/o reforzar una respuesta inmune hacia a un
antigeno en un individuo, comprendiendo dicho método obtener una composicién acuosa que comprende una
proteina que comprende dicho antigeno y una sal de aluminio, teniendo dicha sal de aluminio menos de 350 ppb de
metal basado en el peso de la composicion acuosa, preferiblemente menos de 3 ppb de Cu, y administrar la
composicion acuosa a un individuo que lo necesite. En otro aspecto, la invencion describe un método para inmunizar
un individuo que comprende administrar a dicho individuo al menos dos composiciones inmunogénicas en un
intervalo de al menos dos semanas entre cada administracion, y en el que cada una de dichas al menos dos
composiciones inmunogénicas comprende el mismo antigeno, y en el que al menos una de dichas composiciones
inmunogénicas comprende ademas una sal de aluminio que tiene menos de 350 ppb de metal pesado basado en el
peso de la composicion acuosa, preferiblemente menos de 3 ppb de Cu, y la administracion de la composicion
acuosa inmunogénica a un individuo que lo necesite. Las composiciones de &cido nucleico a veces también se
administran junto con aluminio. Es posible reemplazar la "proteina" en una composicioén acuosa de la invencion con
acido nucleico. También se describe un método para preparar una composicion acuosa que comprende aluminio y
acido nucleico, comprendiendo dicho método

- combinar una sal de aluminio, dicho &cido nucleico y agua para producir dicha composiciéon acuosa y
- determinar el nivel de un metal pesado en la composicién acuosa y/o la sal de aluminio.

La invencion describe ademas un método para preparar una composicion acuosa que comprende aluminio y un
acido nucleico, comprendiendo dicho método

- preparar o seleccionar una sal de aluminio que tenga menos de 350 ppb de metal pesado basado en el
peso de la composicién acuosa final, preferiblemente menos de 3 ppb de Cu, y administrar la composicion
acuosa inmunogénica a un individuo que lo necesite y

- combinar dicha sal de aluminio, dicho acido nucleico y agua para producir dicha composicién acuosa.

En una realizacién preferida, dichos métodos comprenden ademas tamponar dicha composiciéon acuosa a un pH de
entre 7,5 y 8,5. En una realizacion particularmente preferida, dichos métodos comprenden ademas empaquetar
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alicuotas de dicha composicion acuosa que tiene menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la
composicion acuosa en recipientes de almacenamiento herméticos por separado. El acido nucleico se puede
administrar con fines terapéuticos. Por ejemplo, en forma de un ARN antisentido, ARNi o imitacion de los mismos. El
acido nucleico también se puede administrar en forma de un agente infeccioso, tipicamente un virus o un virus
modificado, como es el caso en muchos enfoques de terapia génica. En ese caso, el acido nucleico esta encerrado
en una particula que comprende proteina. Por lo tanto, la invencién describe ademas una composiciéon acuosa que
comprende un acido nucleico y una sal de aluminio, comprendiendo dicha composicion menos de 350 ppb de metal
pesado basado en el peso de la composicién acuosa. La concentracion de acido nucleico en la composicion acuosa,
composicién inmunogénica o vacuna esta preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 1 ng/ml a
aproximadamente 10 mg/ml, preferiblemente de aproximadamente 0,1 mcg/ml a aproximadamente 1 mg/ml, mas
preferiblemente aproximadamente 1 mcg/ml a aproximadamente 100 mcg/ml. La dosificacion apropiada dependera
del sujeto al que se administra la composicion y del tamafio de las secuencias de acido nucleico presentes en la
composicion.

Las composiciones que comprenden conjugados de polisacarido, oligosacarido o polisacérido-polipéptido a veces
también se administran junto con aluminio. Es posible reemplazar la "proteina" en una composicién acuosa de la
invencién con un conjugado de polisacarido, oligosacarido o polisacarido-polipéptido o una combinacién de los
mismos. Dicho polisacarido u, oligosacarido es preferiblemente el polisacarido u oligosacarido de la capsula de
bacterias encapsuladas contra las que se busca una respuesta inmune. Los ejemplos de polisacaridos y
oligosacaridos que pueden estar presentes en una composiciéon acuosa de acuerdo con la invencion incluyen, pero
sin limitacién, polisacaridos pneumocadcicos, polisacaridos meningocdcicos, polisacaridos Haemophilus influenzae de
tipo b, polisacaridos estreptococicos del grupo B, polisacaridos de Salmonella typhi Vi, polisacaridos u oligosacaridos
derivados del estreptococo del grupo A, Staphylococci, Neisseria meningitidis, Klebsiella pneumoniae, Enterococci,
E. coli, Pseudomonas aeruginosa, y Bacillus anthracis. Dicho polisacarido y/o un oligosacarido pueden estar
presentes en la composicién acuosa de acuerdo con la invencién como tal o, como alternativa, el polisacéarido y/o un
oligosacarido pueden conjugarse con una proteina. Por lo tanto, en una realizacion, la invencion describe un método
para preparar una composicion acuosa que comprende aluminio y un polisacarido u oligosacarido, comprendiendo el
método

- combinar una sal de aluminio, dicho polisacarido u oligosacarido y agua para producir dicha composicién
acuosay
- determinar el nivel de un metal pesado en la composicién acuosa y/o la sal de aluminio.

La invencion también describe un método para preparar una composicion acuosa que comprende aluminio y un
polisacarido u oligosacarido, comprendiendo dicho método

- preparar o seleccionar una sal de aluminio que tenga menos de 350 ppb de metal pesado basado en el
peso de la composicién acuosa final, preferiblemente menos de 3 ppb de Cu, y administrar la composicion
acuosa inmunogénica a un individuo que lo necesite y

- combinar dicha sal de aluminio, dicho polisacérido u oligosacarido y agua para producir dicha composicién
acuosa.

La concentracion de polisacarido y/u oligosacarido en la composicion acuosa, composicion inmunogénica o vacuna
esta preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 10 ng/ml a aproximadamente 500 pg/ml, mas
preferiblemente de aproximadamente 0,1 mcg/ml a aproximadamente 500 mcg/ml, mas preferiblemente de
aproximadamente 1 mcg/ml a aproximadamente 50 mcg/ml. La dosificacion apropiada dependera del sujeto al que
se administra la composicion.

El conjugado de polisacéarido-polipéptido comprende al menos un polisacarido y al menos un polipéptido.
El polisacarido es preferiblemente un polisacarido capsular bacteriano. Los polisacaridos capsulares se pueden
preparar mediante técnicas estandar conocidas por los expertos en la técnica.

En una realizacion, el polisacarido es un polisacarido capsular de S. pneumoniae. En otra realizacién, el polisacarido
capsular de S. pneumoniae se selecciona del grupo que consiste en los serotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V,
10A, HA, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F y 3F, que representan los 23 serotipos pneumocdcicos
que causan la gran mayoria de enfermedades pneumocdcicas en todos los grupos de edad, de los mas de 90
serotipos conocidos hasta ahora.

El término "polisacarido" como se usa en el presente documento, se refiere a polisacaridos y/u oligosacaridos. Los
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polisacéridos se aislan de las bacterias y se pueden despolimerizar a un intervalo de tamafos preferido mediante
métodos conocidos (véanse, por ejemplo, los documentos EP 497524 y EP 497525). Los oligosacéridos tienen un
numero bajo de unidades de repeticion (tipicamente 5-30 unidades de repeticion) y tipicamente son polisacaridos
hidrolizados.

Los polisacaridos capsulares de Streptococcus pneumoniae comprenden unidades de repeticién de oligosacaridos
que pueden contener hasta 8 residuos de azucar. Para una revision de las unidades de oligosacaridos para los
serotipos clave de Streptococcus pneumoniae, véase Jones et al, An. Acad. Bras. Cienc, 2005, 77(2): 293-324. En
una realizacién, un antigeno de sacarido capsular puede ser un polisacarido de longitud completa, sin embargo, en
otros puede ser una unidad oligosacarida o una cadena sacarida mas corta que la longitud nativa de unidades de
repeticion oligosacaridas. Los polisacaridos de longitud completa pueden ser "dimensionados" o "despolimerizados”,
es decir, su tamafo puede reducirse por diversos métodos conocidos en la técnica (como se ha descrito
anteriormente). El término "despolimerizacion” incluye la despolimerizacion parcial.

La despolimerizacion de los polisacaridos puede ir seguida de una etapa de activacién antes de la conjugacion con
un polipéptido transportador. Por "activacion" se entiende el tratamiento quimico del polisacarido para proporcionar
grupos quimicos capaces de reaccionar con el polipéptido transportador. Se conocen métodos apropiados en la
técnica.

Por "polipéptido" o "proteina" se entiende cualquier cadena de aminoacidos que tiene al menos 10 y preferiblemente
al menos 100 aminoacidos en unién peptidica entre si, independientemente de la modificacién postraduccional. Los
portadores polipeptidicos adecuados incluyen, pero sin limitacion, toxina diftérica, toxoide diftérico, CRM 197, toxoide
tetanico, toxoide pertussis, LT de E. coli, ST de E. coli, exotoxina A, complejo de membrana externa ¢ (OMPC),
porina, proteina de union a transferrina, neumdlisis, proteina de superficie pneumocdécica A (PspA), proteina de
adhesina pneumocécica (PsaA), ovoalbumina, hemocianina de lapa californiana (KLH), albumina sérica bovina
(BSA) o derivado proteinico purificado de tuberculina (PPD), y similares. Los polipéptidos portadores son
preferiblemente polipéptidos que no son toxicos y no reactogénicos y que se pueden obtener en cantidad y pureza
suficientes. En una realizacion particularmente preferida, el polipéptido transportador comprende un toxoide tetanico.
En otra realizacion preferida, el polipéptido transportador comprende un derivado de cualquiera de los polipéptidos
transportadores mencionados anteriormente, por ejemplo, una subunidad o una versién mutada de LT de E. coli, tal
como LT o la subunidad A de LT (LTA) que tiene una sustitucion de aminoacido en la posicion de aa 192 (por
ejemplo, LTG 192, LTT 192, LTS 192, LTA 192), LTK 63 LTR 72, u otros mutantes, como se describe, por ejemplo
en los documentos WO 98/42375, WO 02/64162, US 4.761.372, US 5.308.835. Los polipéptidos también pueden
contener elongaciones en el extremo carboxi o en el extremo amino del polipéptido que facilitan la interaccion con el
compuesto o compuestos policationicos o el compuesto o compuestos inmunoestimuladores.

Ademas, los polipéptidos también pueden derivatizarse para incluir moléculas que potencian la presentacion de
antigenos y el direccionamiento de antigenos a células que presentan antigenos.

El polipéptido se puede activar antes de la conjugacion.

La naturaleza y el tamafio del sacarido, la naturaleza y el tamafio de la proteina o polipéptido, la relacion del
sacarido y la proteina/polipéptido, asi como otros factores y condiciones para la preparacién de un conjugado,
pueden determinarse por un experto, como se describe, por ejemplo, en Robbins et al, JAMA, 1996, 276(14): 1181-
5. Por ejemplo, para un polisacarido pneumocécico y un toxoide tetanico, una relacion preferida es
aproximadamente 2:1.

Por "conjugado" se entiende un compuesto en el que el polisacarido esta unido covalentemente a un polipéptido
transportador. Existen muchas reacciones de conjugacion conocidas en la técnica anterior que se han empleado
para unir de manera covalente polisacaridos a polipéptidos con el fin de producir un conjugado polisacarido-
polipéptido. Tres de los métodos empleados mas comunmente incluyen: 1) aminacioén reductora, en la que el grupo
aldehido o cetona en un componente de la reaccion reacciona con el grupo amino o hidrazida en el otro
componente, y el doble enlace C-N formado se reduce posteriormente a Unico enlace C-N por un agente reductor; 2)
conjugaciéon de cianilacion, en la que el polisacarido se activa mediante bromuro de ciandégeno (CNBr) o
tetrafluoroborato de 1-ciano-4-dimetilamoniopiridinio (CDAP) para introducir un grupo cianato en el grupo hidroxilo,
que forma un enlace covalente al grupo amino o hidrazida después de la adiciéon del componente de proteina; y 3)
una reaccion de carbodiimida, en la que la carbodiimida activa el grupo carboxilo en un componente de la reaccion
de conjugacion, y el grupo carbonilo activado reacciona con el grupo amino o hidrazida en el otro componente. Estas
reacciones también se emplean frecuentemente para activar los componentes del conjugado antes de la reaccién de
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conjugacion. El polisacarido puede conjugarse con el polipéptido directamente o mediante un enlazador. El enlace a
través de un grupo enlazador puede realizarse usando cualquier procedimiento conocido, por ejemplo, los
procedimientos descritos en los documentos US 4.882.317 y US 4.695.624. Los enlazadores adecuados incluyen
carbonilo, acido adipico, B-propionamido (documento WO 00/10599), nitrofenil-etilamina (Gever et al., Med.
Microbiol. Immunol, 1979, 165:171-288), haluros de haloacilo (documento US 4.057.685), enlaces glicosidicos
(documentos US 4.673.574; US 4.761.283; US 4.808.700), acido 6-aminocaproico (documento US 4.459.286), ADH
(US 4.965.338), restos de C4 a C12 (documento US 4.663.160), etc.

Después de la conjugacién del polisacarido con el polipéptido portador, el conjugado polisacarido-polipéptido puede
purificarse (enriquecido con respecto a la cantidad de conjugado de polisacarido-polipéptido) mediante una
diversidad de técnicas conocidas en la técnica. Un objetivo de la etapa de purificacion es eliminar el polisacarido y/o
polipéptido no unido del conjugado polisacarido-polipéptido. Los métodos para la purificacion incluyen, por ejemplo,
ultrafiltracién en presencia de sulfato de amonio, cromatografia por exclusion de tamafo, centrifugacion en gradiente
de densidad, y cromatografia de interaccion hidrofoba.

El adyuvante de aluminio, tal como adyuvantes de hidréxido de aluminio y fosfato de aluminio, se preparan
generalmente exponiendo soluciones acuosas de iones de aluminio a condiciones normalmente ligeramente
alcalinas en un entorno quimico bien definido y controlado. Se pueden usar diversas sales solubles de aluminio para
la produccién de hidroxido de aluminio. Los aniones presentes en el momento de la precipitacion pueden coprecipitar
con el hidréxido o sulfato de aluminio. Después de la precipitacion de la sal de amonio mediante cambio de pH
usando, por ejemplo, NaOH, no es posible eliminar ningin metal pesado presente en el adyuvante de aluminio. Ni
siquiera un lavado extenso da como resultado una reduccién suficiente del contenido de metales pesados. Por lo
tanto, es importante controlar el metal pesado antes de la precipitacion de la sal de aluminio, es decir, mediante la
seleccion de las materias primas apropiadas, el control de las condiciones del proceso, por ejemplo, dado que las
fuentes de aluminio estan en solucion, no deberia haber metal afiadido, por ejemplo, otras sales, tales como CuSOs.
Como alternativa o adicionalmente, cualquier metal pesado presente en solucidn se elimina antes de la precipitacion
del adyuvante de aluminio. Esto puede lograrse, por ejemplo, mediante cristalizacion o intercambio i6nico (catiénico),
que son métodos bien conocidos en la técnica. El intercambio idnico se refiere a un proceso a través del cual los
iones (metalicos) en solucion se transfieren a una matriz sélida que, a su vez, libera iones de un tipo diferente pero
de la misma polaridad en la solucidon. Por lo tanto, los iones en solucidon se reemplazan por diferentes iones
presentes originalmente en la matriz solida. La cristalizacion de metales se refiere a la precipitacion de cristales
metalicos insolubles en iones metalicos en solucion. Por lo tanto, se describe un método para preparar una
composicion acuosa que comprende aluminio, un compuesto reactivo y una proteina, comprendiendo dicho método

- preparar una sal de aluminio que sea capaz de proporcionar una composicion acuosa que tenga menos de
350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composicion acuosa y

- combinar dicha sal de aluminio, dicho compuesto reactivo, dicha proteina y agua para producir dicha
composicion acuosa,

por lo que dicha sal de aluminio se prepara preparando una solucién acuosa de iones aluminio, eliminando metales
pesados de dicha solucidon acuosa tal como por cristalizacién o intercambio ionico, preferiblemente intercambio
catiénico, y precipitando dichos iones de aluminio en dicha solucién, preferiblemente usando una base.

Se describe adicionalmente un método para preparar una precipitado de sal de aluminio de calidad clinica para su
incorporacion en un medicamento y/o vacuna, comprendiendo dicho método preparar una solucién acuosa de iones
de aluminio, eliminar metales pesados de dicha solucién acuosa tal como mediante cristalizacién o intercambio
iénico, preferiblemente intercambio catidnico, y precipitar dichos iones de aluminio en dicha solucién, y determinar el
nivel de un metal pesado en la solucién y/o el precipitado de sal de aluminio, en el que el precipitado que se
selecciona es capaz de proporcionar una composicion acuosa que comprende menos de 350 ppb de metal pesado
basado en el peso de la composicién acuosa.

La preparacion de hidréxido de aluminio a partir de materias primas se describe, entre otros, en los documentos
CN101734698 y W0O98/14401.

Se describe adicionalmente un método para preparar una composicién acuosa farmacéutica o de vacuna que
comprende aluminio, un compuesto reactivo y una proteina, comprendiendo dicho método

- seleccionar una sal de aluminio que sea capaz de proporcionar una composicion acuosa que tenga menos
de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composiciéon acuosa y
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- combinar dicha sal de aluminio, dicho compuesto reactivo, dicha proteina y agua para producir dicha
composicion acuosa (i) que tiene menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composicion
acuosa y (i) que comprende entre 5 uyg/mly 50 mg/ml de aluminio;

en el que el compuesto reactivo se selecciona del grupo que consiste en un compuesto activo redox, un compuesto
de formacion de radicales, un compuesto estabilizante y una combinacién de cualquiera de los mismos.

El método preferiblemente comprende ademas tamponar dicha composicién acuosa a un pH de entre 6,5y 8,5.

El método comprende preferiblemente ademas empaquetar alicuotas de dicha composicion acuosa que tienen
menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composicidon acuosa en recipientes de almacenamiento
herméticos por separado.

La invencién describe ademas un método para seleccionar un precipitado de sal de aluminio de calidad clinica para
la incorporaciéon en un medicamento y/o vacuna, comprendiendo dicho método preparar una solucién acuosa de
iones de aluminio y precipitar dichos iones aluminio de dicha solucién, y determinar el nivel de un metal pesado en la
solucion y/o el precipitado de sal de aluminio, en el que el precipitado que se selecciona es capaz de proporcionar
una composicion acuosa que comprende (i) menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la
composicion acuosa y (ii) entre 5 ug/ml y 50 mg/ml de aluminio.

También se describe una composicion acuosa farmacéutica o de vacuna que comprende una proteina, un
compuesto reactivo y una sal de aluminio, comprendiendo dicha composicion (i) menos de 350 ppb de metal pesado
basado en el peso de la composicién acuosa vy (ii) entre 5 yg/ml y 50 mg/ml de aluminio, en la que el compuesto
reactivo se selecciona del grupo que consiste en un compuesto activo redox, un compuesto de formaciéon de
radicales, un compuesto estabilizante y una combinacion de cualquiera de los mismos. En una realizacion preferida,
dicho metal pesado se selecciona de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V, Cr, Pb, Rb y Mo. El metal pesado se
selecciona preferiblemente de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V. En una realizacion particularmente preferida, el
metal pesado se selecciona de Cu o Ni. El metal pesado esta presente preferiblemente de forma ionica. La sal de
aluminio es preferiblemente hidroxido de aluminio (Al(OH)3) o fosfato de aluminio (AIPO4). La sal de aluminio es
preferiblemente hidréxido de aluminio (Al(OH)3). EI compuesto reactivo se selecciona preferiblemente del grupo que
consiste en formaldehido, etanol, cloroformo, tricloroetileno, acetona, 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol,
desoxicolato, pirocarbonato de dietilo, sulfito, Na2S20s, beta-proprio-lactona, polisorbato tal como monolaurato de
polietilenglicol sorbitan, monooleato de polietilenglicol sorbitan, Oz, fenol, copolimeros de tipo pluronic, y una
combinacién de cualquiera de los mismos. La composicion acuosa farmacéutica de vacuna comprende
preferiblemente entre 50 pug/ml y 5 mg/ml de aluminio. La composicion acuosa farmacéutica o de vacuna
preferiblemente comprende entre 5 ppb y 250 ppb de Fe en base al peso de la composicién acuosa. La composicion
acuosa farmacéutica o de vacuna preferiblemente comprende menos de 3 ppb de Cu en base al peso de la
composicion acuosa. La composicion acuosa farmacéutica o de vacuna preferiblemente comprende menos de 40
ppb de Ni en base al peso de la composiciéon acuosa. La proteina en dicha composicién acuosa farmacéutica o de
vacuna preferiblemente es un producto terapéutico y/o una vacuna. La proteina es preferiblemente una proteina
virica. La proteina virica preferiblemente es una proteina del virus de la encefalitis japonesa. La proteina es
preferiblemente una proteina dentro de una particula virica inactivada con formaldehido. La composicién acuosa
farmacéutica o de vacuna comprende preferiblemente ademas sulfito.

La invencion proporciona ademas una vacuna que comprende una composicion de vacuna acuosa de acuerdo con
la invencion.

Cuando en el presente documento se indica un intervalo entre el valor X e Y, el intervalo incluye los valores X e Y.

La invenciéon describe ademas un método para preparar una composicién acuosa que comprende aluminio, un
compuesto reactivo y una proteina, comprendiendo dicho método

- preparar o seleccionar una sal de aluminio que sea capaz de proporcionar una composicion acuosa que
tenga menos de 450 ppm de metal pesado basado en el peso del aluminio (gramo/gramo) y

- combinar dicha sal de aluminio, dicho compuesto reactivo, dicha proteina y agua para producir dicha
composicion acuosa. Preferiblemente, el contenido de Fe de la composicién acuosa es menor de 700 ppm
basado en el peso del aluminio en la composicion; el contenido de Ni es inferior a 18 ppm basado en el
peso del aluminio en la composicion; o el contenido de Cu es inferior a 2,5 ppm basado en el peso del
aluminio en la composicion acuosa, o una combinacion de los mismos. Preferiblemente, el método
comprende ademas tamponar dicha composicién acuosa a un pH de entre 6,5 y 8,5. Preferiblemente, el
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método comprende ademdas empaquetar alicuotas de dicha composiciéon acuosa que tiene menos de 450
ppm de metal pesado basado en el peso del aluminio en la composicién en recipientes de almacenamiento
herméticos por separado.

La invencién describe ademas un método para preparar un precipitado de sal de aluminio de calidad clinica para su
incorporacion en un medicamento y/o vacuna, comprendiendo dicho método preparar una solucién acuosa de iones
de aluminio y precipitar dichos iones aluminio en dicha solucion, y determinar el nivel de un metal pesado en la
solucidn y/o el precipitado de sal de aluminio, en el que el precipitado que se selecciona es capaz de proporcionar
una composicion acuosa que comprende menos de 450 ppm de metal pesado basado en el peso de los iones de
aluminio (gramo/gramo) en el solucion.

Se describe ademas una composicidon acuosa que comprende una proteina y una sal de aluminio, comprendiendo
dicha composiciéon menos de 450 ppm de metal pesado basado en el peso del aluminio en la composicién. La
composicion acuosa preferiblemente se ha almacenado a temperaturas superiores a 20 °C durante al menos 1 mes.
El metal pesado se selecciona preferiblemente de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V, Cr y Mo. Preferiblemente, el
metal pesado se selecciona de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V. En una realizacion particularmente preferida, el
metal pesado se selecciona de Cu o Ni. Preferiblemente, el metal pesado es Cu.

La invencién se explica adicionalmente en los siguientes ejemplos. Estos ejemplos no limitan el alcance de la

invencion, sino que sirven simplemente para aclarar la invencion.
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Figura 1: Perfiles de elucion de RP-HPLC de extracto de tapon de clorobutilo (diluido 1:4) y SN de
JEVO9L37.

Figura 2: Perfiles de elucion de SEC HPLC de PS (2 mg/ml) antes y después de la escision de tripsina.
Figura 3: Perfiles de elucion de SEC HPLC de PS tratado con tripsina y PS degradado tal como esta
presente en NIV11A74. Ha de apreciarse que los perfiles de elucién se normalizaron a una altura de pico
similar para permitir una mejor comparacion.

Figura 4: Evaluacién de DOE de la relacion ELISA monoclonal/policlonal mediante analisis de diagrama de
Pareto y graficos de efectos principales (4 semanas a 22 °C).

Figura 5: Evaluacién de DOE de la relacion ELISA monoclonal/policlonal mediante analisis de diagrama de
Pareto y graficos de efectos principales (8 semanas a 22 °C).

Figura 6: Grafico de contorno de la respuesta estimada

Figura 7: Grafico residual de la respuesta estimada

Figura 8: Relacién ELISA (monoclonal/policlonal) para formulaciones de JEV a pH 7 en presencia de Ni, Cu
y Cr. Las muestras se almacenaron a 22 °C durante 5 semanas

Figura 9: Resumen de los resultados obtenidos después de 7 semanas a 22 °C. Se muestran los datos
brutos de la relacidn en funcién del pH y el tipo de iones metalicos y los resultados combinados para cada
parametro.

Figura 10: Relacién media de formulaciones de DP preparadas con diferentes lotes de alumbre. Las
muestras se almacenaron durante 6 semanas a 22 °C. Las barras de error representan el intervalo de
confianza del 95 % calculado en funcidon de la desviacion estandar combinada. Muestras de izquierda a
derecha: Alumbre 3877, Alumbre 4074, Alumbre 4230 no GI, Alumbre 4230 GI, Alumbre 4470, Alumbre
4563, Alumbre 4621, Mezcla de alumbre 4074 4230.

Figura 11: Distribucion del tamafio de particula de las muestras de Alhydrogel®.

Figura 12: Curvas de titulacion de Alhydrogel® en PBS. m AIOH sin irradiar (RQCS0890), A AIOH de Gl
(RQCS1200), ¢ AIOH de GI (RQCS1342), + AIOH de Gl (RQCS0448)

Figura 13: Resumen de los lotes de Alhydrogel® ensayados. Se muestra la concentracion total de iones
metalicos contaminantes en ng/ml y la proporcion de los iones metalicos principales Fe, Cry Ni.

Figura 14: Secuencia de aminoacidos de Ala-(His)6-OprF190-342-Opri21-83 (SEQ ID NO: 1), en el
presente documento también denominada "proteina A".

Ejemplos

Ejemplo 1

Se identificd previamente que el lote 4230 de hidréxido de aluminio (alumbre), contribuye significativamente a la
degradacion del antigeno en FVLO9L37. En este lote particular de alumbre se observé un contenido mucho mayor de
iones metalicos residuales en comparacién con otros lotes de alumbre utilizados para la formulacién del antigeno de
JEV inactivado. Este Ejemplo demuestra estudios adicionales realizados para identificar adicionalmente el
mecanismo subyacente de causa raiz y la influencia de iones metalicos en la ruta de degradacién de JEV. El disefio
de experimentos (DOE) se realizé para determinar la influencia de los parametros individuales sobre la estabilidad
del antigeno.

Los parametros ensayados en un DOE de 25 factoriales completos fueron

- Lote 4230 de hidroxido de aluminio frente al Lote 4074 de hidréxido de aluminio
- Presencia de exceso de fragmentos de sulfato de protamina

- Presencia de lixiviables del tapon de caucho de clorobutilo

-pHintervalode 7 a 8

- Contenido residual de formaldehido

El lote 4230 de alumbre contiene niveles mucho mas altos de impurezas de iones metalicos residuales en
comparacion con otros lotes de alumbre usados para la formulacion de JEV. Se seleccion6 un "disefio de
experimento" (DOE) para investigar adicionalmente el potencial mecanismo de causa raiz y la interaccion de
parametros que finalmente podrian conducir a la degradacién del producto. En disefios factoriales, se investigan
multiples factores simultaneamente durante el ensayo. Como en disefios de un factor, se pueden considerar factores
cualitativos y/o cuantitativos. El objetivo de estos disefios es identificar los factores que tienen un efecto significativo
en la respuesta, asi como investigar el efecto de las interacciones (dependiendo del disefio del experimento
utilizado). Las predicciones también pueden realizarse cuando existen factores cuantitativos, pero se debe tener
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cuidado ya que ciertos disefios son muy limitados en la eleccién del modelo predictivo. Para obtener informacién
sobre el DOE en general, véase (Siebertz, Karl; van Bebber, David, Hochkirchen, Thomas: Statistische
Versuchsplanung: Design of Experiments (DoE). Editorial: Springer Berlin Heidelberg; 12 Edicién (2010), ISBN-10:
3642054927).

1.1 Disefio de estudio DOE
1.1.1 Definicion de parametros y niveles para el disefio DOE
Se tuvieron en cuenta los siguientes parametros y niveles para disefiar un experimento DOE apropiado:

- Contenido residual de iones metélicos de alumbre: El lote 4230 y el lote 4074 de hidréxido de aluminio
se seleccionaron como representativos de la calidad de los dos extremos con respecto al contenido residual
de iones metalicos del hidroxido de aluminio. El punto central fue una mezcla del 50/50 % de ambos lotes
de alumbre. El analisis inicial para las impurezas restantes de iones metalicos en soluciéon madre al 2 % de
hidréxido de aluminio por ICP-MS mostré diferencias significativas en el contenido de iones de Cr, Fe, Ni 'y
Cu entre estos dos lotes (véase la Tabla 1).

