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DESCRIPCION

Métodos mejorados para la inactivacion del enterovirus, adsorcion de adjuvante y composiciones de vacuna de dosis
reducida obtenidas de los mismos

Antecedentes de la Invencién

La prevalencia del virus de la poliomielitis se ha reducido en gran medida con el uso de la vacuna oral contra la
poliomielitis (OPV, por su version en inglés), basada en cepas de polio Sabin atenuadas en vivo. Sin embargo, la
OPV tiene limitaciones para la era posterior a la erradicacion. Por lo tanto, el desarrollo de una vacuna Sabin IPV
(IPV, por su version en inglés) juega un papel importante en la estrategia de erradicacién de la poliomielitis de la
OMS. El uso de cepas Sabin atenuadas en lugar de cepas de polio Salk de tipo salvaje proporcionara seguridad
adicional durante la produccion de la vacuna. Ademas, para evitar la aparicion de poliovirus derivados de vacuna
circulante (cVDPV, por sus siglas en inglés) el uso de la OPV deberia descontinuarse siguiendo la erradicacién de la
poliomielitis y reemplazarse por la IPV. Estos cVDPV son transmisibles y pueden convertirse en neurovirulentos
(similares a los poliovirus salvajes), lo que resulta en una poliomielitis paralitica asociada a la vacuna. Tales cepas
pueden potencialmente volver a sembrar el mundo con poliovirus y anular los logros de la erradicacion.

La IPV se administra mediante inyeccién intramuscular (IM) o subcutanea profunda (SC). Actualmente, la IPV esta
disponible como una formulacién independiente no adyuvante, o en varias combinaciones, incluyendo DT-IPV (con
toxoides de difteria y tétanos) y vacunas hexavalentes DTPHepB-Hib-IPV (adicionalmente con tos ferina, hepatitis B
y Haemophilus influenzae b.) La dosis estandar actualmente aceptable de vacunas contra la poliomielitis contiene
antigenos D como 40 unidades de poliovirus inactivado tipo 1 (Mahoney), 8 unidades de poliovirus inactivado tipo 2
(MEF-I) y 32 unidades de poliovirus inactivado tipo 3 (Saukett) (p. Ej. Infanrix-IPV ™). Las preparaciones existentes
de IPV auténomo no contienen adyuvante.

La mayoria de los expertos estan de acuerdo en que el uso mundial de la IPV es preferible debido a su historial de
proteccion y seguridad comprobadas. Sin embargo, en comparacion con la OPV, el precio de costo para IPV es
significativamente mayor. Esto se debe principalmente a los requisitos para: (i) mas virus por dosis; (ii)
procesamiento posterior adicional (es decir, concentracion, purificacion e inactivacién), y las pruebas de control de
calidad relacionadas (iii) pérdida de antigeno o mala recuperacién posterior, y iv) contencion. Hasta ahora, el desafio
financiero ha sido un gran inconveniente para la innovacion e implementacion de IPV en paises de bajos y medianos
ingresos. Los costos de produccion de sIPV se estiman actualmente equivalentes a los de IPV, que es
aproximadamente 20 veces mas costoso que OPV. La futura demanda mundial de IPV luego de la erradicacion de
los poliovirus podria aumentar del nivel actual de 80 millones de dosis a 450 millones de dosis por afio. En
consecuencia, es probable que se requieran enfoques para "estirar" los suministros de IPV.

Las formulaciones de vacunas eficaces de dosis reducidas que proporcionan proteccién contra la infeccion utilizando
una dosis mas baja de antigeno IPV son deseables en situaciones en las que el suministro de una vacuna
convencional es insuficiente para satisfacer las necesidades globales o donde el costo de fabricacion de la vacuna
convencional impide que la vacuna se venda a un precio accesible para los paises en desarrollo. También la
exposicion a dosis mas bajas de IPV; en comparacion con las formulaciones comercializadas existentes, podria ser
mas seguro. Por lo tanto, se deben evaluar varias estrategias para hacer que la IPV esté disponible a precios mas
accesibles.

En el caso de las vacunas contra la influenza pandémica, el uso de adyuvantes ha permitido reducir la dosis,
aumentar la disponibilidad y reducir el costo de la vacuna. Por lo tanto, se ha especulado que una formulacién de
vacuna adyuvante de sIPV reduciria el costo y también aumentaria el nUmero de dosis de sIPV disponibles en todo
el mundo.

