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Re: Expediente No. 09.123.789 |
Solicitud de patente a nombre de INVIRAGEN, INC.

Yo, DILIA MARIA RODRIGUEZ D’ALEMAN identificada como apatece
al pie de mi firma, domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, piso 6, obrando
como ‘apoderada de la sociedad INVIRAGEN, INC, domiciliada en
Colorado, Estados Unidos de América, solicitante de la patente de la
referencia, en respuesta al oficio No. 14208 notificado por fijacién en lista el
14 de agosto de 2012, me permito manifestat:

1.  Con fundamento en la facultad que confiete el articulo 34 de la
Decisién 486 al solicitante para modificar la solicitud de patente en
cualquier momento del trimite, presento junto con este memotial nuevo
- capitulo descriptivo donde se especificé la definicion para las marcas
5 pluronic F127 y similares.

N

Teniendo en cuenta el concepto técnico emitido por el Sefior Supetintendente
Delegado para la propiedad intelectual GianCatlo Matcenaro Jiménez a la
doctora Ana Maria Castro Wey, que da alcance a las comunicaciones No. 09-
001524 y 09-012566, no se presenta tasa adicional, toda vez el anterior juego
de reivindicaciones tenfa 28 cliusulas y ahora solo tiene 23.

2. De la claridad de la solicitud

2.1 De las reivindicaciones

El titulo se modificé y quedard del siguiente tenoft: “METODOS Y
COMPOSICIONES PARA ESTABILIZAR  VIRUS VIVOS
ATENUADOS” ”

Fl solicitante desea manifestar que es de destacar que las reivindicaciones
modificadas como se presentan en este documento, cotresponden casi de
manera idéntica a aquellas admitidas en otras jurisdicciones, como por
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ejemplo los Estados Unidos de América.

Los solicitantes respetuosamente se permiten decir que se encuentran en
desacuerdo con los rechazos del examinador a las reivindicaciones 1, 12y 22,
no obstante en aras de agilizar el trimite, se modificaron las reivindicaciones y
la desctipcion.

En efecto, las reivindicaciones han sido modificadas ahora para indicar dentro
de las reivindicaciones independientes 1, 12 y 22 que la composicién incluye
uno o miés copolimeros de bloque poli (6xido de etileno) y poli (6xido de
propileno) (EO-PO), el uno o mas EO-PO copolimeros de bloque incluyen
poloxamero 407 (Plutonic F127), uno o mas agentes proteicos, el uno o mas
agentes proteicos son una o mas albiminas, y uno o mas agentes de hidratos
de catbono, los uno o mas agentes de hidratos de catbono incluyen al menos
uno o mas de trehalosa y quitosano.

Adicionalmente, es deseo de los solicitantes manifestar su desacuerdo con que
el término "uno o més" no estd claro. El término "uno o mas" puede
significar que una formulacién de la presente invencién no se limita a solo
uno de los componentes de una lista de categorias dadas, -sino que la
formulacion debe incluit al menos los ttes componentes como se describe en
las reivindicaciones pendientes: poloxamero 407 con o sin un adicional de
copolimero en bloque EO-PO, una albimina con o sin un carbohidrato
adicional albimina y uno de trehalosa y/o quitosano con o sin otro
carbohidrato. '

En este sentido, los solicitantes respetuosamente manifiestan que un experto
en la técnica reconocerd que una composicién puede incluir mas de una de
una clase de componentes y no sélo uno. Asi las cosas, los solicitantes
amablemente solicitan que estas objeciones sean retiradas, dado que las
reivindicaciones ahora tienen los componentes especificados y establecer que
es uno o mids, para un conjunto limitado de opciones, no hace que las
opciones sean ilimitadas, pot'el contratio, las opciones de combinacién son
muy limitadas y entendidas por un experto en la materia técnica.

En cuanto a que si la composicién es liquida o sélida, amablemente los
solicitantes se petmiten manifestar que la consistencia de la composicion no
se reivindica porque la composicién puede estar en forma acuosa o parcial o
totalmente deshidratada o congelada

P-2347 - 0000 2




Clarke, Modet & C°

COLOMBIA

En ese orden de ideas, el solicitante desea indicar que una composiciéon no
necesariamente tiene que ser de una forma particular. La novedad de la
composicion como la reivindicada estd en una de muchas formas. Asi las
cosas, los solicitantes no se encuentran de acuerdo con incluir las
caractetisticas de la reivindicacién 4 dentro de la reivindicaciéon 1 y solicitan
amablemente retirar esta objecién de claridad.

En relacién con las objeciones en cuanto a las antiguas reivindicaciones 2, 13
y 28 en cuanto al sustento para la composicion reivindicada con respecto a los
virus vivos atenuados como se reivindica, los solicitantes respetuosamente
indican que los virus patogenos desctitos en la presente solicitud se benefician
de las composiciones reivindicadas en una forma inesperada (por ejemplo, la
estabilizacién del vitus) y la base para la seleccion de algunos de los
componentes es dado que, como componentes individuales, demostraron
facilitar o mantener el crecimiento de virus (véase, por ejemplo Campbell et al
EE.UU. publicacién de solicitud de patente 2005/0255121 A1 se expone en
el Informe de Busqueda Internacional) y no tener efectos adversos sobre el
VILus.

En ese orden de ideas, es necesario hacer énfasis sobre el hecho que las
formulaciones actuales, reivindicadas por ptimera vez, tienen propiedades no
reveladas e inesperadas de los componentes de combinacién relacionados con
la estabilizacién de virus vivos atenuados. Ademis, los virus como se
reivindican tienen caractetisticas similares que pueden ser protegidas de la
degradacion (estabilizado) por la formulacidon descrita y estas caracteristicas
no son sélo las propiedades de los flavivirus.

Aunado a lo antetior, también es importante sefialar que todos los virus
descritos de la presente solicitud son virus envueltos, por ejemplo, los virus de
envoltura de ARN incluyen, peto no se limitan a, picornavirus, flavivitus,
togavirus, cotonavirus, filovitus, paramixovirus, ortomixovirus, bunyavirus,
arenavirus, retrovirus y los virus con envoltura de ADN incluyen, pero no se
limitan a, hepadnavirus, herpesvirus y poxvirus. Por lo tanto, amablemente se
solicita que se retiren estas objeciones.

De otra parte, los solicitantes se permiten decir que no estin de acuerdo con
la afirmacién del sefior examinadot para incluir los porcentajes en la
reivindicacién 1. Los solicitantes respetuosamente indican que las enmiendas
a la reivindicacién 1 superan las objeciones establecidas en relacién con las
reivindicaciones y proporcionan una nueva composicion para la estabilizacion
de virus vivos atenuados.
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Por lo tanto, los solicitantes son de la opinién que las reivindicaciones
modificadas no requieren rangos especificos porcentuales y piden
amablemente que se retiren estas objeciones.

Las reivindicaciones 7, 19 y 25 han sido modificadas (las reivindicaciones 19 y
25 se modificaron y la reivindicacién 7 se canceldé con lo cual se supera la
objecion en cuanto a la abreviatura "EO-PO".

Los solicitantes trespetuosamente presentan el método reivindicado en la
reivindicacién pendiente 12 que es un método para la estabilizacién de virus
vivos atenuados mediante la combinacién del virus con las composiciones
especificadas. Con el fin de agilizar el proceso, los solicitantes han modificado
las reivindicaciones a recitar "la obtencion de uno o mids virus vivos atenuados y
combinar ..." Los solicitantes tespetuosamente manifiestan que las medidas
adoptadas en la reivindicacién de método incluyen "obtener" y "combinar."
Por lo tanto, este rechazo debe ser eliminado.

En cuanto a la sugerencia del examinador para restringir la invencion a la
composicién que constituye el objeto real de la invencién, los solicitantes
respetuosamente indican que las enmiendas realizadas en el capitulo

reivindicatorio superan estas objeciones.

" Los solicitantes respetuosamente indican que las reivindicacién 16-18 cubren
caractetisticas adicionales en las pruebas, lo cual no es un resultado a alcanzar
sino que es una mejora sobre la técnica. ‘

12 De la memoria descriptiva

En cuanto a la objecién de la marca Pluronic F127, etc, se ha modificado la
memoria desctiptiva, especificamente los parrafos 00009, 00017, 00018,
00019, 00023, 00024, 00037, 00039, 00043, 00053, 00060, 00061, 00063,
00075, 00076,00077, 00078, 00079, 00080, 00081, 00082, 00086 y 00088 en

aras de que incluyan el significado de estas marcas, asi como algunos otros
errores tipograficos.

2. Del Nivel inventivo

El sefior examinador afirma que la presente solicitud carece de actividad

- inventiva en vista de D1 y D2, que son la técnica antetior mas cercana dado
que describen composiciones de virus con agentes tensioactivos, proteinas y
agentes de hidratos de carbono.
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Ademas, el seflor examinador afirma que D1 y D2 cada uno afectan las
reivindicaciones 1-14, 16-19 y 22-28.

(1) El examinador sostiene que D1 reporta una composicién que comprende
virus vivos atenuados, un poliol tal como sacarosa, trehalosa, sorbitol y
manitol, un polimero tal como polietilenglicol y albumina de suero y
copolimero poypropyleneglycol como tensioactivo (véase la pagina 6, parrafo
14, pagina 50 y el ejemplo 1, parrafo 139).

Sobre este particular, los solicitantes respetuosamente manifiestan su
desacuerdo con esta afirmacién. No obstante, en aras de agilizar el proceso,
los solicitantes han modificado las reivindicaciones para aclarar aun mids el
tema y distinguir con mayor claridad las reivindicaciones de lo expuesto en la
técnica anterior.

En efecto, las reivindicaciones independientes 1, 12 y 22 ahora indican "uno o
mas vivo, los vitus atenuados; copolimeros de bloque de uno o mas poli
(6xido de etileno) y poli (6xido de propileno) (EO-PO), el uno o mas EO-PO
bloque copolimeros incluyen poloxamero 407 (Pluronic F127); agentes de una
0 mas proteinas, uno o mas agentes proteicos son una o mas albuminas, y
uno o mas agentes de hidratos de carbono, el agente de hidratos de carbono
uno o mas incluir al menos uno o mas de trehalosa, y quitosano ... "

" Los solicitantes respetuosamente se permiten sefialar que D1 se encuentra
dirigido a métodos pata propotcionar congelacién secado por pulvetizacion
de formulaciones para formar particulas estables liofilizadas para
administracién intranasal (por favor, ver el resumen de D1).

En este sentido, D1 teporta una cornucopia de polioles, polimeros y
tensioactivos que pueden o no pueden ser empleados en los métodos
descritos en el apartado 14 en la pagina 6 de esta anterioridad.
Adicionalmente, el Ejemplo 1 que comienza en la pagina 49 de D1 describe
tres formulaciones que tienen sacarosa, trehalosa, metionina, arginina y
Pluronic F68; sacarosa, gelatina, metionina o Pluronic F68, o sacarosa,
gelatina y Pluronic F68 de uso pata rociar en congelacion seca virus influenza.

No obstante, D1 no da a conocer composiciones de uso para estabilizar virus
vivo atenuado. Ademas, el virus de la gripe no es un virus vivo atenuado de
las reivindicaciones actuales y D1 no da a conocer que las composiciones
reivindicadas requieren los tres componentes, uno o mas hidratos de carbono,
proteinas y uno o mas uno o mas copolimeros de bloque EO-PO. Ademis,
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D1 no da a conocer que las formulaciones incluyen poloxdmero 407 y uno o
mas de trehalosa o de quitosano, que corresponden a los elementos
especificos de las reivindicaciones ahora modificadas.

Asi las cosas, es impottante sefialat que los expertos en la técnica, no llegarian
de manera evidente a las composiciones teivindicadas y métodos de la
presente invencién con solo las enseflanzas de esta anterioridad.

- Ademas, las composiciones de D1 se encuentran dirigidas a los productos
generados por los métodos de D1 (véase el resumen y los parrafos [0012] -
[0018]) adecuadas pata administtacién intranasal. Por lo tanto, los
componentes de las formulaciones dadas a conocer por D1 se seleccionan
para ese propdsito. En este sentido, amablemente dirigimos la atencion del
sefior examinador al parrafo [0068] de D1, donde se recita "En los nétodos de la
invencion, los polioles pueden proporcionar, por ejemplo, un agente incrementador de la
viscosidad para reducir los efectos de la tension de cigalla durante la pulverizacion. Los
polioles pueden proporcionar barreras protectoras y las quimicas a las particulas de polvo
liofilizado de la invencion”.

Por consiguiente, los polimeros se pueden introducir en las formulaciones de
D1 como "Las hebras lineales o ramificadas de los polimeros puede proporcionar, por
gjemplo, el aumento de resistencia estructural a la particula composiciones de la invencion.
Los polimeros se pueden aplicar como un protectory | o recubrimiento de liberacion tiempo
para el exterior de las particulas liofilizadas de la invencidn "y beneficio reconstitncion de
 particulas liofiligadas”. D1 prefetiblemente selecciona "gelatina hidrolizada" de
estas ventajas (véase el parrafo [0069] de D1).

En cuanto al tensioactivo, D1 ensefia que "Un agente tensioactivo puede aumentar
la solubilidad de otros componentes de formulacion para evitar la agregacion o precipitacion
en concentraciones mds altas’ (véase el parrafo [0070] de D1). En este sentido, es
importante sefialar que las reivindicaciones actuales difieren de lo divulgado
en D1, asf como también en los componentes incluidos en las formulaciones
actualmente reivindicadas ‘que se seleccionan para estabilizar los virus vivos
atenuados. Las composiciones de la presente invencién se pueden administrar
por una vatiedad de modos y no se refieren a formulaciones intranasales
como las de D1 (Véase los Ejemplos 1-4, las Figs. 1-4 y 6-7, y las Tablas 1-4
de la presente solicitud presentada originalmente).

En este sentido, es importante sefialar que se observaron inesperados efectos
de las composiciones reclamadas a partir de experimentos de compatacion
' realizadas en paralelo con otras composiciones (Ver Ejemplo 5, Figs. 4-5 de la
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presente solicitud) y controles. Por lo tanto, D1 no divulga o sugiere la
invencién aqui retvindicada. -

En cuanto al documento D2, el sefior examinador sostiene que D2 reporta
una composicién de virus vivo atenuado que comprende virus vivo atenuado,
un poliol, un polimero y un agente tensioactivo en el que el poliol incluye
sacarosa, trehalosa, sorbitol y manitol y los otros componentes (consulte la
pagina 5, parrafo 16 a través de la pagina 7, parrafo 20, pagina 306, ejemplo 1,
pagina 37-pagina 43, ejemplo 2).

Los solicitantes respetuosamente manifiestan su desacuerdo con esta
afirmacién. Los inventotes respetuosamente indican que D2 en el parrafo 16
en la pagina 5 hasta el parrafo 20, en la pagina 7, proporciona una larga lista
de posibles polioles, polimetos y tensioactivos. De hecho, las formulaciones
descritas en D2 en los Ejemplos 1y 2 proporcionan gelatina como polimero,
F68 como el tensioactivo y sacarosa o rafinosa como los polioles.

En este sentido, es importante dirigir la atencién del sefior examinador sobre
el hecho que D2 no da a conocer la composicion teivindicada actualmente de
uno o mais virus atenuados vivos, uno o mis de PO-EO copolimeros de
bloque que incluyen poloxdmero 407 (Pluronic F127 ®); agentes de una o
mas proteinas son uno o mas albuminas, y uno o mas agentes de hidratos de
carbono incluyen trehalosa y/o quitosano en donde la composicion es capaz
de reducir la inactivacién del virus vivo atenuado, elementos de las
reivindicaciones independientes 1, 12 y 22. En ninguna parte de D2 es una
composicion similar descrita o sugerida.

Aunado a lo anterior, las reivindicaciones de D2 se encuentran dirigidas a
“métodos y composiciones para preservar materiales bioactivos en una matni, de espuma
secd’ (ver el resumen de D2). Ademas, D2 repotta “procesos de expansion de una
formulacion del material bioactivo y un poliol en una espuma seguido por secado de la
espuma en una composicion seca de la espuma estable’ (véase el resumen de la
invencion el parrafo [0011] de D2).

Ademis, esta anterioridad se refiete a una composicion de espuma seca para
el almacenamiento de una composicién de virus en una espuma seca (véanse
también los parrafos [0036], [0038], [0061]-[0069], [0074], [0111], los ejemplos
y las reivindicaciones). Los polimeros descritos en la D2 se ensefian para
proporcionat componentes estructurales en las composiciones de espuma
seca (véase el parrafo [0019] de D2).

0000 7
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Con respecto a la membrana lipidica o la matriz vitrea, en el documento
citado se describen los requisitos especificos de temperatura para la
preparacion de la espuma seca a partir de los lipidos de membranas (véase pot

ejemplo Resumen de la invencién de D2).