- Fragmentos de sulfato de protamina: Los fragmentos de sulfato de protamina (PS) estan presentes en
una cantidad baja (<5 pg/ml) en el lote de vacuna final. Se ensayo si los fragmentos de PS podian contribuir
a la modificacion de la superficie del virus (por ejemplo, interaccion/enlace covalente con las proteinas de la
superficie del virus) en combinacion con Alumbre y otros factores utilizados en este estudio. Por lo tanto, se
preparé una solucion madre de fragmentos de PS por digestion con tripsina seguido de inactivacion por
calor y ultrafiltracion usando una membrana de 5 kDa para la inactivacion de proteasa y la eliminacion de la
enzima. Esta solucién madre se usd para agregar fragmentos de PS adicionales a las formulaciones
respectivas al alto nivel de 50 pg/ml. En muestras de bajo nivel, no se afadieron fragmentos de PS
adicionales y el nivel real en las formulaciones fue <5 pg/ml segun el analisis por HPLC.

- pH: El nivel de pH inferior y superior en las formulaciones fue de 7 y 8 con el punto central a pH 7,5.

- Lixiviables/extraibles del émbolo de la jeringa: Embolo de la jeringa (fabricado de clorobutilo PH701/50
negro) que se utiliza actualmente en el sistema de cierre del recipiente. Se ensayd si los lixiviados del
caucho de clorobutilo en la formulaciéon podrian contribuir a la modificacién del antigeno. Por lo tanto, se
prepard una solucién madre de lixiviables y se us6 para experimentos de enriquecimiento. Se estimé que el
alto nivel de lixiviados afiadidos en la formulacion es, en promedio, 1,4 veces mayor en comparacion con el
Lote de vacuna final (FVL) comercial. Debido a las duras condiciones de extraccién, se detectaron picos
adicionales que no estaban presentes en las muestras de FVL. Por lo tanto, las formulaciones enriquecidas
representan un "peor caso" con respecto a los productos lixiviables y extraibles. Las formulaciones al nivel
bajo no contienen ningun lixiviado del caucho de clorobutilo.

- Formaldehido residual: Para las formulaciones de bajo nivel, no se afiadi6é formaldehido adicional a las
muestras de formulacién. El nivel mas bajo era el formaldehido residual que todavia estaba presente en la
muestra diluida de NIV después de la inactivacion/neutralizacion y la dilucion de 2 veces estaba en el
intervalo de aprox. 37 ppm (recalculado a partir del certificado analitico comercial de GMP de liberacion de
DS). Para el alto nivel, se afiadieron 40 ppm de formaldehido a la formulaciéon correspondiente (contenido
final total aproximadamente 77 ppm). Se ensay¢ si el formaldehido residual junto con un mayor nivel de
iones metalicos presentes en el Alumbre 4230 y otros posibles factores podrian reaccionar adicionalmente
con el virus conduciendo a la hiper-reticulacion de las proteinas de superficie y la pérdida de epitopos
relevantes.

Determinacién de otras impurezas relacionadas con un proceso residual:

Se calcul6 el formaldehido residual, el sulfito y la sacarosa en las formulaciones finales en base a los certificados de
GMP para la sustancia farmacolégica comercial JEV11A74. Los resultados se volvieron a calcular mediante la
dilucién real de 2 veces de NIV con respecto a DS utilizada en los experimentos DOE.

Sulfito residual: La concentracion de sulfito residual fue constante en todas las formulaciones con aprox. 93 ppm.

Sacarosa residual: La concentracion de sacarosa residual fue constante en todas las formulaciones con aprox. el 1
% vlp.

1.1.2 Disefio DOE
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Estos 5 factores se combinaron en un plan de 25 DOE dando como resultado un numero total de 34 experimentos
incluyendo 2 puntos centrales con el siguiente disefio base. La planificacién y evaluacion del DOE se realizaron con
un software apropiado

(Statgraphic Plus 3.0)

Disefo base: Factorial 25

Numero de factores experimentales: 5

Numero de bloques: 1

Ndmero de respuestas: 1

Numero de puntos centrales por bloque: 2

Numero de realizaciones: 34

Grados de error de libertad: 18

Aleatorizado: Si

Factores continuos?® Bajo Alto Unidades
pH 7,0 8,0
Si
Alumbre? 0,0 100,0 Alumbre 4230 %
Si
Fragmentos de PS enriquecidos?® 0 50 pg/mi
No
Lixiviables enriquecidos® 0 1,4 contenido relativo en comparacion con FVL No
Formaldehido enriquecido® 0 40 ppm
No
Respuestas Unidades
ELISA (monoclonal, policlonal) de antigeno desorbido AU/ml

1) Continuo significa que un punto central (valor medio del nivel alto y bajo) esta presente en el disefio del estudio.
Ningun punto central significa que solamente niveles bajos y altos estan presentes en el disefio del estudio.

2) Bajo nivel (0 %) significa que la formulacién se prepar6 con el Lote 4074 de alumbre. Alto nivel (100 %) significa
que la formulacién se preparé con el Lote 4230 de alumbre. Para formulaciones de punto central, se usé una mezcla
igual (50/50 %) de ambos lotes de alumbre.

3) Dado que PS esta presente en NIV usado para la preparacion de muestras de productos farmacologicos, la
concentracion real de PS en las formulaciones no enriquecidas fue de <5 pg/ml y ~50-55 pg/ml para las
formulaciones enriquecidas con PS.

4) No se asumieron lixiviables en formulaciones no enriquecidas ya que las muestras se prepararon/almacenaron en
tubos Eppendorf de baja unién. El contenido total de lixiviables del émbolo de jeringa de caucho de clorobutilo en
muestras enriquecidas fue de aprox. 1,4 veces mayor en comparacion con FVL.

5) La concentracion real de formaldehido en muestras de DP no enriquecidas fue de aprox. 37 ppm, la concentracién
total de formaldehido en las muestras enriquecidas fue de aproximadamente 77 ppm.

15

20

2 Definiciones y abreviaturas

AcCN Acetonitrilo

DOE Disefio de experimentos
DS Sustancia farmacologica
FVL Lote de vacuna final

HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento
ICP-MS  Espectrometria de masas por plasma acoplado inductivamente

PS Sulfato de protamina

RP Fase inversa

SEC Cromatografia de exclusion por tamafio
SN Sobrenadante

TFA Acido trifluoroacético

w/o sin

3 Materiales y métodos
3.1 Estudios DOE
3.1.1 Materiales
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- Tapones de émbolo de jeringa: PH701/50/C negro Sil6 7002-1051 (obtenido de West, Orden n.° 2116)
- Botella de vidrio de 100 ml (Schott) + Tapon de rosca recubierto de Teflon

- Papel de aluminio

- Agua HQ

- Bario de agua eléctrico (IKA, HBR 4 digital)

- LoBind Eppis 2 ml (Eppendorf, Cat. N.° 0030 108.132)

- Speed Vac (Christ, RVC-2-25)

- Viales para HPLC, vidrio transparente, 900 pl, Chromacol (VWR, Cat. n.°: 548-1124)

- Viales para HPLC, PP, 900 pl, (Agilent, Articulo n.° 5182-0567)

- Tapones para viales para HPLC, precortados (VWR, Cat. n.°: 548-1260)

- Tubos de 15 ml (Greiner, Cat. N.° 188724)

- Lote 4470 de alumbre (RQCS 1342); Lote 4230 de alumbre (RQCS 1200)

- 10 x PBS (Gibco, Orden n.° 14200-091)

- Parafilm

- Columna Waters Atlantis T3; diametro de particula de 3 pm; diametro de columna/longitud de 2,1 x 100
mm (Pedido N.° 186003718; Lote 0107372331)

- Acetonitrilo (Merck, Cat. N.° 1.13358.2500)

- TFA (Sigma, Orden n.° 302031

- Sistema HPLC Dionex 3000

- Soporte de disolventes SR-3000

- Bomba UltiMate-3000, bomba de gradiente de baja presion analitica

- Automuestreador WPS-3000 TSL, automuestreador analitico - temperatura controlada
- Compartimento de columna TCC-3200, temperatura controlada

- PDA-Detector PDA-3000

- Solucién de formaldehido al 37 % (Merck, Cat. N.° 1.040031000)

- Sulfato de protamina (Intercell Biomedical Ltd, Lote n.° 086056)

- Dispositivo de ultrafiltracion (Amicon® Ultra 3 kDa) (Millipore, Cat. N.° UFC900324)

- Incubadora Infors HT Multitron Standard (InforsAG)

- Tripsina (Sigma, Orden N.°: T0303)

3.1.2 Procedimiento para la preparacion de extraibles de émbolo de jeringa

Los émbolos de la jeringa (fabricados de clorobutilo PH701/50 negro) que se utilizan actualmente en el sistema de
cierre del recipiente de FVL se obtuvieron en West (Alemania). Por lo tanto, se preparé una solucion madre de
lixiviables por tratamiento térmico del émbolo de la jeringa en agua (90 °C/2 h) seguido de la concentraciéon en un
speed-vac. El contenido relativo de lixiviables en esta solucion madre se estimé mediante RP-HPLC utilizando una
columna C18 (columna Atlantis T3) y se comparé con el sobrenadante de FVL JEV0O9L37.

Método de extraccion

Una botella de vidrio Schott de 100 ml con una tapa de rosca recubierta con Teflon y un trozo de papel de aluminio
se lavaron con agua caliente y se aclararon a fondo con agua HQ. Se llenaron 30 tapones en la botella y se
afadieron 30 ml de agua HQ. La botella se cerré con la lamina de aluminio ajustada entre botella y la rosca y se
sellé adicionalmente con Parafilm. La botella se calentd en el bafio de agua a 90 °C durante 2 horas y se dejo enfriar
a temperatura ambiente. El extracto se transfirié a 14 tubos Eppendorf de baja union (se recuperd un total de 28 ml
de extracto). Doce viales (un total de 24 ml) se concentraron en una Speed Vac durante aproximadamente 44 horas
y se combinaron en un tubo falcon para obtener 6 ml de extracto de tapén concentrado 4x. Se prepard una muestra
de control que contenia 30 ml de agua HQ sin tapén de la misma manera para evaluar cualquier posible
contaminacion.

Método RP-HPLC C18

Los lixiviables se separaron por columna RP-HPLC C18 (Atlantis T3) operada a 40 °C y 0,25 ml/min. El solvente A
fue TFA al 0,1 % en H20, el solvente B fue TFA al 0,1 % en AcCN. La separacion se realizé por gradiente lineal que
variaba del 0 al 95 % de B en 30 min. La deteccién se realizé a 214 nm, 254 nm y 280 nm. La concentracion relativa
total de extracto de tapon concentrado se estimd que era 80 veces mayor en comparacion con los picos detectados
en el sobrenadante del lote de vacuna final (FVL SN, obtenido por eliminacion de particulas de alumbre por
centrifugacion a 5000 g/5 min) como se detecté a 254 nm. Por lo tanto, se asigné un contenido relativo total de 80
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U/ml (unidades arbitrarias U) para la solucién madre, mientras que la concentracion relativa total de lixiviables en el
FVL SN se ajusté a 1 U/ml. Para los estudios DOE, la solucién madre se diluyé 16 veces en las respectivas
formulaciones produciendo aprox. 5 U/ml de extraibles totales

3.1.3 Preparacion de fragmentos de sulfato de protamina

Se prepard una solucién stock de fragmentos de PS digiriendo una solucion de PS (2 mg/ml en PBS) con tripsina
(200 ng/ml durante 60 min a 37 °C). La enzima se inactivd posteriormente por calor (90 °C durante 10 minutos)
seguido de ultrafiltracion usando una membrana de 3 kDa (filtro centrifugo Amicon® Ultra). Debido al corte de la
membrana, la tripsina permanecié en el retenido, mientras que los fragmentos de PS estaban presentes en el
permeado. La inactivacion completa de la enzima se evalu6 afadiendo 500 pug/ml de PS de longitud completa en
una alicuota del fragmento de PS obtenido seguido de incubacion a 37 °C durante 18 h. No se observé degradacion
del PS de longitud completa indicando la inactivacion/eliminacion completa de tripsina. La degradacién se controld
mediante PS-SEC HPLC.

3.1.4 Plan DOE

Se prepararon muestras de acuerdo con el esquema de pipeteo como se muestra en la Tabla 2. Se usé el lote NIV
JEV11A74 obtenido de una serie de produccion comercial como muestra de partida. El NIV se diluy6 2 veces en DS
usando tampdn PBS seguido de ajuste del pH. Se eliminaron alicuotas de 5 ml y se les administré un adyuvante con
el correspondiente lote de alumbre 4230, 4074 o una mezcla al 50/50 % de ambos. La cantidad final de reserva de
alumbre (AI203 al 2 %) afiadida fue de 500 pg/ml de aluminio (AI203 al 0,1 %). Cada formulacion (5 ml) se dividio
en dos partes (2 x 2,5 ml) usando tubos Eppendorf de baja unién. Una alicuota se almacené a 2-8 °C, ofra alicuota
se almacené a 22 + 1 °C (incubadora Infors HT) en agitacion suave (20 rpm).

3.2 ELISA de JEV inactivado (policlonal)

La desorcién del antigeno del analisis de alumbre y ELISA se realizé usando anticuerpos policlonales de oveja anti-
JEV para recubrir las placas de ELISA de 96 pocillos como se describe en el Ejemplo 4.

3.3 ELISA de JEV inactivado (monoclonal)

Se desarrollé6 un ELISA de JEV con base monoclonal (mAb). El ensayo se basa principalmente en el formato de
ensayo "ELISA de JEV policlonal", solo se usa un anticuerpo monoclonal anti-JEV (clon 52-2-5) para el
recubrimiento. Se mostré que el mab 52-2-5 empleado era especifico para el JEV y para reconocer un epitopo
neutralizante. El clon de mab 52-2-5 se obtuvo por inmunizacién subcutanea de ratones BALB/c con el lote de
vacuna comercialmente disponible JEV08J14B. Las células esplénicas de los ratones se fusionaron con las células
de mieloma. A partir de células de hibridoma resultantes, se seleccionaron clones individuales y se subclonaron. Los
clones se cribaron negativamente frente a albumina sérica bovina, sulfato de protamina y un extracto de la linea
celular de produccion de la vacuna contra JE (células Vero). Se realizé un cribado positivo contra el virus inactivado
neutralizado (NIV) del lote de vacuna JEV08M20. Para el cribado, se recubrieron placas de microtitulacion con el
antigeno relevante y se hicieron reaccionar con sobrenadante de cultivos de los clones seleccionados. Para la
deteccion, se utilizd un anticuerpo policlonal de cabra anti-ratdon conjugado con fosfatasa alcalina. Se demostré que
el clon de mab 52-2-5 reconoce un epitopo neutralizante en el dominio Ill de la proteina de envoltura (E) de JEV que
contiene Ser331 y Asp332 (Lin C.-W. y Wu W.-C. J Virol. 2003; 77(4): 2600-6). La unién del mab al epitopo
neutralizante indicado se determina, por ejemplo, como se describe en Lin y Wu (2003) mediante mutagénesis
dirigida a sitio del dominio Ill en la posicién 331 (por ejemplo: S—R), y/o mediante mutaciones de alanina en o cerca
de la posicion 331 del dominio Ill, por ejemplo, de los residuos Ser 331 y Asp332, seguido de inmunotransferencias
para determinar la unién del mab a las proteinas mutadas. Los resultados de unién negativa indican que el epitopo
del mAb es el epitopo neutralizante identificado por Lin y Wu (2003). La caracteristica neutralizante del epitopo da
lugar a la suposicion de que el epitopo podria ser importante para que el antigeno provoque una respuesta inmune
protectora.

Las muestras de JEV se analizaron mediante ambos ensayos ELISA, policlonal y monoclonal. El contenido de
epitopo especifico relativo puede expresarse como la relacion del contenido de antigeno total determinado por
"ELISA monoclonal" (clon 52-2-5) dividido por el contenido de antigeno total determinado por "ELISA policlonal”.
Cualquier diferencia en la relaciéon puede indicar diferencias en el contenido especifico del epitopo 52-2-5. Los
resultados cercanos a 1 corresponderdn a contenidos elevados de epitopos, y los resultados préximos a 0
corresponderan a un bajo contenido relativo de epitopos. Una baja relacion indica la presencia de cambios
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estructurales del epitopo neutralizante.

En el transcurso del desarrollo de este "ELISA mAb", se detectaron diferencias entre los lotes de vacunas, que
podrian correlacionarse con los resultados de potencia de estos lotes.

3.4 SEC-HPLC de sulfato de protamina

El PS (longitud completa) y sus fragmentos se analizaron por HPLC de exclusion por tamafio (SEC-HPLC) usando
un péptido Superdex 10/300 GL, 10 x 300 mm, 13 pym (GE Healthcare) usando acido trifluoroacético al 0,1 % (v/v)
(TFA) en acetonitrilo al 30 % (CAN) como fase mévil a un caudal de 0,6 ml/min. Las muestras que contenian PS se
prepararon por duplicado, es decir, se diluyeron con fase mévil antes de la inyeccion.

4 Resultados
4.1 Analisis de los lixiviables de tap6n usados para los experimentos de enriquecimiento

Los perfiles de eluciéon de RP-HPLC de la solucion madre concentrada obtenida después de la extraccién de los
tapones bajo calor en comparacion con el FVL SN, se muestran en la figura 1. Patrén de pico similar al observado
para ambas muestras. Debido a las duras condiciones de extraccion, se detectaron picos adicionales en el
concentrado que no estaban presentes en muestras de FVL o que estaban presentes solamente en un contenido
relativo mucho mas bajo. Por lo tanto, las formulaciones enriquecidas representan un "peor caso" con respecto a los
productos lixiviables y extraibles. El contenido relativo total de los picos individuales en concentrado de extracto y
formulaciéon enriquecida en comparacion con FVL SN se resume en la Tabla 3. La cantidad total de lixiviables en la
solucion madre se calculé como la suma de todos los picos detectados y expresados en unidades arbitrarias como
67 U/ml. Dado que la solucién madre se diluyé 16 veces en la formulacién respectiva, el contenido total resultante de
los lixiviables se estimé en 4,2 U/ml. Esto corresponde a un aumento promedio de 1,4 veces en comparacion con el
sobrenadante de FVL JEV09L37 (3,0 U/ml).

4.2 Analisis de fragmentos de sulfato de protamina

Los fragmentos de PS obtenidos después de la escisién de PS de longitud completa por Tripsina se muestran en la
figura 2. Se obtuvieron perfiles de pico similares de PS tratado con tripsina y PS ya degradado presentes en
NIV11A74 por HPLC (véase la figura 3).

4.3 Evaluacion de DOE

Se analizaron las formulaciones preparadas para este DOE después de 4 semanas y 8 semanas de incubaciéon en
condiciones aceleradas (22 °C). Se considerd que cualquier reaccion de degradacién se acelerara al almacenarse a
una temperatura mas alta en comparacion con las condiciones de almacenamiento normales (2-8 °C). Sin embargo,
las muestras aun se almacenan a 2-8 °C y se analizaran en un momento posterior (~4-6 meses). El primer analisis
de muestras almacenadas a 22 °C durante 4 y 8 semanas se muestra en la Tabla 4.

4.3.1 Evaluacién de DOE después de 4 semanas a 22 °C

La evaluacién estadistica de los resultados de la matriz DOE obtenidos después de 4 semanas a 22 °C mostré que
el contenido de epitopo especifico 52-2-5 (expresado como la relaciéon de antigeno desorbido analizado por ELISA
monoclonal/policlonal) se vio afectado de forma estadisticamente significativa (95 % de nivel de confianza, véase la
Tabla 5) por los siguientes factores:

- contenido de epitopo especifico inferior 52-2-5 en presencia del lote de alumbre 4230
- contenido de epitopo especifico inferior 52-2-5 a pH inferior a 7
- Contenido de epitopo especifico superior 52-2-5 a una concentracion aumentada de formaldehido

La presencia de una concentracién mas alta de fragmentos de PS vy lixiviables de caucho de clorobutilo no mostro
ninguna influencia sobre el contenido especifico del epitopo. No se detectaron interacciones de segundo o mayor
orden entre los parametros individuales.

La tabla ANOVA divide la variabilidad en "Relacidon 4 semanas" en piezas separadas para cada uno de los efectos.
Después, prueba la significacion estadistica de cada efecto comparando la media cuadratica contra una estimacion
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del error experimental. En este caso, 3 efectos (Alumbre, pH, Formaldehido) tienen valores de P inferiores a 0,05, lo
que indica que son significativamente diferentes de cero al nivel de confianza del 95,0 %. La estadistica R al
cuadrado indica que el modelo tal como esta ajustado explica el 74,85 % de la variabilidad en la Relaciéon 4
semanas. La estadistica ajustada de R al cuadrado, que es mas adecuada para comparar modelos con diferentes
numeros de variables independientes, es del 51,27 %. El error estandar de la estimacién muestra que la desviacion
estandar de los residuos es de 0,063. El error absoluto medio (MAE) de 0,0353 es el valor promedio de los residuos.
El estadistico de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para determinar si existe alguna correlacién significativa
basada en el orden en el que se producen en su archivo de datos. Dado que el valor de DW es mayor de 1,4,
probablemente no exista una autocorrelacién seria en los residuos. Los efectos también se muestran mediante el
diagrama de Pareto estandarizado y graficos de efectos principales, como se muestra en la figura 4.

4.3.2 Evaluacién de DOE después de 8 semanas a 22 °C

La evaluacion estadistica de los resultados de la matriz DOE obtenidos después de 8 semanas a 22 °C fue similar a
los resultados obtenidos después de 4 semanas. La evaluacion muestra que el contenido de epitopo especifico 52-
2-5 (expresado como la relacién de antigeno desorbido analizado por ELSIA monoclonal/policlonal) se vio afectado
de forma estadisticamente significativa (95 % de nivel de confianza, véase la Tabla 6) por los siguientes factores:

- contenido de epitopo especifico inferior 52-2-5 en presencia del lote de alumbre 4230
- contenido de epitopo especifico inferior 52-2-5 a pH inferior a 7

La presencia de una mayor concentracion de fragmentos de PS, lixiviables de caucho de clorobutilo y formaldehido
no mostré ninguna influencia sobre el contenido especifico de epitopo. Se ha de apreciar que el valor de P para
formaldehido (P = 0,08) es bastante cercano a ser significativo. No se detectaron interacciones de segundo o mayor
orden entre los parametros individuales.

La tabla ANOVA divide la variabilidad en "Relacidon 8 semanas" en piezas separadas para cada uno de los efectos.
Después, prueba la significacion estadistica de cada efecto comparando la media cuadratica contra una estimacion
del error experimental. En este caso, 2 efectos (Alumbre y pH) tienen valores de P inferiores a 0,05, lo que indica
que son significativamente diferentes de cero al nivel de confianza del 95,0 %. La estadistica R al cuadrado indica
que el modelo tal como esta ajustado explica el 75,9 % de la variabilidad en la "Relacion 8 semanas". La estadistica
ajustada de R al cuadrado, que es mas adecuada para comparar modelos con diferentes nimeros de variables
independientes, es del 53,3 %. El error estandar de la estimacion muestra que la desviacién estandar de los residuos
es de 0,095. El error absoluto medio (MAE) de 0,057 es el valor promedio de los residuos. Los efectos también se
muestran mediante el diagrama de Pareto estandarizado y graficos de efectos principales, como se muestra en la
figura 5.

El analisis de regresién también se realizé con respecto a los datos ajustados y los coeficientes de regresion
calculados se muestran en la Tabla 7. La ecuacién de regresion que se muestra a continuacion se ha ajustado a los
datos que incluyen pH, alumbre y formaldehido. La ecuacion del modelo ajustado es

"Relacion 8 semanas" = 0,0228125 + 0,113125 * pH - 0,00185625 * Alumbre + 0,0315625 * Formaldehido

donde los valores de las variables se especifican en sus unidades originales, a excepcion de los factores categoricos
que toman los valores -1 para el nivel bajo y +1 para el nivel alto. El contorno de la respuesta estimada y la grafica
residual se muestran en la figura 6 y la figura 7. La relacién aumenta cuando disminuye el contenido relativo de
alumbre del Lote 4230 y aumenta el pH.

La Tabla 8 contiene informacién sobre los valores de "Relaciéon 8 semanas" generados usando el modelo ajustado.
La tabla incluye:

(1) el valor observado de "Relacién 8 semanas"
(2) el valor predicho de "Relacién 8 semanas" usando el modelo ajustado
(3) limites de confianza del 95,0 % para la respuesta media
Como se muestra, los resultados experimentales estan bien predichos por el modelo de regresion.

5. Resumen

Fuera de los parametros evaluados, el lote de alumbre 4230 demostrd contribuir significativamente a la degradacion
del antigeno segun se analizé6 mediante ELISA monoclonal/policlonal en condiciones aceleradas (22 °C, puntos de
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tiempo de ensayo 4 y 8 semanas). Los resultados del DOE obtenidos después de 4 y 8 semanas a 22 °C muestran
que el Alumbre 4230 es el factor mas significativo con respecto a la degradacion del antigeno segun se detecta
mediante la relacion de ELISA monoclonal/policlonal. Las formulaciones hechas con Alumbre 4074 (pureza mucho
mayor con respecto a los iones metalicos residuales) muestran en general un contenido de epitopo especifico
mucho mas alto.

El formaldehido y el pH también contribuyeron a la estabilidad del antigeno, pero en menor medida. El efecto de una
mayor estabilidad del antigeno en las muestras formuladas con el Alumbre 4230 a un nivel de formaldehido mas
elevado se demostré bien (por ejemplo, muestras n.° 19 y 29). Sin embargo, la influencia del formaldehido fue
menos pronunciada después de un periodo de almacenamiento prolongado (8 semanas a 22 °C).

Se observd una mejor estabilidad del antigeno a pH 8 en comparaciéon con pH 7. El sulfato de protamina y los
lixiviables del tapon de caucho de clorobutilo no contribuyeron a la degradacion del antigeno.

Ejemplo 2

En estudios anteriores (véase el Ejemplo 1), se identifico el lote de hidréoxido de aluminio 4230 como un factor
contribuyente significativo en la degradacion del antigeno observada en FVLO9L37. En este lote particular de
hidréxido de aluminio (Alumbre), se observé un contenido mucho mayor de iones metalicos residuales en
comparacioén con otros lotes de alumbre utilizados para la formulacion del antigeno de JEV inactivado. Este Ejemplo
resume estudios adicionales realizados para evaluar la influencia de iones metalicos en la estabilidad del JEV
inactivado. Los estudios de adicidon se realizaron con el antigeno presente en una soluciéon de virus inactivado
neutralizado (NIV) o en suspension de producto farmacolégico (DP) después de la formulacion del antigeno con
hidroxido de aluminio.

1 Descripcion del estudio

Se mostrd previamente que el lote 4230 de alumbre contiene niveles mucho més altos de impurezas de iones
metalicos residuales en comparacién con otros lotes de alumbre usados para la formulacion de JEV (véase también
el Ejemplo 3). Se realizaron estudios adicionales para evaluar la influencia de los iones metalicos en la estabilidad y
en una posible modificacion de la superficie de JEV. El antigeno inactivado estaba presente en una solucién de virus
inactivado neutralizado (NIV) o en una suspension de producto farmacolégico (DP) después de una dilucion
adicional de NIV y la formulaciéon con hidroxido de aluminio. En otro conjunto de experimentos, se usaron diferentes
lotes de alumbre que cubrian un amplio rango de contenido de iones metalicos residuales y se formularon con un
solo lote de NIV definido. Todas estas formulaciones aun contenian formaldehido y bisulfito residuales a
concentraciones representativas en comparacion con el producto comercial. La solucién madre de sales metalicas
se disolvié en agua y se afiadié a las muestras hasta la concentracion final deseada.

2 Definiciones y abreviaturas

AcCN Acetonitrilo
ANOVA Analisis de varianza

DOE Disefio de experimentos

DP Producto farmacolégico

DS Sustancia farmacoldgica

FBV Vacuna a granel final

FVL Lote de vacuna final

Gl Gamma irradiado

HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento
LSD Diferencia minima significativa de Fisher
mAb Anticuerpo monoclonal

NIV Virus inactivado neutralizado

PS Sulfato de protamina

RP Fase inversa

SEC Cromatografia de exclusién por tamafio
SN Sobrenadante

TFA Acido trifluoroacético

w/o sin

3 Materiales y métodos
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3.1 Materiales

- Cloruro de hierro (Il) (Sigma, Orden n.° 44939)

- Cloruro de hierro (Ill) hexahidrato (Sigma, Orden n.° 31232)

- Sulfato de niquel (II) hexahidrato (Sigma, Orden n.° N4882)

- Cloruro de cobalto (II) hexahidrato (Sigma, Orden n.° 31277)

- Cloruro de cobre (ll) deshidrato (Sigma, Orden n.° 807483)

- Sulfato de cinc heptahidrato (Sigma, Orden n.° 24750)

- Cloruro de cromo (lll) hexahidrato (AlfaAesar, Orden n.° 42114)

- Sal disddica del acido etilendiaminatetracético deshidrato (EDTA) (Sigma, E5134)

- Agua bidest. (Fresenius Kabi, Art. n.° 0712221/01 A)

- 10 x PBS (Gibco, Orden n.° 14200-091)

- Solucién de formaldehido al 37 % (Merck, Cat. N.° 1.040031000)

- Sulfato de protamina (Intercell Biomedical Ltd, Lote n.° 086056)

- LoBind Eppis 2 ml (Eppendorf, Cat. N.° 0030 108.132)

- Tubos de 15 ml (Greiner, Cat. N.° 188724)

- Incubadora Infors HT Multitron Standard (InforsAG)

- Filtro de 0,2 um Mini Kleenpak 25 mm (Pall)

- NIV11A74 y vacuna final a granel (FBV, formulada con el lote de alumbre 4539) JEV 11D87 de series de
produccion comerciales se obtuvo de Intercell Biomedical (Livingston, Reino Unido) y se almacené a 2-8 °C
hasta su procesamiento posterior.

