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DESCRIPCION
Composicion de vacuna nasal contra la gripe
Campo técnico

La presente invencién se refiere a una composicién de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacién
a la mucosa nasal.

Técnica anterior

La gripe es una infecciéon aguda de las vias respiratorias causada por el virus de la gripe, en particular, la gripe llega
a ser epidémica en el invierno afo tras ano. Ademas, la gripe da algunas veces como resultado una pandemia, y
para muchas personas se agrava dando como resultado la muerte. Para la gripe, se conoce que la vacunacion con
la vacuna contra la gripe puede traer algunos efectos preventivos, asi las personas son ampliamente vacunadas
antes de la estacion epidémica.

La vacuna contra la gripe autorizada en Japén es solo un componente de proteina activado de un antigeno viral de
la gripe para ser vacunado por via subcutanea, y actualmente se usa una vacuna fraccionada de la misma como la
vacuna contra la gripe estacional. Dicha vacuna para ser vacunada por via subcutdnea es altamente eficaz para
prevenir la gravedad en la infeccién por gripe tal como la neumonia, pero tiene baja actividad inducida por
anticuerpos en la membrana mucosa respiratoria superior, que es un area infectada de virus de la gripe, que no es
suficiente como actividad de proteccién infectiva. Y dicha administracion por inyeccion tiene problemas, por ejemplo,
dolor y efectos secundarios tales como inflamacién provocada por la vacunacion topica.

Para el problema anterior de la vacunacion contra la gripe, se han hecho hasta ahora una amplia variedad de
ensayos, en los que una vacuna para administracion nasal ha recibido atencién como nueva vacunacién. Sin
embargo, se ha informado que es imposible inducir una alta respuesta inmunitaria al virus de la gripe ain cuando la
vacuna fraccionada que se ha usado ampliamente en la actual practica clinica se administre por via nasal a animales
experimentales o seres humanos directamente.

En dichas circunstancias, se autoriz6 en Suiza [Berna Biotech, Suiza; nombre comercial: Nasalflu] la primera vacuna
fraccionada contra la gripe del mundo para administracion nasal que comprende toxina labil al calor de
Escherichia coli como adyuvante y su venta empezé en octubre de 2000, pero su uso clinico se retird en febrero de
2004 debido a la toxicidad del adyuvante. Y la Referencia de patente 1 también desvela una vacuna contra la gripe
para administracién nasal que comprende un adyuvante, que indica que se puede potenciar la inducciéon inmunitaria
usando el adyuvante. Sin embargo, la toxicidad de los adyuvantes es una cuestion de preocupaciéon para uso
practico.

Para la administracion nasal, también es necesario considerar la complicada estructura de la fosa nasal, y se desea
preparar la vacuna contra la gripe ampliamente difundida, unida y retenida durante un largo tiempo en la fosa nasal.
Por ejemplo, se puede usar la base (material) desvelada en la Referencia de patente 2 para administracion por
pulverizacion.

Como se ha mencionado anteriormente, se ha deseado desarrollar una vacuna contra la gripe para administracion
nasal como una vacuna contra la gripe de uUltima generacién y ponerla en uso practico, que sustituya una vacuna
contra la gripe convencional para administracion subcutanea o intramuscular. Sin embargo, existen diversos
problemas de uso practico, por ejemplo, como se debe reducir la toxicidad de un adyuvante usado para potenciar la
induccion inmunitaria.

El documento de patente EP 2 397 153 A1 se refiere a una composicion inmunogénica contra la gripe multivalente
que comprende un antigeno de la gripe o su preparacion antigénica de al menos dos cepas del virus de la gripe,
estando al menos una cepa asociada a un brote pandémico, en combinaciéon con un adyuvante de emulsion de
aceite en agua. El documento de patente JP HO3 38529 A se refiere a una preparaciéon en gel de vacuna contra la
gripe para administracién por pulverizacion intranasal. Oka et al. (Vaccine 8 (6): 573-576, 1990) describen la
posibilidad de aplicacién de polimero de carboxivinilo (CVP) a la vacuna contra la gripe para la mejora de la
respuesta inmunitaria. Sin embargo, ninguno de los documentos anteriores describe una composicién de vacuna
contra la gripe para administracion por pulverizacién a la mucosa nasal como se define en las presentes
reivindicaciones.

Estado de la técnica

[Referencia de patentes]

[Referencia de patente 1] WO 2010/114169
[Referencia de patente 2] WO 2007/123193
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Sumario de la invencién

Uno de los fines de la presente invencion es proporcionar una composicién de vacuna contra la gripe para
administracion por pulverizacién a la mucosa nasal que se prepara usando un virion de la gripe completo inactivado
como antigeno que ya ha sido autorizado, pero no usando un adyuvante, que presenta una alta eficacia y bajos
efectos secundarios a pesar de un bajo nivel de antigeno; un proceso del mismo; un método de preparacion de dicha
composicién; y dicha composicion para su uso en un método para prevenir la gripe.

Los presentes inventores han estudiado ampliamente el problema anterior y han encontrado que una combinacién
de (i) una base de gel (material) para administracion por pulverizacion a la mucosa nasal que comprende polimero
de carboxivinilo que se trata anadiendo una fuerza de cizallamiento externa por una rotacion a alta velocidad para
anadir rendimiento de pulverizacién y (ii) un virién de la gripe completo inactivado, puede potenciar la induccion
inmunitaria en seres humanos sin un adyuvante. Basados en los nuevos hallazgos, se ha llevado a cabo la presente
invencion. La presente invencién puede proporcionar las siguientes realizaciones.

[1] Una composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacion a la mucosa nasal que
comprende

(i) un virion de la gripe completo inactivado, y (ii) un material de base de gel que comprende
polimero de carboxivinilo que se trata afadiendo una fuerza de cizallamiento externa por una
rotacion de alta velocidad para afadir rendimiento de pulverizacion,

que no comprende un adyuvante.
[2] La composicion de vacuna contra la gripe para administraciéon por pulverizacion a la mucosa nasal de [1]

en donde la cantidad de (i) el virion de la gripe completo inactivado es 1 - 500 ug de HA/ml por tipo de cepa
de virus de la vacuna.