Sobre este particular, es importante sefialar que el documento D2 requiere un
solido que se forma (una espuma). De hecho, las formulaciones de D2 no
corresponden a las formulaciones descritas en las reivindicaciones de la
solicitud que estin dirigidas a la estabilizacién de composiciones de vitus

atenuados vivos.

Ademis, la invencién aqui reivindicada no alcanzarfa los efectos deseados
referenciados pot el examinador en cuanto a los ejemplos 1 y 2 de la
anteriotidad D2, toda vez que de acuerdo con D2, la preparacién y uso de
formulaciones secas de espuma requieren Pluronic F68, gelatina, sacarosa y
un tamp6n de metionina en sus formulaciones (véase, por ejemplo, los

patrafos [0122] - [0125]; Ejemplo 1y 2 de D2).

Asi las cosas, la formulacién que se especifica en las reivindicaciones
independientes 1, 12 o 22 de la presente solicitud no se ensefian o sugieren en

el documento D2.

Fl sefior examinador afirma que la diferencia con la técnica anterior es que la
q
presente solicitud utiliza la lactoalbiimina, albimina de suero ... en lugar de

gelatina utilizada en la técnica anterior.

Los solicitantes respetuosamente manifiestan que la técnica anterior utiliza
gelatina como un polimero no como una proteina como lo hacen las
reivindicaciones actuales de la presente invencién y el efecto deseado de este
componente en particulat, en la técnica anterior, difiere de las reivindicaciones

actuales.

En efecto, la presente solicitud desctibe que "no es probable que la
estabilizacién mejorada de virus en presencia de albumina (una proteina de la
composicién reivindica) se deba a la funcién como una proteina portadota
general: otras proteinas tales como gelatina y lactoferrina no mejoran la
estabilidad del virus" (véase el parrafo [00054] de la solicitud presentada).

Por lo tanto, la gelatina de la técnica anterior no es un sustituto en la
composicién actualmente reivindicada, ya que no funciond. Ademas,
también era conocido en la técnica en el momento de presentar la presente
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———— e e
——




Clarke, Modet & C°

COLOMBIA

invenciéon que "la gelatina pueden causar reacciones alérgicas en nifios
vacunados y podtia ser una de las causas relacionadas con la vacuna de
eventos adversos" (véase el parrafo [00045] de la presente solicitud), que
podrian comprometer sus usos potenciales en composiciones de vacunas
relacionadas de la presente solicitud. Por lo tanto, la gelatina de D1 o D2 se
aparta de las presentes formulaciones.

De otra parte, el sefior examinador sostiene que D1 y D2 también indican la
concentracién para esos componentes. Los solicitantes respetuosamente se
encuentran en desacuerdo con estas afirmaciones.

Como se presentd antetiormente, D1 y D2 no revelan las composiciones
reivindicadas. Las ensefianzas respecto a cualquiera de las concentraciones de
los agentes son especificas para las formulaciones descritas por D1 que
proporcionan una amplia gama de concentraciones para todos los agentes en
una gran lista.

Por lo tanto, es claro que D1 y D2 no desctiben, ni muestran ni sugieren al
un experto en la técnica las formulaciones de la presente invencién. La
combinaciéon de una espuma liofilizada y una congelacién de aerosol
para administracién intranasal no se presenta en las formulaciones
actualmente reivindicadas para estabilizar un virus vivo, atenuado.

Ademas, tanto D1 como D2 se refiere a formulaciones de virus de influenza
no formulaciones para los vitus vivos atenuados alegadas (ver las
reivindicaciones 2, 13, 21 y 28 de las actuales reivindicaciones).

En conclusién, dadas las ensefianzas de D1 y D2, el experto en la técnica no
estarfa motivado para generar la composicién reivindicada actualmente
utilizando albiimina en lugar de gelatina. Ademas, como se presentd
anteriormente, el efectd logrado por las composiciones de la invencion en la
reduccién de la inactivacion de un virus vivo y atenuado no se espera por un
experto en la técnica  en el momento de la presentacion de la presente

solicitud.

Por lo tanto, por las razones presentadas anteriormente, es claro que la presente
invencién cumple con los requisitos de patentabilidad frente a las ensefianzas de |
D1 y D2, solas o en combinacién, dado que D1 proporciona métodos y f
composiciones para la administracién intranasal de virus atenuados vivos de ['
influenza y D2, propotciona la generaciéon de formulaciones secas de espuma, y ,
fallan para combinarse pata formar las composiciones actualmente reivindicadas. r
|
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Habiendo atendido cabalmente las objeciones presentadas por ese despacho y
teniendo en cuenta que las reivindicaciones presentadas como modificacion
con nuestro memorial del 20 de febrero de 2012 no fueron tenidas en cuenta,
atentamente solicitamos se conceda el privilegio de patente de invencién a la
solicitud en estudio o si el sefior examinador considera que subsisten razones
para objetar la presente invencién, rogamos expedir otro examen de fondo
con los debidos motivos y razones que sustenten su objecion con el fin de
que nuestro mandante tenga la posibilidad de exponer sus argumentos con
base en la interpretacién de los articulos 45 de la Decision 486 -el cual otorga
la facultad al examinador para emitir los examenes de fondo-, 35 y 59 del
Cédigo Contencioso Administrativo que sefiala que: “habiéndose dado
oportunidad a los interesados para expresar sus opiniones, y con base en las
pruebas e informes disponibles, se tomara la decision que serd motivada al
menos en forma sumatria si afecta a particulares” y “(..) debera proferirse la

decision definitiva. Esta se motivara en sus aspectos de hecho y de derecho, y
en los de conveniencia si es el caso”, respectivamente (El subrayado es

nuestro).

En consecuencia, solicitamos a ese despacho pronunciarse en relaciéon con
todos los argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicacion

al ptincipio del debido proceso consagrado en el articulo 29 de la
Constituciéon Nacional

Senior Superintendente,

RODRIGUEZ D’ALEMAN

o

notlﬁcacmnc%@clarkemodct com.co

poead
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ANEXO 1

Bibliografia que muestra algunas propiedades de los copolimeros de bloque.
Para el Pluronic ® poloxamero 188 y el poloxamero 407
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BASF

The Chemical Company

Safety data sheet
Pluronic® F 68 NF Prill Poloxamer 188 o ,
- Revision date : 2006/05/25 L Page 116

Version: 2.2 T (30085243IMDS GEN US/EN)

1. Substance/preparation and company identifica'tien

Company 24 Hour Emergency Response Information -
BASF CORPORATION ' CHEMTREC: 1-800-424-9300
100 Campus Drive ~ BASF HOTLINE: 1-800-832-HELP

Florham Park, NJ 07932, USA

Molecular weight: 8,400 g/mol
Synonyms: Polyoxypropylene-polyoxyethylene Block Copolymer

2, Composmonlmformatlon on’ mgredlents

R

CAS Niimbér - Coritent (W/ Chemical name . e
9003-11-6 100.0.% . Methyl-oxiranie polymer with oxirane
128-37-0 0.01% BHT

3. Hazard identification

Emergency overview

CAUTION: MAY CAUSE EYE,.SKIN AND RESPIRATORY TRACT IRRITATION
INGESTION MAY CAUSE GASTRIC DISTU RBANCES
. Wear NIOSH-certified. chetnical goggles. '
Wear a NIOSH-certified (o equivalent) organic vapour/partlculate respirator.
Use with local exhaust ventilation.. - | .- :
Product is manufactured with the addition of 100 ppm of BHT (CAS 128-37-0) as antroxrdant
Wear chemical resistant protective gloves
Eye wash fountains and safety showers must be easily accessible.

Potential health effects

Primary routes of exposure .
Routes of entry for solids and liquids.include eye and skin contact, ingestion and inhalation. Routes of entry
for gases include inhalation and eye: ‘contact. Skin contact may be a route of entry for liquified gases.

Medical conditions aggravated by overexposure

Data'available do notindicate-that there are medical cohditions that are generally reoognrzed as being
aggravated by exposure to this- substance/product

See MSDS section 11 - Toxicological information.
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4. First-aid measures

General advice: )
Remove contaminated clothing.

If inhaled:
If difficulties occur after dust has been mhaled remove to fresh air and seek medical attention.

If on skin:
Wash thoroughly with soap and water.

If irritation develops, seek medical attention. .

If in eyes:
Wash affected eyes for at least 15 minutes under running water with eyelids-held open.

Seek medical attention.

If swallowed: '
Rinse mouth and then drink plenty of water, Do riot induce vomiting. Immediate miedical attention required.

Note to physician
Treatment: Treat according to symptoms (decontamination, vital funchons) no known
specific antidote.

5. Fire-fighting measures

Flash point: approx. 260 °C (ASTM D92)
Suitable extinguishing media:
dry extinguishing media, foam

Unsuitédble extinguishing media for safety reasons:
carbon dioxide
Hazards during fire-fighting: -

harmful vapours ’
Evolution of fumes/fog. The substances/groups of substances menttoned can'be released in case of fire.

Protective equipment for fire-fighting:
Wear a self-contained breathing apparatus.

Further information:
The degree of risk is governed by the burning substance and the-fire condltlons Contaminated extinguishing

water must be disposed of in accordance with official regulations.

NFPA Hazard codes:
Health ; 1 Fire: 1 Reactivity: - 0 Special:

6. Accidental release measures

Personal precautions: ‘ )
Avoid dust formation. Use personal protéctive clothing.

Environmental precautions:
Contain contaminated water/firefighting water. Do not dlscharge into drams/surface waters/groundwater.
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Cleanup:
Avoid raising dust.

For small amounts: Pick up with suitable appliance and dispose of..
For large amounts: Contain with dust binding material and dispose of.

7. Handling and storage

Handling
General advice:
Breathing must be protected when large quantmes are decanted mthout Iocal exhaust ventilation.

Protection against fire and explosion: T
Avoid dust formation. Take precautionary measures against static discharges. '

Storage
General advice:
Keep container tightly closed and dry; store in a cool place.

Storage incompatibility:
General: Segregate from strong oxidizing agents. Segregate from acids and bases.

8. Exposure controls and personal protection

Components with workplace control parameters

BHT :
ACGIH TWA value 2'mg/m3 Inhalable fraction and vapor ;

Advice on system design:
Provide local exhaust ventilation to control dust.

Personal protective equipment -

Respiratory protection: )
Respiratory protection may not be required under normal operatlng condltlons |f adequate ventllatuon is

provided.

Hand protection:
Chemical resistant protective gloves

Consuit with glove manufacturer for testing.data.

Eye protection:
Tightly fitting safety goggles (chemical goggles).

Body protection:
Body protection must be chosen based on/leve! of actuvuty and' exposure

General safety and hygiene measures:
Wear protective clothing as necessary to finimize contact. Handle in siécordance with good industrial

hygiene and saféty practice. Keep away from food, drink and animal feeding stuffs. Handle in accordance -
with good industrial hygiene and safety practice.

o

9. Physical and chemical properties

Form: prills, pastilles, cast solid
Odour: mild, of polyol
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Colour: white to cream colour
pH value: 6-7
l Freezing point: approx. 52 °C (1,013 hPa)
| Bulk density: 1,050 kg/m3
Viscosity, dynamic: 19 mPas (77 °C)
soluble

Solubility in water:

10. Stability and reactivity

Hazardous reactions:
In spite of the dedusting carried out for reaso

excluded.

ns of industrial health a dust explosion hazard can not be

Decomposition products:
Hazardous decomposition products: No hazardous decomposition products if stored and handled as

| prescribed/indicated.

] ! Corrosion to metals:
No corrosive effect on metal.

‘J 11. Toxicological information

] ‘ 1’ Acute toxicity
' \‘ Oral:
LD50/rat: > 2,000 mg/kg

JJ Skin irritation:
| rabbit: non-irritant (Draize test)

Eye irritation: ]
rabbit: non-irritant (Draize test)

| 12, Ecological information

| Environmental fate and transport

‘l Biodegradation:
i Evaluation:

is partial'ly_eliminated in 'sew'ag"e_ treatment plants
/ Environmental toxicity

Acute and prolonged toxicity to fish: -
golden orfe/lLC50 (96 h): > 100 mg/l

Acute toxicity to aquatic invertebrates:
ECS50 (48 h): > 100 mg/l .

| Toxicity to aquatic plants:
\ . EC50 (72 h): > 100 mg/l

r Toxicity to microorganisms:
Inhibition of degradation activity in activated sludge is riot to be anticipated dufing correct intréduction of low

£ \
. concentrations.

: |

-
| | 000015
|




Safety data sheet |
Pluronic® F 68 NF Prill Poloxamer 188

Revision date : 2006/05/25 T “Page: 5/6
Version: 2.2 _ (30085243/MDS_GEN_US/EN)

Other ecotoxicological advice: ’
The product has not been tested. The statement has been derived from products of a similar structure and
composition.

13.

Disposal considerations

Waste disposal of substance:
Dispose of in accordance with national, state and Ioca| regu|at|ons

Container disposal: o
Dispose of in a licensed facility. Recommend crushlng punctunng of other means to prevent unauthonzed
use of used containers.

14. Transport information

Land transport
UsooT

Not dldssified as a dangerous good under transport regulations

Sea transport
IMDG '

Not classified as a dangerous good U‘nder'tr‘ansbort regulations

Air transport
IATA/ICAO

Not classified as a dangerotis good undér transport reguilations

15.

Regulatory information

Federal Requlations

Registration status: RN
TSCA, US ) released / listed
OSHA hazard category: Not hazardous

SARA hazard categories (EPCRA 311/312): Not hazardous

State regulations

State RTK

CAS Number Chemical iame o o Stite RTK
128-37-0 BHT : . “MA, NJ, PA
CA Prop. 65:

THIS PRODUCT CONTAINS A CHEMICAL(S) KNOWN TOTHE STATE OF CALIFORNIA TO CAUSE
CANCER AND BIRTH DEFECTS OR OTHER REPRODUCTIVE HARM.

o
o3
<3
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16. Other information

/ HMIS Il rating :
| Health: 1 Flammability: 1 Physical hazard: 0.

' HMIS uses a numbering scale ranging from 0'to 4 to‘indiéate the degree of hazard. A value of Zero means that the
‘ substance possesses essentially no hazard; a rating of four indicates high hazard. .