- Se prepararon soluciones madre de sales metdlicas en agua (concentracion final 1 mM) utilizadas para
experimentos de enriquecimiento y se almacenaron a 2-8 °C hasta su uso.

- Las muestras de hidroxido de aluminio (AI203 al 2 %, Brenntag Biosector) eran muestras de retencion
obtenidas en Intercell Biomedical o adquiridas directamente en Brenntag. Las muestras de alumbre se
almacenaron a 2-8 °C. Los siguientes lotes de alumbre se usaron en este estudio: 4470, 4563, 4621, 3877,
4230 (no irradiados con radiacion gamma e irradiados con radiacion gamma)

3.2 Preparacion de soluciones madre de metal
3.2.1 Solucién madre de hierro (Il)

Se preparé una soluciéon madre de hierro (II) 20 mM disolviendo 397 mg de cloruro de hierro (Il) tetrahidrato en 100
ml de agua bidestilada.

3.2.2 Solucién madre de hierro (Ill)

Se preparé una solucién madre de hierro (Ill) 20 mM disolviendo 540 mg de cloruro de hierro (lll) hexahidrato en 100
ml de agua bidestilada.

3.2.3 Solucion madre de niquel (Il)

Se preparé una solucién madre de niquel (Il) 20 mM disolviendo 525 mg de sulfato de niquel (ll) hexahidrato en 100
ml de agua bidestilada.

3.2.4 Solucién madre de cobalto (I1)

Se preparé una solucion madre de cobalto (1) 20 mM disolviendo 476 mg de cloruro de cobalto (ll) hexahidrato en
100 ml de agua bidestilada.

3.2.5 Solucién madre de cobre (I1)

Se preparé una solucién madre de cobre (II) 20 mM disolviendo 341 mg de cloruro de cobre (Il) dihidrato en 100 ml
de agua bidestilada.

3.2.6 Solucion madre de cinc

Se prepard una solucion madre de cinc 20 mM disolviendo 575 mg de sulfato de cinc heptahidrato en 100 ml de
agua bidestilada.
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3.2.7 Solucién madre de cromo ()

Se preparé una solucion madre de cromo (lll) 20 mM disolviendo 533 mg de cloruro de cromo (lll) hexahidrato en
100 ml de agua bidestilada.

3.3 Preparacién de soluciones de trabajo

Se prepararon soluciones de trabajo de iones metalicos (concentraciéon final 1 mM si no se indica otra cosa)
mediante dilucién de soluciones madre de iones metalicos con agua bidestilada vy filtracién estéril mediante un filtro
de jeringa de 0,2 ym.

3.4 Preparacién de la formulacion

Todas las formulaciones se prepararon en condiciones estériles. La NIV y la FBV obtenidas a partir de las series de
produccién comerciales se ajustaron al pH deseado y se afiadieron alicuotas de una solucién madre de metal. Todas
las muestras se almacenaron en tubos de plastico si no se indico otra cosa. En todas las formulaciones que utilizan
alumbre, el contenido final de Al fue de 500 pg/ml, que corresponde a Al203 al 0,1 %. Se ha de apreciar que los
iones metalicos, especialmente hierro (Il), hierro (lll) y hasta cierto punto Cr (lll), formaron un precipitado con los
iones de fosfato presentes en el tampén que dieron como resultado la coprecipitacion parcial del virus inactivado
representada por la baja recuperacion determinada por HPLC de exclusion por tamafio (SEC-HPLC).

3.4.1 Experimento 20110913(NIV): Formulacién de NIV a diferentes concentraciones de iones metélicos de Ni
(1), Cu (1), Cr (1) con o sin presencia de fragmentos de PS

Se ajusté NIV 11A74 a pH 7 y pH 8 seguido de adicion de iones metalicos (Ni (1), Cu (II), Cr (lll)) a 100/500/1000
ng/ml de concentracion final. Todas las formulaciones se almacenaron en tubos Eppendorf de baja union a 22 °C.
También se prepararon alicuotas de toda la formulacién en presencia de fragmentos de sulfato de protamina (50
ug/ml). Esto se hizo para evaluar cualquier efecto de los fragmentos de PS sobre la estabilidad de JEV en presencia
de metales. La preparacion de fragmentos de sulfato de protamina (PS) se describe en el Ejemplo 1. Las muestras
se prepararon el mismo dia (véase la Tabla 9) y se analizaron tres semanas después. Todas las muestras se
analizaron mediante SEC-HPLC, pero solamente las muestras a pH 8 (n. ° 21-40) se analizaron mediante ELISA.

3.4.2 Experimento 20110913 (DP): Formulacién de DP a diferentes concentraciones de iones metéalicos de Ni
(11, Cu (1), Cr (1)

En este estudio se us6é FBV 11D87 (formulada con el lote de alumbre 4539). La FBV se ajusté apH 7 y pH 8 y se
enriquecié con Ni(ll)/Cu(ll)/Cr(lll) a 100, 500 y 1000 ng/ml para evaluar cualquier concentracién idnica de
metal/efecto dependiente del pH. La Tabla 10 muestra el disefio experimental de este experimento. Todas las
formulaciones se almacenaron en tubos Falcon a 2-8 °C y 22 °C. Las muestras almacenadas a 22 °C se analizaron
por SEC-HPLC y ELISA después de 5 semanas.

3.4.3 Experimento 20110812-DP enriquecido con metal

Se obtuvo la vacuna a granel final 11D87 (formulada con el lote de alumbre 4539) a partir de una serie de
produccién comercial y se uso6 en este estudio. La formalina residual en DS se analizé como 28,1 ppm, los sulfitos
residuales eran 92,2 ppm. El contenido real en DP se puede considerar en el mismo intervalo. FBV JEV11D87 se
ajusto a pH 7,0/7,4/7,8 y se enriquecié con 500 ng/ml (concentracion final) de Fe (IlI), Fe (Ill), Ni (ll), Co (II), Cu (II),
Zn (ll). También se prepard una formulacion de mezcla de iones metalicos que contenia todos los iones metélicos
individuales juntos en solucién. Las formulaciones con Cr (lll) se prepararon mas tarde y no se incluyé Cr (lll) en la
mezcla de iones metdlicos. Las formulaciones de control solamente se ajustaron al pH deseado, pero no se
enriquecieron con metales. Todas las formulaciones (n.° 1-24) se prepararon el mismo dia y se almacenaron en
tubos Falcon a 2-8 °C y 22 °C.

Se prepararon muestras enriquecidas con Cr (lll) adicionales (n.° 25-27) tomando alicuotas de las muestras de
control almacenadas a 2-8 °C y se enriquecieron con Cr (lll) a una concentraciéon final de 500 ng/ml. Las
formulaciones se almacenaron en condiciones aceleradas (22 °C) solamente. La Tabla 11 muestra la configuracion
experimental de este experimento. Todas las muestras almacenadas a 22 °C se analizaron mediante ELISA
(monoclonal y policlonal) después de 4 semanas y 7 semanas.
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3.4.4 Experimento 20110819: Formulacion de DP usando varios lotes de alumbre

Los estudios de enriquecimiento como se ha descrito anteriormente pueden dar la primera evidencia de la posible
inestabilidad del antigeno formulado en presencia de ciertos metales, pero pueden no ser completamente
representativos de las condiciones reales donde los metales presentes en el hidréxido de aluminio se incorporan a la
estructura tridimensional del gel resultante en diferentes concentraciones locales y orientacidon/accesibilidad. Para
superar estas limitaciones, se inicié un estudio inicial para simular las condiciones reales. Se formulé un Unico lote
de NIV (11A74) obtenido de una serie de producciéon comercial con varios lotes de alumbre producidos por Brenntag
que incluian una amplia gama de metales residuales. Se mezclaron 4,75 ml de NIV con 0,25 ml de alumbre (2 %) en
tubos Falcon. La concentracion final de hidréxido de aluminio fue de 500 pg/ml (= Al203 al 0,1 %). Las muestras de
vacunas formuladas se almacenaron a 2-8 °C y en condiciones aceleradas a 22 °C. Todos estos lotes de alumbre
contenian iones metalicos residuales a diferentes concentraciones. El lote de alumbre 4230 tiene el nivel mas alto
para Fe, Cu, Ni y V (véase el Ejemplo 3). Ha de apreciarse que las valencias de los iones metalicos no pueden ser
especificadas por ICP-MS. También se prepard una muestra de alumbre mixta que contenia cantidades iguales de
4230 y 4074 para obtener un nivel "intermedio” para Ni (ll) y Cu (ll). Las muestras se analizaron después de 6
semanas de almacenamiento a 22 °C. La cantidad residual de formaldehido y sulfito estimada mediante el recalculo
a partir de los resultados de analisis de DS disponibles corregidos por el factor de dilucion de NIV con respecto a DS
fue de 76 ppm de formaldehido y 192 ppm de sulfito, respectivamente.

3.1 Desorcion del antigeno del hidroxido de aluminio para el andlisis SEC-MALLS

Las particulas viricas se desorbieron del hidréxido de aluminio. Se centrifugaron ~625 ul de DP (8 °C, 5 min, 3300 x
g) y el sobrenadante se descarto si no se indicaba ni se analizaba de otro modo por JEV-SEC-MALLS para detectar
la concentracién de antigeno no unido. Las particulas viricas se desorbieron suspendiendo las particulas de
hidréxido de aluminio con 62,5 yl de tampdn de fosfato de potasio 0,8 M (pH 8) que contenia BSA (50 pg/ml). Se
anadio BSA al tampon de desorciéon para el analisis SEC-MALLS para minimizar las pérdidas causadas por la
adsorcion inespecifica del antigeno. Después de agitar (500 rpm) las particulas de hidroxido de aluminio durante 10
minutos a temperatura ambiente, las particulas se eliminaron por centrifugacion y el sobrenadante se recogié en un
tubo Eppendorf de baja union y el procedimiento de desorcién se repiti6 en la muestra restante. El antigeno
desorbido agrupado (~5 x muestra concentrada, volumen final 125 ul, volumen inicial ~625 pl) se analizé entonces
por SEC-MALLS.

3.2 Método de HPLC SEC-MALLS

El antigeno desorbido se analizé por SEC-MALLS. En resumen, después de la desorcion del antigeno del hidroxido
de aluminio, se cargaron posteriormente 100 ul del material desorbido agrupado (~5 x concentrado) en una columna
Superose 6 10/300 GL SEC. Se utilizd 1 x PBS + NaCl 250 mM como fase movil. Las sefales ultravioleta (UV) a 214
nm y MALLS de particulas viricas se registraron y se analizaron usando los paquetes de software Chromeleon y
ASTRA.

3.3 ELISA de JEV inactivado (policlonal)

La desorcién del antigeno del analisis de alumbre y ELISA se realizé usando anticuerpos policlonales de oveja anti-
JEV para recubrir las placas de ELISA de 96 pocillos como se describe en el Ejemplo 4.

3.4 ELISA de JEV inactivado (monoclonal)

Durante el transcurso de esta prueba de investigacion, se desarrollé un ELISA de JEV con base monoclonal (mAb).
El ensayo se basa principalmente en el formato de ensayo "ELISA de JEV policlonal", solamente se usa un
anticuerpo monoclonal anti-JEV (clon 52-2-5) para el recubrimiento, y el anticuerpo policlonal actual para la
deteccién. Se mostré que el mab 52-2-5 empleado era especifico para el JEV y para reconocer un epitopo
neutralizante. El clon de mab 52-2-5 se obtuvo por inmunizacién subcutanea de ratones BALB/c con el lote de
vacuna comercialmente disponible JEV08J14B. Las células esplénicas de los ratones se fusionaron con las células
de mieloma. A partir de células de hibridoma resultantes, se seleccionaron clones individuales y se subclonaron. Los
clones se cribaron negativamente frente a albumina sérica bovina, sulfato de protamina y un extracto de la linea
celular de produccion de la vacuna contra JE (células Vero). Se realizé un cribado positivo contra el virus inactivado
neutralizado (NIV) del lote de vacuna JEVO8M20. Para el cribado, se recubrieron placas de microtitulacion con el
antigeno relevante y se hicieron reaccionar con sobrenadante de cultivos de los clones seleccionados. Para la
deteccidn, se utilizd un anticuerpo policlonal de cabra anti-ratéon conjugado con fosfatasa alcalina. Se demostré que
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el clon de mab 52-2-5 reconoce un epitopo neutralizante en el dominio Il de la proteina de envoltura (E) de JEV que
contiene Ser331 y Asp332 (Lin C.-W. y Wu W.-C. J Virol. 2003; 77(4): 2600-6). La unién del mab al epitopo
neutralizante indicado se determina, por ejemplo, como se describe en Lin y Wu (2003) mediante mutagénesis
dirigida a sitio del dominio Ill en la posicién 331 (por ejemplo: S — R), y/o mediante mutaciones de alanina en o
cerca de la posicion 331 del dominio Ill, por ejemplo, de los residuos Ser 331 y Asp332, seguido de
inmunotransferencias para determinar la uniéon del mab a las proteinas mutadas. Los resultados de unién negativa
indican que el epitopo del mAb es el epitopo neutralizante identificado por Lin y Wu (2003). La caracteristica
neutralizante del epitopo da lugar a la suposicion de que el epitopo podria ser importante para que el antigeno
provoque una respuesta inmune protectora. Las muestras de JEV se analizaron mediante ambos ensayos ELISA,
policlonal y monoclonal. El contenido de epitopo especifico relativo puede expresarse como la relacion del contenido
de antigeno total determinado por "ELISA monoclonal" (clon 52-2-5) dividido por el contenido de antigeno total
determinado por "ELISA policlonal". Cualquier diferencia en la relacion puede indicar diferencias en el contenido
especifico del epitopo 52-2-5. Los resultados cercanos a 1 corresponderan a contenidos elevados de epitopos, y los
resultados proximos a 0 corresponderan a un bajo contenido relativo de epitopos. Una baja relacion indica la
presencia de cambios estructurales del epitopo neutralizante.

En el transcurso del desarrollo de este "ELISA mAb", se detectaron diferencias entre los lotes de vacunas, que
podrian correlacionarse con los resultados de potencia de estos lotes.

3.5 Evaluacién estadistica
La evaluacion estadistica se hizo con Statgraphic Plus 3.0.
4 Resultados

4.1 Experimento 20110913 (NIV): Formulacion de NIV a diferentes concentraciones de iones metélicos de Ni
(1), Cu (1), Cr (1) con o sin presencia de fragmentos de PS

Los resultados de SEC-HPLC de las formulaciones de NIV (pH 7 y pH 8) que contenian iones metalicos [Ni (II), Cu
(1N, Cr (1] con y sin fragmentos de PS se resumen en la Tabla 12. Los resultados de SEC-HPLC muestran que la
recuperacion de antigenos de la mayoria de las muestras fue >80 %. Algunas muestras (n.° 7, n.° 36, n.° 38)
mostraron recuperaciones ligeramente reducidas en el intervalo del 70-80 %. Se ha de apreciar que el contenido del
virus real es bastante bajo y la precision de los resultados de HPLC se puede estimar como de aproximadamente +
20 %. Dado que para las muestras n.° 36 y n.° 38, las recuperaciones para las siguientes formulaciones (n.° 37, n.°
39) en el siguiente nivel de contenido de iones metalicos individuales volvieron a aumentar, estas diferencias podrian
deberse a la variabilidad del ensayo y no se consideraron significativas. En base a los resultados obtenidos, no fue
posible aclarar la influencia de los iones metalicos con respecto a la recuperacion de JEV inactivado soluble. Sin
embargo, SEC-HPLC solamente brinda informacién sobre el contenido del virus soluble, pero no informacién sobre
ninguna posible modificacion de la superficie. Solamente las formulaciones preparadas a pH 8 se analizaron también
mediante ELISA (analisis por duplicado). La relacién de ELISA monoclonal/policlonal se calculé y se puede usar con
propdsitos comparativos de los resultados. El andlisis de las muestras por ELISA (véase la Tabla 13) no muestra
ninguna influencia significativa de los metales ensayados sobre la degradacién del JEV inactivado a pH 8 después
de tres semanas a 22 °C. Puede haber una tendencia de la relacién decreciente en presencia de Cu(ll), pero en
general, parece que un tiempo de incubacion de tres semanas a 22 °C parece no ser suficiente para detectar
cualquier degradacion significativa. Como también se muestra en el experimento DOE (Ejemplo 1), el JEV inactivado
parece tener una mayor estabilidad a pH 8 cuando se almacena en condiciones aceleradas a 22 °C, y esto también
contribuirda a que no se observen efectos significativos. En este experimento, también se demostré que los
fragmentos de PS no tienen ninguna influencia sobre la estabilidad de JEV. Esto también esta de acuerdo con los
resultados del DOE. Las muestras de NIV 1-20 formuladas a pH 7 mostraron una reduccion significativa en el
contenido de epitopos monoclonales en presencia de Cu(ll). A la concentracion mas alta probada (1000 ng/ml), la
relacion era cercana a cero, indicando cambios estructurales significativos del antigeno.

4.2 Experimento 20110913(DP): Formulacién de DP con diferente concentraciéon de iones metélicos de Ni (l1),
Cu (1), Cr (111)

El analisis del antigeno de JEV desorbido se resume en la Tabla 14 (SEC-HPLC) y la Tabla 15 (ELISA). Las
recuperaciones de antigenos para todas las muestras segun se determiné por SEC-HPLC fueron >80 % después de
5 semanas a 22 °C, lo que indica que no hubo una influencia significativa de los iones metalicos evaluados sobre la
recuperacion de la desorcion. Como se muestra en la Figura 8, existe una tendencia de la relacién decreciente
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segun se analiza mediante ELISA en presencia de Cu(ll) y Cr(lll) a pH 7. Las formulaciones a pH 8 parecen ser mas
estables.

4.3 Experimento 20110812(DP): DP enriquecido con i6n metélico

En este experimento, se usé FBV11D87 como material de partida. El valor del pH de la formulacién se ajusté en un
intervalo mas estrecho (pH 7,0, 7,4, 7,8) y se usaron iones metalicos adicionales para el enriquecimiento, cada uno a
500 ng/ml (concentracion final). La mezcla de iones metalicos contenia todos los iones metalicos individuales con la
excepcion de Cr(lll) en formulaciones individuales (cada metal a 500 ng/ml). Los resultados de ELISA obtenidos
después de 4 semanas y 7 semanas a 22 °C se resumen en la Tabla 16. Los resultados también se muestran como
graficos en la figura 9.

Se realiz6 una evaluacion estadistica de muestras de estabilidad almacenadas a 22 °C durante 7 semanas. El
ANOVA (andlisis de varianza) mostré efectos significativos de los parametros (pH y tipo de metal) sobre la
estabilidad del antigeno, que se expresa como la relacion de ELISA monoclonal/policlonal (véase la Tabla 17). La
tabla ANOVA descompone la variabilidad de la Relacién en contribuciones debido a diversos factores. Dado que se
han elegido sumas de cuadrados Tipo lll, la contribucion de cada factor se mide habiendo eliminado los efectos de
todos los demas factores. Los valores P evaltuan la significacion estadistica de cada uno de los factores. Dado que
los valores de P para el pH y el tipo de ion metalico son inferiores a 0,05, estos factores tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre la Relacién en el nivel de confianza del 95,0 %.

En la Tabla 18 se aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar la significacién de las diferencias
observadas con respecto a los medios. Se demostré un efecto significativo sobre la relacion para Cu (Il) y la mezcla
de metal en comparacion con las formulaciones de control no enriquecidas. La mitad inferior del resultado muestra la
diferencia estimada entre cada par de medias. Se ha colocado un asterisco junto a 7 pares, lo que indica que estos
pares muestran diferencias estadisticamente significativas con un nivel de confianza del 95,0 %. En la parte superior
de la pagina, se identifican 3 grupos homogéneos usando columnas de X. En cada columna, los niveles que
contienen X forman un grupo de medias dentro del cual no hay diferencias estadisticamente significativas. El método
que se usa actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia minima significativa
(LSD) de Fisher. Con este método, existe un riesgo del 5,0 % de llamar a cada par de medias significativamente
diferentes cuando la diferencia real es igual a 0.

Se demostro un efecto significativo en la relacion para Cu (ll) y la mezcla de iones metalicos. La influencia de otros
iones metdlicos puede llegar a ser significativa en un periodo de almacenamiento mas largo. La mezcla de iones
metalicos contenia la mayor concentracion total y podria representar el peor de los casos. Sin embargo, se concluyd
que varios iones metalicos presentes en el alumbre podrian contribuir a la degradacién, cada uno en diferente
medida. Estos resultados apoyan la causa raiz propuesta de la degradaciéon del antigeno catalizado por iones
metalicos. Se ha de apreciar que los experimentos de enriquecimiento pueden no simular completamente las
condiciones reales de las impurezas de iones metalicos residuales presentes en el alumbre 4230. Los iones
metalicos se incorporan en la estructura del alumbre y la concentracion y orientacion local pueden ser diferentes de
los iones metdlicos utilizados en los experimentos de enriquecimiento. También se sabe que los iones metalicos (por
ejemplo, Fe) tienen baja solubilidad en presencia de i6n fosfato (PO43-). Por lo tanto, se desconoce la concentracion
real de iones metalicos solubles y la contribucidon de los metales presentes como complejo metal-fosfato sobre la
degradacion del JEV.

4.4 Experimento 20110819: Preparacién de muestras de DP con diferentes lotes de alumbre

Los estudios de adicién como se ha descrito anteriormente pueden proporcionar la primera evidencia de la posible
inestabilidad del antigeno formulado en presencia de algunos iones metalicos, pero podrian no ser completamente
representativos de las condiciones reales en las que se espera que estos iones metalicos presentes en el hidroxido
de aluminio se incorporen en la estructura tridimensional del gel de hidréxido de aluminio que da como resultado
diferentes concentraciones locales y orientacidon/accesibilidad. Para superar estas limitaciones, se inicié un estudio
inicial para simular las condiciones reales. Se formulé un Unico NIV (11A74) con varios lotes de alumbre obtenidos
por Brenntag que incluian una amplia gama de metales residuales. Las muestras de vacunas formuladas se
almacenaron a 2-8 °C y en condiciones aceleradas a 22 °C. Todos estos lotes de alumbre contenian iones metalicos
residuales a diferentes niveles. El lote 4230 tenia el nivel mas alto para Fe, Cu, Niy V (véase la Tabla 19). Se ha de
apreciar que el contenido real de iones metalicos presente en el producto formulado es solamente 1/20 de la
concentracion en solucion madre de alumbre (2 %). Ha de apreciarse que las valencias de los iones metalicos no
pueden ser especificadas por ICP-MS. El analisis del antigeno desorbido por ELISA de muestras almacenadas a 22
°C durante 6 semanas se muestra en la Tabla 20.
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Se calculd la desviacion estandar combinada de todas las muestras (agregado ~0,075) como una medida de la
incertidumbre experimental. Los valores medios para la relacion y los intervalos de confianza del 95 % (calculados
en base al agregado) se representaron frente a las formulaciones individuales (véase la figura 10). Las muestras
formuladas con alumbre 4230 mostraron una tendencia con respecto a una relacién menor en comparaciéon con
otras muestras. Sin embargo, las diferencias no fueron tan grandes como para mostrar diferencias estadisticamente
significativas entre las diversas formulaciones.

5 Resumen

Se demostré que los iones metdlicos contribuyen a la degradacion del JEV inactivado en condiciones de
almacenamiento acelerado (22 °). En los estudios de enriquecimiento, se usaron concentraciones mas altas de iones
metalicos residuales (intervalo 100-1000 ng/ml) que las presentes en FVL formulado con el lote de alumbre 4230
(por ejemplo, Fe ~310 ng/ml; Cr ~64 ng/ml; Ni ~52 ng/ml). El contenido de Cu en FVL solamente se puede estimar
como 3 ng/ml en funciéon de los datos de ICP-MS de la solucién madre de alumbre al 2 %, ya que el LOD es de 25
ng/ml. Se escogié una mayor concentracion de metal y temperatura de almacenamiento para aumentar la velocidad
de cualquier reaccion de degradacion potencial. De hecho, para el FVL JEV0O9L37, la pérdida de potencia se produjo
después de 11 meses almacenado a 2-8 °C. También se demostré que los metales pueden formar complejos
insolubles con iones fosfato, lo que dificulta la estimacién de los niveles reales de metales presentes.

En experimentos de enriquecimiento, los resultados de ELISA mostraron cambios estructurales estadisticamente
significativos de la superficie del virus en tan solo 4 semanas a 22 °C en presencia de iones metalicos. Se demostrd
que las relaciones de ELISA para las formulaciones que contenian Cu(ll) y la mezcla de iones metalicos (que
contenia Fe (ll), Fe (lll), Co (), Cu (ll) y Zn (ll) fueron inferiores estadisticamente significativas en comparacién con
la formulacién de control no enriquecida. También se encontr6é Cu (Il) en el lote de alumbre 4230 (solucién madre al
2 %) a 64 ng/ml, que corresponde a ~3 ng/ml en FVL. En todos los demas lotes de alumbre (2 %), el contenido de
Cu (Il) fue <25 ng/ml (por debajo del limite de deteccién).

Para los experimentos de formulacién del antigeno usando diferentes lotes de alumbre, se requiere un tiempo de
almacenamiento mas prolongado (>6 semanas a 22 °C) en condiciones aceleradas. Existe una tendencia a que las
formulaciones preparadas con Alumbre 4230 muestren relaciones de ELISA inferiores en comparacién con otros
lotes. Una velocidad de degradacién mas lenta en comparacion con la formulacién enriquecida podria estar
contribuyendo a un menor contenido de iones metalicos en los lotes comerciales de alumbre. También se observd
que el antigeno muestra una mayor estabilidad a pH 7,5-8 en comparacion con pH 7 y que los fragmentos de PS no
contribuyen a ninguna reaccion de degradacion. Estos resultados concuerdan bien con los resultados del DOE
descritos en el Ejemplo 1.

Ejemplo 3

Como parte de la investigacion fuera de especificacion con respecto a FVL JEV09L37, se determind que el lote de
hidréxido de aluminio usado (lote 4230) era la causa raiz mas probable de la pérdida de potencia observada. El
hidréxido de aluminio (denominado alumbre durante el proceso de fabricacién de JE-PIV) se adquiere en Brenntag
Biosector en forma de suspensién en autoclave denominada "adyuvante de gel de hidréoxido de aluminio
Alhydrogel®". Cada lote se esteriliza por radiacion antes de su uso en el proceso de produccion de JEV.

Se analizaron varios extractos de Alhydrogel® diferentes para determinar su aspecto, contenido de iones metalicos y
propiedades fisicas.

1 Introduccion

1.1 Hidréxido de aluminio

El Alhydrogel® de Brenntag Biosector tiene un contenido especifico de aluminio de 10 mg/ml que se traduce en
AI203 al 2 % y AI(OH)3 al 3 %, respectivamente. Otras especificaciones son Nitrogeno (max. 0,005 %), Sulfato libre
(méximo 0,05 %), Sulfato total (maximo 0,1 %) y pH (6,5 + 0,5). Tiene una vida util de 26 meses cuando se

almacena a temperatura ambiente.

1.2 Generacioén de hidréxido de aluminio

35



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 647 882 T3

Se fabrica Alhydrogel® al 2 % (denominado hidréxido de aluminio) por Brenntag (CAS n.° 21645-51-2).
1.3 Uso de lotes de hidroxido de aluminio en la fabricacion de JEV

Para la produccioén de lotes de vacunas contra JEV comerciales, hasta el momento se han usado un total de 5 lotes
diferentes de Alhydrogel® al 2 % de Brenntag.

2 Definiciones y abreviaturas

Alhydrogel  Solucion al 2 % de hidréxido de aluminio (también denominado alumbre)

DS/DP Sustancia farmacoldgica/Producto farmacoldgico

ESG Grupo de cientificos ambientales

F-AAS Espectrometria de absorcion atémica de llama

FVL Lote de vacuna final

GF-AAS Espectrometria de absorcion atdmica de horno de grafito
ICP-MS Espectrometria de masas por plasma acoplado inductivamente
JEV Virus de la encefalitis japonesa

JE-PIV Virus inactivado purificado de la encefalitis japonesa
LOQ Limite de cuantificacion

P&TD Proyecto y desarrollo técnico

PSD Distribucion del tamario de particula

PzC Punto de carga cero

QCI Control de calidad de inmunologia

3 Materiales y métodos
3.1 Lotes de Alhydrogel®

Lotes de Alhydrogel® al 2 %: 3877, 4074, 4187, 4230, 4414, 4470, 4539, 4563, 4587, 4621 (no todos los lotes de
alumbre enumerados se usaron en la formulaciéon de JE-PIV) Alhydrogel® al 2 % 7 x lotes lavados: 4577, 4580,
4596 (suministrado por Brenntag, no tipico del alumbre al 2 % recibido para la formulacion)

3.2 Mediciones de PSD de Alhydrogel®

Se analizé la distribucion del tamafo de particula (PSD) de hidréxido de aluminio en un sistema Malvern Mastersizer
2000 pP con una celda de muestra de 20 ml. La sustancia a granel de Alhydrogel® al 2 % se diluydé 1:20 en agua y
se afiadié 1 ml a la celda de muestra. La dilucién final de la muestra en la celda de muestra fue, por lo tanto, de 400
veces (hidréxido de aluminio al 0,005 %).