[3] La composicion de vacuna contra la gripe para administracién por pulverizacion a la mucosa nasal de [1]
0 [2] que comprende 0,1 % en p/v a 1,0 % en p/v de polimero de carboxivinilo.

[4] La composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacion a la mucosa nasal de
una cualquiera de [1] a [3], en donde el rendimiento de pulverizacion es para controlar (1) la distribucién del
tamano de particulas de la composicion pulverizada, (2) la uniformidad de la densidad de pulverizacion y/o
(3) el angulo de pulverizacion.

[5] La composicion de vacuna contra la gripe para administracién por pulverizacion a la mucosa nasal de
una cualquiera de [1] a [4] que se prepara

tratando un material de base de gel que comprende 0,5 % en p/v a 2,0 % en p/v de polimero de
carboxivinilo afadiendo una fuerza de cizallamiento externa por una rotacion de alta velocidad para
controlar (1) la distribucion del tamafo de particulas de la composicion pulverizada, (2) la uniformidad de la
densidad de pulverizacion y/o (3) el angulo de pulverizaciéon, como rendimiento de pulverizacion, para dar
un material de base de gel para administracion por pulverizacion, y luego

mezclando homogéneamente el material de base de gel resultante con una disolucion madre de virus que
comprende un virién de la gripe completo inactivado en un corto tiempo sin esfuerzo.

[6] La composicion de vacuna contra la gripe para administracién por pulverizacion a la mucosa nasal de
una cualquiera de [1] a [5] que se prepara con un material de base de gel para administracion por
pulverizacién que comprende polimero de carboxivinilo que se trata afiadiendo una fuerza de cizallamiento
externa por una rotacién de alta velocidad para afadir rendimiento de pulverizacién que es para controlar
que

(1) en cuanto a la distribucion del tamano de particulas de la composicién pulverizada, el tamafo
de particulas medio esté en un intervalo de 30 um a 80 pm, y la distribucién de particulas entre 10
pmy 100 um sea 80 % o mas,

(2) la densidad de pulverizacién sea uniforme para formar una forma homogénea de grano
completo, y

(3) el angulo de pulverizacion se ajuste en un intervalo de 30° a 70°.

[7] La composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacién a la mucosa nasal de
una cualquiera de [1] a [5] que se prepara con un material de base de gel para administracion por
pulverizacién que comprende polimero de carboxivinilo que se trata afiadiendo una fuerza de cizallamiento
externa por una rotacién de alta velocidad para afadir rendimiento de pulverizacién que es para controlar
que
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(1) en cuanto a la distribucion del tamano de particulas de la composicién pulverizada, el tamafo
de particulas medio esté en un intervalo de 40 um a 70 pm, y la distribucién de particulas entre 10
pmy 100 um sea 90 % o mas,

(2) la densidad de pulverizacién sea uniforme para formar una forma homogénea de grano
completo, y

(3) el angulo de pulverizacion se ajuste en un intervalo de 40° a 60°.

[8] La composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacion a la mucosa nasal de
una cualquiera de [1] a [7] que comprende un material de base de gel para administracion por pulverizacion
que comprende polimero de carboxivinilo que se trata afadiendo una fuerza de cizallamiento externa por
una rotacién de alta velocidad para controlar (1) la distribucion del tamafo de particulas de la composicion
pulverizada, (2) la uniformidad de la densidad de pulverizacion y (3) el angulo de pulverizacion, para
permitir que un dispositivo pulverizable sin una funcién de bombeo haga una administracién por
pulverizacién.

[9] La composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacion a la mucosa nasal
segun una cualquiera de [1] a [8] para su uso en un método para prevenir la gripe.

[10] La composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacién a la mucosa nasal
segun [9] para el uso segun [9], en donde el método para prevenir la gripe comprende administrar la
composicion de vacuna contra la gripe a un sujeto en necesidad de usar un dispositivo que pueda
pulverizar una formulacion viscosa del orificio nasal a la mucosa intranasal.

[11] Un método de preparacion de una composicion de vacuna contra la gripe para administracion por
pulverizacién a la mucosa nasal, que comprende: tratar un material de base de gel que comprende 0,5 %
en p/v a 2,0 % en p/v de polimero de carboxivinilo afiadiendo una fuerza de cizallamiento externa por una
rotacion de alta velocidad para afiadir rendimiento de pulverizacion, para dar un material de base de gel
para administracion por pulverizacion, y luego mezclar homogéneamente el material de base de gel
resultante con una disoluciéon madre de virus que comprende un viridn de la gripe completo inactivado en un
corto tiempo sin esfuerzo; en donde no se usa adyuvante.

[Efecto de la invencién]

La presente invencion ha hecho posible proporcionar una composicién de vacuna contra la gripe para administracion
por pulverizacién a la mucosa nasal que comprende un virién de la gripe completo inactivado como principio activo,
pero que no comprende un adyuvante, que induce una alta respuesta inmunitaria a pesar de un pequefo nivel de
antigeno, y bajos efectos secundarios debido a que la composicion no comprende un adyuvante. Se espera que la
composicion de vacuna contra la gripe se use adecuadamente para la epidemia de gripe.

La composicién de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacion a la mucosa nasal de la presente
invencion puede ser ampliamente difundida, unida y retenida durante un largo tiempo en la mucosa nasal debido a
que la composicion comprende un material de base de gel para administracion por pulverizacién a la mucosa nasal
que comprende polimero de carboxivinilo que se trata afiadiendo una fuerza de cizallamiento externa por una
rotacion de alta velocidad para afadir rendimiento de pulverizacion, asi la composicion de vacuna contra la gripe de
la presente invencion puede inducir una alta respuesta inmunitaria a pesar de un pequefio nivel de antigeno.