Local contact information
o prod_reg@basf.com

| Pluronic is a registered trademark of BASF Corporatlon or BASF AG-
IMPORTANT: WHILE THE DESGRIPTIONS, DESIGNS, DATA AND INFORMATION CONTAINED HEREIN

s i

‘ I ARE PRESENTED IN GOOD FAITH AND BELIEVED TO.BE'ACCURATE , IT1S-PROVIDED FOR YOUR
GUIDANCE ONLY. BECAUSE MANY FACTORS MAY AFFECT PROCESSING OR APPLICATION/USE,

WE RECOMMEND THAT YOU MAKE TESTS TO DETERMINE THE S"l_.JITA:BILITY OF A_PRODUCT FOR

f YOUR PARTICULAR PURPOSE PRIOR TO USE. NO WA’RR;‘ANTIES OF ANY'KIND; EITHER
EXPRESSED OR IMPLIED, INCLUDING WARRANTIES ‘OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A

| PARTICULAR PURPOSE, ARE MADE REGARDING PRODUCTS DESCRIBED OR DESIGNS, DATA OR

} INFORMATION SET FORTH, OR THAT THE PRODUCTS, DESIGNS, DATA OR INFORMATION. MAY BE

| USED WITHOUT INFRINGING THE INTELLECTUAL PROPERTY RIGHTS OF OTHERS. IN NO CASE

i SHALL THE DESCRIPTIONS, INFORMATION, DATA OR DE§IGNS PROVIDED BE CONSIDERED A
PART OF OUR TERMS AND CONDITIONS 'OF SALE. FURTHER, YOU EXPRESSLY UNDERSTAND AND

5 AGREE THAT THE DESCRIPTIONS, DESIGNS, DATA, AND INFORMATION FURNISHED BY BASF

' % HEREUNDER ARE GIVEN GRATIS AND BASF ASSUMES NO OBLIGATION OR LIABILITY FOR THE

DESCRIPTION, DESIGNS, DATA AND INFORMATION GIVEN:OR RESULTS OBTAINED, ALL SUCH

| BEING GIVEN AND ACCEPTED AT YOUR RISK.
‘ END OF DATA SHEET

TR AR
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Lutrol® F 1.27 (Pol

B. Fusshagger

» introduction
The poloxamers. are a group ‘of surfac achve com-
pounds Widely used in the phar’ma_
As newly develope_d active drugs are often water
insclutle substances; their formulation together with-~
the interest to design new drug dosage forms in order
loincrease the effectiveness of alrea
formulations; promoted a vafety of deiluery vehides
such as contralled or sustained release systerns; gel
microemulsions and nanopartides These dosage
forms support the daim for enhanced. sclubhty and
biocavailability, for lengthened oontad at spex:fidy i
‘selected sites'in the body, comblnad it

aspecls could opﬂmrze systemic’ an minimize side
effects of active drugs:

7 Structure !
The poloxamers are described as block polymers of
the typa ABA, consisting of a cenlral; hydrophoblc
block of polypropylene oxide, which is edged
hydrophilic blocks of polyethylene: oxlde.'The pcly
mers are derived from the seq uenua] polymenzalion
of propylene oxide and elhyiena oxide. A genera1
rormula is shcwn in. ﬁgure 1 %

Due to the pos’sibil'rty_to'cdmb[ha blocks of differant
molecular weights, the properties of the resulting
polymers vary in a wide range, The poloxamer grid
(see figure 2) demonstrales the spectrum of the'
molecular weig s
and solid) andivai ns m lhe hydrophlhc o
hydrophobic character of the' indmdual compoun
Lutrol F 127 hasan average molecular weight of.
about 12200, The mhoxyemyiena unﬂs Tepresent

about 739 of the molecular welght wh reas thal one -

of polyoxypropylene stands for abo
compasilian Lulr'o! FA27 Is readily

> Ph'zrmcopoeaal Situation
Up to now the products for ph an'naoemlcal use have
been characlerized on lha one hand:_l 1he family-

hand in |nd1\ndual monographs ¢
{Japanese Pharmaceunca[ Excip
Third (2000) Supplement' lo the ‘Thm:l -(1997] ediion
of the European Phammacopoeia’ a_famlly-monograph
on 'Poloxamers'.was p trast
USP/NF eight di

CHy

; HO-ECH2-CHZ—OJ—ECHE—CH-Oa—ECHz-CHZ—O-}
} a b a

BASF EXAct

Po!oxamergnd
- (Figure 2)

Molocular weight of PO-part

20% 30% 40% 50%

Percentage EQ-part [%5]

ons, prevanl poloxamer 407
1 formlng gels 4]

| the gels than in‘a buffer solution alone. Il is predicted
“that atpH 7.00 and 20*‘0, the time requzred for 10%

000d1¢e
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viscosity [mPa.s]

1
Témpe:n\um f'cl

t=20'C At=30C

based gels with or-without’ the

or baclerioslatic agents or. debn
factors, and hemoslatic agents wa
tima ago [9] '

- Congentration [% wiv]

| 000019
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" induced bacterial keratiis and poss1b|rt|es foris

| xamer 407, Viability determinations revealed the SLN - | forr
lo be 10 fold less cylotoxic than pdyiacllde nanopar-::
ticles and 100 fald less than Bucyanoacrylate parhcles. :

| particles (SLN) for-drug _targetr_ng pu_rposqs as -

| comparable to that'of ketoprofen- !oaded suspe ;

Therefore, kelo-SLN delivery systems can be used | :
| anti-inflammalory agens such as ketoprofen and'in
| addition for other actives such as anilcancer drugs.
| analgesics; etc,

| the phagocylic uptake by the reficuloendotfislial s sys-
tem (RES) after i.v. injection their surface was modified

page 9 - No I4 Mpm 12000

gdls adjustable for pHis daimed. The compositioniis
a liguid at room temperature or below and a gl with
a desired osmdality al body temperature. For
example, a solution containing néomyd'n sdféle
0.55%, polymydn B sulfate 0,1 2%; glycerin: 0.?%.

pcloxamer 407 18.0%, meWparabenfprop‘,iparabé 3
0.19, and Tris-HC! buffer 7953% exhibited gelation al
approximately 33°C and osmdlality of approximately.

650 mOsmvkg in the liglid state at pH 7.5 and™
calculated osmalality in the gelled state was
approximately 290 mOsm!kg. o

The role of tear depos:ls on hydrbgél contact lenses--
prevention was determined in [15]. Among other

polymers of poloxamer series testad po'loxamer 40?
decreased Pseudomonas aeru' mosa adh ]

antimicroblal acﬁwty Thus It could be;;iised o pre\éenl

bacterial attachment to contact lenses and, ma}r be

therefore, a potential candidale'ts reduce the.
|nc1denoe of contact lens-mduced keral:lls

ol 7127 and s
Some years ago solid 1|p|d na.nopam :
been developed as new drug delwery system&

Although many particUlate drug carriers, such :
microspheres, liposomes, niosomes, emulsmns, _tc.
have been introduced, they have some dlsadvan-

lages, e.q. low efficiancy of Incorpora_t:on poor sla-:
bility and lack of reproducibility. Meanwhile, SLN as

new drug delivery systems entrap drugs witha high i

efficiency and a gocd reproducibili
SLN can clrculale in b1ood fn

Kelo-SLN was evaluated by the rneasuremenl

paricle size.and zeta-potential, ._e_fﬁciéncy ofentrap- |, .

ment, sedimentation volume, and in vitro release.
pattern, The mean’ particle size was abott 0.1 pm; and

the size was dependent on the type and amount of the -+

emulsifier, Zeta-potential was negaﬂve enlrapment
efficacy was very high and stability w
lleast 60 days in the respect of:partit :
sedimentation, The analgesic effect was als

| Solid rpfd nanoparticles (SLN'] as ahematrve L\f"collol-___
|-dal drug carriers were produced byih[gh press =)

homogenrzalson of melted lipids.

[17] by using hydrophilic polymers suchas Poto-

Poloxamer 407 surface-modrr ed solid lipid r nano—

BASF ExAct
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Toxicology of POA Block Copolymers 229

a. The most effective adjuvants were the largest, most hydrophobic poly-
mers, namely, triblocks Pluronic L-121 (2/4500) and L-101 (2/3800),
and octablock T1501 (2/7500);

b.  As the length of the POE chains was increased, the preparations lost

their activity as immune system stimulants (adjuvants) and induced less

inflammation;

c. A decrease in the molecular wei ight of the molecule, while maintaining

a fixed proportion of POP and POE, decreased adjuvant activity but
increased the toxicity, as indicated by inflammation at the site of
injection.
2. Copolymers with the reverse structure (POPa-POEy-POP:) were weak ad-
juvants, but tended to stimulate. granulomatous inflammation and prolifer-
ation of fibroblasts.

The relationship between HLB and adjuvant activity was:not a simplé one.
All of the strong adjuvants had low HLB values. as had been seen in an earlier
study [43], but several copolymers with Tow HLB va]ues had no demonstrable
adjuvant activity for BSA.

Several observations indicated that a highly specific mechanism was in-
volved. Pluronic L-121 (2/4500) stimulated a ‘mean antibody titer to BSA of
67,000, whereas Pluronic L-122 (4/5000), similarly injected, stimulated a titer
of only 184. The Pluronic L-121 and 1.-122 differ only in the Icngth of thie POE
chains. Again, Pluronic L—lOl (2/3800) and 31R1 (2/3500) produced very dif-
ferent immunologic and mﬂammamry responses (antibody titers of 84,000 ver-
sus 264), even though composed of ‘markedly similar comp! ts, but attached
in the reverse order. Among the octablock copolymiérs, adjiivant activity in-
creased as the inflammatory action decreased. e

Hunter and Bennett suggested [25] that much of the activity of these agents
derived from their ability to form adsorptive (adhesnve) surfaces on oil drops
which bind and activate complement, and a variety of other bmloglcally active
molecules in addition to the antigen. If this is true, the specifi icity of the various
block copolymers is based on their physico-chemical properties rather than on
any chemical interactions, a generality which seems borne out in evaluations of
the activity of these copolymers in other biological systems discussed earlier.

Johnston and Miller [20] sought to: relate. snucturally-dependent properties
of copolymers to their toxicity for muscle tissue. Such infornidtion wotild indicate
the potential utlllty of these coponmers for parenteral coadmmlstratlon wnh

F—127 (Poloxamer 407; 14/12500), P—IOS (Poloxamcr 335__ 1_0__/65__00), and P—123
(Poloxamer 403; 6/5750)—were injected i.m.. info. rabbits in single and multiple
(5 daily doses) injection studies. These copolymers vary in their respective POE
and POP chain lengths, and therefore in HLB and molecular weight.

ek |
petifh ]
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METODOS Y COMPOSICIONES PARA ESTABILIZAR VIRUS VIVOS
ATENUADOS

Prioridad

[0001] La presente solicitud reivindica el beneficio de la
prioridad sobre la solicitud provisoria de patente de los
Estados Unidos N.° 60/910.579, presentada en 6 de abril de

2007, que se incorpora a la presente en su totalidad.

Campo

[0002] Las formas de realizacidén de la presente se refieren a

composiciones y métodos para estabilizar virus vivos

atenuados. Otras formas de realizacién se refieren a
.

composiciones y métodos para reducir la degradacidén de

virus vivos atenuados. AGn otras formas de realizacidn se

refieren a los usos de estas composiciones en kits para

aplicaciones y métodos portatiles.
Antecedentes

[0003] Las vacunas para proteger contra infecciones virales

se han usado efectivamente para reducir la incidencia de

enfermedad humana. Una de las tecnologias mé&s exitosas para

las vacunas virales consiste en inmunizar animales o

humanos con una cepa debilitada o atenuada del virus (un

“virus vivo atenuado”). Debido a la limitada replicacidn

después de la inmunizacidén, la cepa atenuada no causa

enfermedad. Sin embargo, la limitada replicacidén viral es
suficiente para expresas la totalidad del repertorio de

antigenos virales y generar respuestas inmunes poderosas y

duraderas contra el virus. En consecuencia, luego de la

posterior exposicidén a una cepa patogénica del virus, el

individuo inmunizado estd protegido contra la enfermedad.
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Estas vacunas a virus vivos atenuades se encuentran entre

las vacunas mas exitosas de las usadas en la salud publica.

[0004] Diez de las dieciséis vacunas virales aprobadas para
la venta en los Estados Unidos son a virus vivos atenuados.

Las vacunas a virus vivos altamente exitosas incluyen las

vacunas contra el virus 17D de fiebre amarilla, el virus de

los virus de sarampidn,

polio de Sabin tipos 1, 2 y 3,
El uso de 1la

paperas, rubéola, varicela y vacuna de virus.

vacuna contra el virus de vacuna para controlar brotes de

viruela condujo a la primera y unica erradicacidén de una

enfermedad humana. La vacuna de virus de polio Sabin ha

contribuido a prevenir la enfermedad discapacitante en todo

el mundo y se utiliza en los esfuerzos tendientes a
polio. |La wvacunacidén infantil con vacunas

erradicar la
rubéola y varicela previene

contra sarampidn, paperas,
millones de muertes y enfermedades a nivel internacional.

[0005] Recientes avances técnicos tales como reorganizacioén,

genética inversa y adaptacién al frio, han conducido al

otorgamientc de licencias de virus vivos atenuados para

rotavirus. Numerosas vacunas a virus vivos

gripe vy
ADN recombinante se

desarrolladas
encuentran en etapa de prueba clinica en humanos,
para la enfermedad del Nilo Occidental,
la tuberculosis y el HIV.

por tecnologias de
incluso

las vacunas la

fiebre de dengue, el paludismo,

a virus recombinantes dependen de la

Estas wvacunas
manipulacién de vacunas a virus atenuados bien definidas,

virus de vacuna, virus 17D de fiebre

DEN-2 PDK-53. Los virus atenuados
la

tales como adenovirus,

amarilla o virus dengue,

seguros se obtienen por ingenieria genética con

finalidad de expresar antigenos protectores contra otros

patégenos virales o bacterianos. Se han aprobado varias
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vacunas a virus recombinantes para uso animal, incluso un

virus recombinante de viruela de canario/leucemia felina,

virus recombinante de viruela de canario/trastorno

un
un virus recombinante de viruela de canario/Nilo

canino,
Occidental y un virus recombinante de fiebre amarilla/Nilo

Occidental. Como grupo, las vacunas a virus vivos atenuados

se encuentran entre las intervenciones médicas més exitosas

en la historia de 1la humanidad, sélo segundas al

advenimiento de los antibidticos, y mantienen la promesa de

mejorar la salud publica/en todo el mundo.

[0006] Para que las vacunas a virus vivos atenuados sean

deben tener capacidad de replicacidén después de

efectivas,
cualquier factor que

la inmunizacidén. En consecuencia,
inactive el virus puede incapacitar la vacuna.

la amplia distribucién |y el uso de la vacuna contra la

Por ejemplo,

viruela antes de la segunda guerra mundial eran limitadas,

porque el virus se inactivaba después de sdélo unos pocos

dias a temperatura ambiente. En la década de 1820,

cientificos franceses demostraron gque la vacuna secada por

congelamiento proveia @ estabilidad a largo plazo y se

desarrollaron técnicas para la fabricacién en gran escala

de vacuna secada por congelamiento en la década de 1940

(ver por ejemplo Coliier 1955). Ademas del secado por

congelamiento, se han detectado varios aditivos que pueden

contribuir a estabilizar los virus en las vacunas a virus

Hsu et al 1999).

vivos atenuados (ver por ejemplo Burke,

Estos estabilizadores | generalmente incluyen uno o mas de

cationes divalentes, soluciones

los siguientes componentes:
(por ejemplo

buffer, quelantes, urea, azucares

salinas
sacarcsa, Jlactosa, trehalosa), polioles (por ejemplo,
glicerol, manitol, sorbitol, polietilenglicol),

epaane
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de proteinas (por ejemplo

hidrolizados
de lactalbumina,

aminoacidos,
caseina, hidrolizado

hidrolizado de
(por ejemplo gelatina,

peptona), proteinas
humana) o polimeros (por ejemplo dextrano).

albumina sérica

[0007] Sin embargo, incluso con estos agentes
estabilizadores, muchas de las vacunas comunmente usadas
aun requieren refrigeracién para su eétabilizacién. Otras
cominmente usadas son sensibles a temperaturas

el calor excesivo o el congelamiento accidental

El mantenimiento de esta

vacunas

extremas;

pueden inactivar la vacuna.
“cadena de frio” durante la distribucién es particularmente
dificil en los paises en desarrollo. En consecuencia, se

mantiene la necesidad de mejorar la estabilidad de las
vacunas a virus vivos atenuados existentes y recién

desarrolladas.

[0008] Los flavivirus se encuentran entre los virus mas
labiles. Son virus con envoltura que tienen genoma ARN de
aproximadamente 11.000 bases. La mayoria de los flavivirus
son transmitidos por un vector artrdpodo, comunmente
mosquitos. Existen mas de 70 flavivirus diferentes que se
agrupan en tres categdrias principales sobre la base de su
el grupo dengue, el grupo de la encefalitis
la fiebre amarilla. Entro los

16

serologia:
japonesa y el grupo de
flavivirus conocidos, 40 son transmitidos por mosquitos,
por garrapatas Yy tienen
En consecuencia,

replicarse en

son transmitidos 18 wvirus no
la mayoria de

insecto vector identificado.
evolucionado hasta

Su

los flavivirus han

artréopodo vector y su especie huésped vertebrado (a menudo
La urbanizacién en expansidén, los viajes

aves o mamiferos).
(tales como la

por todo el mundo y cambios ambientales
deforestacién o los patrones de lluvia) han conducido a la
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emergencia de diversos flavivirus como amenazas a la salud
piblica humana. Dichos wvirus incluyen, sin limitaciones,
virus de fiebre amarilla, virus dengue, virus del Nilo
Occidental, virus de encefalitis japonesa, y virus de

encefalitis transmitida por acaros.

[0009] Mediante el control intensivo de mosquitos y 1los
esfuerzos de vacunacién, la fiebre amarilla fue eliminada
de gran parte de América del Norte, Central y del Sur, el
Caribe y Europa. Sin embargo, en los uUltimos 20 afios ha
aumentado la cantidad de paises que informan casos. El
virus de la fiebre amarilla ahora es endémico  en
importantes porciones de Africa y América del Sur y algunas
islas del Caribe. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
estima que ocurren 200.000 casos anuales de fiebre amarilla
que conducen a 30.000 muertes. Desde la segunda guerra
mundial, el flavivirus de dengue se ha diseminado a las
regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo vy
ahora amenaza a mas de 3,5 mil millones de personas,
alrededor de la mitad de la poblacién mundial. La OMS
estima gue ocurren 50—lq0 millones de casos de fiebre
dengue al afio. 500.000 de ellos pertenecen a la forma mas
severa de la enfermedad, gque pone en peligro la vida,
denominada fiebre dengue hemorragica, que causa mas de
25.000 muertes por afio. Una forma particularmente virulenta
de virus del Nilo Occidental fue introducida en el
hemisferio occidental, presuntamente por viajeros, en Nueva
York en 1999. E1l virus transmitido por mosquito infectd
aves como huésped primario, pero también causd enfermedad y
mortalidad en humanos y caballos. El1 virus del Nilo
Occidental se difundié por los Estados Unidos, Canadéd vy

México. Desde su introduccién, el virus del Nilo Occidental
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ha causado mas de 20.000 casos informados de enfermedad del

Nilo Occidental que causaron 950 muertes en los Estados

Unidos. El virus de la encefalitis japonesa causa de 30.000
neurolédgica anualmente,

50.000 <casos de enfermedad
El1 25-30% de

a

principalmente en el este y el sur de Asia.

los casos informados son fatales. El virus @ de la

encefalitis transmitida por &caros es endémico en partes de

Europa y Asia y continla causando brotes episddicos que

afectan a miles de individuos. Los virus relacionados que

limitada incluyen el

tienen diseminacidén geografica mas
virus del Nilo

virus Kunjin (un pariente cercano del

y el virus de la encefalitis del valle Murray

Occidental)
el virus de encefalitis de San

en Australia y Nueva Guinea,

en América del Norte y del Sur,
y el wvirus Cacipacore en

Luis los wvirus Usutu,

Koutango y Yaonde en Africa,

América del Sur.