Grupos de investigacion globalmente diferentes han estado evaluando el ahorro de dosis para las vacunas (vacunas
contra la influenza en particular) mediante el empleo de varios adyuvantes, a saber, Alumbre, Emulsién, Agonistas
de TLR (MPL, CpG, poli-IC, imiquimod), dmLT, 1,25-dihidroxivitamina D3, CAFO01, poli [di (carboxilatofenoxi) -
fosfenceno] (PCPP) y particulas de replicon de encefalitis equina Venezolana (VEE). La mayoria de los tipos de
adyuvantes en estudio han encontrado los siguientes obstaculos i) Seguridad desconocida o clasificada como toxica
por las agencias reguladoras ii) tienen limitaciones con respecto a la via de administracion iii) falta de
reproducibilidad de fabricacion iv) estabilidad del adyuvante.

Se ha informado previamente que los adyuvantes de emulsion (MF-59, AS03, AF3) proporcionan un fuerte efecto de
reduccion de dosis (> 30 veces) para las vacunas contra la influenza y la hepatitis B. Estos adyuvantes funcionan
formando un depdsito en el sitio de inyeccién, permitiendo la liberacion controlada de material antigénico y la
estimulacion de células plasmaticas productoras de anticuerpos. Sin embargo, estos adyuvantes han sido
considerados demasiado téxicos para el uso generalizado de la vacuna profilactica humana y generalmente se
reservan para aquellas afecciones graves y / o terminales, como el cancer, donde existe una mayor tolerancia a los
efectos secundarios.
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Ademas, las sales de aluminio se han considerado seguras, ya que se estan utilizando en vacunas combinadas que
contienen sIPV, tienen los obstaculos de desarrollo mas bajos y su fabricacion es econdémica. Sin embargo, los
adyuvantes de aluminio no son conocidos por permitir una reduccion significativa de la dosis.

Uno de los pasos mas criticos en la produccién de vacunas contra patdégenos, en particular las vacunas virales, es la
inactivacion viral. En el caso de la inactivacion del virus, la formalina es el agente inactivado mas utilizado en la
fabricacion de vacunas. El formaldehido inactiva un virus al entrecruzar irreversiblemente grupos de aminas
primarias en proteinas de superficie con otros atomos de nitrégeno cercanos en proteinas o ADN a través de un
enlace -CH2. Un problema potencial con el uso de formalina para la inactivacion viral es que esto implica una serie
de reacciones quimicas que producen productos reactivos que pueden inducir la reticulacién de proteinas virales y el
agregado de particulas virales. Esto podria obstaculizar la eficacia de inactivacion de la formalina y también podria
provocar la destruccion parcial de la inmunogenicidad del antigeno en la vacuna. En consecuencia, se ha informado
anteriormente que la inactivacion de poliovirus con formalina podria afectar tanto la inmunogenicidad viral como la
antigenicidad. Consulte Morag Ferguson y otros, Journal of General Virology (1993), 74, 685-690. Lo mas
importante, los métodos de inactivacion de formaldehido previamente descritos se llevaron a cabo particularmente
en presencia de solucién reguladora fosfato en el que se observaron pérdidas significativas de antigeno D junto con
la modificacion del epitopo para Sabin de Tipo | / 11 / lll (recuperacion de antigeno D después de la inactivacion: 22%
para Sabin de Tipo |, 15% para Sabin de tipo I, y 25% para Sabin tipo IllI), por lo que no se conserva la
conformacioén epitdpica. Por lo tanto, es posible que los anticuerpos producidos por los receptores de poliovirus
inactivados con formalina (en presencia de solucién reguladora fosfato) no contribuyan a la respuesta inmunitaria
protectora.

Al combinar la formalina y la inactivacion UV, los cientificos intentaron superar las limitaciones de la inactivacion UV
aislada o la inactivacion de formalina, respectivamente, al inactivar el poliovirus particularmente resistente. Véase,
por ejemplo, McLean, y otros, "Experiences in the Production of Poliovirus Vaccines", Prog. Medicina. Virol., vol 1, p.
122-164 (1958. ) Taylor y otros ( J. Immunol. (1957) 79: 265-75) describen la inactivacién del virus de la poliomielitis
con una combinacién de formalina y radiacion ultravioleta. Molner y otros (A.m. J. Pub. Health (1958) 48: 590-8)
describen la formacién de un nivel medible de anticuerpos circulantes en la sangre de sujetos vacunados con la
vacuna de poliomielitis inactivada con formalina y radiacion ultravioleta. Truffelli y otros (Appl. Microbiol (1967) 15:
516-27) informan sobre la inactivacion de Adenovirus y Tumorigenicidad de Virus de Simio 40 en hamsteres
mediante un proceso de inactivacion de tres etapas que consiste en formalina, luz UV y B-propiolactona (BPL).
Miyamae (Microbiol. Immunol. (1986) 30: 213-23) describe la preparacion de inmundgenos del virus Sendai
mediante un tratamiento con rayos UV y formalina. Sin embargo, anteriormente se ha informado que las alternativas
prometedoras para el formaldehido como la B-propiolactona (BPL) producen una reaccion del complejo inmune
cuando se combina con otros componentes de la vacuna contra la rabia. Ademas, se ha demostrado que produce
carcinomas de células escamosas, linfomas y hepatomas en ratones.