3.3 Mediciones de potencial zeta de Alhydrogel®

Se midid el potencial zeta y punto de carga cero (PZC) en un sistema Malvern Zetasizer ZS equipado con un
autotitulador MPT-2. La sustancia a granel de Alhydrogel® al 2 % se diluy6 1:20 en PBS y se equilibré durante una
noche a temperatura ambiente. Para el registro de la curva de titulacion de carga, el pH se ajustdé usando HCI 100
mM y soluciones de NaOH 100 mM. El PZC se determiné mediante la extrapolacion de la carga cero en la grafica de
titulacion (interseccién de la curva de titulacion y el eje x). El punto de carga cero corresponde al valor de pH donde
la superficie de la muestra no tiene carga neta.

3.4 Andlisis de iones metalicos en hidroxido de aluminio

Los iones metalicos seleccionados se analizaron mediante espectrometria de masas por plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS), espectrometria de absorcion atémica de llama (F-AAS) y espectrometria de absorcion
atomica de horno de grafito (GF-AAS) en el Medical Laboratory Bremen (Alemania). En resumen, las muestras que
contienen hidréxido de aluminio se trataron con HNO3 conc. bajo calor hasta que se obtuvo una solucién
transparente. Después, la solucidn transparente se diluye y analiza adicionalmente. Se determinaron la presencia y
el contenido de los siguientes iones metalicos: Pb, Cd, Cr, Co, Fe, Cu, Ni, Ag, W y Al. Dependiendo de la dilucién de
la muestra, el limite de cuantificacion (LOQ) fue de 5 a 25 ng/ml.

Ademas, se realiz6 una exploraciéon de 70 elementos semicuantitativa por ESG (Reino Unido) usando una
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combinacion de ICP-MS (Agilent 7500ce) e ICP-AES (Perkin Elmer Optima 4300DV), que se calibraron usando
estandares certificados. La exploracion de elementos es un método de cribado y no es tan sensible como el analisis
de metales traza para los metales seleccionados segun se realiza por el Medical Laboratory Bremen. Sin embargo,
un cribado de este tipo ofrece una buena visidon general de la presencia y los niveles de ciertos metales.

4 Resultados
4.1 Determinacion de la distribucién del tamafio de particulas de Alhydrogel®

La Tabla 21 resume los datos de PSD de dos sublotes, cada uno de los lotes de Alhydrogel® 4230 y 4740. Los
resultados de distribucion se muestran en la figura 11. La particula media fue ~2-4 ym estando presentes
poblaciones de particulas mas pequefias (<1 pm) y mas grandes (>20 um) en las cuatro muestras. Las cuatro
muestras de Alhydrogel® ensayadas no mostraron diferencias significativas en la distribucion del tamafio de
particula media.

4.2 Mediciones de potencial zeta

Se analizaron dos sublotes, cada uno de los lotes 4230 y 4740 de Alhydrogel® (solucion madre al 2 % diluida 20
veces en PBS y equilibrada durante una noche a TA antes del andlisis) para determinar el punto de carga cero. La
Tabla 22 resume los resultados del PZC para las cuatro muestras que muestran PZC muy similares en tampon PBS.
Las curvas de titulacion se muestran en la figura 12. No se observaron diferencias en las curvas de titulacion y PZC
entre las cuatro muestras analizadas.

4.3 Determinacion del contenido residual de iones metalicos en lotes de Alhydrogel®

Los limites actuales para Fe en soluciones de hidréxido de aluminio al 2 % de acuerdo con Ph. Eur. son 15 ppm (=
15 pg/ml) y un maximo total de 20 ppm (= 20 pg/ml) para otros metales pesados (tal como Pb). Sin embargo, una
concentracion de 15 ppm de Fe correspondera a Fe 0,27 mM en solucion. Teniendo en cuenta que incluso
cantidades traza de iones metalicos residuales pueden catalizar una diversidad de reacciones de degradacion para
proteinas (por ejemplo, oxidacion, activacién de proteasas, etc.) y que los metales permanecen estables en la
solucion, las diferencias en el contenido de iones metdlicos entre lotes de hidréxido de aluminio pueden causar
diferencias en la estabilidad del antigeno a lo largo del tiempo.

Se analizaron las concentraciones de varios iones metalicos en lotes de hidroxido de aluminio disponibles
comercialmente usando ICP-MS. Los resultados de estos analisis se resumen en la Tabla 23. Los lotes 4074, 4230,
4470, 4414 y 4539 se usaron en la produccion de lotes comerciales de JEV. Dado que una soluciéon madre al 2 % de
Alhydrogel® equivale a una concentracion de Al de 10 mg/ml, la cuantificacion del contenido de Al en las diferentes
muestras puede utilizarse como referencia para los resultados obtenidos para los otros iones metalicos. De hecho,
se pudo medir un contenido promedio de aluminio de 10,3 mg/ml que muestra la precision y reproducibilidad del
método.

Al comparar los diferentes lotes de Alhydrogel®, se pueden observar grandes variaciones en la cantidad de iones
metalicos contaminantes. Los iones metalicos contaminantes mas notables son Fe, Cr y Ni que se detectaron en
todos los lotes. Ademas, el lote 4230 contenia cantidades detectables de Cu que estaba por debajo del LOQ en
todos los demas lotes.

Sin embargo, se ha de apreciar que ninguno de estos metales se detectdé en cantidades cercanas a las
especificaciones de Alhydrogel® mencionadas anteriormente. Por ejemplo, la mayor concentraciéon de hierro
encontrada en el lote 4230 fue de 5,6 pg/ml o aproximadamente el 40 % de la concentracion permitida.

Un Alhydrogel® "mejorado” se lava 7 veces con agua durante la etapa de purificaciéon en lugar de solamente 4 veces
con Alhydrogel® estandar. Para ensayar si estas etapas de lavado adicionales daran como resultado una
contaminacion reducida de iones metalicos, se analizaron tres lotes diferentes (4580, 4596 y 4577). Los resultados
se incluyen en la Tabla 23. No se pudo observar ninguna diferencia en iones metalicos comparada con Alhydrogel®
de grado estandar, lo que sugiere que los iones metalicos estan fuertemente unidos a la superficie de las particulas
de hidroxido de aluminio o coprecipitan realmente durante el proceso de produccion.

La figura 13 muestra una comparacion de los diferentes lotes de Alhydrogel® analizados. El contenido total de iones

metalicos contaminantes para todos los elementos contaminantes ensayados se muestra con las partes absolutas
para los tres metales principales Fe, Cr y Ni representados en diferentes colores. Como se puede ver, el lote 4074

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 647 882 T3

tiene muy pocos iones metalicos contaminantes en comparacion con la mayoria de los otros lotes analizados.
Solamente el lote 3877 mostré una contaminacion de lote similar, mientras que el lote 4230 muestra con mucho la
contaminacion mas alta de todos los lotes analizados durante esta investigacion.

Durante la prueba de investigacion, se observd una gran variacion en el contenido de iones metdlicos entre
diferentes lotes de Alhydrogel® (véase la figura 13). Para probar si estos iones metdlicos contaminantes se
encuentran en la fraccién de hidréxido de aluminio o en el sobrenadante, el lote 4230 se separd en un sobrenadante
y una fraccion de sedimento (véase la Tabla 24). Como puede verse, menos del 2 % de los iones metalicos podrian
detectarse en el sobrenadante, lo que indica que todos los iones metdlicos contaminantes estdn unidos a la
superficie de la particula de hidroxido de aluminio o al interior de las estructuras de particulas. Por lo tanto, se puede
estimar que la concentracion local de iones metalicos es al menos 50-100 veces mayor dado que la fracciéon de
volumen sélido (volumen de alumina-sedimento después de la centrifugacién) de Al203 al 0,1 % (correspondiente a
0,5 mg/ml de Al) utilizada en la formulacién de la vacuna contra JEV es de aprox. 10-20 pl por 1000 ul de FVL.

5 Resumen

Se usa Alhydrogel® en una concentracion final al 0,1 % como adyuvante en la formulacién de vacuna contra JEV
actual. Durante la investigacion de un resultado de potencia fuera de especificaciéon (OOS) para la produccién de
FVL JEV0Q9L37, se inici6 una evaluacion del proceso de produccion de Alhydrogel®. Se analizaron 13 lotes
diferentes de Alhydrogel® para detectar la presencia de iones metdlicos contaminantes que podrian reducir la
estabilidad de la proteina.

Se observaron grandes variaciones en la concentracion de varios iones metalicos para diferentes lotes de
Alhydrogel®. Al analizar las materias primas, se demostrd que estas contaminaciones estaban presentes a la misma
concentracion que se encuentra dentro del Alhydrogel.

Se observaron niveles mas altos de iones de Fe, Ni y Cu en el lote 4230 de Alhydrogel® en comparacion con los
otros lotes investigados. El lote 4230 fue el unico en el que se detectaron iones Cu residuales. Este lote 4230 se usé
para la formulacion de FVL JEVO9L37.

Al analizar el sobrenadante y la fraccion insoluble de un lote de Alhydrogel®, estos iones metalicos contaminantes
solo podrian encontrarse en el precipitado, lo que indica que estos iones estan unidos a la superficie de la particula
de hidréxido de aluminio o son realmente parte de la particula.

Aunque macroscoépico y en composicion diferente de otros lotes de Alhydrogel® usados para la produccion de JEV,
el lote 4230 cumplia todos los requisitos detallados por el Ph. Eur. Ademas, la caracterizacion fisica (distribucion de
tamano de particula y punto de carga cero) no mostré diferencias entre el lote 4230 y otros lotes de Alhydrogel® que
no mostraban estas altas contaminaciones de iones metalicos.

Ejemplo 4

1.1. Materiales, equipo y métodos
1.2. Equipo

Balanza analitica (legibilidad de 0,1 mg, por ejemplo, Mettler Toledo XP205DR/M)

Balanza de precision (legibilidad de 0,1 g, por ejemplo, Mettler Toledo, modelo N.° XS6002S Delta Range)
Unidades de filtro de 0,22 uym (por ejemplo, Stericup Cat. N.° SCGPVO01RE) o sistema de filtro de 0,2 ym
(por ejemplo, 50 ml de Millipore Steriflip)

Congelador (-20 °C) y ultracongelador (-80 °C)

Frigorifico (+2 a 8 °C)

Agitador magnético (por ejemplo, KIKA Labortechnik RCT basic) y barras de agitacion magnéticas
Lavador de microplacas: por ejemplo, BioTek ELx405

Lector de microplacas: por ejemplo, Software BioTek Synergy 2 y Gen5 Secure

Incubadora de microplacas (37 °C)

Cinta selladora de microtitulacion (por ejemplo, Thermo Electron 9503130)

Pipetas y puntas multicanal (por ejemplo, Eppendorf Research Pro 50-1200 pl,

Eppendorf Research, 10-100 pl)

medido de pH (por ejemplo, WTW Series ino Lab, Terminal 740 y pH/Cond. 740)
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Pipetas y puntas (por ejemplo, Eppendorf Research, 0,5-10 pl, 2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl, 500-5000 pl)
Pipeta (por ejemplo, IBS Biosciences Pipetboy)

Tubos de PP 15 ml (por ejemplo, Sarstedt 62.515.006) o tubos de PP 50 ml (por ejemplo, Greiner 227261)
Deposito de reactivo 50 ml (por ejemplo, Corning Incorporated 4870)

Pipetas seroldgicas (por ejemplo, Falcon, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)

Microtubos Titertube - A granel (BioRad 223-9391)

Mezclador vorticial (por ejemplo, mezclador vorticial analégico VWR, modelo N.° 945304)

Tubos Eppendorf de baja uniéon de 1,5 ml o 2,0 ml (Cat. N.° 0030 108.116, Cat. N.° 0030 108.132,
respectivamente)

Microplacas de 96 pocillos (F96 Cert. Maxisorp Nunc-Inmunoplacas)

Para el andlisis de muestras de DP ademas:

Centrifuga de sobremesa (por ejemplo, reja de Beckman, centrifuga de microfuga 16, Cat. n.° A46473)
Agitador orbital (por ejemplo, Eppendorfer Thermomixer compact)
Tubos de PP de 50 ml (por ejemplo, Greiner 227261)

1.3. Reactivos

PBS 10x (por ejemplo, Gibco, Cat. N.° 14200-083)

Tween 20 (por ejemplo, Sigma Cat. N.° P7949)

Acido sulfarico 2 M (solucién volumétrica, por ejemplo, Fisher, Cat. N.° J/8410/17) Agua desionizada, por
ejemplo (Milli-Q, 18.2Q)

Capsulas de carbonato sédico - bicarbonato (por ejemplo, Sigma, Cat. N.° C3041) Acido clorhidrico (HCI) 1
mol/l (por ejemplo, Merck, Cat. N.° 1.09057.1000)

Hidréxido sddico (NaOH) 1 mol/l (por ejemplo, Merck, Cat. N.° 1.09132.1000) Glicerol (por ejemplo, Sigma)

Para el andlisis de muestras de DP ademas:

Hidrogenofosfato dipotasico trihidrato (por ejemplo, Sigma, Cat. N.° P5504)

Dihidrogenofosfato potasico (por ejemplo, VWR, AnalaR Normapur, Cat. N.° 26936.260)

Albumina sérica bovina (BSA), calidad ELISA (por ejemplo, Sigma, Cat. N.° A3059) Sustrato de TMB (por
ejemplo, BioFX, TMBW-1000-01)

Conjugado de HRP de IgG de burro anti conejo (Jackson Immuno Research, Cat. N.° 711-035-152)

Reconstitucion:

El contenido de 1 vial (0,4 mg) se reconstituye en 0,5 ml de agua desionizada y se mezcla vigorosamente hasta una
disolucion total. Adadir 0,5 ml de glicerol y mezclarlo adicionalmente hasta homogeneidad. Las alicuotas se
almacenan a -20 °C hasta su uso.

Estandar de referencia de JEV inactivado (Intercell Biomedical Ltd.)

anti-JEV de oveja purificado (Intercell Biomedical Ltd.)

anti-JEV de conejo purificado (Intercell Biomedical Ltd.)

1.4. Soluciones

a) Tampoén carbonato 0,05 M a pH 9,6 (usado para el recubrimiento de placas ELISA)

Para el tampon de 100 ml, disolver una capsula de tampdn de bi-carbonato/carbonato en 100 ml de agua
desionizada. Comprobar el pH y ajustar a 9,6 + 0,1 con HCI o NaOH si es necesario. Usar solamente el dia de la
preparacion. Mantener el tampén de recubrimiento ELISA a TA durante el dia del uso, después desechar.

b) Tampdn de lavado ELISA y parte del blogue/diluyente de muestra (PBS-T)

Preparar aproximadamente 1 litro para cada placa usada. Diluir 10 x reserva de PBS 1 + 9 en agua desionizada,
mezclar bien y comprobar el pH (7,4 +/- 0,1), ajuste con HCI 1 M o NaOH 1 M segun sea necesario. Afiadir Tween20

al 0,05 % (v/v), mezclar bien.
por ejemplo, tampdn de lavado ELISA (PBS-T) [1L]:
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100 ml 10 x PBS
900 ml agua desionizada

Mezclar bien, comprobar/ajustar el pH (7,4 +/- 0,1).
0,5 ml de Tween 20
Mezclar bien.

Usar el dia de la preparaciéon solamente; mantener el tampén de lavado ELISA a TA durante el dia de uso, después
desechar.

c) Solucion de bloqueo: BSA al 5 % en PBS-T

Preparar aproximadamente 25 ml para cada placa. Medir la cantidad requerida de PBS-T en una botella de vidrio
limpia usando una pipeta serolégica. Afadir una barra de agitacion magnética limpia. Pesar la cantidad necesaria de
BSA, afadir a la superficie del PBS-T y mezclar suavemente en un agitador magnético hasta que todo el BSA se
haya disuelto. Filtrar la solucién usando un filtro de 0,2 um (ya sea un sistema de filtro Steriflip o un filtro de jeringa).
por ejemplo, solucion de bloqueo [100 ml]

5g BSA
100 ml  PBS-T

Usar el dia de la preparacion solamente; mantener la soluciéon de bloqueo a TA durante el dia de uso, después
desechar.

d) Diluyente de muestra: BSA al 1 % en PBS-T
Preparar como anteriormente, pero usando 1 g de BSA por 100 ml de PBS-T, se requieren aproximadamente 25 ml
por placa.

por ejemplo, diluyente de muestra [100 ml]

19 BSA
100 ml  PBS-T

Usar el dia de la preparacién solamente; mantener el diluyente de muestra a TA durante el dia de uso, después
desechar.

Para el analisis de muestras de DP ademas:

e) 1x PBS

Preparar 1 parte de 10x PBS con 9 partes de agua desionizada
por ejemplo, 1x PBS [100 ml]

10 ml de 10x PBS

90 ml de agua desionizada

Usar el dia de la preparacion solamente; mantener 1x PBS a TA durante el dia de uso, después desechar.
f) tampdn ELISA 20x

Pese una cantidad apropiada de BSA en un recipiente adecuado para hacer una solucién 20x. Anadir el volumen
apropiado de 1x PBS. Afadir Tween20 a una concentracion final de mezcla al 0,05 % en el agitador magnético hasta
que la BSA se disuelva por completo. Filtrar la solucién a través de un filtro de 0,2 ym (utilizando un sistema de filtro
Steriflip o un filiro de jeringa) en un recipiente estéril (y alicuota segun sea necesario).
por ejemplo, tampdn ELISA 20x [25 ml]
5g BSA

25 mlde 1 x PBS

12,5yl Tween20

La solucién puede almacenarse a +2-8 °C durante 1 semana.
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g) 2x tampén ELISA

Se prepara por dilucion del 20x tampén ELISA con 1x PBS (1 parte de 20x tampén ELISA y 9 parte de 1x PBS).
por ejemplo, 2x tampdén ELISA [20 ml]

2ml  20x tampdn ELISA
18ml 1xPBS

Usar el dia de la preparacion solamente; mantener 2x tampén ELISA a TA durante el dia de uso, después desechar.
h) Tampon de desorcién

- Solucién madre de fosfato potasico: Preparar una solucion madre 3x de fosfato potasico (2,4 M) disolviendo el
volumen apropiado de fosfato dipotasico trihidrato y de dihidrogenofosfato potasico en agua desionizada. Colocar en
un agitador magnético y una vez disuelto preparar el volumen requerido, comprobar que el pH de la solucién es
8,0+/- 0,1. Filtrar a través de un filtro de 0,2 ym.

por ejemplo, solucion madre 3x de fosfato potasico (2,4 M) [50 ml]

23,963 g Fosfato dipotasico trihidrato
2,041¢g Dihidrogenofosfato potasico
Preparar hasta 50 ml Agua desionizada

Almacenar a +2 °-8 °C durante hasta 1 mes.

- Hacer un tampdn de desorcion de fuerza de trabajo (tampdn de fosfato potasico 0,8 M que contiene BSA al 1 % y
Tween 20 al 0,05 %) mediante la adicion del volumen apropiado de reserva de fosfato de potasio (2,4 M), de
Tween20 y de BSA al volumen requerido de agua desionizada. Mezclar bien y usar el dia de la preparacion.

por ejemplo, tampdn de desorcion de fuerza de trabajo [15 ml]

5ml  Fosfato potasico (2,4 M)

7,5 ul Tween20
0,15¢g BSA
10 ml Agua desionizada

Mantener el tampén de desorcion de fuerza de trabajo a TA durante el dia de uso.

1.5. Muestras de ensayo y anticuerpos

Muestras de ensayo:
- Sustancia farmacoldgica y/o NIV (varios lotes)
- Muestras de vacuna contra JEV (vacuna final a granel y lote final de vacuna) Estandar de referencia de
JEV inactivado (virus inactivado neutralizado - NIV) (Intercell Biomedical Ltd.)

Anticuerpos policlonales:

- Anticuerpo de revestimiento: Anti-JEV de oveja purificado (Intercell Biomedical Ltd.)
- Anticuerpo de deteccion primario: Anti-JEV de conejo purificado (Intercell Biomedical Ltd.)

Anticuerpo conjugado secundario: Conjugado de HRP anti-conejo de burro (Jackson Immuno Research Cat. N.° 711-
035-152)

2 Procedimiento
2.1. Revestimiento de placas
- Marcar la placa con el numero de placa, la fecha y el analista.

- Preparar un tampoén de carbonato 0,05 M nuevo (pH 9,6) el dia del recubrimiento de la placa. Dejar
aproximadamente 12 ml para cada placa recubierta.
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- Retirar el numero requerido de alicuotas del anticuerpo de recubrimiento del congelador y permitir la
descongelacién a TA. Preparar una dilucién de anti-JEV de oveja purificada en tampon de carbonato.
Mezclar bien por inversion del tubo.

- Usando la pipeta multicanal, aplicar 100 pl/pocillo a una placa Maxisorp de 96 pocillos dentro de los 15
min de la preparacion de la dilucién de anticuerpo.

- Cubrir con cinta de sellado de microtitulacion e incubar de 17 a 72 horas a +2-8 °C.

2.2. Lavado

- Retirar la placa del refrigerador y permitir el calentamiento a temperatura ambiente.

- Lavar la placa/s con el lavador de placas de microtitulacion 3 veces usando el programa de lavado
respectivo (300 pl por pocillo, tres veces, dispensar al final). Después de eso: eliminar cualquier resto de
tampodn de lavado mediante decantacion. Invertir el plato y secarlo contra una toalla de papel limpia. No
permitir que la placa de microtitulacion se seque entre las etapas de lavado y la adicién de reactivo.

2.3. Bloqueo

- Preparar una solucion de bloqueo al 5 % (p/v) de BSA en PBS-T como anteriormente.
- Aplicar 200 pl de solucién de bloqueo por pocillo, cubrir la placa o las placas con una placa protectora e
incubar a 37 °C durante 1 hora durante +/- 10 min.

2.4. Preparacion de diluciones de curva estandar

- Sacar el estandar de referencia de NIV del congelador, permitir la descongelacion a TA, mezclar bien. Preparar una
dilucion madre de 1 UA/ml del estandar de referencia actual; usar al menos 20 ul de estandar de referencia de NIV
para la dilucién, por ejemplo, pre-dilucion del estandar de referencia de NIV:

Concentracion: 235 UA/ml (lote N.° 03/2009)

Para preparar una solucién estandar de trabajo de 1 UA/ml, diluirla de 1 a 235 en diluyente de muestra:

4680 pl Diluyente de muestra
20 ul Estandar de referencia de NIV

- Preparar entonces las siguientes soluciones estandar de trabajo a partir de la prediluciéon de 1 U/mil:
0,8 AU/ml, 0,6 AU/ml, 0,4 AU/ml, 0,2 AU/ml, 0,1 AU/ml y 0,05 AU/ml en diluyente de muestra.

2.5. Muestras de control de calidad
a) Las muestras de control de calidad (QC) (por ejemplo, a 0,75, 0,30 y 0,18 UA/mI) se deben preparar a
partir de la predilucion de estandar de referencia de NIV recién preparada en el momento del ensayo y
después descartarse una vez utilizadas.
b) Estos controles son parte de los criterios de idoneidad del sistema y permiten controlar el rendimiento del
ensayo a lo largo del tiempo.

2.6. Preparacion de las muestras de ensayo

Preparacién de sustancias farmacol6gicas

Se reciben muestras de ensayo de sustancia farmacoldgica para los ensayos a concentraciones desconocidas.
Estas se ensayaran en seis diluciones por triplicado. Las diluciones se haran independientemente en el rango de la
curva estandar, por ejemplo, predilucion de 1 en 15 u otra dilucién adecuada, después seis diluciones con tampon de
muestra.

Preparacion de la muestra de NIV

Se recibiran muestras de NIV para el ensayo a concentraciones desconocidas y se diluiran previamente en el rango
de la curva estandar (por ejemplo, 1 en 30 u otra dilucién adecuada), y después se diluiran seis veces de la misma
manera que las muestras de DS.

Preparacién del sobrenadante del producto farmacolégico
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a) Para el andlisis de muestras de DP a granel, mezclar bien la muestra mediante agitacion vorticial.
Transferir exactamente 1 ml a un tubo Eppendorf de baja unién de 1,5 ml.

Para el analisis de las muestras del recipiente de producto final, transferir el contenido de 2 jeringas (0,6 ml
por jeringa) del mismo lote a un tubo Eppendorf de baja unién de 1,5 ml. Mezclar el contenido del tubo
vigorosamente por inversion para asegurar la homogeneidad del DP y transferir exactamente 1 ml al tubo
Eppendorf de baja union de 1,5 ml nuevo.

b) Centrifugar los tubos que contienen 1 ml de DP cada uno a 3300xg durante 5 minutos.

c) Para cada muestra, pipetear 25 pl de tampdn ELISA 20x en un tubo Eppendorf de baja unién nuevo.

d) Retirar cuidadosamente 475 pl del sobrenadante sin alterar el sedimento de alumbre y transferirlo al tubo
que contiene el tampon ELISA 20x. Mezclar suavemente por inversion. Volver a centrifugar durante 2 min a
16.000xg. Almacenar la muestra a +2-8 °C antes del analisis.

NOTA: Las muestras de sobrenadante de DP preparadas de esta manera se deben medir puras por
triplicado en el ELISA de JEV inactivado.

e) Retirar cuidadosamente la mayor parte del sobrenadante residual del tubo centrifugado utilizando una
pipeta de 10-200 pl sin alterar el sedimento de alumbre y desechar el sobrenadante.

f) El sedimento obtenido se somete al procedimiento de desorcién como se describe a continuacion.

Procedimiento de desorcién de productos farmacéuticos

a) Aiadir 158 pl de tampoén de desorcion de fuerza de trabajo a cada sedimento que quede en el tubo de
baja union.

b) Resuspender el sedimento por pipeteo ascendente y descendente varias veces para asegurar la
resuspension completa del sedimento y la homogeneizacion de la muestra.

c¢) Incubar las muestras durante 10 minutos a TA en un agitador orbital a 500 rpm.

d) Después de la incubacion, centrifugar las muestras a 3300xg durante 5 minutos.

e) Para cada muestra, pipetear 250 pl de tampon ELISA 2x en un tubo Eppendorf de baja union nuevo.

f) Retirar con cuidado 83,3 ul de la parte superior del sobrenadante que contiene el producto desorbido sin
alterar el sedimento y transferirlo al tubo que contiene el tampdén ELISA 2x. Eliminar el sobrenadante
restante usando una pipeta de 20-200 pl sin alterar el sedimento y descartar el sobrenadante.

g) Anadir 158 pl mas de tampén de desorcion de fuerza de trabajo a cada sedimento.

h) Realizar 2 ciclos mas de desorcion (3 en total) reuniendo los 3x 83,3 pl del material desorbido + 250 pl de
tampon ELISA en el tubo apropiado. Después de la ultima etapa, se puede desechar el sedimento restante.
i) La concentracion final del antigeno virico en el grupo o grupos desorbidos deberia ser ahora la misma que
la del DP original del que se desorbid. Por lo tanto, la concentracion de contenido de antigeno de JEV
inactivado medida en el grupo desorbido puede estar directamente relacionada con el DP original.

Nota: Analizar las muestras desorbidas por ELISA el dia de la desorcién.

j) Dilucién de las muestras de DP desorbidas:

Estas se ensayaran en seis diluciones por triplicado. Se realizara una prediluciéon apropiada en el rango de la curva
estandar, por ejemplo, 1 en 15 (diluyente de 100 pl a 1400 pl) u otra dilucién adecuada, después se haran seis
diluciones de prediluciéon 1 en 15 de forma independiente utilizando diluyente de muestra.

2.7. Cargade muestray plan de placas
Preparar muestras y estandares antes del andlisis.

Después del blogueo, lavar la placa usando el lavador de placas empleando el programa ELISA de JEV. Después de
eso, eliminar cualquier resto de tampon de lavado mediante decantacién. Invertir el plato y secarlo contra una toalla
de papel limpia. No permitir que la placa de microtitulacion se seque entre las etapas de lavado y la adicion de
reactivo.

Anadir 100 ul/pocillo de estandares/controles/muestras y cubrir con una placa protectora e incubar durante 1 hora
durante +/- 10 min a 37 °C.

Anadir 100 pl de diluyente de muestra a todos los pocillos no requeridos para la prueba.

2.8. Preparacion de anticuerpo primario

Eliminar el nUmero requerido de alicuotas del anticuerpo primario del congelador y dejar descongelar a TA. Preparar
un maximo de 15 minutos antes de usar el anti-JEV de conejo en diluyente de muestra a una dilucion adecuada.
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Después de la incubacion de la muestra, lavar la placa usando el lavador de placas empleando el programa ELISA
de JEV. Después de eso, eliminar cualquier resto de tampon de lavado mediante decantacion. Invertir el plato y
secarlo contra una toalla de papel limpia. No permitir que la placa de microtitulacion se seque entre las etapas de
lavado y la adicién de reactivo.