[00010] Se han desarrollado vacunas a virus vivos

atenuados que son seguras y protectoras contra enfermedades

tales como fiebre amarilla y encefalitis

por flavivirus,
ha sido

La vacuna a virus vivos atenuados 17D,

japonesa.
la fiebre amarilla. Las

ampliamente usada para prevenir
actuales wvacunas de flavivirus son liofilizadas en

de estabilizadores. No obstante, las vacunas

presencia
y despacho a 2 - 8 °C, un

requieren almacenamiento
en los pailses en

requisito que es dificil de cumplir
desarrollo y las regiones mds remotas de las naciones

desarrolladas. Ademas, luego

pierden répidamente potencia,

de la reconstitucidn, las

vacunas incluso cuando se

almacenan a 2 - 8 °C.
La vacuna contra sarampidén es otro ejemplo de un

[00011]
en todo el mundo para

virus labil atenuado gque se usa
prevenir la enfermedad. El virus del sarampién en un virus
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ARN de cadena negativa no segmentada con cubierta, de la
familia Paramyxovirus. El /'sarampidén es una enfermedad
estacional altamente contagiosa que puede afectar
virtualmente a cualquier nifioc antes de la pubertad en
ausencia de vacunacién. En paises en vias de desarrollo,
las tasas de mortalidad en nifios infectados por sarampidn
pueden alcanzar hasta 2 a 15%. De hecho, a pesar de los
esfuerzos tendientes a instituir la inmunizacién en todo el
mundo, el sarampidén aun causa méds de 7.000 muertes de nifios
por afio. La vacuna de sarampién es una vacuna a virus vivos
atenuados que se fabrica en células primarias de
fibroblastos de polle. La vacuna se estabiliza con gelatina
y sorbitol, y luego es liofilizada. La vacuna estabilizada
y liofilizada tiene una vida de depdésito de 2 afios o0 mas si
se almacena de 2 a 8 °C. Sin embargo, la vacuna liofilizada
aln requiere una cadena de frio que es dificil de mantener
en los paises en desarrollo. Ademés, luego de la
reconstitucién, la vacuna pierde el 50% de si potencia
dentro de la hora siquiente a temperatura ambiente (20 a 25
e

[00012] En consecuencia, existe una necesidad en la

técnica de mejorar las formulaciones de vacunas.

SINTESIS

[00013] Las formas de!l realizacién de la presente se
refieren a métodos y composiciones para reducir o prevenir
el deterioro o la inactivacién de una composicidén de virus
vivos atenuados. Ciertas composiciones descritas pueden
incluir combinaciones de componentes que reducen el
deterioro de un virus vivo atenuado. Otras formas de
realizacién de la presente se refieren a combinaciones de

excipientes que mejoran en gran medida la estabilidad de

~
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los virus vivos atenuados. Aun otras composiciones vy
métodos de la presente estdn dirigidos a reducir la
necesidad de menores temperaturas (por ejemplo
almacenamiento refrigerado o congelado) a la vez que

incrementa la vida de depdsito de los virus vivos atenuados

acuosos y/o reconstituidos.

[00014] De acuerdo con estas formas de realizacidn,
ciertos virus vivos atenuados estan dirigidos a los
flavivirus. Algunas formas de realizacién, dirigidas a
composiciones, pueden incluir, sin limitaciones, uno o mas
virus vivos atenuados, tales como uno o méds flavivirus vivo
atenuado en combinacién con uno o mds agentes tensioactivos

de alto peso molecular, proteinas, e hidratos de carbono.

[00015] Las composiciones contempladas en la presente
pueden incrementar la estabilizacién y/o reducir la
inactivacién y/o la degradacién de un virus vivo atenuado
que incluyen, sin limitaciones, un virus vivo atenuado de
Flavivirus, Togavirus, Coronavirus, Rhabdovirus, Filovirus,
Paramyxovirus, Orthomyxovirus, Bunyavirus, Arenavirus,
Retrovirus, Hepadnavirus, Pestivirus, Picornavirus,

Calicivirus, Reovirus, Parvovirus, Papovavirus, Adenovirus,

Herpes virus, o Poxvirus.

[00016] Otras formasl de realizacién se refieren a
composiciones de virus vivos atenuados y métodos dirigidos
a composiciones de vacuna capaces de reducir o prevenir el
inicio de una condicién médica causada por uno ¢ mas de los
virus contemplados en la presente. De acuerdo con estas
formas de realizacién, las condiciones médicas pueden
incluir, sin limitaciones, infeccién del Nilo Occidental,

fiebre dengue, encefalitis japonesa, enfermedad del bosque
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valle Murray, fiebre
Luis,

de Kyasanur, encefalitis del
hemorragica de Alkhurma, encefalitis de San

encefalitis transmitida por é&caros, fiebre amarilla vy

infeccidén por virus de hepatitis C.

[00017] En ciertas formas de realizacién, las

la presente pueden estar

composiciones contempladas en
En

parcialmente o totalmente deshidratadas o hidratadas.
de realizacién, los agentes proteicos
de 1la presente

otras formas
en el uso de composiciones

contemplados
lactalbumina, albumina

pueden incluir, sin limitaciones,

sérica humana, una albuUmina sérica humana recombinante

(rHSA), albumina sérica bovina (BSA), otras albuminas

séricas o miembros de la familia de genes de albumina. Los

sacaridos o] agentes polioles pueden incluir, sin

limitaciones, monosacadridos, disacéridos, alcoholes azucar,

trehalosa, sacarosa, maltosa, isomaltosa, celibiosa,

gentiobiosa, laminarribosa, =xilobiosa, manobiosa, lactosa,

fructosa, sorbitel, manitol, Tactitel, =xilitol, eritritol,

amilasa, ciclodextrinas, quitosano o celulosa. En
los agentes tensioactivos

rafinosa,

ciertas formas de realizacidn,

pueden incluir, sin limitaciones, un agente tensioactivo no

iénico tal como alquilpoli (6xido de etileno),
de propileno)

copoclimeros

de poli(éxido de etileno) y poli(éxido

(copolimeros de bloque de EO-PO), poli(vinilpirrolidona),

alquilpoliglucésidos |(tales como monoestearato de sacarosa,
de sorbitano,

{alcohol

laurildiglucésido o] monolaureato

octilglucédsido y decilmaltédsido), alcoholes grasos

cetilico o alcohol oleilico), o cocamidas (cocamida MEA,

cocamida DEA y cocamida TEA).

[00018] En otras formas de realizacidén, los agentes

tensioactivos pueden incluir, sin limitaciones, los
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copolimeros de bloque copolimero poloxamero 407; Pluronic
F127, poloxamero 188, Pluronic F68®, copolimero poloxamero
403; Pluronic P123®, u otros copolimeros de bloque EO-PO
con mas de 3.000-4.000 PM.

[00019] En algunas formas de realizacién, las
composiciones de vacuna pueden incluir, sin limitaciones,
uno o mas agentes proteicos que sean albumina sérica; uno
o mas agentes sacaridos que sean trehalosa; y uno o mas
agentes tensioactivos poliméricos que sean el copolimero
de blogue EO-PO, copolimero poloxamero 407, Pluronic
F127®.

[00020] Algunas formas de realizacién de la presente se
refieren a composiciones de virus vivos atenuados
parcialmente o totalmente deshidratadas. De acuerdo con
estas formas de realizacidén, una composicidén puede estar
20 % o mas: 30% o mas ; 40% o mas; 50% o mas; 60% o mas;
70 o mas; 80% o més; o 90% o mds deshidratada.

[00021] Otras formas de realizacién se refieren a

ol

métodos disminuir la inactivacién de virus vivos atenuados
que incluyen, sin limitaciones, la combinacién de unoc o
mas virus vivos atenuados con una composicién capaz de
reducir la inactivacién de un virus vivo atenuado que
incluye, sin limitaciones, uno o mas agentes proteicos;
uno o mas sacaridos o0 Iagentes polioles; y uno © mas
agentes tensioactivos de alto peso molecular, en donde la
composicién disminuye la inactivacién del virus vivo
atenuado. De acuerdo con estas formas de realizacidn, el

virus vivo atenuado puede incluir, sin limitaciones, un

Flavivirus, Togavirus, Coronavirus, Rhabdovirus,

Filovirus, Paramyxovirus, Orthomyxovirus, Bunyavirus,

Arenavirus, Retrovirus, Hepadnavirus, Pestivirus,

Picornavirus, Caliciwvirus, Reovirus, Parvovirus,
mn
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Papovavirus, Adenovirus, Herpes virus o un Poxvirus.

los métodos y las composiciones descritas en la

Ademés,
de secado por

presente pueden
congelamiento u otros métodos de deshidratacidén para la

incluir métodos

combinacién. De acuerdo con estos métodos y composiciones,

los métodos y las composiciones disminuyen la inactivacioén
por congelamiento o

del wvirus vivo atenuado secado

parcialmente o totalmente deshidratado. En otros métodos,

las composiciones para disminuir la inactivacidén de un
virus vivo atenuado pueden comprender una composicidn

acuosa o pueden comprender una composicién rehidratada
después de la deshidratacién. Las composiciones descritas
|

en la presente tienen capacidad para incrementar la vida

de depdésito de un| virus vivo atenuado acuoso ©

rehidratado.

[00022] En ciertas formas particulares de realizacidén, un

virus vivo atenuado que se usa en una composicidn de vacuna

contemplada en la presente puede incluir, sin limitaciones,

una mé&s vacunas de flavivirus vivos atenuados, incluso sin

limitaciones, el virus de fiebre amarilla atenuado (tal
como 17D), el virus de encefalitis japonesa atenuado, (tal
como SA 14-14-2), e; virus de dengue atenuado (tal como
DEN-2/PDK-53 o) DEN-4A30) o) flavivirus quiméricos
recombinantes.

[00023] En ciertlas formas de realizacidn, las

composiciones contempladas en la presente tienen capacidad
para disminuir la inactivacién y/o la degradacidon de un

virus vivo atenuado hidratado durante més de 24 horas a

temperatura ambiente (por ejemplo aproximadamente 20 °C a
aproximadamente 25 °C) o temperaturas de refrigeracidn (por

ejemplo aproximadamente 0 °C a aproximadamente 10 °C). En

11
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formas mas particulares de realizacidén, una composicidén de
combinacién tiene capacidad para mantener aproximadamente

100 por ciento del virus [vivo atenuado durante mas de 24

Ademas, las composiciones de combinacién

horas.
tienen capacidad para de

contempladas en la presente
reducir la inactivacién de un virus vivo atenuado hidratado

durante al menos 2 ciclos de congelamiento Y

descongelamiento. Otros métodos se refieren a composiciones
de combinacién capaces de reducir la inactivacidn de un

virus vivo atenuado hidratado durante aproximadamente 24
a temperaturas de

horas hasta aproximadamente 50 dias
°C a

refrigeracién (por ejemplo aproximadamente O

aproximadamente 10 °C). |[Las composiciones contempladas en

estos métodos pueden incluir, sin limitaciones, uno © mas

agentes proteicos de albUmina sérica; uno o mas agentes

sacaridos de trehalosa; y uno o mds agentes de copolimeros

poloxamero 407, Pluronic

de blogue EO-PO de copolimero
F127. En ciertas formas de realizacidn,

virus vivo atenuado se mantiene a aproximadamente 100% de

la composicidén del

titulo viral después de 7 dias a aproximadamente 21 °C y

aproximadamente 100% de titulo viral después de 50 dias a

temperaturas de refrigeracién de alrededor de 4 °C. Otras

presente pueden incluir

formas de realizacidén en la
composiciones de virus'vivo atenuados que se mantienen con
aproximadamente 90%, o aproximadamente 80% del titulo viral
después de 7 dias a aproximadamente 21 °C y aproximadamente
90%, o aproximadamente 80% de titulo viral después de 50
dias a temperaturas de refrigeracién de aproximadamente 4

°C. Otras formas de realizacidén contempladas incluyen

composiciones de virus vivos atenuados que mantienen en
aproximadamente 3x a aproximadamente 10x la concentraciodn

de titulo viral después de varias horas (por ejemplo 20

17
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horas) a aproximadamente | 37 °C comparado con otras

composiciones conocidas en la técnica (ver por ejemplo, las

Fig. 4 y 5). Las composiciones descritas en la presente

reducen la degradacidén dell virus vivo atenuado cuando la

composicién se almacena a aproximadamente 37 °C.

[00024] Otras formas de realizacién se refieren a kits

para reducir la inactivacién de una composicidén de virus

vivo atenuado que incluye, sin limitaciones, un contenedor:

y una composicién que incluye, sin limitaciones, uno o mas

uno o mas agentes sacdaridos o polioles,

agentes proteicos,
en

y uno o mas agentes de copolimeros de blogque EO-PO,

donde la composicién disminuye la inactivacién y/o la

degradacién de un virus vivo atenuado. De acuerdo con estas

formas de realizacién, un kit de composicién puede incluir
uno o mas agentes proteicos de albumina sérica; uno o mas

agentes de sacarido de trehalosa; y uno o mas agentes de

de blogque EO-PO. Ademés, en la presente se

copolimeros
contempla un kit que también puede incluir uno o mas virus

vivos atenuados que incluyen, sin limitaciones, un

Flavivirus, Togavirus, Coronavirus, Rhabdovirus, Filovirus,

Paramyxovirus, Orthomyxovirus, Bunyavirus, Arenavirus,

Hepadnavirus, Pestivirus, Picornavirus,

Retrovirus,
Papovavirus, Adenocovirus,

Calicivirus, Reovirus, Parvovirus,

Herpes virus, o Poxvirus. En ciertas formas de realizaciédn,

las composiciones de la presente pueden incluir trehalosa

sacarido. De acuerdo con estas formas de

la concentracién de trehalosa puede ser igual
las

como agente

realizacién,

o mayor de 5% (p/v). En ciertas formas de realizaciodn,

composiciones de la presente pueden incluir polimero F127

como agente de copolimeros de bloque EO-PO. De acuerdo con

estas formas de realizacidén, la concentracién de copolimero

12
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poloxamero 407, pluronic F127® puede ser de aproximadamente

0,1 a aproximadamente 4 por;biento (p/v) .

En otras formas de realizacidn, las composiciones

[00025]
contempladas en la presente pueden contener cantidades de
trazas o no contener cationes divalentes. Por ejemplo, las

la presente pueden tener

composiciones contempladas en
cantidades de trazas o nada de calcio/magnesio (Ca*?/Mg*?) .

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria

se incluyen para demostrar mejor ciertos

particulares

descriptiva vy
de realizacién de 1la

formas
se pueden entender

aspectos de
presente. Las formas de realizaciodn

mejor por referencia a
combinacién con la descripcién detallada presentada en la

una © mas de estas figuras en

presente.

[00026] La Fig. 1 representa un ejemplo de histograma de

los experimentos que utilizan diversas composiciones para
flavivirus

analizar la estabilidad /de un ejemplo de virus,

DEN-2 PDK 53, en las composiciocnes.
[00027] La Fig. 2 representa un ejemplo de grafico de un
flavivirus DEN-2

analisis cinético de un ejemplo de virus,
°C en diversos

PDK 53, para la inactivacién viral a 37

ejemplos de composiciones.

La Fig. 3 representa un ejemplo de histograma de
el virus DEN-2 PDK 33,

Los valores se

[00028]
un analisis de un ejemplo de virus,

almacenade a 37 °C durante 21

expresan como porcentaje del titulo viral remanente después
titulo inicial. Los

horas.

de la incubacién respecto del

14
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porcentajes de la formulacién se refieren (p/v) al

excipiente respectivo.