Segun el proceso de preparacién de una composicion de vacuna contra la gripe para administracion por
pulverizacién a la mucosa nasal de la presente invencién, se puede proporcionar una composicion de vacuna contra
la gripe para administracién por pulverizacion a la mucosa nasal, que mantiene bien la antigenicidad del virion
completo inactivado debido a que el virion se trata en un corto tiempo sin esfuerzo, e induce una alta respuesta
inmunitaria y bajos efectos secundarios.

Aunque la presente invencion no comprende adyuvante como agente inmunopotenciador, la presente invencion
puede proporcionar una inmunoinduccion igual o mas potente para la mucosa de la membrana respiratoria superior y
el cuerpo entero, en comparacién con una composicion que comprende vacuna del virus de la gripe y un adyuvante.

Descripcion de realizaciones

La presente invencién proporciona una composicién de vacuna contra la gripe para administracién por pulverizacién
a la mucosa nasal que comprende un material de base de gel para administracion por pulverizaciéon a la mucosa
nasal que comprende polimero de carboxivinilo que se trata afiadiendo una fuerza de cizallamiento externa por una
rotacion de alta velocidad para afiadir rendimiento de pulverizacién, y un virién de la gripe completo inactivado, que
se caracteriza por que no comprende un adyuvante.

El "material de base de gel que comprende polimero de carboxivinilo que se trata afiadiendo una fuerza de
cizallamiento externa por una rotacion de alta velocidad para afadir rendimiento de pulverizacién" usado en el
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presente documento significa, por ejemplo, un "material de base de gel que comprende un agente adhesivo a la
piel/mucosa" desvelado en el documento de patente WO 2007/123193, que es un material de base que comprende
polimero de carboxivinilo y que opcionalmente comprende goma gellan, cuya viscosidad se ajusta afadiendo una
fuerza de cizallamiento externa. El material de base se caracteriza porque su viscosidad se puede ajustar a diversas
afnadiendo una fuerza de cizallamiento externa, y se puede controlar el angulo de difusion de la pulverizaciéon de un
recipiente de pulverizacion y la densidad de pulverizacion para cumplir el fin. Para la inoculacion a muchas personas
en paises en desarrollo y pandemia, se puede usar un recipiente de pulverizacion de tipo sin aire con alivio de
presién superior desvelado en los documentos de patente WO 2007/123193 y WO 2007/123207 como recipiente de
pulverizacién de mdltiples dosis con el fin de que el recipiente de pulverizacién se pueda establecer para ser
pulverizado a cualquier angulo o cualquier intervalo de angulos y se pueda usar todo sin restos en el recipiente.
Cuando se usa dicho material de base de gel para administracién por pulverizacion en la presente invencion, se
puede potenciar ampliamente la capacidad de difusion y adhesividad de un virién de la gripe completo inactivado en
la mucosa nasal durante un largo intervalo de tiempo, asi se puede potenciar la inmunogenicidad de la vacuna.

El polimero de carboxivinilo, que es un material del material de base para administracién por pulverizaciéon a la
mucosa nasal en la presente invencién, es un polimero hidréfilo preparado polimerizando acido acrilico como
ingrediente principal, que puede usar sin ninguna limitacion aditivos farmacéuticos que generalmente se usan para
preparar un agente de gel acuoso.

El contenido del material de base de gel que comprende polimero de carboxivinilo que se trata afiadiendo una fuerza
de cizallamiento externa por una rotacion de alta velocidad para anadir rendimiento de pulverizacién es 0,1 - 1,0 %
en p/v, preferentemente 0,3 - 0,7 % en p/v, como el contenido de polimero de carboxivinilo.

La vacuna de la presente invencion se caracteriza por comprender un virion de la gripe completo inactivado como
antigeno. El virion de la gripe completo inactivado usado en el presente documento significa un virién que se prepara
por cultivo de virus de la gripe para dar su suspensién de virus y purificacién de la suspension de virus mientras que
se mantiene su morfologia de virus. Asi, la vacuna contra la gripe de la presente invencién significa una vacuna,
excepto la vacuna fraccionada (que incluye subvirién) y vacuna de subunidad (que incluye HA o NA purificado), y
también se denomina vacuna de virus completo.

El virion de la gripe completo inactivado anteriormente mencionado es preferentemente dicho virién que se purifica a
partir de una suspensién de virus en ausencia de tensioactivos y éteres. La disolucién madre de virus usada en el
presente documento significa una disolucién de virus que comprende un virién de la gripe completo inactivado, que
se purifica o concentra para mezclarse con un material de base de gel para administracion por pulverizacién a la
mucosa nasal. Con respecto a la vacuna de la presente invencién, la concentracién de un virion de la gripe completo
inactivado es preferentemente 1 - 500 ug de HA/ml (en equivalente de HA), mas preferentemente 20 - 250 ug de
HA/ml (en equivalente de HA) por tipo de cepa de virus de la vacuna. La concentracion anteriormente mencionada
se puede determinar midiendo la concentracion de proteina HA.

El virus de la gripe usado en el presente documento incluye todos los tipos de virus de la gripe actualmente
conocidos y todos sus subtipos, asi como todos los tipos y todos los subtipos de virus de la gripe aislados o
identificados en el futuro. Ademas, desde el punto de vista de la necesidad de también prevenir eficazmente una
infeccion que hasta ahora no ha llegado a ser epidémica en los seres humanos, pero podria llegar a ser epidémica
en los seres humanos en el futuro, es preferible una combinacién de un subtipo de virus de la gripe A seleccionado
del grupo que consiste en los subtipos H1 - H16, excluyendo el subtipo H1 y H3 (es decir, H2, y H4 - H16), y un
subtipo del virus de la gripe A seleccionado del grupo que consiste en los subtipos N1 - N9. Estos subtipos también
se denominan un virus de la gripe de nuevo tipo. Al igual que los subtipos anteriormente mencionados, es mas
preferible una combinacion de un subtipo seleccionado del grupo que consiste en los subtipos H5, H7 y H9 y un
subtipo seleccionado del grupo que consiste en los subtipos N1 - N9. El virus de la gripe se puede obtener de un tipo
de cepa, dos 0 mas tipos de cepas que pertenecen al mismo subtipo, o dos 0 mas tipos de cepas que pertenecen a
diferentes subtipos.