Afadir 100 ul/pocillo de anticuerpo primario diluido, cubrir con una placa protectora e incubar durante 1 hora +/- 10
min a 37 °C.

2.9. Preparacién del conjugado de anticuerpo secundario

Retirar el numero requerido de alicuotas del conjugado de anticuerpo secundario del congelador y dejar descongelar
a temperatura ambiente. Preparar un maximo de 15 minutos antes de usar una dilucion de HRP de burro anti-conejo
en diluyente de muestra; por ejemplo, para una dilucién de 1 en 10.000 para hacer una prediluciéon de 1 en 100,
después hacer una segunda dilucion de 1 en 100.

Después de la incubacion del anticuerpo primario, lavar la placa usando el lavador de placas empleando el programa
ELISA de JEV. Después de eso, eliminar cualquier resto de tampén de lavado mediante decantacion. Invertir el plato
y secarlo contra una toalla de papel limpia. No permitir que la placa de microtitulaciéon se seque entre las etapas de
lavado y la adicion de reactivo. Afadir 100 pl/pocillo de anticuerpo secundario diluido, cubrir con una placa
protectora e incubar durante 1 hora +/- 10 min a 37 °C.

2.10. Incubacién de sustrato

Cuando se ha afiadido el conjugado, retirar el TMB del refrigerador a 2-8 °C. Pipetear el volumen requerido (12 ml
de TMB por placa) en un tubo de centrifuga de 50 ml, utilizando una pipeta seroldgica. Permitir que el TMB alcance
la temperatura ambiente en la oscuridad. Después de la incubacion del conjugado, lavar la placa 3 veces con el
lavador de placas empleando el programa ELISA de JEV. Después de eso: eliminar cualquier resto de tampén de
lavado mediante decantacion. Invertir el plato y secarlo contra una toalla de papel limpia. No permitir que la placa de
microtitulacion se seque entre las etapas de lavado y la adicién de reactivo. Afadir 100 ul/pocillo de TMB y
desarrollar la placa en la oscuridad a temperatura ambiente durante 10 minutos.

2.11. Detencion y lectura

Después de 10 minutos de incubaciéon con TMB, detener el desarrollo afiadiendo 100 pl/pocillo de acido sulfurico 2
M. Leer la placa a 450 nm (filtro de referencia a 630 nm) en 10 minutos de detencién usando el lector BioTek y el
software Genb Secure.

2.12. Anélisis de datos

Andlisis de datos de NIV/DS:

El software Gen5Secure se usara para calcular el % de recuperacion de los QC, concentracion x diluciones, la
concentracion media de las muestras corregida para las diluciones y este valor multiplicado por 1,05 para corregir la
adicion de tampén ELISA.

Analisis de datos de DP:

Se usara el software Gen5Secure para calcular el % de recuperacion de los QC, la concentracion x diluciones, y la
concentracion media de las diluciones para las muestras.

Para muestras de sobrenadante de DP:

Si la concentracion de la muestra sobrenadante esta por debajo del LLOQ del ensayo (es decir, 0,05 AU/mlI),
entonces la muestra del sobrenadante debe registrarse como <0,05 AU/ml

Si la concentracion de la muestra de sobrenadante esta dentro de los LOQ del ensayo (es decir, de 0,05 UA/ml a
1,25 UA/ml), entonces el valor de la concentracion se registra para la muestra sobrenadante.

Si la concentracion de la muestra de sobrenadante esta por encima del ULOQ del ensayo (es decir, 1,25 UA/ml),
entonces debe repetirse la preparacion del sobrenadante del producto farmacolégico. La muestra sobrenadante se
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volverd a ensayar realizando una prediluciéon adecuada en el rango de la curva estandar seguida de 6 diluciones de
muestra. (No es necesario repetir la muestra del producto farmacoldgico desorbido). La concentracién media para
las diluciones que estan dentro de los LOQ del ensayo (LLOQ 0,05 UA/ml a 1,25 UA/ml) sera el valor de
concentracion registrado para la muestra de sobrenadante, siempre que se satisfaga la idoneidad del sistema vy al
menos 4 de las 6 diluciones de muestra estén dentro de los LOQ.

2.13. Criterios de aceptacion del ensayo
a) El coeficiente de correlacion para la curva de calibracion debe ser >0,980.
b) % de VC <15 % para estdndares y muestras (excepto sobrenadante de DP) para las cuatro
concentraciones mas altas de las diluciones, % de VC <15 % para controles
c) Las DO de blanco individuales deben ser <0,2.
d) Los controles del ensayo deben estar dentro de los limites definidos especificados (para los controles
recién preparados 2 de cada 3 QC deben haber observado concentraciones dentro de +30 % de los valores
nominales, O los niveles establecidos durante la calificacién de QC) para superar el ensayo.
e) La validez del ensayo se registrara en la impresion Gen5. Si la placa no cumple con los criterios de
aceptacion definidos, el ensayo se considerara no valido.
2.14. Informes de datos
NIV
a) Contenido de antigeno
El valor informado para AU/ml inactivado es la media de las concentraciones (que estan dentro de los LOQ de 0,04 a
1,25 AU/ml) calculadas para las diluciones de muestra Unica corregidas por los factores de dilucion respectivos, y la
media multiplicada por un factor de correccién de 1,05 para tener en cuenta el volumen del 5 % del tampon ELISA
20x que se afiadio a cada muestra cuando se tomd. El contenido de antigeno se registrara en la impresion Gen5.
DS:
a) ldentidad

Si las absorbancias de las muestras a la dilucién mas baja (concentracion mas alta) son superiores a 3 desviaciones
estandar por encima del valor medio del blanco, el resultado sera informado como positivo

b) Contenido de antigeno

El valor informado para AU/ml inactivado es la media de las concentraciones (que estan dentro de los LOQ de 0,04 a
1,25 AU/ml) calculadas para las diluciones de muestra Unica corregidas por los factores de dilucién respectivos, y la
media multiplicada por un factor de correccién de 1,05 para tener en cuenta el volumen del 5 % del tampdn ELISA
20x que se afadi6 a cada muestra cuando se tomdé. El contenido de antigeno se registrara en la impresion Genb.

DP desorbido

a) ldentidad:

Si las absorbancias de las muestras a la dilucion mas baja (concentracion mas alta) son superiores a 3 desviaciones
estandar por encima del valor medio del blanco, el resultado sera informado como positivo.

b) Contenido de antigeno

El valor informado para AU/ml inactivado es la media de las concentraciones (que estan dentro de los LOQ de 0,05 a
0,8 UA/mI) calculadas para las diluciones de muestra Unica corregidas por los factores de dilucion respectivos. El
contenido de antigeno se registrara en la impresion Genb.

Sobrenadante de DP (grado de adsorcion/grado de no adsorcion):

Se informa el grado de adsorcién en relacion con la posterior filtracion de la sustancia farmacolodgica formulada con
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hidréxido de aluminio.

a) Para el calculo del valor informado, el contenido de antigeno informado (AU/ml) para la muestra de DS
respectiva (postfiltracion) corregido para la dilucion con hidroxido de aluminio (5 %) se ajustara en el 100 %
y el porcentaje de la concentracion medido en el sobrenadante (corregido para la adicién de tampdn ELISA
al 5 %) se calculara con respecto a esto. El valor reportable sera la diferencia entre el 100 % y el porcentaje
calculado para el sobrenadante. Los resultados seran informados con 2 decimales.

Sobrenadante de DP (AU/ml ) * 1,05

Grado de adsorcion (%) = 100% = ==s=seesmeeeermenmncme e naeeee *100%
DS (AU/ml ) * 0,95

El grado de no adsorcion se calcularda como se detalla a continuacion y los resultados se informaran con
dos decimales:
Sobrenadante de DP (AU/mI ) * 1,05

Grado de adsorcion (%) = =~ seeeeeesemeeree e *100%
DS (AU/mI ) * 0,95

b) En caso de que el sobrenadante puro no contenga ningun antigeno medible (es decir, concentracion de
sobrenadante observada menor de LLOQ, donde LLOQ = 0,05 AU/ml), el LLOQ se usara para el calculo del
resultado. El resultado en este caso se informa como "mayor que x %". Por ejemplo, si la muestra de DS se
mide como 12,00 AU/ml y no se midié ninguna sefal en el sobrenadante; con el LLOQ de 0,05 AU/ml,
entonces la cantidad en el sobrenadante es <0,05 * 1,05 = <0,0525 AU/ml. La cantidad de DS después de
la correccion del tampdn es 12,00 * 0,95 = 11,40 AU/ml, y el resultado informado para el grado de adsorcion
es <100-0,0525/11,4 * 100 => 99,54 %. También se informara el grado de no adsorcién (es decir, 100 - el %
del grado de adsorcion).

Ejemplo 5

Introduccién:

Para investigar adicionalmente el modo de accién que conduce a la inestabilidad del producto/pérdida de potencia
de la vacuna contra JEV, se usé Ala-(His)6-OprF190-342-Oprl21-83 (SEQ ID NO: 1, figura 14) - en el presente
documento también denominada "proteina A", en un ensayo de cribado preliminar que incorporaba lotes de
alhydrogel con diferente contenido de metal y enriquecimiento con iones cobre y sulfito.

Material:

- Cloruro de cobre (ll) dihidrato (Sigma, Orden n.° 807483)
- 10 x PBS (Gibco, Orden n.° 14200-091)

- Tubos Falcon de 15 ml (Greiner, Cat. N.° 188724)

- Incubadora Infors HT Multitron Standard (InforsAG)

- Agua bidest. (Fresenius Kabi, Art. n.° 0712221/01 A)

Preparacion de soluciones madre:

- Solucién madre de cobre (II)

- Se preparo una solucion madre de cobre (II) 20 mM disolviendo 341 mg de cloruro de cobre (ll) dihidrato
en 100 ml de agua bidestilada.

- Solucién madre de metabisulfito sodico

- Se prepar6 una solucion madre de metabisulfito sédico 200 mM disolviendo 1,52 g de metabisulfito sédico
en 35 ml de PBS. Esta solucién se ajusté el pH a 7,3 con NaOH y se llené hasta un volumen de 40 ml con
PBS. La solucion se filtré entonces a través de un filtro de jeringa de 0,2 .

Preparacion de soluciones de trabajo
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Las soluciones de trabajo se prepararon por diluciéon de soluciones madre de metal con agua bidest. y filtracion
estéril a través de un filtro de jeringa de 0,2 p. (Mini Kleenpak 25 mm- Pall)

Preparacion de soluciones de tampon
- 1/3 de PBS + NaCl al 0,9 %

Se preparo 1 x solucién de tampén PBS mediante dilucion 1:10 de 10 x PBS con agua bidest. El pH de esta solucion
de tampodn fue 7,5. Se prepararon soluciones de tampén PBS ajustadas a pH 7,3 y 8,0 ajustando el pH con HCI o
NaOH, respectivamente.

Se disolvieron 9 g de NaCl en 333 ml de pH 7,3 de solucion tampoén de pH 8,0, y después se llevaron a 1000 ml con
agua de bidest. seguido de filtracion a través de filtro de botella de 0,2 p.

Preparacion de muestra:

Se prepararon formulaciones de Proteina A y diferentes lotes de alhydrogel (lote 4230 y lote 4074) en 1/3 de PBS +
NaCl al 0,9 % a dos valores de pH diferentes y se enriquecieron con sulfito de acuerdo con el siguiente esquema:

Muestra Enriquecimiento
N.° Nombre pH | Lote de alumbre | Cu(ll) [ng/ml] | Sulfito [mM]
1 17112011_PROTEIN A 4074 _ref 4° pH7.3 7,3 4074
2 17112011_PROTEIN A 4074 ref 37° pH7.3 | 7,3 4074
3 | 17112011_PROTEIN A_4074 Sulfit 37° pH7.3 | 7,3 4074 1
4 17112011 _PROTEIN A 4230 ref 4° pH7.3 7,3 4230
5 17112011_PROTEIN A 4230 ref 37° pH7.3 | 7,3 4230
6 | 17112011_PROTEIN A_4230_Sulfit 37° pH7.3 | 7,3 4230 1
7 17112011_PROTEIN A 4074 ref 4° pH8 8 4074
8 17112011 _PROTEIN A 4074 ref 37° pH8 8 4074
9 17112011 _PROTEIN A 4074 _Sulfit 37°_pH8 8 4074 1
10 17112011_PROTEIN A 4230 _ref 4° pH8 8 4230
11 17112011_PROTEIN A 4230 _ref 37° pH8 8 4230
12 | 17112011_PROTEIN A 4230 Sulfit 37° pH8 8 4230 1

Las muestras 1, 6, 11 y 16 se almacenaron a 4 °C (muestras de referencia). Todas las demas muestras se
incubaron a 37 °C durante 96 horas.

Después de 96 horas, todas las muestras se sometieron a un procedimiento de desorcion para separar el antigeno
del alhydrogel. El antigeno desorbido se analizé por RPC.

Resultados:
Los resultados mostraron una degradacion grave de la Proteina A del antigeno en presencia de sulfito. La

degradacion fue mas pronunciada en las muestras formuladas con alhydrogel de mayor contenido de impurezas
metalicas.
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Tabla 3: Comparacion de lixiviables del extracto de tapén y JEVO9L37 SN. Todos los picos con un area de >0.1

mAU.min estan incluidos en esta tabla.

. Concentrado de extracto de FVL . .
Tiempo de Concentrado de tap6n 1:16 diluido en la L37 Concentracioén relativa en
retencién extracto de tapon fo-rmulacién SN comparacion con FVL

(min) Area pico (mAU.min) (%)
12,40 0,79 0,05 0,10 47
1314 191 012 nd. pico adicional comparado
’ ' ’ con FVL
pico adicional comparado
13,48 0,81 0,05 n.d. con FVL
pico adicional comparado
13,74 0,43 0,03 n.d. con FVL
1410 075 005 nd pico adicional comparado
’ ' ’ o con FVL
14,41 0,49 0,03 0,25 12
16,12 29,64 1,85 0,45 414
pico adicional comparado
16,71 2,75 0,17 n.d. con FVL
17,15 14,68 0,92 0,11 815
18,68 0,90 0,06 0,57 10
20,08 0,70 0,04 0,25 18
pico adicional comparado
20,75 0,42 0,03 n.d. con FVL
2127 054 003 nd pico adicional comparado
’ ' ’ o con FVL
22,13 2,84 0,18 0,15 122
22,74 0,55 0,03 0,17 20
23,74 1,74 0,11 0,27 41
24,88 0,98 0,06 0,12 51
27,63 0,84 0,05 0,16 32
pico adicional comparado
29,46 0,72 0,04 n.d. con FVL
pico adicional comparado
31,40 0,39 0,02 n.d. con FVL
35,23 4,70 0,29 0,41 72
SUMA 67,59 4,2 3,0 140
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Tabla 5: Analisis de varianza para la relaciéon ELISA monoclonal/policlonal después del almacenamiento 4 semanas

a22°C
Analisis de varianza para la relacion 4 semanas
Fuente Suma de cuadrados Df Media cuadratica Relacion F Valor de p
A:pH 0,02205 1 0,02205 5,48 0,0326
B:Alumbre 0,117612 1 0,117612 29,20 0,0001
C:Fragmentos de PS 0,0008 1 0,0008 0,20 0,6618
D:Extraibles 0,0008 1 0,0008 0,20 0,6618
E:Formalina 0,0242 1 0,0242 6,01 0,0261
AB 0,0001125 1 0,0001125 0,03 0,8694
AC 0,00045 1 0,00045 0,11 0,7425
AD 0,01125 1 0,01125 2,79 0,1141
AE 0,00405 1 0,00405 1,01 0,3309
BC 0,0000125 1 0,0000125 0,00 0,9563
BD 0,0010125 1 0,0010125 0,25 0,6229
BE 0,0006125 1 0,0006125 0,15 0,7017
CD 0,0008 1 0,0008 0,20 0,6618
CE 0,0008 1 0,0008 0,20 0,6618
DE 0,0072 1 0,0072 1,79 0,1999
Error total 0,0644375 16 0,00402734
Total (corr.) 0,2562 31

R al cuadrado = 74,8488 por ciento

R al cuadrado (ajustado para d.f.) = 51,2695 por ciento

Error estandar de Est. = 0,0634614
Error absoluto medio = 0,0352734
Estadistico de Durbin-Watson = 1,47556

Tabla 6: Analisis de varianza para la relaciéon ELISA monoclonal/policlonal después del almacenamiento a 22 °C

durante 8 semanas.
Anadlisis de varianza para la Relacién 8 semanas

Fuente Suma de cuadrados Df Media cuadratica Relacion F Valor de p
A:pH 0,102378 1 0,102378 11,19 0,0041
B:Alumbre 0,275653 1 0,275653 30,13 0,0000
C:Fragmentos de PS 0,00300312 1 0,00300312 0,33 0,5747
D:Extraibles 0,0108781 1 0,0108781 1,19 0,2917
E:Formalina 0,0318781 1 0,0318781 3,48 0,0804
AB 0,00137813 1 0,00137813 0,15 0,7031
AC 0,00382812 1 0,00382812 0,42 0,5269
AD 0,00137813 1 0,00137813 0,15 0,7031
AE 0,0166531 1 0,0166531 1,82 0,1961
BC 0,000253125 1 0,000253125 0,03 0,8700
BD 0,00382813 1 0,00382813 0,42 0,5269
BE 0,00195313 1 0,00195313 0,21 0,6503
CD 0,00195313 1 0,00195313 0,21 0,6503
CE 0,000153125 1 0,000153125 0,02 0,8987
DE 0,00525313 1 0,00525313 0,57 0,4596
Error total 0,1464 16 0,00915
Total (corr.) 0,606822 31

R al cuadrado = 75,8743 por ciento

R al cuadrado (ajustado para d.f.) = 53,2565 por ciento

Error estandar de Est. = 0,0956556
Error absoluto medio = 0,0571484
Estadistico de Durbin-Watson = 0,888586

Tabla 7: Andlisis de regresion para la "Relacion 8 semanas" incluyendo pH, alumbre y formaldehido.

Coeficientes de regresién para la relacién de 8 semanas

constante
A:pH

56
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B:Alumbre =-0,00185625
E:Formalina =0,0315625

Tabla 8: Estimacion de resultados de la "Relacion 8 semanas" generados usando el modelo ajustado.
Resultados de estimacion para la relacion de 8 semanas

Fila Valor observado Valor ajustado

CL al 95,0 % inferior para la media

CL al 95,0 % superior para la media

OCO~NOOPARWN -

10
11

13
14

16
17

19
20
21
22

24
25

27
28
29
30

33
34

0,58
0,81
0,9
0,92
0,99
0,67
0,99
0,84
0,78
0,98
0,59
1,03
0,78
0,94
0,81
0,82
0,88
0,82
0,82
0,82
0,63
0,74
0,66
0,67
0,76
0,64
0,74
0,73
0,44
0,87
0,67
0,59

0,5975
0,783125
0,84625
0,89625
0,84625
0,5975
0,89625
0,710625
0,710625
0,959375
0,5975
0,959375
0,660625
0,89625
0,77375
0,783125
0,84625
0,77375
0,959375
0,959375
0,710625
0,84625
0,660625
0,783125
0,783125
0,710625
0,77375
0,77375
0,5975
0,89625
0,660625
0,660625

0,536766
0,722391
0,785516
0,835516
0,785516
0,536766
0,835516
0,649891
0,649891
0,898641
0,536766
0,898641
0,599891
0,835516
0,713016
0,722391
0,785516
0,713016
0,898641
0,898641
0,649891
0,785516
0,599891
0,722391
0,722391
0,649891
0,713016
0,713016
0,536766
0,835516
0,599891
0,599891

0,658234
0,843859
0,906984
0,956984
0,906984
0,658234
0,956984
0,771359
0,771359
1,02011
0,658234
1,02011
0,721359
0,956984
0,834484
0,843859
0,906984
0,834484
1,02011
1,02011
0,771359
0,906984
0,721359
0,843859
0,843859
0,771359
0,834484
0,834484
0,658234
0,956984
0,721359
0,721359
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Tabla 12: Recuperacién de antigeno determinada por SEC-HPLC del exp. 20110913(NIV).
Para pH 7 y pH 8, las recuperaciones se basan en las muestras de control de NIV no
enriquecidas n.° 1 y n.° 21, respectivamente. Las muestras se almacenaron a 22 °C durante
3 semanas. Las muestras marcadas con "n.a." no se analizaron debido a la priorizacion de
muestras.

Resultados

Muestra mAU"s de area  Recuperacion (%)
1 NIV_unspiked_pH7_22°C 4 054 100,0
2 NIV_Ni(II)_100_pH7 22°C 3,972 98,0
3 NIV_Ni(ID)_500_pH7_22°C 4,454 1099
4 NIV_Ni(II)_1000_pH7 22°C 4,185 103,2
5 NIV_Cu(II)_100_pH7_22°C 3,913 96,5
6 NIV_Cu(Il)_500_pH7_22°C 3,733 92,1
7 NIV_Cu(II)_1000_pH7_22°C 3,115 76.8
8 NIV_CR(III)_100_pH7_22°C 3,957 97.6
9 NIV_CR(III)_500_pH7_22°C 4,000 98,7
10 NIV_CR(III)_1000_pH7_22°C 3,611 89,1
11 NIV_PS spike_pH7_22°C 4,068 100,3
12 NIV_Ni(II)_100_PSspike pH7_22°C 3,884 95,8
13 NIV_Ni(II)_500_PSspike pH7 22°C 3,688 91,0
14 NIV_Ni(II)_1000_PSspike pH7 22°C | 3,971 98,0
15 NIV_Cu(II)_100_PSspike_pH7_22°C 3,568 88.0
16 NIV_Cu(II)_500_PSspike_pH7_22°C 3,325 82,0
17 NIV_Cu(II)_1000_PSspike_pH7_22°C | 3,486 86,0
18 NIV_CR(III)_100_PSspike pH7 22°C | 3,747 92,4
19 NIV_CR(ILI)_500_PSspike pH7 22°C | 3,904 96,3
20 NIV_CR(III)_1000_PSspike pH7 _22°C | 3,685 90,9
21 NIV_unspiked_pHS8_22°C 4,213 100,0
22 NIV_Ni(II)_100_pHS_22°C 4,181 99,2
23 NIV_Ni(II)_500_pH8_22°C 4,150 98,5
24 NIV_Ni(II)_1000_pHS&_22°C 3,772 89,5
25 NIV_Cu(Il)_100_pHS8 22°C 4,146 98,4
26 NIV_Cu(Il)_500_pH8 22°C 4,212 100,0
27 NIV_Cu(II)_1000_pHS 22°C 4,152 98,6
28 NIV_CR(II)_100_pHS_22°C 4,213 100,0
29 NIV_CR(III)_500_pHS_22°C 3,997 94,9
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30 NIV_CR(III)_1000_pHS8_22°C 4,231 100,4
31 NIV_PS spike_pH8_22°C 4,150 98,5
32 NIV_Ni(II)_100_PSspike_pHS8_22°C 3,623 86,0
33 NIV_Ni(IT)_500_PSspike pHS 22°C 3,725 88,4
34 NIV_Ni(II)_1000_PSspike pHS8 22°C 4,079 96,8
35 NIV_Cu(II)_100_PSspike_pHS8_22°C 3,473 82,4
36 NIV_Cu(II)_500_PSspike_pHS8_22°C | 3,180 75.5
37 NIV_Cu(II)_1000_PSspike_pHS8_22°C | 4,056 96,3
38 NIV_CR(IID)_100_PSspike pHS 22°C | 3,042 79.9
39 NIV_CR(III)_500_PSspike_pH8_22°C | 4,113 97,6
40 NIV_CR(III)_1000_PSspike_pHS8 22°C | n.a. n.a.

'Tabla 13: Resultados de ELISA del exp. 20110913(NIV) obtenidos después de 3
semanas a pH 8 (muestra 21-40) y 7 semanas a pH 7 (muestra 1-20) a 22 °C. Las
muestras marcadas con "n.a." no se analizaron debido a la priorizaciéon de muestras.

20110913 _metal spiked NIV 22°C 7 semanas a pH 7

N.° [Nombre poli mono [relacién
1 NIV_unspiked_pH7_22°C CONTROL | 20,699 | 17,612 | 0,846
2 NIV_Ni(ID_100 pH7 22°C 17,243 | 14,787 | 0,858
3 NIV_Ni(I) 500 pH7 22°C 18,877 | 16,215 | 0,859
4 NIV _Ni(I) 1000 pH7_22°C 16,9 14,522 | 0,859
5 NIV_Cu(Il) 100 _pH7_22°C 16,718 | 13,278 | 0,794
6 NIV_Cu(II) 500 pHT7_22°C 14,664 | 5,459 | 0,372
7 NIV_Cu(Il)_1000 pH7 22°C 7,112 |0,421 | 0,059
8 NIV_CR(II)_100 pH7 _22°C 19,207 | 16,602 | 0,864
9 NIV_CR(III)_500_pH7 22°C 20,313 | 17,84 | 0,878
10 | NIV_CR(II)_1000_pH7 22°C 16,762 | 13,128 | 0,783
11 | NIV_PS spike_ pH7_22°C CONTROL 19,907 | 16,994 | 0,854
12 | NIV_Ni(II)_100_PSspike_pH7_22°C 19,546 | 16,534 | 0,846
13 | NIV_Ni(II)_500_PSspike pH7 22°C 18,337 | 15,2 0,829
14 | NIV_Ni(II)_1000_PSspike pH7 22°C [ 20,759 | 16,934 | 0,816
156 | NIV_Cu(II)_100 _PSspike pH7 22°C 18,249 | 13,348 | 0,731
16 | NIV_Cu(Il)_500 PSspike pH7 22°C 19,201 | 7,733 | 0,403
17 | NIV_Cu(II)_1000_PSspike pH7 22°C |8,515 | 0,711 | 0,083
18 | NIV_CR(II)_100_PSspike_pH7_22°C | 18,377 | 16,521 | 0,899
19 | NIV_CR(III)_500_PSspike pH7 22°C [19,678 | 17,119 | 0,870
20 | NIV_CR(III)_1000_PSspike_pH7_22°C | 20,505 | 18,219 | 0,889
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Tabla 14: Recuperaciones de antigeno después de 5 semanas a 22 °C de JEV desorbido obtenido por SEC-HPLC.
Las recuperaciones se basaron en muestras de control DP no enriquecidas almacenadas apH 7 o pH 8
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20110913 _metal spiked NIV_22°C 3semanas a pH 8

|

1 Analisis 2° Anadlisis

N.° poli mono |relacién| poli mono |relacién
21 | NIV_unspiked_pHS_22°C CONTROL | 22,729 | 20,679 | 0,910 | 24,687 | 24,806 | 1,005
92 | NIV_Ni(II)_100_pHS_22°C 23732 | 23572 | 0,993 | 24,179 | 22,148 | 0916
23 NIV_Ni(II)_500_pHS8_22°C 20,086 | 19,793 | 0,985 | 22,411 | 22,207 | 0,991
94 | NIV_Ni(ID_1000_pHS_22°C 16,553 | 15,402 | 0,930 | 23,841 | 21,645 | 0,908
95 | NIV_Cu(I)_100_pHS8_22°C 18,736 | 18,175 | 0,970 | 28,024 | 24,714 | 0,882
26 | NIV_Cu(I)_500_pHS8_22°C 21,173 | 19,109 | 0,903 | 25,774 | 23,983 | 0,931
27 NIV_Cu(II)_1000_pHS8_22°C 19,709 | 16,406 | 0,832 | 24,799 | 21,580 | 0,870
98 | NIV_CR(II)_100_pHS_22°C 92,464 | 20,687 | 0,921 | 22,782 | 21,156 | 0,929
29 | NIV_CR(II)_500_pHS 22°C 20,527 | 20,247 | 0,986 | 23,040 | 21,649 | 0,940
30 | NIV_CRID)_1000_pHS 22°C 20,838 | 19,004 | 0,916 | 25,676 | 24,047 | 0,937
31 | NIV_PS spike_pH8_22°C CONTROL | 19,051 | 20,112 | 1,056 | 25,413 | 25,991 | 1,023
32 NIV_Ni(II)_100_PSspike_pHS8_22°C 18,729 | 19,250 | 1,028 | n.a. n.a. n.a.
33 NIV_Ni(II)_500_PSspike_pHS8_22°C 20,923 | 20,516 | 0,981 | n.a. n.a. n.a.
34 | NIV_Ni(I)_1000_PSspike_pHS8_22°C | 21,734 | 19,794 | 0911 | 25,164 | 24,899 | 0,989
35 NIV_Cu(II)_100_PSspike_pHS8 22°C 21,526 | 19,852 | 0,922 | n.a. n.a. n.a.
36 NIV_Cu(II)_500_PSspike pH8 22°C 21.914 | 19,449 | 0,888 | n.a. n.a. n.a.
a7 NIV_Cu(II)_1000_PSspike_pHS8 22°C | 18,646 | 16,259 | 0,872 | 25,371 | 24,275 | 0,957
38 NIV_CR(III)_100_PSspike_pHS8_22°C | 20,292 | 18,667 | 0,920 | n.a. n.a. n.a.
39 | NIV_CR(IL)_500_PSspike_pHS_22°C | 22,835 | 21,558 | 0,944 | 25,561 | 24,480 | 0,958
40 NIV_CR(III)_1000_PSspike_pHS8 22°C | 27,862 | 25,291 | 0,908 | n.a. n.a. n.a.