La Fig. 4 representa un ejemplo de histograma de
el wvirus DEN-2 PDK 53,

en diferentes

[00029]
un anélisis de un ejemplo de virus,

almacenado a 37 °C durante 23  horas

composiciones. Los valores se expresan como porcentaje del
titulo viral remanente después de la incubacién respecto

del titulo inicial.

La Fig. 5 representa un ejemplo de histograma de
el wvirus DEN-2 PDK 53,

en diferentes

[00030]
un andlisis de un ejemplo de virus,
37 °€ durante 23
Los valores se expresan como porcentaje del

almacenado a horas

composiciones.
titulo viral remanente después de la incubacidén respecto

del titule inicial. Las dos barras para cada formulacidn

representan duplicados del experimento.

[00031]

un anélisis de un ejemplo de virus, el virus DEN-2 PDK 53,

después de dos ciclos de congelamiento y descongelamiento

cuando se almacena en diferentes formulaciones. Los valores
remanente

se expresan como porcentaje del titulo wviral

respecto del titulo inicial.

[00032]
analisis cinético de un ejemplo de virus,

recombinante DEN-2 PDK 53/WN, en diferentes ejemplos

composiciones para la inactivacién viral a 25

varias semanas.

[00033]
andlisis cinético de un ejemplc de virus,

La Fig. 6 representa un ejemplo de histograma de

después de los ciclos de congelamiento y descongelamiento

La Fig. 7 representa un ejemplo de grafico de un
el flavivirus

de

°C durante

La Fig. 8 representa un ejemplo de grafico de un
el flavivirus
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en diferentes ejemplos de

recombinante DEN-2 PDK 53/WN,
°C durante

composiciones para la inactivacidén viral a 4

varias semanas.

9 representa un ejemplo de histograma de
el virus DEN-2 PDK-53,

ejemplos de

| [00034] La Fig.

un analisis de un ejemplo de virus,
de liofilizacidén |en <diferentes

La ilnactivacién viral se evalud tal como se
de dos semanas a

| después

composiciones.

describid® con anterioridad/ después

diferentes temperaturas.

DESCRIPCION DE FORMAS DE REALIZACION ILUSTRATIVAS

Definiciones
[00035] Tal como se usa en la presente, “un” o “una”

pueden significar uno o mas de un elemento.

[00036] Tal como se usa en la presente, “aproximadamente”
puede significar hasta e y incluso mds o menos el cinco por
ciento, por ejemplo, aproximadamente 100 puede significar
95 y hasta 105.

la presente, agentes

[00037] Tal como se 'usa en

“sacdridos” puede significar uno o mas monosacaridos, (por

galactosa, ribosa, manosa, ramnosa,

ejemplo glucosa,
talosa, xilosa o alosarabinosa), uno o mas disacaridos (por
ejemplo trehalosa, sacarosa, maltosa, isomaltosa,
celibiosa, gentiobiosa, laminarribosa, xilobiosa,

trisacdridos (por ejemplo

lactosa o fructosa),

melizitosa, panosa o celotriosa) o

manobiosa,

acarbosa, rafinosa,
polimeros de azGcar (por ejemplo dextrano, xantano,
pululano, ciclodextrinas, amilosa, amilopectina, almiddn,

1A

0oanst



78484365434

celooligosacéaridos, celulosa, maltooligosacéaridos,

glucégeno, quitosano o quitina).

[00038] Tal <como se usa en la presente, agentes
“polioles” puede significar cualquier alcohol azicar (por
ejemplo manitol, sorbitol, arabitol, erutritol, maltitol,
xilitol, glicitol, glicel, poliglicitol, polietilenglicol,
polipropilenglicol, o glicerol).Tal como se usa en la
presente, “agentes tensiocactivos de alto peso molecular”
puede significar una molécula tensioactiva anfifilica con

peso molecular superior a 1500.

[00039] Tal como se usa en la presente, “copolimero de
bloque EO-PC” puede sigﬁificar un copolimero gque consiste
de bloques de poli(éxido de etileno) y poli(dxido de
propileno). Ademds, tal como se usa en la presente,
“Pluronic” puede significar copolimeros de blogque EO-PO en
EOx-POy-EOx. Esta configuracién de copolimeros de bloque

EO-PO también se refiere como “Poloxamero” o “Synperonic”.

[00040] Tal como se usa en la presente, “virus atenuado”
puede significar un virus del que ha demostrado signos
clinicos reducidos o ausentes de enfermedad cuando se

administra a un animal.

DESCRIPCIONES DETALLADAS

[00041] En las siguientes secciones, se describen
diversos ejemplos de composiciones y métodos a fin de
detallar diversas formas de realizacidédn. Serd obvio para un
experto en la técnica que la puesta en practica de las
diversas formas de realizacién no requiere emplear la
totalidad o incluso algunos de los detalles resenados en la

presente, sino mAs bien gque las concentraciones, los

17
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tiempos y otros detalles especificos se pueden modificar

mediante experimentacidén de rutina. En algunos casos, no se

métodos o componentes conocidos en la

han incluido

descripcién.
[00042] La estabilidad de las vacunas de flavivirus ha
sido evaluada para los virus vivos atenuados existentes de

fiebre amarilla y virus de encefalitis japonesa. Cuando se
analizaron en 1987, sdélo  cinco de las doce vacunas de

fiebre amarilla fabricadas en ese momento cumplian con los

estdndares minimos de estabilidad. Luego se demostrd que la
aminoadcidos y cationes

adicidén de una mezcla de azucares,
por lo que

divalentes estabilizaba la wvacuna liofilizada,

la vacuna perdia menos de 1 log de potencia después de la

incubacién a 37 °C durante 14 dias. Se han descrito

formulaciones liofilizadas estabilizantes para la vacuna de
fiebre amarilla (ver por ejemplo la patente de los Estados

Unidos N.° 4.500.512). Lal/patente de los Estados Unidos N.°©

4,500.512, describe una combinacién de lactosa, sorbitol,

los cationes divalentes calcio y magnesio, y al menos un

aminodcido. Si bien esta formulacién puede contribuir a
estabilizar la vacuna liofilizada, no provee estabilidad a

acuosa. Otro estudio examindé la

la vacuna en forma
capacidad de varias formulaciones diferentes que incluyen

las composiciones descritas con anterioridad y el efecto de

la sacarosa, trehalosa y lactalbumina sobre la estabilidad

de la vacuna liofilizada de fiebre amarilla. Se halldé que
% de sacarosa sola,

las formulaciones que consisten de 10 %
2% de sorbitol con 4% de inositol, o 10% de sacarosa con 5%
de lactalbumina, 0,1 g/l de CaCl2 y 0,076 g/l de MgSO4
proveen la mejor estabilidad (ver por ejemplo Adebayo, Sim-—
Sin embargo, en todos los casos

Brandenburg et al., 1998).
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después de la resuspensidén, la vacuna de fiebre amarilla

continda siento muy inestable y se debe descartar después

de sbélo aproximadamente una hora (ver por ejemplo Monath

1996; Adebayo, Sim-Brandenburg et al. 1998). Esto causa

desperdicio de la wvacuna ! y la posibilidad de que se

administre vacuna ineficaz en condiciones de campo, si se

usa la vacuna inestable.

[00043] Otra vacuna de flavivirus vivos atenuados para la

proteccién contra encefalitis japonesa ha obtenido licencia

y tiene amplio uso en China (ver por ejemplo Halstead y

Tsal 2004). La cepa de la vacuna de encefalitis japonesa SA
14-14-2 se cultiva en células primarias de rifién de hamster

y el sobrenadante celular se cosecha y se filtra en grueso.
incluia 1% de gelatina y 5% de

Una composicidédn previa
Mediante el uso de

sorbitol arfiadido como estabilizantes.

dichos estabilizantes, la vacuna es liofilizada y luego es

estable a 2 a 8 °C durante al menos 1,5 arfios, pero sdélo 4

meses a temperatura ambiente y 10 dias a 37 °C. Al igual

amarilla, la wvacuna

gque con la vacuna de fiebre

reconstituida es muy 1labil y es estable durante sdélo 2
horas a temperatura ambiente (ver por ejemplo Wanf, Yang et

al 1990). En ciertas formas de realizacién de la presente,

se contemplan las composiciones de virus de flavivirus

vivos atenuados para estabilizar o reducir la degradaciodn

de la vacuna de encefalitis Jjaponesa.

[00044] No se ha identificado una formulacidén para una

vacuna de flavivirus vivos atenuados que provea estabilidad

a large plazo de las
temperaturas superiores a

descrito ninguna formulacidén que impida

10

formulaciones licfilizadas a
2 - 8 °C. Ademas, no se ha
la pérdida de
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titulo, que estabilice 0o que reduzca la degradacidén de

vacunas acuosas durante mas de unas pocas horas.

[00045] También se han descrito formulaciones para otros

virus vivos atenuados (ver por ejemplo Burke, Hsu et al.

1989), Un estabilizador comun, referido comc SPGA es una

mezcla de 2 a 10% de  sacarosa, fosfato, glutamato de

de |albumina sérica (ver por ejemplo

potasio y 0,5 a 2%
identificado

Miller et al, 6 1950). Se han
de esta formulacidén basica ceon

Bovarnick,

diversas modificaciones

diferentes cationes, con sustituciones de almidén

hidrolizado o dextrano por sacarosa,
hidrolizado de caseina o polivinilpirrolidona por albumina

y con sustituciones de

sérica. Otras formulaciones usan hidrolizado de gelatina en

lugar de albumina sérica como fuente de proteinas (Burke,

Hsu et al 1999). Sin embargo, la gelatina puede causar

reacciones alérgicas en nifios inmunizados y puede ser causa

de eventos adversos relacionados con la vacuna. La patente

de los Estados Unidos N.° 6.210.683 describe la sustitucidn

de albUmina sérica humana recombinante por albumina

purificada de suero humano en formulaciones de vacuna.

[00046] Las formas de realizacién de la presente

describen composiciones que mejoran la estabilidad y/o

reducen en deteriorc de las vacunas de virus vivo atenuado

comparadas con las | de la técnica previa. Ciertas

composiciones descritas en la presente proveen estabilidad

2 horas; hasta 3 horas; hasta 4
Ciertas

de los wvirus acuosos hasta

horas y mds de 4 horas a aproximadamente 37 °C.

composiciones descritas en la presente proveen estabilidad

de los virus acuosos hasta de hasta 1 dia a aproximadamente

1 semana o mds, a aproximadamente temperatura ambiente (por

ejemplo 25 °C). Las formas de realizacidén contempladas en

m
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la presente proveen aumento de la proteccidén de un virus

vivo atenuado por ejemplo contra el congelamiento y/o

y/o temperaturas elevadas. En ciertas

descongelamiento,

formas de realizacidén, las composiciones en la presente

reducir el deterioro y/o prevenir la

pueden estabilizar,
atenuados

inactivacién de 1los productos a virus vivos
deshidratados en condiciones de temperatura ambiente
En otras formas de

(por

ejemplo de aproximadamente 25 °C).

realizacidén, las composiciones contempladas en la presente

pueden estabilizar, reducir el deterioro y/o preﬁenir la

inactivacién de productos a virus vivos atenuados acuosos a

aproximadamente 25 °C o hasta aproximadamente 37 °C. Las

composiciones y los métodos descritos en la presente pueden

facilitar el almacenamiento, la distribucién, la entrega y

- la administracion de vacunas virales en regiones

desarrolladas y en vias de desarrollo.

de realizacién pueden incluir

[00047] Otras formas
vivos atenuados que

para wvacunas a virus
Picornavirus (por ejemplo,
Calicivirus

composiciones
incluyen, sin limitaciones,

poliovirus, virus de enfermedad de pie y boca),

(por ejemplo, virus SARS y virus de peritonitis infecciosa

felina), Togavirus (pof ejemplo, virus sindbis, el virus de

encefalitis equina, wvirus chikungunya, virus de rubéola,

virus de rio Ross, virus de diarrea bovina,

de jabali),
del WNile Occidental,

encefalitis japonesa,
virus de encefalitis 'transmitida por &carocs),

(por ejemplo, coronavirus humano
Rhabdovirus (por ejemplo, viru

gastroenteritis de cerdo),
Filoviru

de la rabia, virus de estomatitis wvesicular),

271

virus de célera
Flavivirus (por ejemplo, virus de dengue, virus
virus de fiebre amarilla, virus de

virus de encefalitis de San Luis,
Coronavirus

(resfrio comin), virus de

S
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(por ejemplo, virus Marburg, virus Ebola), Paramyxovirus
(por ejemplo, virus de sarampidén, virus de trasntornos
caninos, virus de paperas, virus de parainfluenza, virus
sincicial respiratorio, virus de enfermedad de Newcastle,
virus de peste), Orthomyxovirus (por ejemplo, virus de
gripe humana, virus de gripe aviar, virus de gripe equina),

Bunyavirus (por ejemplo, hantavirus, virus LaCrosse, virus

de fiebre del wvalle del Rift), Arenavirus (por ejemplo,
virus Lassa, virus Machupo), Reovirus (por ejemplo,
reovirus humano, rotavirus humano) , Birnavirus (por

ejemplo, virus infeccioso de la bursa, virus de necrosis
pancredtica de peces), Retrovirus (por ejemplo, HIV 1, HIV
2, HTLV-1, HTLV-2, virus de leucemia bovina, virus de
inmunodeficiencia felina, virus de sarcoma felino, virus de
tumor mamario murino), Hepédnavirus (por ejemplo, virus de
hepatitis B), Parvovirus (por ejemplo, parvovirus humano B,
parvovirus canino, virus de panleucopenia felino)
Papovavirus (por ejemplo, papilomavirus humano, SV40,
papilomavirus bovino), Adenovirus (por ejemplo, adenovirus
humano, adenovirus canino, adenovirus bovino, adenovirus
porcino), Herpes virus (por ejemplo, virus herpes simplex,
virus varicella-zoster, adenovirus de rinotraqueitis
infecciosa bovina, citomegalovirus humano, herpesvirus 6
humano), y Poxvirus (por ejemplo, vacuna, virus de eruptiva
aviaria, virus de eruptiva de mofeta, virus de eruptiva de
erizo, virus de eruptiva de mono, virus de eruptiva de

vaca, virus de molusco contagioso).

[00048] Los expertos en la técnica reconocerdn que las
composiciones o las férmulas de la presente se refieren a
virus que son atenuados por cualquier medio, incluso sin

limitaciones, pasaje por cultivos celulares,

ilo]

00QN47



78484-365434

reorganizacidén, incorporacién de mutaciones en clones

genética inversa, otras manipulacicnes de ADN

infecciosos,
o ARN recombinante. Ademds, los expertos en la técnica
reconoceran gue otras formaé de realizacidén se refieren a
por ingenieria con la

han sido obtenidos
o ARN

virus que

finalidad de

expresar cualquier otra proteina

recombinante,

incluso, sin limitaciones, flavivirus
adenovirus recombinante, poxvirus recombinante, retrovirus
adenoasociado y herpes

recombinante, virus recombinante

recombinante. Dichos pueden usar Ccomo

virus virus se

vacunas para enfermedades infecciosas,
condiciones oncoldgicas, o virus para introducir proteinas
expresas o ARN (por ejemplo, terapia génica, terapia
terapia con ribozimas o terapia con pequenos

vacunas para tratar

antisentido,

ARN inhibitorios) con el fin de tratar trastornos.

[00049] En algunas formas de realizaciédn, las

en la presente pueden contener uno © mas

composiciones
virus con

virus con cubilertas de membrana
familias Togavirus,

Filovirus,

(por ejemplo,
cubierta) de las Flavivirus,

Rhabdovirus, Paramyxovirus,

Coronavirus,
Retrovirus,

Arenavirus,

Bunyavirus,
En ciertas formas de

Orthomyxovirus,
Herpesvirus o Poxvirus.
las composiciones contienen uno o mas virus
Flavivirus,

Hepadnavirus,

realizacién,

ARN con cubierta de lds familias Togavirus,

Rhabdovirus, Filovirus, Paramyxovirus,

Coronavirus,
o Retrovirus. En

en la

Orthomyxovirus, Bunyavirus, Arenavirus
otras formas de realizacidén, las composiciones

presente pueden contener uno o mas virus ARN con cubierta
de las familias Togavirus,

de ARN de cadena positiva
En ciertas formas de

Flavivirus, Coronavirus o Retrovirus.

realizacién, las composiciones pueden contener uno o mas

732
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vivos atenuados (por ejemplo, wvirus dengue,

flavivirus
virus de fiebre amarilla o wvirus

virus del Nilo Occidental,

de encefalitis japonesa).