El virus de la gripe usado en el presente documento incluye una cepa aislada de animales o seres humanos
infectados, y un virus recombinante genéticamente establecido en las células cultivadas. Como método para el
cultivo del virus de la gripe, el virus se puede sembrar en la cavidad alantoidea de huevos de gallina y cultivar, o se
puede infectar en células cultivadas y cultivar.

Un adyuvante es un término genérico de sustancias que tienen actividad moduladora de la respuesta inmunitaria, tal
como potenciamiento y supresién, y se usa como agente inmunopotenciador para afadir a una vacuna para
potenciar la inmunogenicidad de un antigeno. Hasta ahora, se han estudiado muchos adyuvantes. El uso de un
adyuvante potencia el efecto inmunitario de una vacuna, pero tiene desventajas de efectos secundarios tales como
inflamacién. Algunos adyuvantes se pueden elegir como un candidato que se va a usar en una vacuna para
administracion nasal, pero no existe ninguna vacuna autorizada para administracién nasal que comprenda un
adyuvante debido a que no existe adyuvante que tenga una seguridad ubicua.

Los presentes inventores han encontrado que es posible preparar una vacuna que tiene una alta eficacia y bajos
efectos secundarios a pesar de no tener adyuvante y un menor nivel de antigeno cuando se usa el material de base

5



10

15

20

25

30

35

ES 2731899 T3

de gel para administracion por pulverizacién a la mucosa nasal que tiene el rendimiento de pulverizacién util
anteriormente mencionado, tal como propiedad adhesiva alta a la mucosa nasal con la vacuna de virus completo
anteriormente mencionada. Ademas, los presentes inventores también han encontrado que usando un dispositivo
que puede pulverizar incluso un material de base de gel que tiene alta viscosidad, se puede pulverizar a la mucosa
nasal una composicién de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizaciéon a la mucosa nasal en donde
el tamano de particulas medio de la composicidon pulverizada esta en un intervalo adecuado de 30 um a 80 pum
(preferentemente un intervalo de 40 um a 70 um), la distribucién del tamafio de particulas entre 10 um y 100 pm es
80 % o0 mas (preferentemente, 90 % o mas), el &ngulo de pulverizacién del dispositivo esté fijado en un intervalo de
30° a 70° (preferentemente, un intervalo de 40° a 60°) de manera que la composicion se pueda administrar en el sitio
deseado en la fosa nasal, y la densidad de pulverizacion es uniforme para formar una forma homogénea de grano
completo. Adicionalmente, los presentes inventores también han encontrado su proceso y la composicion para su
uso en un método de prevencion de la gripe. Basandose en los nuevos hallazgos, se ha llevado a cabo la presente
invencion.

La vacuna de la presente invencién puede comprender un vehiculo(s) farmacéuticamente aceptable(s) adicional(es),
ademas de un virion de la gripe completo inactivado y un material de base de gel para administracién por
pulverizacién a la mucosa nasal. El vehiculo usado en el presente documento puede ser un vehiculo que
generalmente se usa en la preparacion de una vacuna o una formulacion para administracién en la fosa nasal, que
incluye, por ejemplo, soluciéon salina, soluciéon salina tamponada, dextrosa, agua, glicerina, disolucion isoténica
acuosa de tampén, y una combinacion de los mismos. Y la vacuna de la presente invencion puede incluir
opcionalmente un conservante (por ejemplo, timerosal), un agente isoténico, un regulador del pH, un tensioactivo y
un agente de inactivacion (por ejemplo, formalina).

La vacuna de la presente invencion se usa para administracion por pulverizacion en la fosa nasal.
La vacuna de la presente invencién puede prevenir la gripe o aliviar su sintoma.

Para la administracion de la vacuna, se puede usar un recipiente de pulverizacién de mdltiples dosis o un dispositivo
pulverizable para ambas fosas nasales sin una funcién de bombeo, en general, un dispositivo pulverizable
desechable a ambas fosas nasales sin una funcién de bombeo.

La dosificacion de la vacuna se deben decidir considerando la edad, sexo y peso de un paciente u otros factores, y
en realidad la vacuna se puede administrar una vez o mas veces en una cantidad de generalmente 1 ug de HA - 150
pug de HA, preferentemente 5 pug de HA - 50 ug de HA como antigeno por tipo de cepa de virus de la vacuna.
Preferentemente, la vacuna se administra multiples veces. En este caso, el intervalo de la administracién es
preferentemente 1 a 4 semanas.

Ejemplo
En lo sucesivo, la invencion se ilustra basandose en ejemplos.

Segun los métodos mostrados a continuacion, se prepararon un material de base de gel y tres tipos de disoluciones
madre de virus, y se mezclaron el material de base de gel y cada disolucion madre de virus como se muestra a
continuacion para preparar las composiciones de vacuna de la gripe como ejemplos.