Thomassen y otros Biotec. a. Bioeng 5 (110): 1354 - 1365 describen un proceso de produccion de la vacuna de la
poliomielitis inactivada.

Por lo tanto, es particularmente deseable emplear condiciones favorables de inactivacion de formaldehido que
mantengan la integridad estructural de las estructuras antigénicas de las cepas Sabin, asi como utilizar adyuvantes
seguros y rentables que pueden dar como resultado composiciones de vacunas sIPV (Sabin IPV) con dosis
significativamente reducida (es decir, 8 a 10 veces) reduciendo asi el costo de fabricacién, aumentando los
suministros de vacunas y haciendo que las vacunas sean accesibles para los paises en desarrollo.

Los inventores de la presente invencién han encontrado sorprendentemente que las pérdidas de antigeno D
después de la inactivacion post formaldehido podrian deberse a la presencia de solucion reguladora fosfato que
inesperadamente provoca una agregacion indeseable del virus de la polio. La presente invencién proporciona un
proceso mejorado de inactivacion de formaldehido en presencia de solucién reguladora TRIS, asegurando asi
modificaciones minimas epitopicas y, posteriormente, minimizando las pérdidas de antigeno D. Posteriormente se
pueden obtener composiciones de vacunas Sabin IPV con dosis significativamente reducida con al menos 8 veces la
reduccion de dosis para Sabin de Tipo | y 3 veces la reduccién de dosis para Sabin de Tipo Ill.

Descripcion de las Figuras

Fig. 1: Gel de fosfato de aluminio preparado en NaCl al 0,9% (pH vs. potencial Zeta a diferentes concentraciones
de gel de fosfato de aluminio)

Fig. 2: Gel de fosfato de aluminio preparado en WFI (pH vs. potencial de Zeta a diferentes concentraciones de
gel de fosfato de aluminio)

Fig. 3: Gel de hidroxido de aluminio preparado en NaCl al 0,9% (pH vs. potencial Zeta a diferentes
concentraciones de gel de hidroxido de aluminio)

Fig. 4: Gel de hidréxido de aluminio preparado en WFI (pH vs. potencial Zeta a diferentes concentraciones de gel
de hidréxido de aluminio)

Descripcion detallada
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Un aspecto de la invencién se refiere a un método para producir una composiciéon de particulas de poliovirus
inactivadas que comprende las etapas de: a) producir un medio que contiene las particulas de poliovirus; b) purificar
las particulas desde el medio; c) recoger particulas en solucién reguladora TRIS que tiene un pH de 6,8 a 7,2 y una
concentracién en el rango de 30mM-70mM, preferentemente 40mM; d) establizar las particulas al agregar un medio
M-199 que contiene glicerina en una concentracion final de 1x M-199 con 0,05% de glicerina; e) inactivar las
particulas por incubaciéon con 0,025% de formaldehido a 37°C de 5 a 13 dias; f) adsorber las particulas en
adyuvante de sal de aluminio, por lo que el porcentaje de adsorcion en alumbre es de al menos 95%, y en donde la
sal de aluminio es hidréxido de aluminio a una concentracion entre dosis de 1,5 mg/ 0,5 mL y dosis de 2,5 mg /0,5
mL a un pH de aproximadamente 6,5.

Un aspecto importante es que dicho proceso mejorado de inactivacion y adsorcidon de formalina en sal de alumbre
comprende las siguientes etapas:

a) Agregar el volumen purificado de Sabin IPV a la solucion reguladora TRIS (30 a 50 mM) que tiene un pH de
entre 6,8 a 7,2,

b) Agregar un medio M-199 que contiene glicina (5 gm /1) a la mezcla de (a),

c) Agregar formaldehido al 0,025% durante la mezcla,

d) Incubar la mezcla obtenida en la Etapa (c) a 37 ° C de 5 a 13 dias en un agitador magnético,

e) Someter la mezcla post-incubacion a filtracion intermedia de 0,22 p el dia 7 y a filtracién final el dia 13,

f) Almacenar el volumen obtenido después del paso (e) a 2-8 ° C,

g) Realizacion de ELISA D-Ag para la determinacién de la unidad de antigeno D,

h) Tomar el volumen deseado de Al (OH)s autoclavado para obtener la concentracion final de Alumbre (AI*)
entre 0,8 a 1,2 mg / dosis en un recipiente de 50 ml,

i) Agregar el volumen sIPV con unidad D-Ag ajustada y completar el volumen con diluyente (10x M-199 + 0,5%
de glicina),

j) Ajustar el pH de la formulacién final y obtener la formulacién final con un pH entre 6 y 6,5,

k) Someter el volumen de la formulacién a una agitacion magnética durante la noche a 2-8 ° C y en donde la
inactivacion de formalina de la etapa (a) no ocurre en presencia de solucion reguladora fosfato.