Algunas formas de realizacién en la presente se

[00050]
refieren a composiciones atenuados en
liofilizada.

formulaciones

para virus vivos
Los expertos en la técnica

forma acuosa o
que mejoran la

reconoceran que las
estabilidad térmica terapia y previenen la inactivacidn por

congelamiento-descongelamiento mejoraran los productos que
son liquidos, en polvo, secados por congelamiento o

liofilizados y preparados por los métodos conocidos en la
reconstitucidén, dichas vacunas

Después de 1la
por diversas vias,

técnica.

estabilizadas administrar

se pueden
limitaciones administracién intradérmica,

subcutéanea,

incluso, sin
intramuscular,

administracioén

administracién
pulmenar 0

intranasal, administracién

Diversos dispositivos son conocidos en
incluso, sin

administracidn

administracién oral.
la técnica para la provisidén de la wvacuna,

limitaciones, jeringa v aguja para inyeccién,
administracién por aguja bifurcada, administracidén por
suministro por inyeccidn

parches intradérmicos o bombas,

por particulas intradérmicas,

sin aguja, suministro
suministro por polvo en aerosol.

pueden incluir

de realizacidn
virus vivos

[00051] Las formas,
uno © mas

composiciones que consisten de

atenuados (tal como se describidé con anterioridad) y una

mezcla de uno o mas agentes tensiocactivos de alto peso
en un buffer

molecular Y una o mas proteinas
fisioldégicamente aceptable. En ciertas formas de
incluyen, sin limitaciones

las composiciones

realizaciodn,
atenuados, uno

0o mas agentes

uno o mas virus vivos

24
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tensiocactivos de alto peso molecular, una o mads proteinas,

y uno o mas hidratos de carbecno, en un buffer

fisioldégicamente aceptable.

[00052] En otras formas de realizacidén, las composiciones
pueden contener uno o mé&s agentes tensiocactivos de alto
peso molecular que incrementan la estabilidad térmica de
los virus vivos atenuados. Se han incorporado agentes
tensioactivos a las formulaciones de vacuna a fin de
impedir la pérdida de Hmﬁerial en superficies tales como
viales de vidrio (ver por ejemplo Burke, Hsu et al. 1999).
Sin embargo, ciertas formas de realizacidn en la presente
incluyen agentes tensiocactivos de alto peso molecular con
algunas propiedades bioquimicas inusuales de utilidad para
las composiciones y los métodos descritos en la presente.
Los polimeros de bloque'EO—PO pueden incluir bloques de
6xido de polietileno (-CH,CH,0- designado EO) y o6xido de
polipropileno (-CH,CHCH30- designado PO). El1 bloque de PO
puede estar flanqueado por dos blogques de EO en una
disposicién EQO,-PO,~EOx. | Dado que el componente PO es
hidrofilico y el componente EO es hidrofédbico, la
hidroficidad global, el /peso molecular y las propiedades
tensioactivas se pueden éjustar mediante la variacién de x
e y en la estructura de blogque de EOx-PO,~EOx. En las
solucicnes acuosas, los copolimeros de bloque EO-PO se
autoensamblan en micelas con un nucleo de PO y una corona
de grupos EO hidrofilicos. Se han investigado formulaciones
de copolimeros de bloque EO-PO como potenciales agentes de
suministro de férmacos para diversos fdrmacos hidrofdbicos
y para proteinas, ADN o vacunas inactivadas (por ejemplo
Todd, Lee et al. 1998; Kabanov, Lemieux et al. 2002). En

altas concentraciones (por ejemplo: > que 10%) algunos de

78
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los copolimercs de bkloque EO-PO de mayor peso molecular

| sufrirdn gelacidén inversa, con formacién de un gel a medida

que aumenta la temperatura. La formacién de gel a

temperatura corporal permite el wuso de los geles de

polimeros de bloque EO-PO que actian en aplicaciones de
depdsito de fadrmaco y suministro de vacuna (ver por ejemplo

Coeshott, Smithson et al.  2004). Ademas, debido a sus

propiedades tensiocactivas, estos polimeros se han usado en
formulaciones coadyuvantes, |y como emulsionantes en cremas

y geles de aplicacién tépica. Los copolimeros de blogque EO-

PO también han demostrado! acelerar la cicatrizacidén de

heridas y quemaduras vy seliar membranas celulares después

de dafios mediados por radiacién o electroporacidn.

[00053] En otras formas de realizacidn, las composiciones

de vacuna pueden incluir unoc o mas agentes tensioactivos

con peso molecular de 1500 o mayor. En cierta forma de

realizacidén, el agente tensioactivo es un copolimero de
no idénico, hidrofilico de polioxietileno-

bloque
polioxipropileno (o copolimero de blogue EO-PO). Si bien se
han usade copolimeros de'bloque EQ-PO como coadyuvantes vy

vehiculos de suministro para vacunas inactivadas, vacunas

de proteinas o vacunas ADN, su uso para prevenir la

inactivacién de virus vivos no se ha anticipado en la

técnica. En una particular forma de realizacidn, una

formulacién puede contener uno o més polimeros EO-PO con un

peso molecular de 3.000 o superior. En otras formas de

las composiciones pueden incluir en parte un
Pluronic F127® o

realizacién,

copolimero de blogue EO-PO poloxamerc 407,

copolimero poloxamero 403, Pluronic P123. Los expertos en

la técnica reconoceran que se pueden hacer modificaciones

quimicas de los agentes tensioactivos. Estad contemplado en

A
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la presente considerar cualquier polimerc tensioactivo

esencialmente equivalente.

[00054] Las formas de realizacidén de la presente pueden
incluir composiciones de uno o més virus vivos atenuados,
uno o ma&s agentes tensioactivos y una o mas proteinas. En
ciertas formas de realizacidn, una proteina puede ser una
albimina. La albimina sérica es una de las proteinas mas
comunes en la sangre de los vertebrados y tiene multiples
funciones. La proteina tiene 585 aminocacidos con un peso
molecular de 66500. La alblmina sérica humana no esta
glucosilada y tiene un uUnico grupo tiol libre implicado en
algunas de sus maltiples actividades fijadoras. La alblmina
sérica muestra predominio de hélice o con tres dominios
estructurales, cada uno subdividido en dos subdominios. La
albumina es conocida por fijar especificamente una variedad
de moléculas, incluso farmacos tales como aspirina,
ibuprofeno, halotano, propofol y warfarina asi como &acidos
grasos, aminoacides, eéteroides, glutatidn, metales,
bilirrubina, lisolecitina, hematina y prostaglandinas. Los
diferentes dominios estructurales estan implicados en la
fijacién de farmacos; la mayoria de los féarmacos de
moléculas pequefias y hormonas se fijan a uno de los dos
sitios primarios ubicados| en los subdominios IIA y IIIA.
Debido a su ausencia de inmunogenicidad, la albUmina es
usada comunmente como proteina portadora en productos
bioldégicos. Dado que la dosis de proteina contenida en una
vacuna a virus vivos atenuados puede ser de fracciones de
un microgramo (derivado de 10% & 10° particulas virales),
se usa una proteina portadora inerte para prevenir la
pérdida por absorcién y fijacidén inespecifica a vidrio,

plédstico u otras superficies. Sin embargo, tal como se

27
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demostré en la presente, se observé un inesperado
mejoramiento de la estabilidad con la combinacién de una
albuimina y copolimeros de bloque EO-PO, lo cual sugiere
interacciones entre 1los dos componentes y/o entre los
componentes y las particulas virales. Ademas, el aumento de
la estabilizacién de virus en presencia de albumina no es
probable debido a que funciona como proteina portadora en
general: otras proteinas tales como gelatina y lactoferrina

no mejoran la estabilidad| del virus.

[00055] En cilertas formas de realizacidén, la albumina
sérica puede provenir de una fuente humana o de otro
mamifero. Para las vacunas para uso pretendido humano, las
formas particulares de réalizacién pueden incluir albumina
humana u otros productos humanos segin necesidad a fin de
reducir o eliminare respuestas inmunes adversas. Los
expertos en la técnica reconoceradn que las albuminas
especificas para cada especie se pueden usar en vacunas
animales (por ejemplo  alblimina <canina para productos
caninos, alblimina bovina para productos bovinos). En otras
formas de realizacidén, la proteina es una albumina humana
recombinante. Existen métodos estandar para expresar la
albumina humana recombinénte o sus porciones en diversos
sistemas de expresidén que incluyen bacterias, levaduras,
algas, plantas, células de mamifero o sistemas de animales
transgénicos. Ademds, se puede producir albumina sérica o
sus porciones en sistemas sin células o por sintesis
quimica. La albumina humana recombinante producida en este
y otros sistemas similares se incorpora en la presente. Los
expertos en la técnica reconocerdn que se puede sustituir
con otras proteinas la albimina. Por ejemplo, la albumina

es un miembro de una familia de genes multiples. Debido a

2R
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sus similitudes estructurales vy de secuencia, otros
miembros de la familia (por ejemplo o-fetoproteina,
proteina fijadora de vitamina D o afamina) pueden sustituir
la albuimina en las composiciones y los métodos contemplados
en la presente. Los expertos en la técnica también
reconoceradn que se pueden hacer modificaciones a la
albumina por cualquier medio conocido en la técnica, por
;ejemplo, por tecneologia de ADN recombinante, por
modificacién posterior a la traduccién, por escisidn
‘proteolitica y/o por medios gquimicos. Dichas sustituciones
:y alteraciones de la albumina que proporcionan una funcidn
estabilizante esencialmente equivalente a la de la albumina

" | sérica sin sustituciones y alteraciones estan contempladas

en la presente.

[00056] En ciertas formas de realizacidén, se describen
las composiciones que tienen agentes tensiocactivos de alto
peso molecular, una proteina y un hidratc de carbono en un
buffer farmacéuticamente aceptable. En algunas formas de
realizacién, el hidrato de carbono es un azucar © un
policl. Los azlcares puedén incluir, sin limitaciones,
monosacaridos, (por ejemplo glucosa, galactosa, ribosa,
manosa, ramnosa, talosa, xilosa o alosaarabinosa),
disacaridos (por ejemplo 'trehalosa, sacarosa, maltosa,
"i ' isomaltosa, celibiosa, gentiobiosa, laminaribosa,
xilobiosa, manobiosa, lactosa, o fructosa), trisacaridos
(por ejemplo acarbosa, rafinosa, melizitosa, panosa o©
celotriosa) o polimeros de azUcar (por ejemplo dextrano,
xantano, pululano, ciclodextrinas, amilosa, amilopectina,
almidén, celooligosacaridos, celulosa, maltooligosacaridos,
glucdégeno, quitosano, o gquitina). Los polioles pueden

incluir, sin limitaciones, manitol, sorbitol, arabitol,

20
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eritritol, maltitol, xilitol, glicitol., glicol,
poliglicitol, polietilenglicoel, polipropilenglicol y
glicerol.

[00057] En una particulaf forma de realizacidn, las
formulaciones pueden contener una combinacidén de uno o méas
copolimeros de bloque EO-PO, una o mads proteinas, vy
trehalosa en un buffer farmacoldégicamente aceptable. En
ciertas formas de realizacidén, puede estar presente
trehalosa en concentraciones que varian desde 5 hasta 50%
(p/v). Se ha usado la trehalosa para mejorar la estabilidad
de las formulaciones proteicas. Es ampliamente conocido en
la técnica como crioconservante y es usado en la naturaleza
para proteger los organismos contra el estrés. Los
organismos anhidrobidticos capaces de tolerar condiciones
de bajo contenido de agua contienen grandes cantidades de
trehalosa. Se ha demostrédo que la trehalosa previene
eventos de fusién de membrana y transiciones de fase
capaces de causar desestabilizacién de la membrana durante
el secado. El andlisis estructural sugiere que la trehalosa
se ajusta bien entre los grupos de las cabezas polares de
las bicapas lipidicas. La trehalosa también previene la
desnaturalizacidén de proteinas hdbiles durante el secado.
Se cree que la trehalosa estabiliza las proteinas por
formacién de puentes hidrégeno con residuos proteicos
polares. La trehalosa es un disacarido que consiste de dos
moléculas de glucosa en una unién 1:1. Debido a la unidn
1:1, la trehalosa tiene escaso o nulo poder reductor y en
consecuencia es esencialmente no reactivo con aminoacidos y
proteinas. Esta falta de actividad reductora puede mejorar
el efecto estabilizante de la trehalosa sobre las

proteinas. En ciertas formas de realizacidén, la trehalosa

n
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provee estabilidad a los wvirus vivos atenuados. Esta

actividad de la trehalosa lpuede deberse a su capacidad para

estabilizar las membranas y las proteinas de cubierta del

virus.

[00058] En otras formas de realizacidn, las composiciones

pueden incluir uno o més copolimeros de blogue EO-PO,
en donde uno

una o

mas proteinas y uno o mas hidratos de carbono,

quitosano, en un buffer

de los hidratos de carbono es

fisioldégicamente aceptable para proveer mayor estabilidad a

vivos atenuados. En clertas formas de

las composiciones pueden incluir gquitosano en
0,001 hasta 2% (por

los virus

realizacioén,

concentraciones gque varian desde

ejemplo a un pH de aproximadamente 6,8). El quitosanoc es un
polisacdrido catidnico derivado por desacetilacidén de

el polimero estructural de los exoesqueletos de

quitina,
los crustéceos. Es un| polimero de N-acetilglucosamina vy
el contenido de los dos hidratos de carbono

glucosamina;
La carga positiva del

depende del grado de desacetilaciodn.

guitosano permite que se fije a superficies y moléculas con

carga negativa. En consecuencia se fija a superficies

mucosas y Se cree que promueve la absorcidén mucosa. EI
quitosano también se puede fijar y formar nanoparticulas

con ADN, ARN y otros oligonuclebétidos y se ha usade en el

de genes no virales. Ciertas formas de

suministro
el quitosano

realizacién de la presente demuestran que

incrementa la estabilidad de los virus vivos atenuados.

[00059] En ciertas formas de realizacidén, se pueden

describir composiciones gque generalmente incluyen un buffer

Los expertos en la técnica

aceptable.
de buffer

fisioldgicamente
que existe una
incluso, sin

variedad

reconocen
limitaciones

fisioldgicamente aceptables,
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fbuffers que contienen fosfato, TRIS, MOPS, HEPES,

‘bicarbonato, otros buffer conocidos en la técnica vy
' combinaciones de buffer. Ademds, los expertos en la técnica

| reconocen que el ajuste de las concentraciones salinas a
' niveles casi fisiologicos (por ejemplo, solucidn
fisioldégica o 0,15 M de sal total) puede ser optimo para la
administracién parenteral de composiciones a fin de
prevenir el dano celular y/o el dolor en el sitio de la
inyeccién. Los expertos en la técnica también reconoceran
gque a medida que aumentan las concentraciones de hidratos
de carbono, se puede disminuir las concentraciones de sales
a fin de mantener la osmolaridad equivalente de la
formulacién. En ciertas formas de realizacidén, se contempla
un medio buffer con pH superior a 6,8; algunos virus vivos
atenuados (por ejemplo flavivirus) son inestables a bajo
pH. En otra forma de realizacién, el buffer
fisioldgicamente aceptable puede ser solucién fisiolégica

con buffer fosfato (PBS).

[00060] Algunas composicﬁones de vacuna a virus vivos
atenuados de la presente se refieren a composiciones que
incrementan la estabilidad y/o reducen el deterioro de los
virus vivos atenuados ademés de tener reducida
inmunogenicidad ¢ de ser no inmunogénicos. De acuerdo con
estas formas de realizacién, las composiciones pueden
incluir uno o mAs agentes proteicos; uno o mas agentes
sacaridos o polioles; y uno o mas agentes tensioactivos de
alto peso molecular, en donde la composicién disminuye la
inactivacién del virus vivo atenuado. En consecuencia,
ciertas composiciones contempladas en la presente tienen
reducida reaccién adversa cuando se administran a un

sujeto. En algunos ejemplos de composiciones, los agentes

17
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tensiocactivos consisten de uno o méds copolimeros de blogque

EO-PO; los agentes proteicos se seleccionan del grupo que

consiste de lactalbUmina, albumina sérica, oa—-fetoproteina,

proteina fijadora de vitamina D, afamina derivada de

especies de vertebrados; y los agentes hidratos de carbono
son uno o mas de un sacdrido y/o un policl. En ciertas
formas de realizacidén, las composiciones pueden incluir uno
o mas de los agentes hidratos de carbono seleccionados del
grupo gque consiste de trehalosa, sacarosa, gquitosano,

sorbitol y manitol. En ciertas formas mas particulares de
realizacién, a fin de reducir la reaccidédn inmune contra la
vacuna, la albUmina sérica se puede derivar de una especie
de vertebrado o en otras formas de realizacidén, de la misma
fuente que el sujeto (por ejemplo humano). En otras formas
de realizacidén, el agente de hidrato de carbono es
trehalosa. En ciertas formas de realizacidén, al menos un
agente tensiocactivo es .el copolimero de bloque EO-PO
poloxamero 407, Pluronic F127®. En algunas composiciones de
vacunas a virus vivos atenuados al menos un agente de
hidrato de carbono es trehalosa. En ciertas composiciones
de vacunas a virus vivos atenuados se incluye un copolimero
de blogue EO-PO poloxamero 407, Pluronic F127® con una
concentracién desde 0,1 hasta 4% (p/v); y/o una
concentracién de albuimina sérica desde 0,001 hasta 3% (p/Vv)

y/o la concentracién de trehalosa puede ser desde 5 hasta

50% (p/v).
Composiciones farmacéuticas

[00061] Las formas de realizacién de la presente
proporcionan la administracién de composiciones a sujetos
en una forma biolégicamente compatible adecuada para la

administracion farmacéutica in vivo. Por “forma

22
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'bioldébgicamente compatible adecuada para administracién in
[vivo” se entiende una forma dél agente activo (por ejemplo,
composicidn de virus vivo atenuado, vivo de las formas de
realizacién) administrada en la que algunos efectos todxicos
son superados por los efectos terapéuticos del agente
activo. La administracién de una cantidad terapéuticamente
efectiva de las composiciones terapéuticas se define como
una cantidad efectiva, en dosis y durante periodos de
tiempo necesarios para obtener un resultado deseado. Por
ejemplo, una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto puede variar de acuerdo con factores tales como
el estado de enfermedad, edad, sexo y peso del individuo y
la capacidad de las formulaciones de inducir una respuesta
deseada en el individuo. El1 régimen de dosis se puede

ajustar para proporcionar la respuesta terapéutica optima.