<Preparacion de material de base de gel>

Ejemplo de material de base de gel (1)

Ingredientes Cantidad Proceso de preparacion

Polimero de carboxivinilo 11,0 mg | Se mezcl6 cada ingrediente mostrado en la columna izquierda en la
relacién correspondiente a cada peso mostrado alli, y se agit6 hasta

L-arginina 24,0 mg | volverse homogénea. Entonces, a la mezcla se le aplicé una fuerza de
— cizallamiento externa por una rotacion de alta velocidad con un dispositivo
Glicerina concentrada 20,0 mg | emulsionante de tipo centrifuga de alta velocidad de tipo generador de
A o corriente de chorro intermitentemente. El material de base resultante cuya
gua purificada c.s. viscosidad se ajustdé adecuadamente con una fuerza de cizallamiento
externa se calenté a 90 °C durante 20 minutos dando un material de base
de gel para administracion por pulverizacion.
Aspecto: un material de base de gel claro e incoloro, casi inodoro.
Total 1,0 ml

pH: 7,15
Viscosidad: 4.000 mPa-s
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<Preparacion de disolucién madre de virus que comprende virion de la gripe completo inactivado>

Ejemplo de disolucion madre de virus (1)

Ingredientes Cantidad

Proceso de preparacion

Antigeno completo inactivado
de virus de la gripe 180 pg de HA
A/Victoria/210/2009 (H3N2)

Se sembrd la cepa para preparar la vacuna en la cavidad
alantoidea de huevos embrionados y se cultivd, y luego se
recogioé la suspension de virus. Para aclarar la suspension

Hidrogenofosfato de sodio

de virus, se centrifugd o se filir6, y se ultrafiltrd6 para
concentrarse. Entonces, para purificar el virus, se
ultracentrifug6 el filtrado por, por ejemplo, centrifugacion en
gradiente de densidad de sacarosa dando una disolucion de

virus purificada. Se inactivé la disolucién de virus purificada

con formalina dando una disolucién purificada de virus
inactivado. Y entonces, la disolucion se ultrafiltré dando una

hidratado 3,53 mg
Dihidrogenofosfato de sodio 0,54 mg
Cloruro sodico 8,50 mg
Agua purificada Total 1,0 ml

disolucién madre de virus.

Ejemplo de disolucion madre de virus (2)

Ingredientes Cantidad

Proceso de preparacion

Antigeno completo inactivado
de virus de la gripe 180 pg de HA
A/Indonesia/5/05 (H5N1)

Se sembrd la cepa para preparar la vacuna en la cavidad
alantoidea de huevos embrionados y se cultivd, y luego se
recogié la suspensién de virus. Para aclarar la suspension
de virus, se centrifugd o se filir6, y se ultrafiltrd6 para

Hidrogenofosfato de sodio

concentrarse. Entonces, para purificar el virus, se
ultracentrifug6 el filtrado por, por ejemplo, centrifugacion en
gradiente de densidad de sacarosa dando una disolucion de

virus purificada. Se inactivé la disolucién de virus purificada

con formalina dando una disolucién purificada de virus
inactivado. Y entonces, la disolucion se ultrafiltré dando una

hidratado 3,53 mg
Dihidrogenofosfato de sodio 0,54 mg
Cloruro sodico 8,50 mg
Agua purificada Total 1,0 ml

disolucién madre de virus.

Ejemplo de disolucion madre de virus (3)

Ingredientes

Cantidad Proceso de preparacion

Antigeno completo inactivado de virus de la
gripe A/California/7/2009 (H1N1) pdm09

Se sembro6 la cepa para preparar la vacuna en
la cavidad alantoidea de huevos embrionados
y se cultivd, y luego se recogid la suspension

60 pg de HA

Antigeno completo inactivado de virus de la
gripe A/Victoria/365/2011 (H3N2)

60 pg de HA de virus. Para aclarar la suspension de virus,
se centrifugd o se filtro, y se ultrafilir6 para
concentrarse. Entonces, para purificar el virus,

Antigeno completo inactivado de virus de la
gripe B/Wisconsin/01/2010

60 pg de HA se ultracentrifug6 el filtrado por, por ejemplo,
centrifugacién en gradiente de densidad de
sacarosa dando una disolucion de virus

Hidrogenofosfato de sodio hidratado

Dihidrogenofosfato de sodio

Cloruro sodico

Agua purificada

3,53 mg purificada. Se inactivé la disolucion de virus
0,54 mg purificada con (-propiolactona y formalina
’ dando una disolucion purificada de virus
8,50 mg inactivado. Y entonces, la disolucion se
ultrafiltré dando una disolucién madre de virus.

Total 1,0 ml

<Mezcla de material de base de gel y disolucion madre de virus>

Se mezclaron el Ejemplo de material de base de gel (1) y cada uno de los Ejemplos de disolucién madre de virus (1)
- (3) mencionados anteriormente en la relacion de 1:1 con agitaciéon dando cada composicion homogénea de vacuna
contra la gripe, Ejemplos 1, 2, y 3, respectivamente. Las composiciones de cada Ejemplo y sus propiedades
fisicas/rendimientos de pulverizacion se muestran a continuaciéon. Se puede completar suavemente la mezcla con
agitacion y en un corto tiempo sin forzar el antigeno de virus completo inactivado. También se muestran a

7




ES 2731899 T3

continuacion las cantidades de cada ingrediente en las composiciones de vacuna de la gripe resultantes, sus
propiedades fisicas y sus rendimientos de pulverizacion obtenidos pulverizando las composiciones con un dispositivo