Una realizacion preferida es que dicha inactivacién de formaldehido puede ocurrir en presencia de solucion
reguladora TRIS o TBS (solucién salina tamponada con TRIS) que tiene una concentracion seleccionada de 30mM,
40mM y 50mM, preferiblemente 40mM y a un pH seleccionado de 6.8,6.9,7,7.1 y 7.2, preferiblemente entre 6.8 y 7.2
en donde dicha inactivacién no utiliza ninguna solucién reguladora fosfato.

Una segunda realizacion de la presente invencion es que la adsorciéon de sIPV inactivada con formalina se puede
hacer en hidréxido de aluminio que tiene una concentracion seleccionada de 1,5 mg/dosis, 1,8 mg/dosis, 2,2
mg/dosis, preferiblemente de 2 mg/dosis a 2,4 mg/dosis y a un pH seleccionado de 6,2, 6,3, 6,4 y 6,5,
preferiblemente 6,5.

Una tercera realizacion de la presente invencidén es que dicho proceso mejorado de inactivacion de formalina y
adsorcion de hidréxido de aluminio puede dar como resultado la recuperacion de antigeno D después de la
inactivacion entre 50% y 80% y el porcentaje de adsorcion en hidréxido de aluminio puede estar entre 95 y 99%.

Un aspecto es que la presente invencion proporciona un proceso mejorado de inactivacion de formalina y adsorcion
de hidroxido de aluminio que da como resultado una reduccion de la dosis de al menos 8 veces para Sabin de Tipo |,
al menos 3 veces para Sabin de Tipo Ill en comparacion con la dosis estandar de 40 DU-8DU-32DU. El segundo
aspecto es la provision de métodos mejorados de inactivacion de formaldehido y adsorcion de hidroxido de aluminio
que dan como resultado composiciones de vacuna que comprenden i) poliovirus inactivado de tipo 1 en una dosis de
al menos 5 unidades de antigeno D, ii) poliovirus inactivado de tipo 2 en una dosis de al menos 8 unidades de
antigeno D vy iii) poliovirus inactivado de tipo 3 en una dosis de al menos 10 unidades de antigeno D.

Una cuarta realizacion de la presente invencion es que dicho adyuvante de sal de aluminio es un hidréxido de
aluminio que tiene una concentracién de entre una dosis de 1,5 mg / 0,5 ml y una dosis de 2,5 mg / 0,5 ml,
preferiblemente de entre una dosis de 2,100 mg / 0,5 ml y una dosis de 2,4 mg /0,5 ml a un pH de aproximadamente
6.5.

Un aspecto de la cuarta realizacion es que el contenido total de aluminio en la vacuna trivalente (Tipo 1, 2 y 3) puede
estar entre 800-1000 g, preferiblemente 800 ug Al** por dosis de 0,5 ml, caracterizado porque al menos 400 ug Al®*
para el Tipo 1, al menos 200 ug Al®* para el Tipo 2, al menos 200 ug Al®* para el Tipo 3.

Otro aspecto es que dicha composicion de vacuna contra el virus de la poliomielitis de dosis reducida puede consistir
en Tipo 1y Tipo 3 y carece de Tipo 2 en donde el volumen de dosis puede estar entre 0,1y 0,4 ml.

Las composiciones de vacuna de dosis reducida preparadas por métodos instantaneos pueden ser i) "sIPV
autébnomo" en donde los antigenos pueden comprender sIPV de tipo 1 o sIPV de tipo 2 o sIPV de tipo 3, o sIPV de
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tipos 1y 2, o sIPV de tipos 1y 3, o sIPV de tipos 2 y 3, o sIPV de tipos 1, 2 y 3 0 ii) "Vacunas combinadas que
contienen sIPV" en las que dichos antigenos no combinados de IPV de vacunas combinadas pueden seleccionarse
de, pero no se limitan a, toxoide diftérico, toxoide tetanico, antigeno (s) de tos ferina de células enteras, antigeno (s)
de tos ferina acelular, antigeno de superficie de hepatitis B, antigeno (s) de Haemophilus influenzae b, antigeno (s)
de Neisseria meningitidis A, antigeno (s) de Neisseria meningitidis C, antigeno (s) de Neisseria meningitidis W-135,
Antigeno (s) Neisseria meningitidis Y, antigeno (s) Neisseria meningitidis X, ampolla de Neisseria meningitidis B o
antigeno (s) purificado, antigeno (s) de hepatitis A, antigeno (s) de Salmonella typhi, antigeno (s) de Streptococcus
pneumoniae.