[00062] En algunas formas de realizacién, la composiciédn
(por ejemplo, agente quimico farmacéutico, proteina,
péptido una forma de realizacidén) se puede administrar en
una forma conveniente tal como subcutédnea, intravenosa, por
administracién oral, inhalacién, aplicacidén transdérmica,
aplicacidén intravaginal, aplicacién tépica, administracidn
intranasal o rectal. En una forma de realizacién més
particular, el compuesto se puede administrar por via oral
0 subcuténea. En otra forma de realizacidn, el compuesto se
puede administrar por via intravenosa. En una forma de

realizacidén, el compuesto se puede administrar por via

intranasal, tal como inhalacién.

[00063] Un compuesto se puede administrar a un sujeto en
un portador o diluyente adecuado en un portador o diluyente
apropiado, coadministrado con la composicién. El1 término

“portador farmacéuticamente aceptable” como se usa en la

24
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presente incluye diluyentes| tales como soluciones salinas vy

de buffer acuoso. El agente activo también se puede

administrar por via parenteral o intraperitoneal. Las

dispersiones también se  pueden preparar en glicerol,

polietilenglicoles liquidos y sus mezclas y aceites. En
condiciones ordinarias de <conservacién y uso, estas

preparaciones pueden contener un conservante para evitar el

crecimiento de microorganismos.

[00064] Las composiciones farmacéuticas adecuadas para

uso inyectable se pueden administrar por medios conocidos

en la técnica. Por ejemplo, se pueden usar soluciones

acuosas estériles (cuando 'son hidrosolubles) o dispersiones

y polvos estériles para | la preparacién extemporanea de

soluciones inyectables estériles o dispersién. En todos los

casos, la composicidn puede ser estéril y puede ser fluida

en la medida que exista facil inyectabilidad. También se

puede conservar contra 'la accidén contaminante de los

microorganismos tales como bacterias y hongos. El portador

farmacéuticamente aceptable puede ser un solvente o medio

de dispersidén que contiene, por ejemplo, agua, etanol,

poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol, \Y%

polietilenglicoles liquidos y similares), y sus mezclas

adecuadas. La fluidez apropiada se puede mantener, por

ejemplo, por el uso de una cobertura tal como lecitina, por

el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el

caso de la dispersidén y por el uso de tensioactivos.

[00065] Las soluciones inyectables estériles se pueden

preparar por la incorporacidén de un compuesto activo en una

cantidad con un solvente apropiado o con una O una

combinacién de ingredientes enumerados anteriormente, segun

corresponda, sequido por esterilizaciédn.

el

000060



78484-365434

la | formulacién, las soluciones se

[00066] Después de
manera compatible con la

pueden administrar de una
formulacién de la dosis y en tal cantidad que sea

Las formulaciones se administran

terapéuticamente efectiva.
tal como el

facilmente en una variedad de formas de dosis,

tipo de scoluciones inyectables descriptas anteriormente.

Estéd contemplado que las capsulas de liberacién lenta,

de liberacidén programada, vy
administrar las

microparticulas similares
pueden emplear para

también se
Estas soluciones acuosas

composiciones de la presente.
adecuados para la

e

especialmente

particulares son
intramuscular, subcutéanea

administracién intravenosa,

intraperitoneal.

[00067] Los agentes | terapéuticos activos se pueden

formular dentro de una mezcla puede incluir aproximadamente
o aproximadamente 0,001 a O,1

0,0001 a 1,0 miligramos,
a 140 o} aun

miligramos, o aproximadamente 0,1

aproximadamente 1 a 10 gramos por dosis.

administra una dosis uUnica o dosis miltiples en un esquema
En algunas

También se pueden

situacién predeterminada.

apropiado para una
se pueden administrar

formas de realizacidn, las dosis

antes, durante y/o después de la exposicidén a un virus

contemplado en la presente,

En otra forma de realizacidn, las soluciones o

aerosoles o inhalantes se pueden usar para
formulaciones

[00068]

spray nasales,
de interés. Las

administra el compuesto
otros modos de

adicionales que son adecuados para

administracidén incluyen supositorios y pesarios. También se

puede usar un pesario o supositorio rectal. En general, en

los aglutinantes Y
por ejemplo,

los supositorios, portadores

tradicionales pueden incluir,

1A
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polialquilengliceoles o triglicéridos; tales supositorios se
pueden formar a partir de mezclas que contienen el
ingrediente activo en el 'rango de 0,5% a 10%, con

preferencia 1% a 2%.

[00069] Las formulaciones orales incluyen excipientes
empleados normalmente tales como, por ejemplo, grados
farmacéuticos de manitol, lactosa, almiddén, estearato de
magnesio, sacarina sédica, celulosa, carbonatoc de magnesio
y similares. En ciertas formas de realizacidn, las
composiciones farmacéuticas orales pueden incluir un
diluyente inerte o portador comestible asimilable, o se
puede encerrar en capsulas| de gelatina de cascara dura o
blanda o se pueden compriﬁir en comprimidos o se pueden
incorporar directamente con el alimento de la dieta. Para
la administracién terapéutica oral, los compuestos activos
se pueden incorporar con los excipientes y usar en la forma
de comprimidos ingeribles, compuestos bucales, pastillas,
capsulas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y
similares. Dichas composiciones y preparaciones deben
contener al menos 0,1% del compuesto activo. El porcentaje
de las composiciones y preparaciones, obviamente, se puede
variar y puede estar convenientemente entre aproximadamente
2 a aproximadamente 75% del peso de la unidad, o con
preferencia entre 25-60%. La cantidad de los compuestos
activo en dichas composiciones terapéuticamente utiles es

tal que permite obtener una dosis adecuada.
Kit

[00070] Otras formas de realizacién se refieren a los
kits para usar con los métodos y las composiciones

descriptas en la presente. Las composiciones y las
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formulaciones de virus vivo se puede proveer en el kit. Los
recipiente adecuado,

pueden incluir un
detalladas en la

kits también

composiciones de virus vivo atenuado,
presente y opcionalmente uno o méds agentes adicionales tal
como otros agentes antivirales, antifdngicos o)

antibacterianos.

[00071] Los kits pueden incluir ademds una composicidn
adecuadamente alicuotada para usar en un sujeto que 1lo
necesita. Ademds, las composiciones de la presente pueden

Los

estar parcial o totalmente deshidratadas o acuosas.

kits contemplados en la presente se pueden conservar a
temperatura ambiente o a temperatura refrigerada como se
con la formulacién

describe en la presente de acuerdo

particular.

El recipiente de los kits generalmente incluiré

[00072]
al menos un vial, tubo de ensayo, frasco, botella, Jjeringa

u otro o otro medic de recipiente, en el que se puede

la composicidén y con preferencia,
proporciona
contendra uno

alicuotado en

colocar
un componente

Cuando | se

forma adecuada.
o mas

adicional, el kit generalmente
recipientes adicionales en los que se puede colocar este

Los kits de la presente normalmente

agente o componente.
agente,

también incluiradn un medio para contener el
composicién y otros recipientes de reactivo en aislamiento

Dichos recipientes pueden

completo en escala comercial.

incluir recipientes de plastico de inyeccidén o moldeado por

soplado en los que estan retenidos los viales.

EJEMPLOS
[00073] Los siguientes ejemplos se incluyen para

demostrar ciertas formas de realizacidén presentadas en la
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presente. Los expertos en la materia deberdn apreciar que
las técnicas descriptas en los Ejemplos siguientes
representan técnicas que se sabe que funcionan bien en las
practicas descriptas en la presente, y de este modo se
puede considerar que constituyen modos preferidos para su
practica. Sin embargo, los expertos en la técnica deberan
apreciar, a la luz de de| la presente descripcidén que se
pueden realizar muchos cambios en las formas de realizacidn
especificas que se describen y aun obtener resultados
semejantes o similares sin| apartarse del espiritu y alcance

de la presente.
Ejemplo 1

Estabilidad de la base de flavivirus DEN-2 PDK 53 en fase

liquida

[00074] En un método ilustrativo se investigd 1la
estabilidad térmica para ios flavivirus en fase liquida. De
acuerdo con este método, se determindé la estabilidad de la
base del vector de la vacuna origina DEN-2 PDK 53,
conservado en solucidén | salina amortiguada con fosfato
(PBS), a temperaturas diferentes (Tabla 1). En un ejemplo,
se incubdé 1x10* pfu de virus DEN-2 PDK 53 en un volumen
total de 0,5 ml de PBS, en viales con tapa a rosca de 2 ml
a 4 °C, temperatura ambiente (~ 21 °C) o 37 °C. Después de
24 horas de incubacidén, se determindé el titulo y la
actividad wviral por un/ ensayo de titulacién en placa
recubierta de agarosa con rojo neutro en células Vero. Como
se ilustra en la Tabla 1, la incubacién de DEN-2 PDK 53 en
PBS a 4 °C produce una disminucién promedio de 4 veces del
titulo viral y pérdida completa de actividad wviral cuando

se incuba a 37 °C durante el mismo periodo. Estos
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resultados demuestran una estabilidad relativamente escasa

del flavivirus DEN-2 PDK 53 en ausencia de excipientes

| estabilizantes.

| Tabla 1 Estabilidad del virus

durante 24 horas a temperaturas diferentes.

Porcentaje
de pérdida
de titulo
Temperatura Formulacidn viral
4 °C IPBS 75
~21 °C | PBS 78
37 °C PBS 100
Ejemplo 2

Efectos estabilizantes de las composiciones

[00075] En ciertos ejemplos de

Den—-2 PDK53 almacenado

composiciones, los

excipientes farmacéuticamente aceptables contemplados en la

presente que ayudan a la estabilidad térmica de las vacunas

de virus vivo son conocidas en la técnica. En un ejemplo

de

método, se usd PBS como composicién base para evaluar los

efectos estabilizantes de diferentes excipientes.

ejemplos,

En estos

se prepard una solucién patrdén de cada excipiente

en PBS y el pH se ajustd a aproximadamente 7,1 con NaOH,

excepto para quitosano donde el pH de la solucidén patrdn se

Los excipientes se diluy

ajustd a aproximadamente 6,8.
(T

en PBS a las concentraciones finales indicadas (p/v)

2). De acuerdo con este método,

PDK 53,

en medio libre de suero, se afadidé a 0,5 ml de

AN

eron

abla

1x10* pfu de virus DEN-2

cada
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Después

composicidén y se almacené a 37 °C durante 24 horas.
de la incubacidén, se determindé la actividad y el titulo

viral por titulacién en placa en las células Vero, como se
los

describié anteriormente. Como se ilustra en la Tabla 2,

efectos estabilizantes de las composiciones que incluyen un

solo excipiente, a varias concentraciones comparables con
Sin

los ejemplecs experimentales previos, fueron minimos.

ejemplo, trehalosa vy

excipientes por
(rHSA), fueron mas

algunos
recombinante

embargo,

albumina sérica humana
efectivos que otros en la estabilizacidén del virus DEN-2

PDK 53 a 37 °C. Los resultados del estudio representado en

la Tabla 2 también revelaron que el aumento de los efectos
estabilizantes de varios excipientes, que incluyen rHSA y
se puede obtener dentro de ciertos rangos de

trehalosa,
En este ejemplo

concentraciones de estos excipientes.

particular, la trehalosa fue mds efectiva a concentraciones

superiores al 15% (p/v) yfcopolimero poloxamero 407, F127®

a concentraciones entre 0,5 y 3%.
sobre 1la

%

de diferentes excipientes

Tabla 2 Efectos

estabilidad de DEN-2 PDK53 cuando se conserva a 37

durante 24 horas

Porcentaje

de pérdida

de titulo
Formulacién viral
PBS 100,0
10% de sacarosa 99,9
15% de sacarosa 98,3
20% de sacarosa 96,4
25% de sacarosa 93,4
2% de trehalosa 98,3

a1
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Porcentaje

de pérdida

de titulo
Formulacién viral
5% de trehalosa 97,0
10% de trehalosa 93,3
15% de trehalosa 83,3
% de manitol 100,0
5% de manitol 100,0
10% de manitol 998
15% de manitol 86,7
5% de sorbitol 100
10% de sorbitol 29,9
15% de sorbitol 99,9
1% de polivinilpirrolidona 100,0
5% de polivinilpir?olidona 100,0
10% de polivinilpirrolidona 100,0
0,2% de F127 99,6
0,5% de F127 99,6
1% de F127 99,5
2% de Fl27 99,5
10% de F127 99,2
0,1% de rHSA 81,2
0,5% de rHSA 95,0
1,0% de rH?A 89,0
3,0% de rHSA 88,0
5,0% de rHSA 9775
0,05% de guitosano 29.4
99,0

0,1% de guitosano

A7
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Ejemplo 3

Efectos estabilizantes de composiciones que incluyen

combinaciones especificas de excipientes

procedimiento ilustrativo, se

[00076] En el siguiente
que incluyen multiples

analizaron las composiciones
excipientes en diferentes combinaciones y concentraciones

para estabilizar los efectos sobre la vacuna flaviviral

DEN-2 PDK 53 original. Los excipientes se diluyeron en las

concentraciones finales indicadas en PBS a partir de las
soluciones patrén que! se describen en el Ejemplo 2. Se
incubaron 1x10* pfu de;virus vacunal DEN-2 PDK 53 a 37 °C
en 0,5 ml de cada comﬁosicién durante 21 horas (Fig. 1) o

durante un periodo de 48 horas {Fig.<2). 'En-los intervalos

de tiempo especificados se determindé el titulo y la

actividad viral por un ensayo de titulacidén de la placa

como se describe en el ejemplo 1. La Fig. 1 representa

ejemplos de resultados de esta demostracidn expresada como
restantes después de la

y como pérdida de

porcentaje del titulo wviral

con respecto a la entrada,
la Fig. 2. El analisis de
esta ilustracidn

incubacién,
diferentes

titulo logi s en

combinaciones de excipientes, en

particular, reveld que las formulaciones gque consisten en

un sacdrido, un tensiocactivo no iénico copolimero plurdnico

y una proteina son &éptimos para aumentar la estabilidad de
DEN-2 PDK 53 a 37| °C. Las formulaciones gque incluyen

copolimero poloxamerc 407, pluronic F127® y rHSA

trehalosa,
estabilizante. En forma

presentaron el mayor efecto

inesperada, el efecto estabilizante combinado de estos tres

excipientes fue mucho mayor gque la suma del gue se observd

con cada componente' individual lo gque sugiere sinergismo

entre los componentes. El aumento de estabilidad térmica

i e
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del flavivirus DEN-2 PDK 53 obtenido mediante las
actividades sinérgicas de 1la combinacién de trehalosa,
copolimero poloxamero 407, pluronic F127® y rHSA no se
podria haber previsto sobre la base de los ejemplos de la
técnica previa. Las Fig 1 y |2 también ilustran gque el
efecto estabilizante de la mezcla de trehalosa/ copolimero
poloxamero 407, pluronic F127®/rHSA mejord adicionalmente
con la adicién de 0,05% de guitosano. La Fig. 2 muestra que
la tasa de inactivacién viral cuando se almacena durante un
periodo de 48 horas a 37 °C se redujo significativamente en
composiciones que contienen trehalosa, copolimero
poloxamero 407, pluronic, F127® y rHSA. Los ejemplos de la
técnica sugieren que la estabilidad de los flavivirus se
puede aumentar con formulaciones que contienen cationes
divalentes Ca®* y Mg®*. Sin embargo, como se representa en
las Fig. 1 y 2, la adicién de /Ca®** (0,0009 M) y Mg?* (0,0005
M) a una formulacién no confiere beneficios estabilizantes.
Los resultados de la Fig. 2| sugieren que la adicidén de
.cationes divalentes puede tener un impacto negativo en la
'estabilidad viral en fase liquida a largo plazo en el

contexto de las formas de realizacién.