adecuado.
Ejemplo 1
Ingredientes Cantidad Propiedad fisica/rendimiento de pulverizacion
Antigeno completo inactivado de virus de la gripe pH: 7,25
ANVictoria/210/2009 (H3N2) 90 hg de HA Viscosidad: 500 mp
iscosidad: mPa-s
Polimero de carboxivinilo 5,50 mg o L
Rendimiento de  pulverizacion en la
L-arginina 12,00 mg pulverizacién de 250 pl de la disolucion con un
dispositivo sin una funcion de bombeo:
Glicerina concentrada 10,00 mg
« Tamano medio de particulas de la
Hidrogenofosfato de sodio hidratado 1,765 mg formulacion pulverizada: 52,7 um
Dihidrogenofosfato de sodio 0,270 mg * Relaciéon del tamafio de particulas entre
10 umy 100 um: 91,5 %
Cloruro sédico 4,25 mg .
*» Angulo de pulverizacion del dispositivo: 53°
Agua purificada C.S.
» Densidad de pulverizacion: circulo uniforme
Total 1,0 ml de grano completo
Ejemplo 2
Ingredientes Cantidad Propiedad fisica/rendimiento de pulverizacion
Antigeno completo inactivado de virus de la gripe pH: 7,10
Allndonesia/5/05 (H5NA) 90 ug de HA Viscosidad: 430 mp
iscosidad: mPa:-s
Polimero de carboxivinilo 5,50 mg Presis stica: 293 mO
resion osmotica: mOsm
L-arginina 12,00 mg o L
Rendimiento de  pulverizacion en la
Glicerina concentrada 10,00 mg pulverizacion de 250 pl de la disolucion con un
dispositivo sin una funciéon de bombeo:
Hidrogenofosfato de sodio hidratado 1,765 mg - ~ dio d icul de |
« Tamafo medio de particulas de la
Dihidrogenofosfato de sodio 0,270 mg | formulacion pulverizada: 55,2 um
Cloruro sodico 4,25 mg * Relacién del tamafo de particulas entre 10
pmy 100 pum: 95,0 %
Agua purificada C.S. ,
+ Angulo de pulverizacién del dispositivo: 51°
Total 1,0 ml » Densidad de pulverizacion: circulo uniforme
de grano completo
Ejemplo 3
Ingredientes Cantidad Propiedad fisica/rendimiento de pulverizacion
Antigeno completo inactivado de virus de la gripe pH: 7,15
A/California/7/2009 (H1N1) pdm09 30 ug de HA Viecosidad: 520 mp
iscosidad: mPa-s
Antigeno completo inactivado de virus de la gripe 30 1g de HA » .
A/Victoria/365/2011 (H3N2) Hg Presién osmética: 295 mOsm
. ; ; ; ; Rendimiento de  pulverizacion en la
Antigeno completo inactivado de virus de la gripe | 5 ug de HA | pulverizacion de 250 pl de la disolucién con un

B/Wisconsin/01/2010
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Ingredientes Cantidad Propiedad fisica/rendimiento de pulverizacion
Polimero de carboxivinilo 5,50 mg dispositivo sin una funciéon de bombeo:
L-arginina 12,00 mg + Tamano medio de particulas de la
formulacion pulverizada: 57,4 pm
Glicerina concentrada 10,00 mg
* Relacién del tamafo de particulas entre 10
Hidrogenofosfato de sodio hidratado 1,765 mg pmy 100 pm: 95,0 %
Dihidrogenofosfato de sodio 0,270 mg « Angulo de pulverizacién del dispositivo: 52°
Cloruro sédico 4,25 mg * Densidad de pulverizacion: circulo uniforme
de grano completo
Agua purificada C.S.
Total 1,0 ml

Como una composicion de vacuna contra la gripe sin un material de base de gel, se prepararon los Ejemplos
comparativos 1 - 4 segun las composiciones mostradas en las siguientes tablas usando opcionalmente el antigeno

completo inactivado usado en los ejemplos anteriores.

Ejemplo comparativo 1

Ingredientes Cantidad
Antigeno completo inactivado de virus de la gripe A/Uruguay/716/2007 (H3N2) 90 pg de HA
Hidrogenofosfato de sodio hidratado 3,53 mg
Dihidrogenofosfato de sodio 0,54 mg
Cloruro sédico 8,50 mg
Agua purificada C.S.
Total 1,0 ml
Ejemplo comparativo 2

Ingredientes Cantidad
Antigeno completo inactivado de virus de la gripe A/Indonesia/5/05 (H5N1) 90 ug de HA
Hidrogenofosfato de sodio hidratado 3,53 mg
Dihidrogenofosfato de sodio 0,54 mg
Cloruro soédico 8,50 mg
Agua purificada C.S.
Total 1,0 ml
Ejemplo comparativo 3

Ingredientes Cantidad
Antigeno completo inactivado de virus de la gripe A/California/7/2009 (H1N1) pdm09 30 pg de HA
Antigeno completo inactivado de virus de la gripe A/Victoria/365/2011 (H3N2) 30 pg de HA
Antigeno completo inactivado de virus de la gripe B/Wisconsin/01/2010 30 pug de HA
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Ingredientes Cantidad
Hidrogenofosfato de sodio hidratado 3,53 mg
Dihidrogenofosfato de sodio 0,54 mg
Cloruro sodico 8,50 mg
Agua purificada C.S.
Total 1,0 ml
Ejemplo comparativo 4

Ingredientes Cantidad
Antigeno completo inactivado de virus de la gripe A/California/7/2009 (H1N1) pdm09 30 pg de HA
Antigeno completo inactivado de virus de la gripe A/Victoria/365/2011 (H3N2) 30 pg de HA
Antigeno completo inactivado de virus de la gripe B/Wisconsin/01/2010 30 pg de HA
Hidrogenofosfato de sodio hidratado 3,53 mg
Dihidrogenofosfato de sodio 0,54 mg
Cloruro soédico 8,50 mg
Agua purificada C.s.
Total 1,0 ml

Prueba para evaluar la respuesta inmunitaria (1)

Con cada composicion de vacuna contra la gripe preparada en el Ejemplo 1 y Ejemplo comparativo 1, se vacunaron
dos grupos compuestos de 4 voluntarios adultos en cada grupo por administracién por pulverizaciéon nasal con un
dispositivo desechable apropiado, en una cantidad de 0,25 ml para una fosa nasal (equivalente de 45 ug de HA para

ambas fosas nasales), dos veces en un intervalo de 3 semanas.

Se recogieron continuamente la sangre y los lavados de la fosa nasal, y se midi6 y se analiz6 su titulo de
anticuerpos neutralizantes para la cepa de vacuna. Los resultados se muestran en la Tabla 1 para el Ejemplo 1, y la

Tabla 2 para el Ejemplo comparativo 1.