El o los antigenos no IPV pueden adsorberse en una sal de aluminio como el hidroxido de aluminio, una sal de
aluminio como el fosfato de aluminio o en una mezcla de hidroxido de aluminio y fosfato de aluminio, o pueden no
adsorberse.

El poliovirus puede crecer en cultivo celular. El cultivo celular puede ser una linea celular VERO o PMKC, que es una
linea celular continua derivada del rifion de mono. Las células VERO pueden ser convenientemente micro
portadores cultivados. Después del crecimiento, los viriones pueden purificarse utilizando técnicas tales como
ultrafiltracion, diafiltracion y cromatografia. Antes de la administracion a los pacientes, los virus deben inactivarse, y
esto se puede lograr mediante el tratamiento con formaldehido.

Las composiciones pueden presentarse en viales, o pueden presentarse en jeringas precargadas. Las jeringas
pueden suministrarse con o sin agujas. Una jeringa incluird una dosis Unica de la composicion, mientras que un vial
puede incluir una dosis Unica o dosis multiples (por ejemplo, 2 dosis). En una realizacion, la dosis es para humanos.
En una realizacién adicional, la dosis es para un adulto, adolescente, nifio pequefio, bebé o humano de menos de un
afo y puede administrarse por inyeccion.

Las vacunas producidas segun los métodos de la invencidn pueden envasarse en forma de dosis unitaria o en forma
de dosis multiple (por ejemplo, 2 dosis).

Dicha composiciéon de dosis multiples se puede seleccionar de un grupo que consiste en 2 dosis, 5 dosis y 10 dosis.
Para formas de dosis multiples, se prefieren los viales a las jeringas precargadas. Los volumenes de dosificacion
efectivos pueden establecerse de manera rutinaria, pero una dosis humana tipica de la composicién para inyeccion
tiene un volumen de 0,5 ml.

Ejemplos:
Ejemplo 1
Purificacién de Sabin IPV (sIPV)

1)  Filtracion de flujo tangencial (TFF):

El grupo de recoleccion se concentré a 10X utilizando un sistema de filtracién de flujo tangencial con casetes de
100 Kda (0.5m?) y luego se diafiltré 3 veces el volumen de cosecha con solucién reguladora fosfato (40 mM, pH:
7.0)

2) Cromatografia en columna:

La purificacion se realizé por cromatografia de intercambio idnico (IEC). 10X TFF de concentrado se pasé a
través de DEAE Sefarosa de flujo rapido (intercambiador de aniones débiles) compactado en la columna xk-26
utilizando explorador Akta (GE Healthcare). Se encontré que las impurezas de carga negativa se unieron a la
columna, mientras que el virus de la polio se recogioé en flujo con una solucién reguladora fosfato de 40 mM.

3) Intercambio de solucién reguladora TRIS:

Para minimizar la pérdida de antigeno en un procedimiento de inactivacion bastante engorroso (13 dias), el
conjunto de virus purificado se intercambié con solucion reguladora a partir de solucién reguladora fosfato a
solucion reguladora TRIS (40 mM, pH: 7) con sistema TFF [100 KDa, 0,1 m2). El grupo de virus purificado se
intercambié con tres volimenes de solucion reguladora tris.

Ejemplo 2

A) Inactivacién de sIPV

Se agreg6 10X M-199 concentrado con glicina al 0,5% para lograr una concentracion final de 1X. Se afiadié agente
de inactivacion formalina (0,025%) al volumen del virus purificado mientras se mezclé constantemente. La
inactivacion se llevé a cabo a 37 ° C mientras se agité de forma continua durante 13 dias, con una filtraciéon de 0,22u

el dia 7y el dia 13.

B) Inactivacion de sIPV en solucion reguladora TRIS y solucién reguladora fosfato
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Se utilizé formaldehido al 0,025% para la inactivacion durante 13 dias a 37° C.

Tabla 1: Contenido de antigeno D, inactivacion de Formalina en presencia de solucién reguladora TRIS y solucion
reguladora fosfato.

Contenido de Antigeno D (40mM tampoén | Contenido de antigeno D (40mM de
de fosfato durante inactivacion) solucion reguladora Tris durante
inactivacion)
Tipo 1 52,70 DU/ml 408,19 DU/mI
Tipo 2 22,63 180,20
Tipo 3 4,21 21,50

Cuando los métodos de inactivacion de formaldehido se llevaron a cabo particularmente en presencia de solucion
reguladora fosfato, se observaron pérdidas significativas de antigeno D para Sabin de Tipo I. Mientras, se descubrid
que la inactivacién de formaldehido en presencia de solucién reguladora TRIS resulté en una pérdida minima de
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Tabla 2: Diferentes concentraciones de solucién reguladora TRIS utilizadas durante la inactivacion.