Area de JEV

N.° Muestra mAU.min recuperacion
1 DP_unspiked pH7 22°C 3,710 100 %
2 DP_Ni(ll)_100_pH7 22°C 3,656 99 %
3 DP_Ni(ll)_500_pH7 22°C 3,705 100 %
4 | DP_Ni(l)_1000 _pH7 22°C 3,444 93 %
5 DP_Cu(ll)_100_pH7 22°C 3,565 96 %
6 DP_Cu(ll)_500_pH7 22°C 3,313 89 %
7 | DP_Cu(ll)_1000_pH7 22°C 3,367 91 %
8 DP_Cr(lll)_100_pH7 22°C 3,562 96 %
9 DP_Cr(lll)_500_pH7 22°C 3,422 92 %
10 | DP_Cr(lll)_1000_pH7 22°C 3,148 85 %
11 DP_unspiked_pH8 22°C 4,297 100 %
12 | DP_Ni(ll)_100_pH8 22°C 4,029 94 %
13 | DP_Ni(ll)_500 pH8 22°C 4,306 100 %
14 | DP_Ni(ll)_1000_pH8 22°C 4,065 95 %
15 | DP_Cu(ll)_100_pH8 22°C 3,751 87 %
16 | DP_Cu(ll)_500_pH8 22°C 3,698 86 %
17 | DP_Cu(ll)_1000_pH8 22°C 3,511 82 %
18 | DP_Cr(lll)_100_pH8 22°C 3,805 89 %
19 | DP_Cr(lll) 500 pH8 22°C 3,843 89 %
20 | DP_Cr(lll)_1000_pH8 22°C 4,212 98 %

Tabla 15: Resultados de ELISA de antigeno de JEV desorbido después de 5 semanas a 22 °C

N.© Nombre H Poli Mono. Relacién % de relacién en comparacién con control
) P ELISA ELISA no enriguecido
1 DP_unspiked_pH7 7 14,203 13,13 0,924 100
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Poli Mono. s % de relacion en comparacion con control
N2 Nombre PH | ELisa ELISA | Relacion no enrinecido
2 DP_Ni(ll)_100_pH7 7 13,089 12,623 0,964 104
3 DP_Ni(ll) 500 pH7 7 12,640 12,572 0,995 108
4 DP_Ni(Il)_1000_pH7 7 15,051 11,757 0,781 84
5 DP_Cu(ll)_100_pH7 7 13,420 10,792 0,804 87
6 DP_Cu(ll) 500 pH7 7 13,247 10,079 0,761 82
7 | DP_Cu(ll)_1000 pH7 | 7 12,981 9,654 0,744 80
8 DP_Cr(lll)_ 100 _pH7 7 16,936 11,886 0,702 76
9 DP_Cr(lll)_500_pH7 7 13,991 11,219 0,802 87
10 | DP_Cr(lll)_1000 pH7 | 7 13,061 10,438 0,799 86
11 DP_unspiked pH8 8 12,647 11,287 0,892 100
12 DP_Ni(ll)_100_pH8 8 12,308 10,689 0,868 97
13 DP_Ni(ll)_500_pH8 8 14,300 12,623 0,883 99
14 | DP_Ni(ll)_1000 pH8 8 12,082 10,930 0,905 101
15 | DP_Cu(ll)_100_pH8 8 11,041 9,937 0,900 101
16 | DP_Cu(ll) 500 pH8 8 9,869 9,176 0,930 104
17 | DP_Cu(ll)_1000 pH8 | 8 9,379 8,802 0,938 105
18 | DP_Cr(lll)_100_pH8 8 10,164 9,545 0,939 105
19 | DP_Cr(lll)_ 500 pH8 8 11,241 10,057 0,895 100
20 | DP_Cr(lll)_1000 pH8 | 8 12,400 11,183 0,902 101

Tabla 16: Resultados de ELISA del antigeno de JEV desorbido después de 4 semanas y 7 semanas almacenado a
22 °C. Las muestras marcadas con "n.a" no se analizaron debido a la priorizacién de la muestra

4 semanas a 22 °C

7 semanas a 22 °C

N.° pH poli mono | relacién poli mono | relacién m/p
1 DP Fe(ll) pH7 7 | 14,285 | 11,213 | 0,785 | 14,181 | 11,378 0,802
2 DP Fe(lll) pH7 7 114,879 | 11,552 | 0,776 | 14,323 | 11,765 0,821
3 DP Ni(ll) pH7 7 116,572 | 11,862 | 0,716 | 14,231 | 11,666 0,820
4 DP Co(ll) pH7 7 12,81 | 12,629 | 0,986 | 14,246 | 11,244 0,789
5 DP Cu(ll) pH7 7 112,474 | 9,747 0,781 11,464 | 7,654 0,668
6 DP Zn(ll) pH7 7 | 13,131 | 11,186 | 0,852 | 15,122 | 11,514 0,761
25 DP Cr(lll) pH7 7 112,144 | 11,598 | 0,955 | 13,543 | 10,73 0,792
7 DP metalmix pH7 7 111,078 | 8,366 0,755 8,617 | 5,392 0,626
8 DP unspiked pH7 7 116,159 | 13,224 | 0,818 | 14,158 | 11,559 0,816
9 DP Fe(ll) pH7.4 74 | 15,096 | 12,649 | 0,838 | 14,417 | 11,239 0,780
10 DP Fe(lll) pH7.4 7,4 ] 13,509 | 12,029 | 0,890 | 16,948 | 12,344 0,728
11 DP Ni(ll) pH7.4 7,4 | 13,036 | 11,306 | 0,867 | 13,293 | 12,571 0,946
12 DP Co(ll) pH7.4 74 113,715 | 11,714 | 0,854 | 13,079 | 11,96 0,914
13 DP Cu(ll) pH7.4 74 | 14,235 | 11,748 | 0,825 | 10,843 | 9,276 0,855
14 DP Zn(Il) pH7.4 74 | 13,815 | 12,882 | 0,932 13,28 | 12,619 0,950

26 DP Cr(lll) pH7.4 74112324 | 11,659 | 0,946 | 13,312 | 10,804 0,812
15 | DP_metalmix pH7.4 | 7,4 n.a. 9,74 6,551 0,673
16 | DP unspiked pH7.4 | 7,4 | 13,951 | 13,225 | 0,948 11,97 | 12,672 1,059
17 DP Fe(ll) pH7.8 7,8 | 14,356 | 13,102 | 0,913 | 12,625 | 13,304 1,054
18 DP Fe(lll) pH7.8 7,8 1 13,554 | 12,388 | 0,914 | 13,003 | 10,811 0,831
19 DP Ni(ll) pH7.8 7,8 | 13,949 | 12,496 | 0,896 | 13,106 | 11,757 0,897

20 DP Co(ll) pH7.8 78 112,826 | 11,931 | 0,930 | 13,333 | 11,059 0,829

21 DP Cu(ll) pH7.8 7,8 112,593 | 11,268 | 0,895 | 12,538 | 9,872 0,787

22 DPZn(ll) pH7.8 7,8 | 15,217 | 14,204 | 0,933 15,55 | 13,217 0,850

27 DP Cr(lll) pH7.8 7,8 112,977 | 13,228 | 1,019 | 14,642 | 11,975 0,818

23 | DP metalmixpH7.8 | 7,8 | 11,196 | 9,811 0,876 | 10,771 | 7,539 0,700
24 | DP unspiked pH7.8 | 7,8 | 11,906 | 11,819 | 0,993 | 12,472 | 11,034 0,885
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Tabla 17: ANOVA para muestras de estabilidad almacenadas a 22 °C durante 7 semanas.
Andlisis de varianza para Relacion - Sumas de cuadrados de tipo lll

Fuente Suma de cuadrados Df Media cuadratica Relacion F Valor de p
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tipo de metal 0,139643 8 0,0174554 3,00 0,0293
B:pH 0,0462028 2 0,0231014 3,97 0,0398
RESIDUAL 0,0931046 16 0,00581904
TOTAL (CORREGIDO) 0,27895 26

Todas las relaciones de F se basan en el error cuadratico medio residual.

Tabla 18: Prueba de rango multiple para la relacién por tipo de idn metalico. 1 = Fe(ll); 2 = Fe(lll); 3 = Ni(ll); 4 =
Co(Il); 5 = Cu(ll); 6 = Zn(ll); 7 = Cr(lll); 8 = Mezcla[1-6]; 9 = control no enriquecido
Pruebas de rango multiple para la relacion por tipo de i6n metalico
Método: 95,0 por ciento de LSD

Tipo de metal Recuento Media LS Grupos homogéneos
8 3 0,666087 X
5 3 0,770168 XX
2 3 0,793725 XXX
7 3 0,807248 XX
4 3 0,844388 XX
6 3 0,853867 XX
1 3 0,878563 XX
3 3 0,887505 XX
9 3 0,019926 X
Contraste Diferencia +/- Limites
1-2 0,084838 0,132037
1-3 -0,0089421 0,132037
1-4 0,0341754 0,132037
1-5 0,108395 0,132037
1-6 0,0246961 0,132037
1-7 0,0713155 0,132037
1-8 *0,212476 0,132037
1-9 -0,0413627 0,132037
2-3 -0,0937801 0,132037
2-4 -0,0506626 0,132037
2-5 0,0235569 0,132037
2-6 -0,0601419 0,132037
2-7 -0,0135225 0,132037
2-8 0,127638 0,132037
2-9 -0,126201 0,132037
3-4 0,0431175 0,132037
3-5 0,117337 0,132037
3-6 0,0336382 0,132037
3-7 0,0802576 0,132037
3-8 *0,221418 0,132037
3-9 -0,0324206 0,132037
4-5 0,0742195 0,132037
4-6 -0,00947935 0,132037
4-7 0,0371401 0,132037
4-8 *0,1783 0,132037
4-9 -0,0755381 0,132037
5-6 -0,0836988 0,132037
5-7 -0,0370794 0,132037
5-8 0,104081 0,132037
5-9 *-0,149758 0,132037
6-7 0,0466195 0,132037
6-8 *0,18778 0,132037
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6-9 -0,0660588 0,132037
7-8 *0,14116 0,132037
7-9 -0,112678 0,132037
8 - *-0,253838 0,132037

* representa una diferencia estadisticamente significativa.
Tabla 19: Resultados de ICP-MS de impurezas de iones metalicos residuales presentes en diversos lotes de
alumbre (2 %)

Contenido de metal residual (ng/ml)
Lote de alumbre (2 %) Cr Fe Ni Cu \ Co
4074 19,8 266 14,8 <25 <5 <5
4470 1637 1179 17,5 <25 <5 <5
4563 1874 2485 8,9 <25 <5 <5
4621 1333 1183 7,6 <25 <5 <5
3877 48,2 183 12,2 <25 <5 <5
4230 (no GI**, GI**™) 1139 5640 816 64 12,6 7
Mezcla* 4074/4230 579,4 2953 4154 <44,5 <6 <6
*Contenido calculado de metales residuales basados en el Lote de alumbre 4230 y 4074
**no Gl: sin irradiacion gamma
***Gl: irradiaciéon gamma

72



ES 2 647 882 T3

"SISI[eue g |8 A ;| |8 8J)Ud B)Nj0Sqe BIouaIayIp B| S8 obuel |3,

, _ h . _ _ h , A 9
9,00 £86°0 650°1 806°0 JIEAR/ e1v'ze 75622 ££8'02 o e | ®
8500 8680 0¥8°0 1G6°0 998°61 G699l 1¥0've ze0'ee v.0¥ L
ewweb
5900 0€8'0 920 5680 zI5'ee 008l ¥06'2C 605°0C co_om_nm ) 052 9
‘ . . . ‘ . . . (ewweb
0000 6980 6980 8980 26L'€T 289'02 ssi'se s8'lz uoweipew us) oczy | S
9000 1660 1660 G860 ve'le 98112 G8'cC G'ee 1/8€ 14
€200 8960 1660 9160 96161 L¥0'61 950'vC 8G.°CC X414 €
€10°0 1660 010} ¥86°0 298'81 1G0'6l 16€'eT 120°¢ee €9S¥ 4
G200 8160 ¥¥6°0 €680 8¥6'CC 999°'lL2 16€°9¢ ¥8G°€C (VA4% 3
+0buel (1j0d/ouo) sisifeue sisieue [euojoijod [euojoouow [euojoijod [euojoouow % .
Z [e dipew ugIdN|0S) | o'N
[9p uglde|sy | elpaw ugloe|ay oC UQIoR|9Y 1T UOIdE|I3Y Sislieue ¢ SIslieue o¢ SIslleue o¢ SISllgue T aiqwinfe ap 9307

"SBUBLISS g 8)UBINP ), Z¢ B UOJeuadewW|e as SauoIde|NWIO) ST |euo|dljod/|euojoouocw YS|]3 op UoIoe[al B BwIOjUl 8S A YS|]3 elueipaw
opeoljdnp Jod uo.ezijeue as SeJ}sanw ST "aIquin|e ap $8}0| SOSISAIP UOD SEpe|NWIO) 4J 9P SBJisanuwl ap sisijeue A sodljejal SaUol ap OpIUSUOD [9p USWNSaY 0Z B|gel

73



ES 2 647 882 T3

Tabla 21: Resultados del andlisis de PSD de la solucién madre de Alhydrogel® (2 %) en agua.

N.° Nombre de muestra d(0,1) d (0,5) d (0,9) Oscurecimiento (%)
1 AIOH RQCS0890 No irradiado Lote 4230 0,70 2,13 46,53 1,51

2 AIOH RQCS1200 Gl Lote 4230 0,71 4,14 69,64 1,98

3 AIOH RQCS1342 Gl Lote 4740 0,78 2,23 53,44 2,11

4 AIOH RQCS0448 Gl Lote 4074 0,73 4,49 78,58 1,96

d(0,1): ElI 10 % de todas las particulas medidas tienen un diametro por debajo de este valor
d(0,5): EI 50 % de todas las particulas medidas tienen un diametro por debajo de este valor
d(0,9): El 90 % de todas las particulas medidas tienen un diametro por debajo de este valor

Oscurecimiento: Cantidad de reduccion de luz laser por muestra; corresponde a la concentracion de muestra en la

camara de medicion

Tabla 22: Resultados de las curvas de titulacion de Alhydrogel® para la determinacion de POZ. Las muestras se

analizaron en PBS (dilucién 1:20).

ID de muestra PZC (pH)
AIOH RQCS0890 No irradiado Lote 4230 4,58
AIOH RQCS1200 Gl Lote 4230 4,62
AIOH RQCS1342 Gl Lote 4740 4,49
AIOH RQCS0448 Gl Lote 4074 4,48
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Tabla 24: El analisis del sobrenadante y la fracciéon de gel de hidréxido de aluminio (Lote 4230) para iones metalicos
contaminantes muestra que los iones metalicos se encuentran en el gel, no el sobrenadante

Muestra Fe [ Ni Jcu|cCo] cr [AglCcd[ W] Pb |V

ng/ml
Sobrenadante del Lote 4230 82 12 | <25 | <6 7 <56 | <6 | <25 70 <5
Sedimento del Lote 4230 6200 | 920 | <25 | <5 | 1200 | <5 | <6 | <25 | 45 13

% de sobrenadante en comparacion con el

1,3 1,3 | n.a. | n.a. 0,6 n.a. | na. | na. | 1556 | n.a.

sedimento
Tabla 25: Vacunas a base de aluminio para uso humano
Vacuna Detalles de la vacuna Fabricante/Proveedor
Vacuna contra hepatitis A (inactivada) y hepatitis B (rDNA)
Ambirix (HAB) (adsorbida). GlaxoSmithKline

Adsorbida sobre hidroxido de aluminio, hidratada

Vacuna para el virus del papiloma humano [Tipos 16, 18]
Cervarix (Recombinante, con adyuvante, adsorbida) GlaxoSmithKline
Adsorbida sobre hidréxido de aluminio, hidratada (Al(OH)3)

Vacuna para Hepatitis B (rDNA), adsorbida (VHB)

Engerix-B Adsorbida sobre hidroxido de aluminio, hidratada GlaxoSmithKline
Vacuna monodosis Havrix Junior: Excipientes - Gel de hidroxido
ni 0,
Havrix de aluminio (3 % p/p) GlaxoSmithKline

Vacuna monodosis Havrix: Excipientes - Gel de hidroxido de
aluminio (3 % p/p)

Vacuna contra la Hepatitis A (inactivada) y polisacarido tifoideo
Hepatyrix (adsorbida). GlaxoSmithKline
Adsorbida sobre hidréoxido de aluminio, hidratada

Los toxoides diftéricos y tetanicos y antigenos de tos ferina (PT,

Infanrix FHA y pertactina) se adsorben individualmente sobre hidréxido GlaxoSmithKline
de aluminio.
Infanrix- Vacuna contra la difteri;a, e] tel'zt.an(.)s, Ig tos ferina (acglular,
PV componente) y la poliomielitis (inactivada) (adsorbida) GlaxoSmithKline

Adsorbida sobre hidréoxido de aluminio, hidratada

Los toxoides diftéricos y tetanicos y antigenos de tos ferina
inrix (inactivados, PT, FHA y pertactina) se adsorben GlaxoSmithKline
individualmente sobre hidréxido de aluminio.

Los toxoides diftéricos y tetanicos y antigenos de tos ferina
(inactivados, PT, FHA y pertactina) se adsorben

Pediarix individualmente sobre hidroxido de aluminio. El componente de GlaxoSmithKline
la hepatitis B se adsorbe en fosfato de aluminio.
Vacuna para adultos Twinrix: Vacuna contra hepatitis A
(inactivada) y hepatitis B (rDNA) (HAB) (adsorbida). Adsorbida
Twinrix sobre hidréxido de aluminio, hidrato GlaxoSmithKline
Suspension de vacuna pediatrica Twinrix: Vacuna contra
hepatitis A (inactivada) y hepatitis B (rDNA) (HAB) (adsorbida).
Adsorbida sobre hidréxido de aluminio, hidratada
Infanrix I'Z)iftefia, tétanos, tos ferina acel'ular, hepgtitis B, polipmielitis o
Hexa inactivada (DTPa-HBV-IPV), HiB adsorbido en hidréxido de GlaxoSmithKline
aluminio, hidratado
Infanrix Difteria (toxoide)/Tétanos (toxoide)/Antigenos de tos ferina:
HiB PT/FHA/PN/Haemophilus influenza tipo B (polisacérido) GlaxoSmithKline
adsorbida en hidroxido de aluminio
Boostrix Adyuvante de aluminio (como hidroxido de aluminio y fosfato de GlaxoSmithKline
aluminio), cloruro sédico y agua para inyeccion.
Boostrix- Toxoide diftérico, toxoide tetanico, toxoide de tos ferina, al . .
. . . ; axoSmithKline
Polio antigenos del virus de la polio
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Vacuna

Detalles de la vacuna

Fabricante/Proveedor

Adyuvante de aluminio (como sales de aluminio), cloruro sédico
y agua para inyeccion.

Fendrix

Vacuna contra Hepatitis B (rDNA) (con adyuvante, adsorbida).
Adsorbida en fosfato de aluminio (0,5 miligramos de AI3 + en
total)

También contiene alumbre como adyuvante

GlaxoSmithKline

Synflorix

Vacuna de conjugado de polisacarido pneumocaécico
(adsorbida), adsorbida en fosfato de aluminio

GlaxoSmithKline

Infanrix
Penta

Toxoide diftérico adsorbido sobre hidréxido de aluminio
(AI(OH)s), toxoide tetanico, antigenos de Bordetella pertussis
(toxoide de tos ferina, hemaglutinina filamentosa, pertactina),
antigeno de superficie de la hepatitis B, poliovirus (inactivado)

(tipo 1 (cepa Mahoney), tipo 2 (cepa MEF-1), tipo 3 (cepa
Saukett))

GlaxoSmithKline

Daronrix

Virién entero, inactivado, que contiene antigeno*:
A/Vietnam/1194/2004 (H5N1) en adyuvante con hidroxido de
aluminio y fosfato de aluminio

GlaxoSmithKline - Titular de la
autorizacion de comercializacion
Sachsisches Serumwerk Dresden
(SSW) - Fabricante

Infanrix-
IPV+HIB

HIBERIX® reconstituido con INFANRIX™-IPV. Difteria
combinada, tétanos, tos ferina acelular, poliomielitis inactivada,
vacuna contra Haemophilus influenzae de tipo b.

Adyuvante de aluminio (como 0,5 mg de sales de aluminio).

GlaxoSmithKline

Avaxim ®

Excipientes: 2-fenoxietanol, formaldehido, hidréxido de aluminio
(expresado como aluminio)

AVAXIM® [Vacuna contra la hepatitis A inactivada] es una
suspension estéril, blanquecina y turbia. El principio activo es
un virus de hepatitis A (HAV) inactivado y purificado con
formaldehido obtenido de la cepa GBM, cultivado en células
diploides humanas MRC-5. HAV esta adsorbido en aluminio.

Sanofi

Avaxim ®-
Pediatrico

Hidroxido de aluminio (expresado como aluminio)

ViVAXIM ®

Excipientes: cloruro sddico, fosfato disddico dihidrato,
dihidrogenofosfato sédico dihidrato, hidroxido de aluminio
(expresado como aluminio), 2-fenoxietanol, formaldehido,

polisorbato 80, Medio 199 Hanks

Esta vacuna es una solucién tamponada (sin fenol) de
polisacarido capsular de Salmonella typhi Vi (cepa Ty2) y una
suspensiéon de HAV purificado e inactivado con formaldehido,

obtenido de la cepa GBM, cultivado en células diploides
humanas MRC-5. HAV se adsorbe en aluminio.

Sanofi

Tabla 26: Vacunas a base de aluminio para uso veterinario +

Vacuna | Detalles de la vacuna

| Fabricante/Proveedor

CattleMaster 4+ VL5

CattleMaster® 4 es una preparacion liofilizada de cepas
quimicamente alteradas de virus IBR y PI3 y BRSV vivo
modificado mas una preparacion liquida, con adyuvante de
cepas de virus BVD citopaticos y no citopaticos inactivados. El
componente liquido se usa para rehidratar el componente
liofilizado. Las fracciones viricas se propagan en una linea
celular establecida. El producto tiene un adyuvante con
hidréxido de aluminio para mejorar la respuesta inmune.

Pfizer

Ingelvac® DART/AR4

tipo D.

Ingelvac® DART/AR4 son vacunas con adyuvante a base de
sulfato de aluminio y potasio contra la rinitis atrofica progresiva
(PAR), que consisten en una combinacién bacterina-toxoide de

4 vias de Bordetella bronchiseptica y Pasteurella multocida

BOEHRINGER
INGELHEIM
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Vacuna

Detalles de la vacuna

Fabricante/Proveedor

Las vacunas proporcionan proteccion cruzada contra PAR
causada por Bb y Pm toxigénicos tipo A y tienen un amplio
margen de seguridad.

Resvac® 4/Somubac®

Somubac se prepara a partir de cepas seleccionadas de
Haemophilus somnus que crecen sin suero en un sistema de
fermentacion controlado ambientalmente y se inactivan de tal

manera que se mantiene su integridad inmunogénica. La

bacterina tiene un adyuvante de hidréxido de aluminio.

Pfizer

Pestorin Mormyx

Enfermedad hemorragica de conejo, vacuna de tipo inactivo.
Adyuvante - Hidréxido de aluminio

Bioveta

Pestorin

Enfermedad hemorragica de conejo

Adyuvante - Hidréxido de aluminio

Bioveta

MORIN

Enfermedad hemorragica de conejo

De tipo inactivo

Adyuvante - Hidréxido de aluminio

Dyntec

Hemoragivac

Enfermedad hemorragica de conejo

Adyuvante - Hidréxido de aluminio

Institutul Pasteur

ARVILAP

Enfermedad hemorragica de conejo

De tipo inactivo

Cepal/subtipo - LO1

Adyuvante - Hidréxido de aluminio

Laboratorios Ovejero

BTVPUR Alsap™ 1-8

Enfermedad de la lengua azul

De tipo inactivo

Cepa/Subtipo - Serotipo 1, 8

Adyuvante - Hidréxido de aluminio, saponina

Sanofi (Merial SAS
(Francia))

BTVPUR Alsap™ 2-4

Enfermedad de la lengua azul

De tipo inactivo

Adyuvante - Hidréxido de aluminio, saponina

Sanofi (Merial SAS
(Francia))

BTVPUR Alsap™ 1

Enfermedad de la lengua azul

De tipo inactivo

Adyuvante - Hidréxido de aluminio, saponina

Sanofi (Merial SAS
(Francia))

BTVPUR Alsap™ 2

Enfermedad de la lengua azul

De tipo inactivo

Adyuvante - Hidréxido de aluminio, saponina

Sanofi (Merial SAS
(Francia))

BTVPUR Alsap™ 4

Enfermedad de la lengua azul

De tipo inactivo

Adyuvante - Hidréxido de aluminio, saponina

Sanofi (Merial SAS
(Francia))

BTVPUR Alsap™ 9

Enfermedad de la lengua azul

De tipo inactivo

Adyuvante - Hidréxido de aluminio, saponina

Sanofi (Merial SAS
(Francia))

BOVILIS® BTV8

Enfermedad de la lengua azul

De tipo inactivo

Adyuvante - Hidréxido de aluminio, saponina

MSD Animal Health
(Merck)

Esta suspension de coagulacion sanguinea de formula original
se utiliza como una ayuda para detener el sangrado en los
animales causado por cortes y heridas menores. Se puede

Clotisol® utilizar Clotisol eficazmente en recortes de ufia, seccion de la Ceva Animal Health
cola, cultivo de oreja y en otros sitios de hemorragia menores.
Ingredientes: Sulfato férrico, sulfato de aluminio, proteina de
colageno y cloroxilenol en suspension.
Prevencion de la infeccion paratifoidea atribuida a Salmonella .
Sal Bac® P Ceva Animal Health

typhimurium en palomas.
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Vacuna

Detalles de la vacuna

Fabricante/Proveedor

Sal Bac® es una vacuna bacteriana inactivada con adyuvante
de hidréxido de aluminio. También contiene un adyuvante
biolégico patentado que actia como un potenciador inmune
para garantizar el nivel de respuesta a la vacunacion y
proporcionar inmunidad de larga duracion

CEVAC®
CORYMUNE4K

CEVAC® CORYMUNE 4K contiene una combinacion
inactivada de los serotipos A, B y C de Avibacterium
paragallinarum, y la cepa Salmonella Enteritidis,
homogeneizada con adyuvante de hidréxido de aluminio y
Thiomersal como conservante.

Ceva Animal Health

Hepatovax

Hepatitis virica del pato

Tipo - Vivo

Cepa/subtipo - E52

Adyuvante - Hidréxido de aluminio

Sanofi (Merial SAS
(Francia))

Septivac

Septicemia hemorragica

De tipo inactivo

Adyuvante - Hidréxido de aluminio

Institutul Pasteur

ITA-ND+IB+EDS

Sindrome de caida de la postura

De tipo inactivo

Cepa/Subtipo - B8/78

Laprovet

Lohmann Animal
Health International

Enfermedad de Newcastle, bronquitis infecciosa, sindrome de
caida de la postura

Tipo - Inactivo

Cepa/Subtipo - EDS 76

Lohmann Animal Health
International

SCOURGUARD® 4KC

ScourGuard 4K es para la vacunacién de vacas y vaquillas
prefiadas sanas prefiadas como ayuda para prevenir la diarrea
en sus terneros causada por el rotavirus bovino (serotipos G6

y G10), coronavirus bovino y cepas enterotoxigénicas de

Escherichia coli que tienen el factor de adherencia pili K99.

ScourGuard 4K contiene una preparacion liquida de rotavirus
bovino inactivado (serotipos G6 y G10) y coronavirus
propagado en lineas celulares establecidas y E. colibacterina

K99. La vacuna tiene adyuvante para mejorar la respuesta

inmune.

Pfizer

Vacuna contra extracto
bacteriano de
Salmonella Newport
con tecnologia SRP®

Se ha demostrado que los anticuerpos SRP generados por la
vacunacion con vacuna de extracto bacteriano de Salmonella
Newport demostrado reconocen los SRP de varios serotipos
comunes de Salmonella. Contiene un adyuvante emulsionado

Pfizer

ULTRABAC® 8

Para su uso en ganado bovino y ovino sano como ayuda en la
prevencion del pie negro causado por Clostridium chauvoei,
edema maligno causado por Cl septicum, hemoglobinuria
bacilar causada por Cl. hemolyticum, enfermedad negra
causada por Cl. novyi, gangrena gaseosa causada por Cl.
sordellii, y enterotoxemia y enteritis causada por Cl.
perfringens Tipos B, C y D. Aunque CI. perfringens tipo B no
es un problema significativo en América del Norte, se
proporciona inmunidad por el toxoide beta de tipo C y el
toxoide épsilon de tipo D. Ultrabac 8 consiste en cultivos
estandarizados inactivos de Cl, chauvoei, Cl. septicum, CI
haemolyticum, Cl. novyi, Cl. sordellii, y Cl. perfringens de
Tipos C y D, con un adyuvante.