Tabla 1

Titulo de anticuernos neutralizantes en suero Titulo de anticuerpos neutralizantes en lavados de
P fosa nasal

N¢ | Sexo
Inicial 3 semanas 6 semanas Inicial 3 semanas 6 semanas
(pre) después después (pre) después después

01 M 80 >1280 >1280 40 640 640

02 M 5 5 40 <20 <20 40

03 F 20 160 320 <20 40 40

04 F 640 21280 21280 40 40 160
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Tabla 2
. . . Titulo de anticuerpos neutralizantes en lavados de
Titulo de anticuerpos neutralizantes en suero
fosa nasal
Ne | Sexo
Inicial 3 semanas 6 semanas Inicial 3 semanas 6 semanas
(pre) después después (pre) después después
01 M 40 160 160 20 80 160
02 M <10 <10 10 20 20 80
03 M 20 20 20 40 80 320
04 M <10 <10 <10 20 20 80

Comparando los resultados de la vacuna del Ejemplo 1 (la disolucién madre de virus + el material de base de gel
para administracion por pulverizacion) y la vacuna del Ejemplo comparativo 1 (una composicion que comprende el
antigeno fraccionado inactivado de virus de la gripe sin el material de base de gel), no aumentd el titulo de
anticuerpos neutralizantes en suero de 3/4 sujetos vacunados con la vacuna del Ejemplo comparativo 1, mientras
que aumento el titulo de anticuerpos neutralizantes en suero de 4/4 sujetos vacunados con la vacuna del Ejemplo 1,
y aumentdé significativamente. El titulo de anticuerpos neutralizantes en lavados de fosa nasal aumenté
aproximadamente en todos los casos tanto en las vacunas del Ejemplo 1 como del Ejemplo comparativo 1, pero la
vacuna del Ejemplo 1 mostré6 mayor aumento.

Prueba para evaluar la respuesta inmunitaria (2)

Con cada composicion de vacuna contra la gripe preparada en el Ejemplo 2 y Ejemplo comparativo 2, se vacunaron
dos grupos compuestos de 25 voluntarios adultos para el Ejemplo 2 y 24 voluntarios adultos para el Ejemplo
comparativo 2 por administracion por pulverizacion nasal con un dispositivo desechable apropiado, en una cantidad
de 0,25 ml para una fosa nasal (equivalente de 45 ug de HA para ambas fosas nasales), dos veces en un intervalo
de 3 semanas, y una vez mas aproximadamente medio afio después, en total tres veces.

Se recogieron la sangre y los lavados de la fosa nasal 3 semanas después de la tercera vacunacion, y se midio y se
analiz6 su titulo de anticuerpos neutralizantes para la cepa de vacuna. Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3

Variacioén del titulo de anticuerpos neutralizantes para A/Indonesia/5/05 (H5N1)

Suero Lavados de fosa nasal
. Ejemplo . Ejemplo
Ejemplo 2 comparativo 2 Ejemplo 2 comparativo 2
pre post pre post pre post pre post
(Tg,‘j/:% medio geometrico™ | 5 10 | 164,5 | 5,0 (<10) | 84,8 | 10,0(<20) | 1056 | 10,0 (<20) | 46,2
Porcentaje de aumento de
GMT 32,9 17,0 10,5 4,6

Comparando los resultados de la vacuna del Ejemplo 2 (la disolucién madre de virus + el material de base de gel
para administracién por pulverizacién) y la vacuna del Ejemplo comparativo 2 (solo la disolucién madre de virus), se
mostré que la vacuna del Ejemplo 2 que comprendia el material de base de gel para administracion por pulverizacion
aumento la respuesta inmunitaria mas enormemente que la del Ejemplo comparativo 2.

Se conoce que un ser humano en un estado sin tratamiento que nunca ha estado en contacto con el antigeno del
virus de la gripe (tales como bebés y nifios) induce menos respuesta inmunitaria. Se cree que la respuesta
inmunitaria en dichos individuos susceptibles a la vacuna contra la gripe se puede estimar evaluando la respuesta
inmunitaria en adultos sanos a la vacuna de virus de la gripe aviar altamente patégeno (cepa H5N1) debido a que
casi todos los adultos sanos nunca han estado en contacto con el virus de la gripe aviar (es decir, en un estado sin
tratamiento previo).
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Como se muestra en los resultados anteriores, se ha encontrado que incluso para individuos susceptibles, el titulo
de anticuerpos neutralizantes en suero y lavados de fosa nasal se puede inducir en alto nivel por vacunacién nasal
de la vacuna del Ejemplo 2 (la disolucién madre de virus + el material de base de gel para administracion por
pulverizacién) tres veces.

Prueba analiticas de la respuesta inmunitaria (3)

Con cada composicion de vacuna contra la gripe preparada en el Ejemplo 3 y Ejemplo comparativo 3, se vacunaron
dos grupos compuestos de 26 voluntarios adultos para el Ejemplo 3 y 25 voluntarios adultos para el Ejemplo
comparativo 3 por administracion por pulverizacion nasal con un dispositivo desechable apropiado, en una cantidad
de 0,25 ml para una fosa nasal (en total, 15 ug de HA para ambas fosas nasales), dos veces en un intervalo de 3
semanas. Y con la composicion de vacuna contra la gripe preparada en el Ejemplo comparativo 4 (vacuna
actualmente usada), se vacuné un grupo compuesto de 38 voluntarios adultos por via subcutanea una vez en una
cantidad de 0,5 ml (15 pg de HA/cepa/0,5 ml).

Se recogieron la sangre y los lavados de la fosa nasal 3 semanas después de la vacunacién final (22 o 1), y se
midié y se analiz6 su titulo de anticuerpos neutralizantes para la cepa de vacuna. Los resultados se muestran en la
Tabla 4.