30mM 40mM 50mM
Tipo 1 500 DU/ml 576,80 DU/ml 585 DU/mlI
Tipo 2 140 DU/ml 165,16 DU/m 155 DU/ml
Tipo 3 16 DU/ml 21,17 DU/ml 19 DU/ml

Se descubrié que la solucion reguladora TRIS a una concentracion de 40mM es mas eficiente en términos de

preservacion del contenido de antigeno D para sIPV 1,2y 3.

C) Determinacion de antigeno D por ELISA.

Dia 1: Recubrimiento de placa:

1.  Se pipete6 100 ul de antipoliomielitis bovina especifica en PBS por pocillo.

2. Se sell6 y se incubd la placa de microtitulacion durante la noche a temperatura ambiente.

Dia 2: Bloqueo:

1. Selavaron las placas (tampdn de lavado / dilucion -0,05% entre 20 en 1x PBS) 3 veces.

2.  Se pipeteo el tampdn de bloque 300 ul (BSA al 1% en PBS) por pocillo.

3. Seselldy se incubd la placa durante 45 minutos a 37 £ 1 ° C.

Adicién de la muestra:

1. Selavo la placa tres veces.

2. Se afadieron 100ul de diluyente de muestra en todos los pocillos, excepto en el pocillo de la fila A.

3. Se anadieron 100 pl estandar a los dos primeros pocillos de las columnas 2 y 3.

4.  Se afiadié una muestra 100ul a los dos primeros pocillos de la columna 4-12.

5. Muestra de predilucién a una concentracion adecuada.

6.  Se agregaron diluyentes de muestra 100ul a los dos primeros pocillos de la columna 1.

7. Se hicieron diluciones en serie dobles en la columna transfiriendo 100 ul de cada pocillo a un pocillo
adyacente de la misma columna y desechando 100 ul del ultimo pocillo.

8. Incubacién a 37 ° C durante 2 h.

9.  Se mantuvieron las placas durante la noche a4 ° C.

Dia 3: Adicion de anticuerpos monoclonales:

1.  Selavo la placa tres veces.
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2. Se agregaron anticuerpos monoclonales especificos de tipo diluido 100ul (1: 240).
3.  Se sellaron y se incubaron las placas durante 2 horas a 37 ° C.

Conjugado:
1. Se lavaron las placas tres veces.
2. Se afadieron 100 pl de conjugado diluido (Tipo 1: 1:2400, Tipo 2: 1:1500, Tipo 3 - 1:4800).
3. Se selld y se incubd la placa durante 1 hora a 37 ° C.

Adicién de sustrato:

Se afiadié 100ul de sustrato de TMB a todos los pocillos.

Mezcla incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos.

Se detuvo la reaccion mediante la adicion de 100 ul 2 M H2SOA4.

La placa se ley6 a 450/630 nm.

La concentracion de antigeno D se calcul6 utilizando el software KC4.

oo

Ejemplo 3
Adsorcién de sIPV:
1. Se utiliz6 para la preparacion de formulaciones, stock de 1% autoclavado de Al (OH)s y AIPOa.

2.  Se tom¢ el volumen deseado de Al (OH)s / AIPO4 para obtener la concentracion requerida de alumbre en
una botella de vidrio de 100 ml.

3. Se agrego el virus de la poliomielitis inactivado en grupo con la unidad D-Ag conocida y se completo el
volumen con diluyente.

4.  El pH de la formulacién final se ajusté a 6,5 con 1 N HCI / NaOH.

5.  Se mantuvo la formulacion a granel en un agitador magnético durante la noche a 2-8 ° C.
Ejemplo 4
Estudios de pre formulacion

Se prepararon diferentes concentraciones de Al (OH)s y AIPO4 en solucién salina al 0,9% y en WFI para verificar el
tamano y el potencial zeta con respecto al cambio en el pH.

Se observo que el potencial zeta de AIPO4 disminuye (negatividad) con un aumento del pH de 5 a 7,5 en presencia
de WFI, asi como en solucion salina (Consulte las Figuras 1y 2).

Mientras que el potencial zeta de Al (OH)s en solucién salina permanece constante, independiente del pH y la
concentracién de sal de Al (OH)s (Consulte las Figuras 3 y 4).

Ejemplo 5
Estudios de adsorcién de sIPV sobre fosfato de aluminio e hidréxido de aluminio

Tabla 3: Adsorcion de Sabin de tipo 1, 2 y 3 (titulo 10%9/ dosis) sobre alumbre (fosfato de alumbre e hidroxido de

alumbre).