Pfizer
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Vacuna

Detalles de la vacuna

Fabricante/Proveedor

ULTRABAC®
7/SOMUBAC

Para su uso en reses adultas y terneros sanos de tres meses
de edad o mayores, como una ayuda para prevenir el pie
negro causado por Clostridium chauvoei, edema maligno

causado por Cl. septicum, enfermedad negra causada por CI.

novyi, gangrena gaseosa causada por Cl. sordellii,

enterotoxemia y enteritis causada por Cl. perfringens Tipos B,

C y D, y enfermedad causada por Histophilus somni
(Haemophilus somnus). Aunque ClI. perfringens tipo B no es
un problema significativo en América del Norte, se proporciona
inmunidad por el toxoide beta de tipo C y el toxoide épsilon de
tipo D. Ultrabac 7/Somubac consiste en cultivos
estandarizados inactivos de Cl. chauvoei, Cl. Septicum, CI
novyi, Cl. sordellii, Cl. perfringens Tipos C y D, y H. somni, con
un adyuvante

Pfizer

Litterguard

La bacterina se prepara a partir de cepas quimicamente
inactivadas de E. coli. Se usa un adyuvante estéril para
mejorar la respuesta inmune.

Pfizer

DISTOX®-PLUS

Esta vacuna se compone de dos componentes: una vacuna
liofilizada que contiene un virus del moquillo vivo modificado
cultivado en cultivo tisular y combinado con agentes
estabilizantes; y una fraccion liquida que contiene virus de
enteritis de vison inactivado cultivado en una linea celular
felina, bacterina-toxoide de Clostridium botulinum tipo C, y
serotipos inactivados de Pseudomonas aeruginosa 5, 6, 7-8 y
9 con un adyuvante de aluminio

Merck Animal Health

COVEXIN® 8

Antigenos de inmunizacion de Cl. chauvoei, Cl. haemolyticum,
Cl. novyi Tipo B, CI. perfringens Tipos B, C y D, CI. septicum y
Cl. tetani, con adyuvante de alumbre potasico

Merck Animal Health

MaxiVac Excell® 5.0

Vacuna inactivada que contiene tres cepas de virus de la
influenza porcina tipo A, subtipo H1N1 y dos cepas de virus de
la influenza porcina tipo A, subtipo H3N2, en un adyuvante
patentado de doble accién (Emunade®).

Merck Animal Health

M+PAC®

La bacterina Mycoplasma Hyopneumoniae, contiene el
adyuvante dual patentado Emunade®

Merck Animal Health

M+RHUSIGEN®

Bacterina de Erysipelothrix Rhusiopathiae-Mycoplasma
Hyopneumoniae, contiene el adyuvante dual patentado
Emunade®

Merck Animal Health

SCOURMUNE®

Bacterina de Escherichia Coli pili tipos K88, K99, 987P y Tipo
1, Hidréxido de aluminio adsorbido

Merck Animal Health

SCOURMUNE®-C

Clostridium Perfringens Tipo C - Bacterina de Escherichia Coli
- Toxoide, pili tipos K88, K99, 987P y Tipo 1, Hidréxido de
aluminio adsorbido

Merck Animal Health

TASVAX® 8

Antigenos de CI. chauvoei, Cl. haemolyticum, CI. novyi Tipo B,
Cl. perfringens Tipos B, C y D, Cl. septicum y CI. tetani, con
adyuvante de alumbre potasico

Merck Animal Health

MaxiVac Excell®3

Vacuna de gripe porcina, HIN1 y H3N2, Virus inactivo,
adyuvante Emunade®

Merck Animal Health

Quantum Cat FeLV

Antigenos viricos de la leucemia felina con adyuvante
inactivados derivados de los subtipos A, B y C, incluyendo el
antigeno de membrana celular asociado a oncornavirus felino,
Alhydrogel al 2 %, Al203 como adyuvante

Merck Animal Health

Toxoide tetanico
concentrado

El toxoide tetanico concentrado es una vacuna inactivada que
contiene 2150 Ul. por dosis (1 ml) de toxoide tetanico
purificado. Para mejorar la inmunogenicidad, el toxoide se
adsorbe en hidréxido de aluminio

Merck Animal Health
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Detalles de la vacuna

Fabricante/Proveedor

Vacuna para la pierna
negra

Suspension para inyeccién que contiene cinco cepas de
células inactivadas con formaldehido/dosis de Clostridium
chauvoei, y toxoide equivalente que induce 20,5 PD90 de

cobaya por cepa.

También contiene hidroxido de aluminio como adyuvante y
0,26 mg/dosis de Thiomersal como conservante.

Merck Animal Health

Bovilis™ Bovipast RSP

Una suspension acuosa para inyeccion subcutanea. Una dosis
(5 ml) de la vacuna contiene al menos 105,5 del virus sincitial
Respiratorio bovino inactivado TCID50 (cepa EV 908) y al
menos 107,3 del virus de parainfluenza-3 TCID50 (cepa SF-4
Reisinger), junto con 9 x 10° células de bacterias hemoliticas
inactivadas de Mannheimia (Pasteurella) (serotipo A1)
propagadas en condiciones de restriccién de hierro.

Merck Animal Health

El hidréxido de aluminio y Quil A se incluyen como
adyuvantes. El timerfonato sddico se incluye como
conservante.

Bovilis BTV8

Una dosis de 1 ml de sustancia activa contiene: Virus de la
lengua azul Serotipo 8 (antes de la inactivacion): 500 unidades
antigénicas®.

(* inducir una respuesta de anticuerpos neutralizantes del virus
en pollos de =5,0 log2).

Adyuvantes

Hidréxido de aluminio (como 100 %) 16,7 mg y Saponina 0,31
mg

Merck Animal Health

Bovilis BVD

Bovilis BVD es una vacuna inactivada que contiene 50
unidades de ELISA (UE) e induce al menos 4,6 unidades log2
VN por dosis de la cepa C86 del virus BVD citopatégeno. El
virus se cultiva en cultivo celular, se inactiva con beta-
propiolactona, y se adsorbe sobre un adyuvante de sales de
aluminio

Merck Animal Health

Bovivac S

Bovivac S es una suspension inyectable que contiene células
inactivadas de Salmonella dublin, cepa S342/70 (1 x 10°
células/ml) y células inactivadas de Salmonella typhimurium,
cepa S341/70 (1 x 10° células/ml). Bovivac S contiene
hidréxido de aluminio como adyuvante y Thiomersal como
conservante.

Merck Animal Health

Bravoxin 10

Bravoxin 10 es una vacuna liquida para inyeccién que contiene
antigenos clostridiales inactivados con un adyuvante de sulfato
de aluminio y potasio (alumbre)

Merck Animal Health

Lambivac

Suspension para inyeccion que contiene por ml toxoide beta
de Clostridium perfringens que induce =10 Ul; toxoide épsilon
de Clostridium perfringens que induce =5 Ul; y toxoide de
Clostridium tetani que induce 22,5 Ul. También contiene
hidréxido de aluminio como adyuvante y 0,13 mg/dosis de
Thiomersal como conservante.

Merck Animal Health

Leptavoid™ - H

Leptospira interrogans serovar hardjo 204 (inactivado),
Adyuvante (alumbre al 10 %)

Merck Animal Health

Rotavec Corona

Rotavirus bovino, cepa UK-Compton, serotipo G6 P5
(inactivado), coronavirus bovino, cepa Mebus (inactivada),
adhesina de E. coli F5 (K99), también contiene 1,5 ml de
aceite mineral ligero/emulsionante y 2,45 - 3,32 mg de
aluminio hidréxido como adyuvantes y 0,051 - 0,069 mg de
Thiomersal como conservante.

Merck Animal Health
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Vacuna
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Fabricante/Proveedor

Heptavac-P Plus

Combinado 7 en 1 Clostridial mas vacuna de Pasteurella. Una
vacuna fluida opaca que contiene por ml: Toxoide beta de
Clostridium perfringens: que induce =10 Ul; Toxoide épsilon de
Clostridium perfringens: que induce =5 Ul; Toxoide de
Clostridium septicum: que induce 22,5 Ul; Toxoide de
Clostridium tetani: que induce 22,5 Ul; Toxoide de Clostridium
novyi: que induce 23,5 Ul; células de Clostridium chauvoei y
toxoide equivalente: que induce 20,5 de cobaya PD90, células
inactivas de formalina de los serotipos epidemiolégicamente
mas importantes de Mannheimia haemolytica y Pasteurella
trehalosi cultivadas en condiciones restringidas de hierro: 5 x
108 células por cepa en solucion salina fisioldgica tamponada
adsorbida sobre hidréxido de aluminio.

Merck Animal Health

Ovipast Plus

Por 1 ml:

5 x 108 células inactivadas con formalina cada una de las
cepas de M. haemolytica A1 (S1006/77), A2 (S1126/92), A6
(S1084/81), A7 (S1078/81), A9 (S994/77) y cepas de P.
trehalosi T3 (S1109/84), T4 (S1085/81), T10 (S1075/81), T15
(S1105/84) Alhydrogel, Thiomersal.

Merck Animal Health

Ovivac-P Plus

Cl. perfringens tipo D, toxoide cepa 603 epsilon, Cl. septicum,
toxoide cepa S1110/85, Cl. tetani, toxoide cepa 51123/91, Cl.
chauvoei, células cepas 655, 656, 657, 658, 1048 y toxoide
equivalente, M. haemolytica, cepas A1, A2, A6, A7, A9,
P.trehalosi, cepas T3, T4, T10, T15

Adyuvante: Hidroxido de aluminio

Merck Animal Health

Porcilis Coli 6C

Porcilis Coli 6C es una vacuna liquida con un precipitado que
resuspende en agitacion. Cada 5 ml de dosis contiene
antigenos de pilus libres de células de E. coli, cepas K88ab
(100-135 unidades); K88ac (100-135 unidades); K99 (190-250
unidades); 987P (2900-3100 unidades) y toxoide purificado de
C. perfringens Tipos B, C y D (contribuyendo juntos no menos
de 300 equivalentes de unidades internacionales de toxoide
beta y no menos de 200 equivalentes de unidades
internacionales de toxoide épsilon), todos absorbidos en
hidréxido de aluminio (£15 mg de AL3+)

Merck Animal Health

Nobilis Salenvac T

Células inactivadas de Salmonella Enteritidis, cepa PT 4,
células inactivadas de Salmonella Typhimurium, cepa DT104,
Adyuvante: hidroxido de aluminio

Merck Animal Health

Parvo Shield L5E

Parvo Shield L5E proporciona proteccion solida contra
parvovirus, cinco cepas de leptospirosis y erisipelas, hidréxido
de aluminio como adyuvante

Novartis Animal Health

Prefarrow Shield 9

Para su uso en cerdas prefiadas sanos como ayuda en el
control de enfermedades en lechones causadas por Bordetella
bronchiseptica, Clostridium perfringens tipo C, Erysipelothrix
rhusiopathiae, Escherichia coli de pili K88, K99, 987P y F41, y
la toxina de Pasteurella multocida Tipos A y D. Adyuvante:

Hidréxido de aluminio.

Novartis Animal Health

Rhini Shield™ TX4

Rhini Shield TX4 ayuda a proteger a los cerdos contra la rinitis
atréfica causada por Bordetella bronchiseptica o la toxina de
Pasteurella multocida Tipos A y D, erisipela y neumonia
causada por P. multocida Tipo A. Adyuvante: Hidréxido de
aluminio

Novartis Animal Health

Canigen Rabies

Vacuna inactivada que contiene >2 U.l. Cepa del virus de la
rabia Pasteur RIV por dosis. También contiene fosfato de
aluminio como adyuvante.

Virbac
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Vacuna

Detalles de la vacuna

Fabricante/Proveedor

Leucofeligen

Calicivirus felino vivo (cepa F9), virus de la rinotraqueitis virica
felina vivo (cepa F2), virus de la panleucopenia felina vivo

FeLV/RCP (cepa LR 72), cantidad minima de antigeno de envoltura de Virbac
p45 FelV purificado 102 microgramos, Adyuvantes: Gel de
hidréxido de aluminio al 3 %
La vacuna contiene el antigeno de envoltura de p45 FelLV
purificado, obtenido por recombinacién genética del E. )
Leucogen - — — Virbac
Cepa de Coli. La suspension antigénica tiene como adyuvante
un gel de hidréxido de aluminio
VACUNA CON ADYUVANTE, INACTIVADA CONTRA LA
COLIVAC DIARREA COLOTAXIGENICA COLIBACILLAR EN Insitut Pastuer Romania
LECHONES, Adyuvante: Hidréxido de aluminio
EMFIVAC VACUNA INACTIVA_ C.ON,TRA LA PIER.N.A NEGRA, Insitut Pastuer Romania
Adyuvante: Hidroxido de aluminio
VACUNA INACTIVA CONTRA LEPTOSPIRA SPP.
LEPTOVAC INFECCIONES EN GANADO, CABALLOS, OVEJAS Y Insitut Pastuer Romania
CERDOS, Adyuvante: Hidréxido de aluminio
MAMIVAC VACUNA INACTIVADA CONTRA MASTITIS GANGRENOSA Insitut Pastuer Romania
EN OVEJAS Y CABRAS, Adyuvante: Hidréxido de aluminio
VACUNA INACTIVA CONTRA CL.
ROMPERVAC ABCD ENTEROTOXEMIA DE PERFRINGENS EN GANADO Y Insitut Pastuer Romania
OVEJAS, Adyuvante: Hidréxido de aluminio
SALMOVIN VACUNA CONTRA SALMONELLA ABORTO EN OVEJAS, | i it Pastuer Romania
Adyuvante: Hidroxido de aluminio
ARVILAP Inmunizacion act.iva contra Ig enfermec%ad virica hem.o_rrégica Ovejero Laboratorios
de los conejos, adsorbida en hidréxido de aluminio
DOG-VAC R Inmunizacioén activa gontra Ia ralbig en perros, gatos y ganado, Ovejero Laboratorios
adsorbida en hidroxido de aluminio
Virus de rinotraqueitis/Vulvovaginitis (IBR/IPV), Virus de
INMUBOV Parainfluenza-3 (PI-3), Virus de la Diarrea Virica Bovina Oveiero Laboratorios
INACTIVADO (BVD). )
Adsorbido sobre hidroxido de aluminio.
NEO-VAKY MR Erysipelothrix rhusiopathiae, Adsorbido sobre hidréxido de Ovejero Laboratorios

aluminio.

COVEXIN® PLUS

Bacterina-Toxoide de Clostridium Chauvoei-Septicum-
Haemolyticum-Novyi-Sordellii-Tetani-Perfringens Tipos Cy D

Merck Animal Health

NOBIVAC® Gripe
canina H3N8

Nobivac® Gripe canina Flu H3N8 se recomienda para la
vacunacion de perros sanos a las 6 semanas de edad o mas
como una ayuda en el control de la enfermedad asociada con
la infeccion por el virus de la influenza canina. El virus tipo A,
subtipo H3N8 ha sido inactivado quimicamente y combinado

con un adyuvante disefiado para mejorar la respuesta inmune.

Merck Animal Health

NOBIVAC® 1-HCP
felino + FeLV

La vacuna Nobivac® 1-HCP felino + FeLV es una vacuna de
combinacion que une los beneficios de Nobivac® 1-HCP felino
y Nobivac® FelLV en una vacuna.

La vacuna Nobivac® 1-HCP felino es una vacuna de virus vivo

modificada para la vacunacion de gatos sanos como ayuda en

la prevencion de enfermedades causadas por la rinotraqueitis
felina, los calicis y los virus de panleucopenia.

La vacuna Nobivac® FelLV se recomienda para la vacunacion
de gatos sanos como ayuda en la prevencion de tumores
linfoides causados por, y enfermedades asociadas con, la

infeccion por el virus de la leucemia felina (FeLV). El virus ha

sido inactivado quimicamente y combinado con un adyuvante
patentado disefiado para mejorar la respuesta inmune.

Merck Animal Health
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Vacuna

Detalles de la vacuna

Fabricante/Proveedor

CAV-VAC®

CAV-VAC es una vacuna de virus vivo, preparada a partir de
un aislado de campo de Estados Unidos modificado. La
vacuna se produce utilizando sustratos libres de patégenos
especificos (SPF), y contiene el virus de la vacuna contra la
anemia de pollo vivo suspendido en un diluyente de banda de
ala.

Merck Animal Health

CONTINUUM™ DAP-R
DOI de 3 ANOS

CONTINUUM™ DAP-R es una vacuna de virus vivo
modificado que contiene cepas atenuadas de virus del
moquillo canino (CDV), adenovirus tipo-2 (CAV-2), parvovirus
(CPV) y virus inactivo de la rabia. CONTINUUM™ DAP-R se
presenta en una forma desecada con diluyente para la rabia
proporcionado para la reconstitucion.

Merck Animal Health

CONTINUUM™ P DOI
de 3 ANOS

CONTINUUM™ P es una vacuna de virus vivo modificada que
contiene una cepa atenuada de parvovirus canino (CPV).
CONTINUUM™ P se presenta en una forma desecada con
diluyente estéril proporcionado para la reconstitucion.

Merck Animal Health

FLU AVERT® I.N.
VACUNA

Esta es una preparacion liofilizada que contiene un virus de
influenza A equina-2, atenuado, adaptado al frio y viable. No
contiene conservantes.

Merck Animal Health

FVR® C

La vacuna FVR® C es una vacuna de virus vivo modificado
para la vacunacion de gatos sanos de 8 a 9 semanas de edad
0 mas como una ayuda en la prevencion de la enfermedad
causada por la rinotraqueitis felina y los virus calici.

Merck Animal Health

FVR® C-P

La vacuna VR® C-P es una combinacién de antigenos para su
uso conveniente en gatos sanos de 8 a 9 semanas de edad o
mayores como ayuda en la prevencion de enfermedades
causadas por rinotraqueitis felina, virus calici felino y
panleucopenia felina. EI componente de la rinotraqueitis-calici
felina es una suspension liofilizada de virus vivos modificados
propagada en una linea celular estable de origen felino y
rellena con un gas inerte. El virus panleucopenia felino se
propaga en una linea celular estable de origen felino. El virus
ha sido inactivado quimicamente y se ha determinado que no
es viricida cuando se usa como diluyente para rehidratar la
vacuna de la rinotraqueitis calici felina.

Merck Animal Health

Galaxy™ D

La vacuna Galaxy™ D es una vacuna de virus vivo modificado
para la vacunacion de perros sanos como ayuda en la
prevencion de enfermedades causadas por el moquillo canino.

Merck Animal Health

Galaxy™ Pv

La vacuna Galaxy™ Pv es una vacuna de virus vivo
modificado que contiene una cepa de tipo 2b de CPV para la
vacunacién de perros sanos como ayuda en la prevencion de

la enfermedad causada por el parvovirus canino.

Merck Animal Health

Intra-Trac®-1l ADT

Vacuna contra Parainfluenza canina-Bordetella Bronchiseptica
(virus vivo modificado, cultivo vivo avirulento)

Merck Animal Health

JENCINE® ERC

Vacuna contra Rotavirus bovino-Coronavirus, Virus inactivo,
bacterina-toxoide de Clostridium Perfringens Tipos C y D-
Escherichia Coli

Merck Animal Health

LT-IVAX®

Vacuna contra laringotraqueitis aviar

Merck Animal Health

NOBIVAC® Canino 1-
DAPPv

Nobivac® Canino 1-DAPPv es una vacuna de virus vivo
modificado para la vacunacion de perros sanos como ayuda
en la prevencién de enfermedades causadas por el virus del

moquillo canino, adenovirus tipo 1 (hepatitis) y adenovirus tipo
2 (enfermedad respiratoria), virus de parainfluenza canina, y
parvovirus canino

Merck Animal Health
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Vacuna

Detalles de la vacuna

Fabricante/Proveedor

NOBIVAC® Canino 1-
DAPPv +Cv

La vacuna Nobivac® Canino 1-DAPPv + Cv es una vacuna de
combinacion que combina los beneficios de Nobivac® Canino
1-DAPPv y Nobivac® Canino 1-Cv en una Unica vacuna.
Nobivac® Canino 1-DAPPv es una vacuna de virus vivo
modificado para la vacunacién de perros sanos como ayuda
en la prevencién de enfermedades causadas por el virus del
moquillo canino, adenovirus tipo 1 (hepatitis), adenovirus tipo 2
(enfermedad respiratoria), virus de parainfluenza canina, y
parvovirus canino. La vacuna Nobivac® Canino 1-Cv
(coronavirus felino entérico) es una vacuna de virus inactivo
para la vacunacion de perros sanos como ayuda en la
prevencion de la enfermedad causada por la infeccidn por
coronavirus canino. El coronavirus se ha inactivado
quimicamente y se ha combinado con un adyuvante disefiado
para mejorar la respuesta inmune.

Merck Animal Health

NOBIVAC® Canino 1-
DAPPvL2

La vacuna Nobivac® Canino 1-DAPPVL2 es una vacuna de
virus vivo modificado que se combina con una bacterina
inactivada de Leptospira canicola y Leptospira
icterohaemorrhagiae para la vacunacion de perros sanos como
ayuda en la prevencién de enfermedades causadas por el
virus del moquillo canino, adenovirus canino tipo 1 (hepatitis),
adenovirus canino tipo 2 (enfermedad respiratoria), virus de
parainfluenza canino, y parvovirus canino y contra la
enfermedad por Leptospiral debida a L. canicola o L.
icterohaemorrhagiae

Merck Animal Health

NOBIVAC® Canino 1-
DAPPvL2+Cv

La vacuna Nobivac® Canino 1-DAPPvVL2 + Cv es una vacuna
de combinacién que combina los beneficios de Nobivac®
Canino 1-DAPPvL2 y Nobivac® Canino 1-Cv en una Unica
vacuna. La vacuna Nobivac® Canino 1-DAPPVL2 es una
vacuna de virus vivo modificado que se combina con una

bacterina inactivada de Leptospira canicola y Leptospira
icterohaemorrhagiae para la vacunacion de perros sanos como
ayuda en la prevencion de enfermedades causadas por el
virus del moquillo canino, adenovirus canino tipo 1 (hepatitis),
adenovirus canino tipo 2 (enfermedad respiratoria), virus de
parainfluenza canino, y parvovirus canino y contra la
enfermedad por Leptospiral debida a L. canicola o L.
icterohaemorrhagiae. La vacuna Nobivac® Canino 1-Cv
(coronavirus entérico felino) es una vacuna de virus inactivo
para

la vacunacion de perros sanos como ayuda en la prevencion
de la enfermedad causada por la infeccidén por coronavirus

canino. El coronavirus se ha inactivado quimicamente y se ha

combinado con un adyuvante disefiado para mejorar la
respuesta inmune.

Merck Animal Health

Nobivac® Canino 1-
DAPPv+L4

La vacuna Nobivac® Canino 1-DAPPv+L4 es una vacuna de
combinacion que combina los beneficios de Nobivac® Canino
1-DAPPvV y Nobivac® Lepto4 en una uUnica vacuna. Nobivac®
Canino 1-DAPPv es una vacuna de virus vivo modificado para
la vacunacion de perros sanos como ayuda en la prevencion
de enfermedades causadas por el virus del moquillo canino,
adenovirus tipo 1 (hepatitis), virus de parainfluenza canina, y
parvovirus canino. La bacterina Nobivac® Lepto4 se
recomienda para la vacunacion de perros sanos como ayuda
en la prevencion de enfermedades y mortalidad causadas por
L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, L. pomona o L.
grippotyphosa.

Merck Animal Health
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Vacuna Detalles de la vacuna Fabricante/Proveedor
. Nobivac® Canino 3-DA es una vacuna de virus vivo
NOBIVACD®ACan|no 3 modificada que contiene cepas atenuadas de virus del Merck Animal Health
mogquillo canino (CDV) y adenovirus tipo 2 (CAV-2)
Nobivac® Canino 3-DAPv es una vacuna de virus vivo
NOBIVAC® Canino 3- modificado que contiene cepas atenuadas del virus del Merck Animal Health
DAPv moquillo canino (CDV), adenovirus tipo 2 (CAV-2) y parvovirus
NOBIVAC® Canino 3- | Nobivac® Canino 3-Pv es una vacuna de virus vivo modificada .
. . . Merck Animal Health
Pv gue contiene una cepa atenuada de parvovirus canino (CPV)
NOBIVAC® Felino 1- La vacuna de Nobivac® Felino 1-HCP es una vacuna de virus .
. o Merck Animal Health
HCP vivo modificado

NOBIVAC® 1-HCP
felino + FeLV

La vacuna Nobivac® 1-HCP felino + FeLV es una vacuna de
combinacion que une los beneficios de Nobivac® 1-HCP felino
y Nobivac® FelLV en una vacuna. La vacuna Nobivac® 1-HCP

felino es una vacuna de virus vivo modificada para la
vacunacion de gatos sanos como ayuda en la prevencion de
enfermedades causadas por la rinotraqueitis felina, los calicis y
los virus de panleucopenia. La vacuna Nobivac® FelV se
recomienda para la vacunacion de gatos sanos como ayuda
en la prevencién de tumores linfoides causados por, y
enfermedades asociadas con, la infeccién por el virus de la
leucemia felina (FeLV). El virus ha sido inactivado
quimicamente y combinado con un adyuvante patentado
disefiado para mejorar la respuesta inmune.

Merck Animal Health

NOBIVAC® Felino 1-
HCPCh

La vacuna Nobivac® Felino 1-HCPCh es un virus vivo
modificado y la vacuna contra chlamydia para la vacunacién
de gatos sanos como una ayuda en la prevencion de
enfermedades causadas por rinotraqueitis felina, los calicis y
los virus de panleucopenia y Chlamydia psittaci.

Merck Animal Health

NOBIVAC® Felino 1-
HCPCh + FelLV

La vacuna Nobivac® Felino 1-HCPCh + FelLV es una vacuna
de combinacion que une los beneficios de Nobivac® 1-HCPCh
felino y Nobivac® FelLV en una vacuna. La vacuna Nobivac®
Felino 1-HCPCh es un virus vivo modificado y la vacuna contra
chlamydia para la vacunacién de gatos sanos como una ayuda
en la prevencién de enfermedades causadas por rinotraqueitis
felina, los calicis y los virus de panleucopenia y Chlamydia
psittaci. La vacuna Nobivac® FelLV se recomienda para la
vacunacion de gatos sanos como ayuda en la prevencion de
tumores linfoides causados por, y enfermedades asociadas
con, la infeccién por el virus de la leucemia felina (FeLV). El
virus ha sido inactivado quimicamente y combinado con un
adyuvante patentado disefiado para mejorar la respuesta
inmune.

Merck Animal Health

NOBIVAC® Felino 3-
HC

La vacuna Nobivac® Felino 3-HC es un virus vivo modificado
que contiene cepas atenuadas de rinotraqueitis felina (FRV) y
calicivirus (FCV)

Merck Animal Health

NOBIVAC® Felino 3-
HCP

La vacuna Nobivac® Felino 3-HCP es un virus vivo modificado
que contiene cepas atenuadas del virus de la rinotraqueitis
felina (FRV), calicivirus (FCV), y virus de panleucopenia (FPV)

Merck Animal Health

NOBIVAC® Felino 3-P

Nobivac® Felino 3-P es una vacuna de virus vivo modificado
que contiene una cepa atenuada del virus de la panleucopenia
felina (FPV).

Merck Animal Health
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Vacuna

Detalles de la vacuna

Fabricante/Proveedor

Nobivac® FelLV

La vacuna Nobivac® FelLV se recomienda para la vacunacion
de gatos sanos como ayuda en la prevencion de tumores
linfoides causados por, y enfermedades asociadas con, la

infeccion por el virus de la leucemia felina (FeLV). El virus ha

sido inactivado quimicamente y combinado con un adyuvante
patentado disefiado para mejorar la respuesta inmune.

Merck Animal Health

NOBIVAC® Intra-
Trac®3 ADT

La vacuna Nobivac® Intra-Trac®3 ADT es para su uso como

una ayuda en la prevencion de enfermedades asociadas con

el adenovirus canino tipo 2, el virus parainfluenza canino y la

infeccion por Bordetella bronchiseptica en perros sanos de 3
semanas de edad o mayores

Merck Animal Health

NOBIVAC® Intra-Trac®
KC

Nobivac® Intra-Trac® KC es una vacuna intranasal viva
modificada que contiene virus de parainfluenza canino
atenuado y cultivo vivo avirulento de Bordetella bronchiseptica
para la vacunacion de cachorros y perros susceptibles sanos
para la prevencioén de la traqueobronquitis infecciosa canina
("tos de las perreras") debido a la parainfluenza canina y B.
bronchiseptica

Merck Animal Health

NOBIVAC® Lepto4

La bacterina Nobivac® Lepto4 se recomienda para la
vacunacion de perros sanos como una ayuda en la prevencion
de enfermedades y la mortalidad causada por L. canicola, L.
icterohaemorrhagiae, L. pomona, y L. grippotyphosa; la
prevencion de la leptospiruria (desprendimiento de Leptospira
en la orina) causada por L. canicola, L. icterohaemorrhagiae, y
L. grippotyphosa; y como una ayuda en la prevencion de
leptospiruria causada por L. pomona.

Merck Animal Health

NOBIVAC® LYME

La bacterina Nobivac® Lyme contiene dos aislados
inactivados de Borrelia burgdorferi

Merck Animal Health

NOBIVAC® Puppy-DPv

Nobivac® Puppy-DPv es una vacuna de virus vivo modificado
que contiene cepas atenuadas del virus del moquillo canino
(CDV) y parvovirus (CPV)

Merck Animal Health

PARAPAC®

Contiene cultivos de Haemophilus parasuis quimicamente
inactivados y con adyuvantes.