Tabla 4
Variacién del titulo de anticuerpos neutralizantes para A/Victoria/365/2011 (H3N2)
Titulo de anticuerpos neutralizantes en suero
Ejemplo 3 Ejemplo comparativo 3 Ejemplo comparativo 4
nasal nasal subcutanea

pre post pre post pre post
Titulo medio geométrico* (GMT) 55,1 182,8 62,3 146,0 121,7 297,5
Porcentaje de aumento de GMT 3,32 2,34 2,44

Comparando los resultados de la vacuna administrada por via nasal del Ejemplo 3 (la disolucion madre de virus + el
material de base de gel para administracion por pulverizacién), la vacuna administrada por via nasal del Ejemplo
comparativo 3 (solo la disolucion madre de virus) y la vacuna administrada por via subcutanea del Ejemplo
comparativo 4 (vacuna actualmente usada para administracion subcutanea), se mostré que la vacuna administrada
por via nasal del Ejemplo 3 que comprendia el material de base de gel para administracion por pulverizacion
aumenté la respuesta inmunitaria mas enormemente que la vacuna administrada por via nasal del Ejemplo
comparativo 3 o que la vacuna administrada por via subcutanea del Ejemplo comparativo 4.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacion a la mucosa nasal que
comprende

(i) un virion de la gripe completo inactivado, y (i) un material de base de gel que comprende polimero de
carboxivinilo que se trata afladiendo una fuerza de cizallamiento externa por una rotacién de alta velocidad para
anadir rendimiento de pulverizacién,

que no comprende un adyuvante.

2. La composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizaciéon a la mucosa nasal de la
reivindicacién 1

en donde la cantidad de (i) el virion de la gripe completo inactivado es 1 - 500 ug de HA/ml por tipo de cepa de virus
de la vacuna.

3. La composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizaciéon a la mucosa nasal de la
reivindicacién 1 o 2 que comprende 0,1 % en p/v a 1,0 % en p/v de polimero de carboxivinilo.

4. La composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacion a la mucosa nasal de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en donde el rendimiento de pulverizacion es para controlar (1) la distribucion
del tamafo de particulas de la composicion pulverizada, (2) la uniformidad de la densidad de pulverizacién y/o (3) el
angulo de pulverizacion.

5. La composicidon de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacion a la mucosa nasal de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que se prepara

tratando un material de base de gel que comprende 0,5 % en p/v a 2,0 % en p/v de polimero de carboxivinilo
afnadiendo una fuerza de cizallamiento externa por una rotacién de alta velocidad para controlar (1) la distribucion del
tamafo de particulas de la composicion pulverizada, (2) la uniformidad de la densidad de pulverizacion y/o (3) el
angulo de pulverizacién, como rendimiento de pulverizacién, para dar un material de base de gel para administracion
por pulverizacion, y luego

mezclando homogéneamente el material de base de gel resultante con una disolucion madre de virus que
comprende un virién de la gripe completo inactivado en un corto tiempo sin esfuerzo.

6. La composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacion a la mucosa nasal de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que se prepara con un material de base de gel para administracion por
pulverizacién que comprende polimero de carboxivinilo que se trata afiadiendo una fuerza de cizallamiento externa
por una rotacién de alta velocidad para afiadir rendimiento de pulverizaciéon que es para controlar que

(1) en cuanto a la distribucién del tamafo de particulas de la composicién pulverizada, el tamafo de particulas medio
esté en un intervalo de 30 um a 80 um, y la distribucién de particulas entre 10 um y 100 pm sea 80 % o mas,

(2) la densidad de pulverizacion sea uniforme para formar una forma homogénea de grano completo, y
(3) el angulo de pulverizacion se ajuste en un intervalo de 30° a 70°.

7. La composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacion a la mucosa nasal de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 que se prepara con un material de base de gel para administracion por
pulverizacién que comprende polimero de carboxivinilo que se trata afiadiendo una fuerza de cizallamiento externa
por una rotacién de alta velocidad para afiadir rendimiento de pulverizaciéon que es para controlar que

(1) en cuanto a la distribucién del tamafo de particulas de la composicién pulverizada, el tamafo de particulas medio
esté en un intervalo de 40 um a 70 um, y la distribucién de particulas entre 10 um y 100 pm sea 90 % o mas,

(2) la densidad de pulverizacion sea uniforme para formar una forma homogénea de grano completo, y
(3) el angulo de pulverizacion se ajuste en un intervalo de 40° a 60°.

8. La composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacion a la mucosa nasal de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 que comprende un material de base de gel para administracion por
pulverizacién que comprende polimero de carboxivinilo que se trata afiadiendo una fuerza de cizallamiento externa
por una rotacién de alta velocidad para controlar (1) la distribucion del tamafio de particulas de la composicién
pulverizada, (2) la uniformidad de la densidad de pulverizacion y (3) el angulo de pulverizacién, para permitir que un
dispositivo pulverizable sin una funcion de bombeo haga una administracion por pulverizacién.

9. La composicion de vacuna contra la gripe para administracién por pulverizacién a la mucosa nasal segin una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para su uso en un método de prevencion de la gripe.
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10. La composicién de vacuna contra la gripe para administracién por pulverizaciéon a la mucosa nasal segun la
reivindicacién 9 para el uso segun la reivindicacion 9,

en donde el método para prevenir la gripe comprende administrar la composiciéon de vacuna contra la gripe a un
sujeto en necesidad usando un dispositivo que puede pulverizar una formulacién viscosa del orificio nasal a la
mucosa intranasal.

11. Un método de preparacion de una composicion de vacuna contra la gripe para administracion por pulverizacién a
la mucosa nasal, que comprende:

tratar un material de base de gel que comprende 0,5 % en p/v a 2,0 % en p/v de polimero de carboxivinilo afiadiendo
una fuerza de cizallamiento externa por una rotacion de alta velocidad para afadir rendimiento de pulverizacion, para
dar un material de base de gel para administracién por pulverizacién, y luego

mezclar homogéneamente el material de base de gel resultante con una disolucién madre de virus que comprende
un virién de la gripe completo inactivado en un corto tiempo sin esfuerzo;

en donde no se usa adyuvante.
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