Titulo (por | Particulas de % adsorbido en
Muestra dosis) Virus (en K) % libre en SUP | gel
Control 5,45 284 ND
Al

4,15 14 4,98 95,02
125ug/dosis

Tipo 1, AIOH, | AF"

3,85 7 2,49 97,51
250ug/dosis
AR

3,8 6,3 2,24 97,78
500ug/dosis
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(continuacién)

Titulo (por | Particulas de % adsorbido en
Muestra dosis) Virus (en K) % libre en SUP | gel
Control 5,84 691 ND
Al
3,49 3 0,43 99,57
125ug/dosis
Tipo 1, AIPO, | AP*
4 3,09 1,2 0,17 99,83
250ug/dosis
Al
2,94 0,87 0,12 99,87
500ug/dosis
Control 5.,49 309 ND
AR
3,59 3,89 1,25 98,75
125ug/dosis
Tipo 2, AIOH, A 3,49 3,09 1 99
250ug/dosis
AR
3,49 3,09 1 99
500ug/dosis
Control 5,49 309 ND
AR
3,15 1,41 0,45 99,5
125ug/dosis
Tipo 2, AIPO, | A"
3.09 1.23 0.39 99.6
250ug/dosis
AR
3,09 1,23 0,39 99,6
500ug/dosis
Control 5.59 389 ND
A3
4,14 13,8 3,54 96,47
125ug/dosis
Tipo 3, AIOH, | AF"
3,94 8,7 2,23 97,77
250ug/dosis
A3
3,54 3.4 0,87 99,13
500ug/dosis
Control 5,59 389 ND
A3
5,34 218 56,04 43,96
125ug/dosis
Tipo 3, AIPO, | A"
5,24 173 44,47 55,53
250ug/dosis
AR*
5,16 144 37,01 62,9
500ug/dosis

Se descubrié que el virus de la polio Sabin tipo 3 muestra solo un 50-60% de adsorcién con fosfato de aluminio
(AIPOs4). Mientras, el virus de la polio Sabin tipo 3 muestra al menos 90% de adsorcion con Al (OH)s. Por lo tanto, se
descubrié que el hidroxido de aluminio es mas eficiente en comparacion con el fosfato de aluminio con respecto a la
adsorcion de Sabin tipo 1,2y 3.

Ejemplo 6

Estudios de inmunogenicidad de sIPV adsorbido en alumbre
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Para verificar la respuesta inmune de sIPV con adyuvante en rata (Test de Neutralizacién en Suero), se realiz6 la
prueba SNT. Se separé el suero y se usé para evaluar la presencia de anticuerpos neutralizantes para el virus de la
polio del tipo especifico. Sueros de control utilizados para validar la prueba. La retro valoracién del virus también se
realiz6 para obtener el niumero de particulas de virus de desafio afiadidas.

Modelo animal: Rata Wistar (8 semanas, aprox. 200 gm) 50% machos y 50 % hembras por grupo.
Ruta de inoculacién: Intramuscular.

Volumen: 0,5 ml

Extraccion de sangre: el dia 21.

Sitio de sangrado: Plexo retro orbitario.
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Sorprendentemente, se descubrié que IPV Sabin Tipo 1 adyuvado con hidréxido de aluminio que tenia 5 DU / dosis
daba una mejor seroconversidon en comparacion con la vacuna Salk IPV con 40DU / dosis y Sabin IPV adyuvado con
fosfato de aluminio que tenia 5 DU / dosis.

Tabla 5: Tipo 2
Grupo 1 | Grupo 2 Grupo 3
No Adyuvante Al(OH)3
4DU( 0,6mgOH) 8DU( 0,6mgOH) 16DU 0,6mgOH
SNT +ve Titulo en Suero SNT +ve Titulo en Suero SNT +ve Titulo en Suero

1 3 (1:8) 4 (1:16) 7 (1:128)
2 4 (1:16) 6 (1:64) 5 (1:32)
3 0 (<1:2) 3 (1:8) 5 (1:32)
4 3 (1:8) 4 (1:16) 6 (1:64)
5 5 (1:32) 7 (1:128) 6 (1:64)
6 6 (1:64) 4 (1:16) 9 (1:512)
7 4 (1:16) 7 (1:128) 4 (1:16)
8 5 (1:32) 3 (1:8) 8 (1:256)
9 7 (1:128) 8 (1:256) 8 (1:256)
10 5 (1:32) 3 (1:8) 8 (1:256)

El sIPV tipo 2 que tiene 8 DU / dosis con adyuvante proporciond una conversion serologica equivalente en

comparacion con la vacuna Salk IPV con 8DU / dosis.