Merck Animal Health

PROGARD®-5

PROGARD®-5 es una vacuna de virus vivo modificado que
contiene cepas atenuadas del virus del moquillo canino,
adenovirus tipo 2, virus de parainfluenza y parvovirus
cultivados en PRO-CELL STABLE CELL LINE™

Merck Animal Health

PROGARD®-6

PROGARD®-6 esta compuesto por una vacuna de virus vivo
modificado liofilizada (Progard®-5) que contiene cepas
atenuadas de virus del moquillo canino, adenovirus tipo 2,
virus de parainfluenza y parvovirus cultivados en Pro-Cell
Stable Cell Line™ | y de un componente con vacuna de
coronavirus canino inactivado como diluyente.

Merck Animal Health

PROSYSTEM® RCE

La vacuna contra el rotavirus porcino contiene dos serotipos G
vivos modificados 5 y 4 del rotavirus de Serogrupo A, en forma
desecada. La bacterina-toxoide de C. perfringens-E. coli es un
producto liquido purificado y con adyuvante que contiene el
toxoide tipo C de C. perfringens y cuatro antigenos principales
de pilus de E. coli: K88, K99, F41 y 987P. Cada serie de
ProSystem® CE (bacterina-toxoide de C. perfringens - E. coli)
ha demostrado ser compatible (no viricida) con ProSystem®
Rota (vacuna contra rotavirus porcino) y, por lo tanto, se puede
usar como diluyente cuando se empaqueta con la vacuna
virica.

Merck Animal Health

RHINOGEN® BPE

Un cultivo con adyuvante quimicamente inactivado de B.
bronchiseptica, E. rhusiopathiae y P. multocida no toxigénico
tipo A y toxigénico tipo D.

Merck Animal Health
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Vacuna Detalles de la vacuna Fabricante/Proveedor

Un producto quimicamente inactivado, con adyuvante que
contiene toxoide de B. bronchiseptica, C. perfringens tipo C, E.
SOW BAC® CE Il rhusiopathiae, cuatro antigenos principales de E. coli (K88, Merck Animal Health
K99, F41 y 987P) y P. multocida no toxigénico tipo Ay

toxigénico tipo D.

El producto de vacuna-bacterina reconstituido contiene cultivos
vivos modificados de virus de la rinotraqueitis bovina (IBRV),
virus de la diarrea virica bovina (BVD) (Tipos 1y 2), virus de

VISTA® 5 L5 SQ parainfluenza3 (PI3) y virus sincitial respiratorio bovino (BRSV) Merck Animal Health

y cultivos inactivados de Leptospira canicola, L. grippotyphosa,

L. hardjo, L. icterohaemorrhagiae, y L. pomona con un
adyuvante patentado.

El producto de vacuna reconstituida contiene cultivos vivos

modificados de virus de la rinotraqueitis bovina (IBRV), virus

VISTA® 5 SQ de la diarrea virica bovina (BVDV) (Tipos 1y 2); virus Merck Animal Health

parainfluenza3 (PI3) y virus sincitial respiratorio bovino
(BRSV).

El producto de vacuna-bacterina reconstituido contiene cultivos
vivos modificados de virus de la rinotraqueitis bovina (IBRV),
virus de la diarrea virica bovina (BVD) (Tipos 1y 2), virus de

VISTA® 5 VL5 SQ parainfluenza3 (PI3) y virus sincitial respiratorio bovino (BRSV) Merck Animal Health

y cultivos inactivados de Campylobacter fetus y Leptospira

canicola, L. grippotyphosa, L. hardjo, L. icterohaemorrhagiae, y

L. pomona con un adyuvante patentado

El producto de bacterina contiene cultivos inactivados de

L5 SQ . Leptospira canicgla, L. grippotyphosa, L. hardjo, L. Merck Animal Health
icterohaemorrhagiae, y L. pomona con un adyuvante
patentado.
Un producto purificado, con adyuvante que contiene cuatro
PROSYSTEM® CE antigenos principales de E. coli (K88, K99, F41y 987P) y Merck Animal Health

toxoide de C. perfringens tipo C.

La vacuna contra el rotavirus porcino contiene dos serotipos G
vivos modificados 5 y 4 del rotavirus de Serogrupo A, en forma
PROSYSTEM® RCE desecada. ga t.)acterir)g-toxoide de C. perfringens-E. cgli es un Merck Animal Health
producto liquido purificado y con adyuvante que contiene el
toxoide tipo C de C. perfringens y cuatro antigenos principales
de pilus de E. coli: K88, K99, F41 y 987P.

El diluyente de bacterina-toxina (ProSystem® CE) es un

producto liquido purificado y con adyuvante que contiene .
PROSYSTEM® TREC cuatro antigenos de pilus de E. coli principales: K88, K99, F41 Merck Animal Health

y 987P, y toxoide de C. perfringens tipo C

Clostri Shield 7 ha demostrado su eficacia contra las bacterias
clostridiales causantes de enfermedades. Sistema de
Clostri Shield® 7 adyuvante de doble componente patentado para una Novartis Animal Health
respuesta inmune 6ptima. Altamente aplicable a
jeringa/resuspendido facilmente

Toxoide de Clostridium Toxoide de Clostridium Perfringens Tipo A, contiene un Novartis Animal Health
Perfringens Tipo A sistema de adyuvante de doble componente patentado

Los siguientes términos usados en esta memoria descriptiva se reconocen como Marcas registradas:

"Triton", "Falcon", "UltiMate", "Infors", "Multitron", "LoBind", "Kleenpak", "Eppendorf', "Superose", "Millipore",
"Steriflip", "BioTek" y "Tween".

Aspectos descritos

Aspecto 1. Un método para preparar una composicion acuosa que comprende aluminio y una proteina,
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comprendiendo dicho método

- combinar una sal de aluminio, dicha proteina y agua para producir dicha composiciéon acuosa y
- determinar el nivel de un metal pesado en la composicion acuosa y/o la sal de aluminio.

Aspecto 2. Un método para preparar una composicién acuosa que comprende aluminio y una proteina,
comprendiendo dicho método

- preparar o seleccionar una sal de aluminio que sea capaz de proporcionar una composicién acuosa que
tenga menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composicién acuosa y
- combinar dicha sal de aluminio, dicha proteina y agua para producir dicha composicion acuosa.

Aspecto 3. Un método de acuerdo con el aspecto 1-2, que comprende ademas tamponar dicha composicién
acuosa a un pH de entre 6,5y 8,5, preferiblemente a un pH entre 7,5y 8,5.

Aspecto 4. Un método de acuerdo con el aspecto 1-3, que comprende ademas empaquetar alicuotas de
dicha composicién acuosa que tiene menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la
composicion acuosa en recipientes de almacenamiento herméticos por separado.

Aspecto 5. Un método para preparar un precipitado de sal de aluminio de calidad clinica para su
incorporaciéon en un medicamento y/o vacuna, comprendiendo dicho método preparar una solucion acuosa
de iones de aluminio y precipitar dichos iones aluminio en dicha solucion, y determinar el nivel de un metal
pesado en la solucién y/o el precipitado de sal de aluminio.

Aspecto 6. Un método de acuerdo con el aspecto 5, en el que se selecciona el precipitado que puede
proporcionar una composicion acuosa que comprende menos de 350 ppb de metal pesado basado en el
peso de la composicion acuosa.

Aspecto 7. Una composicion acuosa que comprende una proteina y una sal de aluminio, comprendiendo
dicha composicion menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composicién acuosa.
Aspecto 8. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 7, que se ha almacenado a temperaturas
superiores a 20 °C durante al menos 1 mes.

Aspecto 9. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 7 que tiene una vida util de al menos 20
meses.

Aspecto 10. Una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto 7-9, en la que dicho metal pesado se
selecciona de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V, Cr, Pb, Rb y Mo.

Aspecto 11. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 7-10, en la que dicho metal pesado se
selecciona de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V.

Aspecto 12. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 7-11, en la que dicho metal pesado se
selecciona de Cu o Ni.

Aspecto 13. Una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto 7-12, en la que dicho metal pesado esta
presente en forma iénica.

Aspecto 14. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 7-13, en la que la sal de aluminio es
hidréxido de aluminio (Al(OH)3) o fosfato de aluminio (AIPO4).

Aspecto 15. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 7-14, que comprende ademas un
compuesto reactivo.

Aspecto 16. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 15, en la que el compuesto reactivo se
selecciona del grupo que consiste en un compuesto activo redox, un compuesto de formacion de radicales,
un compuesto estabilizante y una combinacién de cualquiera de los mismos.

Aspecto 17. Una composiciéon acuosa de acuerdo con el aspecto 15-16, en la que el compuesto reactivo se
selecciona del grupo que consiste en formaldehido, etanol, cloroformo, tricloroetileno, acetona, triton-X-100,
desoxicolato, pirocarbonato de dietilo, sulfito, Na2S20s, beta-proprio-lactona, polisorbato tal como Tween
20®, Tween 80®, Oz, fenol, copolimeros de tipo pluronic, y una combinacion de los mismos.

Aspecto 18. Una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto 7-17, que comprende entre 5 pg/ml y 50
mg/ml de aluminio.

Aspecto 19. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 7-18, que comprende entre 50 ug/mly 5
mg/ml de aluminio.

Aspecto 20. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 7-19, que comprende entre 5 ppb y 250
ppb de Fe en base al peso de la composicion acuosa.

Aspecto 21. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 7-20, que comprende menos de 3 ppb de
Cu en base al peso de la composicidn acuosa.

Aspecto 22. Una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto 7-21, que comprende menos de 40 ppb de
Ni en base al peso de la composicién acuosa.
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Aspecto 23. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 7-22, en la que dicha proteina es un
producto terapéutico y/o una vacuna.

Aspecto 24. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 7-23, en la que dicha proteina es una
proteina virica o bacteriana.

Aspecto 25. Una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto 7-24, en la que dicha proteina virica es
una proteina del virus de la encefalitis japonesa o una proteina de la bacteria Pseudomonas aeruginosa.
Aspecto 26. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 7-25, en la que dicha proteina es proteina
dentro de particulas de virus inactivado con formaldehido.

Aspecto 27. Una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto 7-26, que comprende ademas sulfito.
Aspecto 28. Una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto 7-27, obtenida por un método de acuerdo
con el aspecto 1-6.

Aspecto 29. Una vacuna que comprende una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 7-28.

Aspecto 30. Un concentrado de hidroxido de aluminio que a) comprende 10 mg/ml de dicho hidréxido de
aluminio y b) menos de 7 microgramos de metal pesado, para su uso en la fabricaciéon de un medicamento,
preferiblemente para su uso en la fabricacién de una vacuna.

Aspecto 31. Un concentrado de hidréxido de aluminio que comprende 10 mg/ml de dicho hidréxido de
aluminio y menos de 7 microgramos de metal pesado, para su uso en la fabricaciéon de un medicamento,
preferiblemente para su uso en la fabricacion de una vacuna.

Aspecto 32. Un concentrado de sal de aluminio que comprende menos de 7 ppm de metal pesado basado
en el peso del concentrado, para su uso en la fabricacion de un medicamento, preferiblemente para su uso
en la fabricacién de una vacuna.

Aspecto 33. Un concentrado de sal de aluminio que comprende menos de 700 ppm de metal pesado
basado en el peso de la sal de aluminio, para su uso en la fabricacién de un medicamento, preferiblemente
para su uso en la fabricaciéon de una vacuna.

Aspecto 34. Un concentrado de hidréxido de aluminio que comprende menos de 700 ppm de metal pesado
basado en el peso del hidroxido de aluminio, para su uso en la fabricacion de un medicamento,
preferiblemente para su uso en la fabricacion de una vacuna.

Aspecto 35. Un método para preparar una composicion acuosa que comprende aluminio, un compuesto
reactivo y una proteina, comprendiendo dicho método

- preparar o seleccionar una sal de aluminio que sea capaz de proporcionar una composicion acuosa que
tenga menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composicién acuosa y

- combinar dicha sal de aluminio, dicha proteina, el compuesto reactivo y agua para producir dicha
composicion acuosa.

Aspecto 36. El método para preparar una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 35, en el que
dicho metal pesado se selecciona de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V, Cr, Pb, Rb y Mo.

Aspecto 37. El método para preparar una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto 35-36, en el que
dicho metal pesado se selecciona de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V.

Aspecto 38. El método para preparar una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto 35-37, en el que
dicho metal pesado se selecciona de Cu o Ni.

Aspecto 39. El método para preparar una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 35-38, en el que
dicho metal pesado esta presente en forma idnica.

Aspecto 40. El método para preparar una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 35-39, en el que
la sal de aluminio es hidréxido de aluminio (Al(OH)3) o fosfato de aluminio (AIPO4).

Aspecto 41. El método para preparar una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto 35-40, en el que
el compuesto reactivo se selecciona del grupo que consiste en un compuesto activo redox, un compuesto
de formacién de radicales, un compuesto estabilizante y una combinacién de cualquiera de los mismos.
Aspecto 42. El método para preparar una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 35-41, en el que
el compuesto reactivo se selecciona del grupo que consiste en formaldehido, etanol, cloroformo,
tricloroetileno, acetona, triton-X-100, desoxicolato, pirocarbonato de dietilo, sulfito, Na2S20s, beta-proprio-
lactona, polisorbato tal como Tween 20®, Tween 80®, O2, fenol, copolimeros de tipo pluronic, y una
combinacién de los mismos.

Aspecto 43. El método para preparar una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 35-42, que
comprende entre 5 yg/ml y 50 mg/ml de aluminio.

Aspecto 44. El método para preparar una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto 35-43, que
comprende entre 50 pg/ml y 5 mg/ml de aluminio.

Aspecto 45. El método para preparar una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 35-44, que
comprende entre 5 ppb y 250 ppb de Fe en base al peso de la composicion acuosa.
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Aspecto 46. El método para preparar una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 35-45, que
comprende menos de 3 ppb de Cu en base al peso de la composicién acuosa.

Aspecto 47. El método para preparar una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 35-46, que
comprende menos de 40 ppb de Ni en base al peso de la composicion acuosa.

Aspecto 48. Un método para preparar una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto 35-47, que
comprende ademas tamponar dicha composicién acuosa a un pH de entre 6,5 y 8,5, preferiblemente 7,5 y
8.,5.

Aspecto 49. Un método para preparar una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto 35-48, que
comprende ademas empaquetar alicuotas de dicha composicién acuosa en recipientes de almacenamiento
herméticos por separado.

Aspecto 50. Un método para la prevencion y/o el tratamiento de un sujeto que lo necesite que comprende la
administracion de una composicion acuosa que comprende una dosis eficaz de un antigeno, un compuesto
de aluminio, un compuesto reactivo y menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la
composicion acuosa.

Aspecto 51. Un método para la prevencion y/o el tratamiento de un sujeto que lo necesite que comprende la
administracion de una dosis eficaz de una composicién de acuerdo con el aspecto 7-29.

Un concentrado de hidréxido de aluminio que a) comprende 10 mg/ml de dicho hidréxido de aluminio y b)
menos de 7 microgramos de metal pesado, para su uso en la fabricacion de un medicamento,
preferiblemente para su uso en la fabricacion de una vacuna.

Aspecto 52. Un concentrado de hidroxido de aluminio que comprende 10 menos de 1,4 microgramos de
metal pesado, para su uso en la fabricacion de un medicamento, preferiblemente para su uso en la
fabricacion de una vacuna.

Aspecto 53. Un concentrado de sal de aluminio que comprende menos de 1,4 ppm de metal pesado basado
en el peso del concentrado, para su uso en la fabricaciéon de un medicamento, preferiblemente para su uso
en la fabricacion de una vacuna.

Aspecto 54. Un concentrado de sal de aluminio que comprende menos de 140 ppm de metal pesado
basado en el peso de la sal de aluminio, para su uso en la fabricacién de un medicamento, preferiblemente
para su uso en la fabricacion de una vacuna.

Aspecto 55. Un concentrado de hidréxido de aluminio que comprende menos de 140 ppm de metal pesado
basado en el peso del hidroxido de aluminio, para su uso en la fabricacion de un medicamento,
preferiblemente para su uso en la fabricacién de una vacuna.

Aspectos adicionales

Aspecto adicional 1. Un método para preparar una composicion acuosa que comprende aluminio, un
compuesto reactivo y una proteina, comprendiendo dicho método

- preparar o seleccionar una sal de aluminio que sea capaz de proporcionar una composicién acuosa que
tenga menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la composicién acuosa y

- combinar dicha sal de aluminio, dicho compuesto reactivo, dicha proteina y agua para producir dicha
composicion acuosa.

Aspecto adicional 2. Un método de acuerdo con el aspecto adicional 1, que comprende ademas tamponar
dicha composicion acuosa a un pH de entre 6,5y 8,5.

Aspecto adicional 3. Un método de acuerdo con el aspecto adicional 1-2, que comprende ademas
empagquetar alicuotas de dicha composiciéon acuosa que tiene menos de 350 ppb de metal pesado basado
en el peso de la composicion acuosa en recipientes de almacenamiento herméticos por separado.

Aspecto adicional 4. Un método para preparar un precipitado de sal de aluminio de calidad clinica para su
incorporacion en un medicamento y/o vacuna, comprendiendo dicho método preparar una solucién acuosa
de iones de aluminio y precipitar dichos iones aluminio en dicha solucion, y determinar el nivel de un metal
pesado en la solucién y/o el precipitado de sal de aluminio, en el que el precipitado que se selecciona es
capaz de proporcionar una composicion acuosa que comprende menos de 350 ppb de metal pesado
basado en el peso de la composicion acuosa.

Aspecto adicional 5. Una composicion acuosa que comprende una proteina y una sal de aluminio,
comprendiendo dicha composicion menos de 350 ppb de metal pesado basado en el peso de la
composicion acuosa.

Aspecto adicional 6. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5, que se ha
almacenado a temperaturas superiores a 20 °C durante al menos 1 mes.

Aspecto adicional 7. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-6, en la que dicho
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metal pesado se selecciona de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V, Cr, Pb, Rb y Mo.

Aspecto adicional 8. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-7, en la que dicho
metal pesado se selecciona de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V.

Aspecto adicional 9. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-8, en la que dicho
metal pesado se selecciona de Cu o Ni.

Aspecto adicional 10. Una composicidon acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-9, en la que dicho
metal pesado esta presente en forma iénica.

Aspecto adicional 11. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-10, en la que la sal
de aluminio es hidréxido de aluminio (Al(OH)3) o fosfato de aluminio (AIPO4).

Aspecto adicional 12. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-11, en la que la sal
de aluminio es hidroxido de aluminio (Al(OH)3).

Aspecto adicional 13. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-12, en la que el
compuesto reactivo se selecciona del grupo que consiste en un compuesto activo redox, un compuesto de
formacion de radicales, un compuesto estabilizante y una combinacion de cualquiera de los mismos.
Aspecto adicional 14. Una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-13, en la que el
compuesto reactivo se selecciona del grupo que consiste en formaldehido, etanol, cloroformo,
tricloroetileno, acetona, triton-X-100, desoxicolato, pirocarbonato de dietilo, sulfito, Na2S20s, beta-proprio-
lactona, polisorbato tal como Tween 20®, Tween 80®, Oz, fenol, copolimeros de tipo pluronic, y una
combinacién de los mismos.

Aspecto adicional 15. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-14, que comprende
entre 5 uyg/ml y 50 mg/ml de aluminio.

Aspecto adicional 16. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-15, que comprende
entre 50 pg/ml y 5 mg/ml de aluminio.

Aspecto adicional 17. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-16, que comprende
entre 5 ppb y 250 ppb de Fe en base al peso de la composicién acuosa.

Aspecto adicional 18. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-17, que comprende
menos de 3 ppb de Cu en base al peso de la composicion acuosa.

Aspecto adicional 19. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-18, que comprende
menos de 40 ppb de Ni en base al peso de la composicién acuosa.

Aspecto adicional 20. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-19, en la que dicha
proteina es un producto terapéutico y/o una vacuna.

Aspecto adicional 21. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-20, en la que dicha
proteina es una proteina virica o bacteriana.

Aspecto adicional 22. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-21, en la que dicha
proteina virica es una proteina del virus de la encefalitis japonesa o una proteina de la bacteria
Pseudomonas aeruginosa.

Aspecto adicional 23. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-22, en la que dicha
proteina es proteina dentro de particulas de virus inactivado con formaldehido.

Aspecto adicional 24. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-23, que comprende
ademas sulfito.

Aspecto adicional 25. Una composicién acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 5-24, obtenida por un
método de acuerdo con el aspecto adicional 1.

Aspecto adicional 26. Una vacuna que comprende una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto
adicional 5-24.

Aspecto adicional 27. Un método, composiciéon acuosa o vacuna de acuerdo con uno cualquiera de los
aspectos adicionales 1-26, en el que el contenido de metales pesados es menor que 450 ppm basado en el
peso del aluminio (gramo/gramo) en la composiciéon acuosa.

Aspecto adicional 28. Un método de acuerdo con uno cualquiera de los aspectos adicionales 1-27, en el
que el contenido de Fe de la composiciéon acuosa es menor de 700 ppm basado en el peso del aluminio en
la composicion; el contenido de Ni es inferior a 18 ppm basado en el peso del aluminio en la composicién; o
el contenido de Cu es inferior a 2,5 ppm basado en el peso del aluminio en la composicién acuosa, o una
combinacién de los mismos.

Aspecto adicional 29. Un método para preparar una composiciéon acuosa que comprende aluminio, un
compuesto reactivo y una proteina, comprendiendo dicho método

- preparar o seleccionar una sal de aluminio que sea capaz de proporcionar una composicion acuosa que
tenga menos de 450 ppm de metal pesado basado en el peso del aluminio (gramo/gramo) y

- combinar dicha sal de aluminio, dicho compuesto reactivo, dicha proteina y agua para producir dicha
composicion acuosa.
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Aspecto adicional 30. Un método de acuerdo con el aspecto adicional 29, que comprende ademas
tamponar dicha composicion acuosa a un pH de entre 6,5y 8,5.

Aspecto adicional 31. Un método de acuerdo con el aspecto adicional 29 o 30, que comprende ademas
empagquetar alicuotas de dicha composicién acuosa que tiene menos de 450 ppm de metal pesado basado
en el peso del aluminio en la composicién en recipientes de almacenamiento herméticos por separado.
Aspecto adicional 32. Un método para preparar un precipitado de sal de aluminio de calidad clinica para su
incorporacion en un medicamento y/o vacuna, comprendiendo dicho método preparar una solucién acuosa
de iones de aluminio y precipitar dichos iones aluminio en dicha solucion, y determinar el nivel de un metal
pesado en la solucion y/o el precipitado de sal de aluminio, en el que el precipitado que se selecciona es
capaz de proporcionar una composicion acuosa que comprende menos de 450 ppm de metal pesado
basado en el peso de los iones de aluminio (gramo/gramo) en el solucion.

Aspecto adicional 33. Una composicién acuosa que comprende una proteina y una sal de aluminio,
comprendiendo dicha composiciéon menos de 450 ppm de metal pesado basado en el peso del aluminio en
la composicion.

Aspecto adicional 34. Una composicidon acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 33, que se ha
almacenado a temperaturas superiores a 20 °C durante al menos 1 mes.

Aspecto adicional 35. Una composicion acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 33 o 34, en la que
dicho metal pesado se selecciona de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V, Cry Mo.

Aspecto adicional 36. Una composicidon acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 33-35, en la que dicho
metal pesado se selecciona de Cu, Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V.

Aspecto adicional 37. Una composicidon acuosa de acuerdo con el aspecto adicional 33-36, en la que dicho
metal pesado se selecciona de Cu o Ni.
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Tabla 21: Resultados del andlisis de PSD de la solucién madre de Alhydrogel® (2 %) en agua.

N.° Nombre de muestra d(0,1) d (0,5) d (0,9) Oscurecimiento (%)
1 AIOH RQCS0890 No irradiado Lote 4230 0,70 2,13 46,53 1,51

2 AIOH RQCS1200 Gl Lote 4230 0,71 4,14 69,64 1,98

3 AIOH RQCS1342 Gl Lote 4740 0,78 2,23 53,44 2,11

4 AIOH RQCS0448 Gl Lote 4074 0,73 4,49 78,58 1,96

d(0,1): ElI 10 % de todas las particulas medidas tienen un diametro por debajo de este valor
d(0,5): EI 50 % de todas las particulas medidas tienen un diametro por debajo de este valor
d(0,9): El 90 % de todas las particulas medidas tienen un diametro por debajo de este valor

Oscurecimiento: Cantidad de reduccion de luz laser por muestra; corresponde a la concentracion de muestra en la

camara de medicion

Tabla 22: Resultados de las curvas de titulacion de Alhydrogel® para la determinacion de POZ. Las muestras se

analizaron en PBS (dilucién 1:20).

ID de muestra PZC (pH)
AIOH RQCS0890 No irradiado Lote 4230 4,58
AIOH RQCS1200 Gl Lote 4230 4,62
AIOH RQCS1342 Gl Lote 4740 4,49
AIOH RQCS0448 Gl Lote 4074 4,48
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion acuosa que comprende una proteina y una sal de aluminio, comprendiendo dicha
composicion menos de 350 ppb de metal pesado y menos de 1,25 ppb de Cu basado en el peso de la composicidon
acuosa, y en la que dicha proteina es una proteina dentro de particulas de virus inactivados con formaldehido.

2. Una composicion acuosa de acuerdo con la reivindicacion 1, que se ha almacenado a temperaturas
superiores a 20 °C durante al menos 1 mes.

3. Una composicion acuosa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 2, que comprende menos de 350
ppb de metal pesado, en la que dicho metal pesado se selecciona de Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V, Cr, Pb,Rb y
Mo.

4. Una composicién acuosa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3, que comprende menos de 350
ppb de metal pesado, en la que dicho metal pesado se selecciona de Ni, W, Co, Os, Ru, Cd, Ag, Fe, V.

5. Una composicion acuosa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4, que comprende menos de 350
ppb de metal pesado, en la que dicho metal pesado se selecciona de Ni.

6. Una composicion acuosa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5, que comprende menos de 350
ppb de metal pesado, en la que dicho metal pesado esta presente en forma iénica.

7. Una composicion acuosa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6, en la que la sal de aluminio es
hidroxido de aluminio (Al(OH)3) o fosfato de aluminio (AIPO4).

8. Una composicién acuosa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 7, en la que la sal de aluminio es
hidréxido de aluminio (Al(OH)3).

9. Una composicién acuosa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 8, que comprende ademas un
compuesto reactivo seleccionado del grupo que consiste en un compuesto activo redox, un compuesto de formacién
de radicales, un compuesto estabilizante y una combinacion de cualquiera de los mismos.

10. Una composicion acuosa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas un
compuesto reactivo seleccionado del grupo que consiste en formaldehido, etanol, cloroformo, tricloroetileno,
acetona, polietilenglicol terc-octilfenil éter, desoxicolato, pirocarbonato de dietilo, sulfito, Na2S20s, beta-proprio-
lactona, polisorbato, opcionalmente Polisorbato 20 o Polisorbato 80, Oz, fenol, copolimeros de tipo pluronic, y una
combinacién de cualquiera de los mismos.

11. Una composiciéon acuosa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 10, que comprende entre 5 uyg/ml y
50 mg/ml de aluminio.

12. Una composicion acuosa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 11, que comprende entre 50 pg/mly
5 mg/ml de aluminio.

13. Una composicidon acuosa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 12, que comprende entre 5 ppb y
250 ppb de Fe en base al peso de la composicion acuosa.

14. Una composicion acuosa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 13, que comprende menos de 40
ppb de Ni en base al peso de la composicién acuosa.

15. Una vacuna que comprende una composicion acuosa de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 14.

16. Un método para preparar una composicion acuosa que comprende aluminio, un compuesto reactivo y
una proteina, en el que dicho método comprende

- seleccionar una sal de aluminio que sea capaz de proporcionar una composicién acuosa que tenga menos
de 350 ppb de metal pesado y que tenga menos de 1,25 ppb de Cu basado en el peso de la composicion
acuosay

- combinar dicha sal de aluminio, dicho compuesto reactivo, dicha proteina dentro de particulas de virus
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inactivado con formaldehido y agua para producir dicha composicién acuosa; y

en el que el compuesto reactivo se selecciona del grupo que consiste en un compuesto activo redox, un compuesto
de formacion de radicales, un compuesto estabilizante y una combinacién de cualquiera de los mismos.

5
17. Un método de acuerdo con la reivindicacion 16, que comprende ademas tamponar dicha composicion
acuosa a un pH de entre 6,5y 8,5.
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Figura 7 . . :
9 Grafico residual para la Relaciéon 8 semanas
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Grafico de dispersion por muestra

Figura 10
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Figura 14

AHHHHHHARAPEPVADVCSDSDNDGVCDNVDKCPDTPANVTVDANGCPAVAEVVRVQ
LDVKFDFDKSKVKENSYADIKNLADFMKQYPSTSTTVEGHTDSVGTDAYNQKLSERRAN
AVRDVLVNEYGVEGGRVNAVGYGESRPVADNATAEGRAINRRVESSHSKETEARLTAT
EDAAARAQARADEAYRKADEALGAAQKAQQTADEANERALRMLEKASRK
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