Tabla 6: Tipo 3
Grupo 1 | Grupo 2 | Grupo 3
Rata Adyuvante Al(OH)3
No 10DU 0,6mgOH 5DU 0,6mgOH 2,5DU 0,6mgOH
SNT +ve Titulo en Suero SNT +ve Tgulo en SNT +ve Titulo en

uero Suero
1 3 (1:8) 2 (1:4) 0 (<1:2)
2 0 (<1:2) 5 (1:32) 1 (1:2)
3 2 (1:4) 3 (1:8) 1 (1:2)
4 4 (1:16) 2 (1:4) 0 (<1:2)
5 4 (1:16) 2 (1:4) 1 (1:2)
6 4 (1:16) 1 (1:2) 1 (1:2)
7 9 (1:512) 0 (<1:2) 2 (1:4)
8 7 (1:128) 2 (1:4) 2 (1:4)
9 1 (1:2) 0 (<1:2) 1 (1:2)
10 5 (1:32) 7 (1:128 1 (1:2)

Se descubrié que sIPV tipo 3 que tenia 10DU / dosis con adyuvante daba una conversién seroldgica equivalente en

comparacion con la vacuna Salk IPV con 32DU / dosis.

Tabla 7: Reduccion de la dosis maxima observada para Sabin individual Tipo 1, 2 y 3 después de los estudios.

sIPV Dosis estandar Dosis *SIIL Reduccion de dosis
Tipo 1 40DU 5DU ~8 veces

Tipo 2 8DU 8DU Equivalente

Tipo 3 32DU 10DU ~3 veces

SlIL: Preparacion interna de IPV de dosis reducida de Serum Institute of India

En vista de las muchas formas posibles de realizacidn a las que se pueden aplicar los principios de la invencién
descrita, debe reconocerse que las formas de realizacién ilustradas son solo ejemplos preferidos de la invencion.
Mas bien, el alcance de la invencion esta definido por las siguientes reivindicaciones. Por lo tanto, reivindicamos
como nuestra invencion todo lo que se encuentra dentro del alcance de estas reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir una composicion que comprende particulas de poliovirus inactivado, caracterizado
porque comprende las etapas de:

a) producir un medio que contiene particulas de poliovirus,

b) purificar las particulas desde el medio,

c) recoger particulas en solucion reguladora TRIS que tiene un pH de 6,8 a 7,2 y una concentracién en el rango
de 30mM-70mM, preferentemente 40mM,

d) establizar las particulas al agregar un medio M-199 que contiene glicerina en una concentracion final de 1x M-
199 con 0,05% de glicerina,

e) inactivar las particulas por incubacién con 0,025% de formaldehido a 37°C de 5 a 13 dias,

f) adsorber las particulas en adyuvante de sal de aluminio, por lo que el porcentaje de adsorcidon en alumbre es
de al menos 95%, y en donde la sal de aluminio es hidroxido de aluminio a una concentracion entre dosis de
1,5mg/0,5ml y dosis de 2,5mg/0,5ml a un pH de aproximadamente 6,5.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque la composiciéon que comprende particulas de
poliovirus es una vacuna.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque el contenido total de aluminio en una vacuna
trivalente es menor que 1,2mg, preferentemente 0,8mg de AI®* por dosis de 0,5ml, y al menos 0,4mg de AI** para el
Tipo 1, al menos 0,2mg de AI** para el Tipo 2, al menos 0,2mg de AI** para el Tipo 3.

4. Un método de acuerdo con la reivindicacién 3, caracterizado porque las particulas de poliovirus comprenden
poliovirus de Sabin serotipos 1, 2y 3.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado porque las particulas del poliovirus comprenden
poliovirus de Salk IPV de tipo 1 (cepa Mahoney), IPV de tipo 2 (cepa MEF-1) y/o IPV de tipo 3 (cepa Saukett).

6. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque la vacuna es una
Vacuna de la Poliomielitis Inactivada de dosis reducida (IPV), preferentemente en donde la reduccion de la dosis es
de al menos 3 veces para Sabin de Tipo Ill.

7. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque la Vacuna para la Poliomielitis
Inactivada de dosis reducida comprende:

poliovirus inactivado de tipo 3 en una dosis de entre 6 y 11 unidades de antigeno D en vez de dosis estandar de
32DU.

12
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Figura 1
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Figura 2
Gel AIPO, preparado en NacCl al 0,9%
(pH vs. potencial Zeta a diferentes concentraciones
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Figura 3

Gel AIOH; preparado en NacCl al 0,9%
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Gel AIOH; preparado en WIFI

pH vs. potencial Zeta a diferentes concentraciones

de AIOH;
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