[00077] En un ejemplo de método, se evaludé una
composicidén que incluye trehalosa, copolimero poloxamero
407, pluronic F127® y rHSA |en cuanto a sus propiedades
| estabilizantes con maltiples flavivirus. La estabilidad de
los flavivirus DEN-2 quimériéos que expresan las proteinas
' de membrana y envoltura de 'los virus de Nilo occidental
(DEN-2/WN), Dengue 1 (DEN—é/Dl), Dengue 3 (DEN-2/D3, o
Dengue 4 (DEN-2/D4) se determindé como se describid en el
ejemplo 1. Los resultados ilustrativos de 1la Tabla 3

revelan el gran aumento de la estabilidad en fase liquida

44
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de todos los flavivirus quiméricos cuando se almacenan en

una composiciédn que incluye trehalosa, copolimero

poloxamero 407, pluronic F127® y rHSA. Las diferentes

guimeras expresan diferentes proteinas de envoltura y de

membrana de cinco flavivirus seroldégicamente distintos.

el virus de Nilo occidental y los virus del dengue
Este resultado sugiere

Ademéas,
son significativamente divergentes.
que las composiciones de la presente pueden ser utiles para

la estabilizacién en fase ligquida de diversos miembros de

la familia de Flaviviradae asi como de otras familias de

virus. La capacidad de estabilizar 1los flavivirus a

temperatura ambiente (~21 °C) y a 4 °C se examind por

procedimientos representativos que se describieron para el

ejemplo 1. Leos ejemplos de resultados, ilustrados en la

Tabla 4, revelan gque una composicién que incluye trehalosa,
pluronic F127® y rHSA conserva
OC y

copolimero poloxamero 407,
efectivamente la actividad viral durante 7 dias a 21

durante 48 dias a 4 °C.

Estabilidad de diferentes flavivirus guiméricos
0 una

Tabla 3.
almacenados a 37 °C durante 21 horas en PBS

composicién (F1l) que incluye 15% de trehalosa, 2% de

copolimero poloxamero 407, pluronic F127® y 1% de rHSA.

% de titulo viral
Virus Formulaciédn restante

DEN-2/WN PBS 2

Bl 45
DEN-2/D1 PES 052

Fl 22
DEN-2/D3 PBS 0,3

Fl 30

A%
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% de titulo viral
Virus Formulacién restante
DEN-2/D4 PBS .
Fl 28

Tabla 4. Estabilidad de flavivirus almacenados a diferentes
temperaturas durante 7 o 48 dias en PBS o una composiciédn
(F1) gue incluye 15% de trehalosa, 2% de copolimero

poloxamero 407, pluronic F127® y 1% de rHSA.

Porcentaje de
titulo viral
restante
Virus Temperatura | Formulacién | 7 dias 48 dias
DEN-2 PDK- 212C PBS 0 0
53
21°C El 100 0
4°C PBS 0 0
4°C Fl 100 100
DEN-2/WN 21°C PBS 0 0
21°c Fl 100 0
4PC PBS 0 0
4°C Fl 100 100
Ejemplo 4
Uso de componentes alternados
[00078] Otro ejemplo de método se usd para comparar los

efectos estabilizantes de albUmina sérica bovina (BSA) vy,

gelatina con los de rHSA y copolimeros plurédnicos

AA
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diferentes. Se realizaron ensayos de estabilidad viral DEN-

2 PDK 53 como se describid previamente para los ejemplos 1

y 2. Los ejemplos previos sugirieron que las formulaciones

que incluyen trehalosa, copolimero poloxamero 407, pluronic
F127® y rHSA mejoraron Optimamente la estabilidad térmica

del virus vacunal original DEN-2 PDK 53. Como se muestra en

el ejemplo de la Fig. 3, los efectos estabilizantes de la

albumina sérica bovina son comparable con los rHSA solo o

en combinacién con trehalosa y copolimero poloxamero 407,

Fig. 3 también demuestra gque como

pluronic F127®. La
rHSA

excipientes aislados, la gelatina es comparable con

para estabilizar DEN-2 PDK 53 a 37 °C.
a diferencia del BSA, la gelatina no

Sin embargo en este

ejemplo de método,
sustituto efectivo para ©rHSA en las

parece ser un
copolimero

composiciones que también contienen trehalosa y

poloxamero 407, pluronic F127®. En consecuencia, mientras

gue las proteinas diferentes de rHSA se pueden usar en

combinacién con trehalosa y copolimerc poloxamero 407,

pluronic F127® para ayudar a la estabilizacidén de las

vacunas flavivirales, el uso de una albimina sérica o

estrechamente es mas adecuadc de

proteinas relacionadas
3

ejemplo de método. Ademds, la Fig.

aislados, el copolimero

acuerdo con este
ilustra que, como excipientes
Pluronic P123 es comparable con
407, Pluronic F127® en su capacidad

Sin embargo, en este

copolimero

poloxamero
de

poloxamero

estabilizar el wvirus DEN-2 PDK-53.

ejemplo de método, copolimero poloxamero 403, Pl23 no

parece ser un sustituto efectivo para copolimero poloxamero

407, pluronic F127® en las composiciones gque también

contienen trehalosa y albumina sérica. Como se ejemplifica

en la Fig. 4, las composiciones que contienen trehalosa,

rHSA y otros tensioactivos farmacéuticos usados comunmente

a7
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tal como Polisorbato 20 |(Tween 20), en vez de copolimero
plurénico, no son efectivos para estabilizar DEN-2 PDK 53
con respecto a las formulaciones que contienen un
copolimero plurédnico. Estos ejemplos de métodos sugieren
mejor eficiencia de estabilizacién de las formulaciones que
contienen distintos tensiocactivos de copolimero plurdnico

de alto peso molecular.

[00079] Los ejemplos de datos se ilustran adicionalmente
en la Fig 4. La Fig. 4. representa la estabilidad del virus

DEN-2 PDK 53 en las composiciones gque contienen
tensioactivos diferentes. DEN-2 PDK 53 se almacené a 37 °C
durante 23 horas en cada formulacién. Los tensioactivos
evaluados en este ejemplo incluyen n~ootil=p=D-

glucopiranésido (B-0G), Polisorbatc 20 (P 20), Polisorbato
80 (P 80) y copolimero poloxamero 407, pluronic F127 (F).
Otros componentes de la formulacidédn incluyen trehalosa (T)
y rHSA (A). Los valores se expresan como porcentaje del

titulo viral restante después de la incubacién respecto del

titulo de entrada.

Ejemplo 5

Comparacién de los efectos estabilizantes de diferentes

composiciones

[00080] Las propiedades estabilizantes de un ejemplo de

composicién se compararon con las de las composiciones

conocidas en la técnica. Una composicién estabilizante para
técnica

de

vacunas de flavivirus vivos, descripta en la
(patente U.S. N.° 4.500.512), incluye 4% de lactosa, 2%
sorbitol, 0,1 g/L de CaCls, 0,076 g/L de MgSO; vy

aminodcidos en el orden de 0,0005 M a 0,05 M en PBS. Otra

composicién informada por Adebayo et al (1998) consisten en

AR
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5% de lactalbumina, 0,1 g/L de CaCl;, vy

10% de sacarosa,
En un ejemplo de método,

0,076 g/L de MgSO,.
las propiedades estabilizantes de estas formulaciones con

se compararon

una forma de realizacidn particular de la presente. En un
ejemplo de composicidn, Fl, esta composicién incluye 15% de
2% de copolimero poloxamero 407, pluronic F127®

trehalosa,
la formulacidén de 1la

vy 1% de HSA recombinante. F2 es
patente U. S. N.° 4.500.512 sin aminodcidos y F3 es la
misma formulacién con los aminodcidos histidina y alanina.

F4 es la composicién de Adebayo, et al. Se incubaron 1x10*

pfu de virus wvacunal de DEN-2 PDK 53 a 37
después de lo cual se

°C en 0,5 ml de

cada composicién durante 23 horas,
analizé la actividad y titulo viral como se describid en el
Ejemplo 1. Como se ejemplificé en la Fig. 5, algunas formas

de realizacién, por ejemplo la formulacién F1l, representa
una mejora significativa respecto de composiciones
descriptas previamente. En el ejemplo mostrado,

practicamente no se recuperd actividad viral después del

almacenamiento de las formulaciones conocidas en la técnica
(formulaciones F3 y F4), mientras que se recuperd mas de
50% del titulo viral inicial después del almacenamiento de
una composicién descripta en la presente. Estos resultados

revelan que las formulaciones previas son ineficaces para

promover la estabilidad del wvirus vivo durante el

almacenamiento en fase liquida.

Ejemplo 6
Preservacién de actividad wviral después de multiples
congelamiento-descongelamiento

[00081] En un ejemplo de método, se demostrd la capacidad

de composiciones seleccionadas de conservar actividad viral

AQ
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después de ciclos de congelamiento-descongelamiento. Se
suspendieron 1x10? pfu de virus vacunal de DEN-2 PDK 53 en
0,5 ml de cada composicidn len viales con tapa a rosca. Los
viales del primer ciclo de congelamiento-descongelamiento
se congelarcn a -80 °C durante 24 horas y se descongelaron
radpidamente a 37 °C. Esto fue seguido inmediatamente por un
segundo ciclo de congelamiento-descongelamiento donde 1los
viales se congelaron a -80 °C durante 1 hora y se e
descongelaron réapidamente a 37 °C. Luego se evalué el
titulo y actividad viral con un ensayo de titulacidén en
placa como se describié en el Ejemplo 1. Como se ilustra en
la Fig. 6, las composiciones particulares que incluyen
trehalosa, copolimero poloxamero 407, pluronic F127® y rHSA
conservaron eficazmente la actividad wviral completa a
través de dos ciclos de congelamiento-descongelamiento. En
forma adicional, las composiciones que incluyen estos tres
excipientes fueron mas eficaces que los que contienen solo
un excipiente Unico. Los resultados de este experimento
ilustrativo particular sugieren que las composiciones y los
métodos descriptos en la presente son un crioprotector
efectivo para las vacunas flavivirales y pueden facilitar
la conservacion viral durante el congelamiento-—
descongelamiento, secado por aspersién u otras técnicas de

deshidratacidn.
Ejemplo 7
Estabilizacidén de otros wvirus vivos atenuados.

[00082] Los ejemplos ilustrados previamente revelan la
estabilizacidén en fase liquida efectiva de varios
flavivirus vivos atenuados en composiciones que incluyen

trehalosa, copolimero poloxamero 407, pluronic F127® vy

N
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rHSA. Se prevé que las formas de realizacidn descriptas en
la presente también pueden ser efectivas para estabilizar

otros virus vivos atenuados. Por ejemplo, una formulacidn

gue incluye trehalosa, copolimero poloxamero 407, pluronic

F127® y rHSA se puede utilizar para estabilizar virus de

sarampién vivo atenuado, wun virus sindbis atenuado, un

virus de influenza atenuado, un adenovirus atenuado,

recombinante o un virus vaccinia atenuado recombinante. En

un ejemplo de método, estos virus no flavivirales se pueden

suspender y mantener en fase liquida, en una composicidn

que incluye trehalosa, copolimero poloxamero 407, pluronic

rHSA directamente después de la recoleccidn del

F127®, vy
los wvirus no

cultivo celular.
flavivirales se pueden suspender en una composicidn antes,

En otro método ilustrativo,

o después de congelar o secar por aspersién. La estabilidad
viral aumentada estadisticamente puede demostrar que la
formulacién de esta forma de realizacidén es aplicable a

otras vacunas de virus atenuados fuera de la familia

Los expertos en la técnica reconocen gque la

Flavivirus.
aplicacién luego se puede extender a otros virus vivos
atenuados.
Ejemplo 8
Seguridad e inmunogenicidad in vivo.

moleculares entre los

[00083] Las interacciones
excipientes y componentes moleculares o celulares pueden
servir, no solo para aumentar la estabilidad de las vacunas

virales, sino también para producir aumento del darfio

celular o tisular in vivo. Las formulaciones pueden reducir

la inmunogenicidad de estas vacunas virales en los animales

vivos. En este ejemplo, se demuestra que los ejemplos de

g1
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composiciones son | seguros después de la inyeccidn
subcutédnea y son esencialmente inmunolégicamente inertes.

Se seleccionaron cuatro ejemplos de composiciones

diferentes para analizar en ratones de la siguiente manera.

15% de trehalosa, 2% de F-127, 1% de

Formulacidén 1:

rHSA

Formulacidén 2:
rHSA, 1 mM de CaCl,/ 0,5 mM de MgSO,
15% de trehalosa, 2% de F-127, 1

15% de trehalosa, 2% de F-127, 1% de

Formulacidén 3: % de

rHSA, 0,5% guitosano

Formulacién 4: 22,5% de trehalosa, 3% de F-127, 1,5%
de rHSA

Formulacién 5: PBS

[00084] En ciertos métodos descriptos en la presente, se

inmunizaron grupos de 8 6 9 ratones NIH Swiss con inyeccidn
flavivirus

(d0), se

subcutanea con 1x10° pfu de una vacuna de

recompinante DEN-2 PDK-53/WN formulada en el dia O

administrd un refuerzo con la misma vacuna formulada en el

dia d29 y luego se estimularon con 10° pfu de una cepa
el d45. Los ratones

patogénica de Nilo occidental (NY99)
4

control (cuatro grupos de 8) recibieron formulaciones 1 -

solas sin virus. No se observaron efectos adversos después

de la administracién en ninguno de los ratones inmunizados.

En consecuencia, 'en este ejemplo, no se producen eventos

adversos evidentes con los ejemplos de formulaciones con o
Se recolectaron los sueros antes de la

sin virus wvacunal.
antes del

inmunizacién en d0, antes del refuerzo en d28,

estimulo en dd44 y después del estimulo en d75. Los titulos

del anticuerpo neutralizante del Nilo occidental en el

suero se determinaron con la prueba de neutralizacidn por
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reduccién en placa (PRNT). Los resultados del estudio se

representan en la Tabla 5.

Tabla 5: Anticuerpo neutralizante y proteccién inducida por

las wvacunas de DEN2/WN formuladas

Pos-activaciodn Pos-refuerzo Pos—
(d 28) (dd4) estimule (d75)

Formul | Nimero fe ¥y % sc? GMT % SC GMT % SC | Supervi % da
acidén vencia Supervi
vencia

1 3] Els) 87,5 123 100 761 100 B8/8 100

2 B 10 62,5 226 100 830 100 8/8 100

3 8 40 100 123 100 1810 100 8/8 100

4 9 10 66,7 137 100 1660 100 B/9 88,9

5 ] 10 66,7 109 100 1742 100 9/9 100
Contro 32 1 0 1 0 1280 100 7/32 21,9

les
Y GMT = titulo de media geométrica; a los titulos de

<10 se les designdé arbitrariamente valor de 1.

> % SC = porcentaje de animales que seroconvirtieron

con titulos de PRNT >10.

[00085] La mayoria de los animales que recibieron la

vacuna DEN-2/WN se seroconvirtieron después de la primera

dosis independientemente de si no se usé una formulacidn
o una de los ejemplos de formulaciones

(Formulacidén 5)
Ademds, todos los animales vacunados

(Formulaciones 1 - 4).
la administracién del

se seroconvirtieron ' 'después de
(GMT)

refuerzo. La media geométrica de los titulos de PRNT

demuestra pocas diferencias entre los grupos de vacunas.

titulos fueron bajos después de la primera

aumentaron 3 - 10 veces después del refuerzo

Los
inmunizacién,
y luego mostraron una respuesta anamnésica marcada después

del estimulo. 100% de todos los animales vacunados

sobrevivié al estimulo, nuevamente en forma independiente

e}
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de la formulacidén de la vacuna. Solo el 22% de los animales

control sobrevivieron;' los que sobrevivieron mostraron

evidencia de potentes respuestas anticuerpos neutralizantes

después del estimulo. Una ventaja es que este ejemplo

demuestra que los ejemplos de las formulaciones no reducen

la capacidad de wun ejemplo de vacuna de DEN-2/WN

recombinante de prevenir la enfermedad de Nilo occidental

en los ratones.

Ejemplo 9

[00086] En otro ejemplo, se usaron composiciones liquidas

gue contienen trehalosa, rHSA y copolimero poloxamero 407,

pluronic F127® para estabilizar un flavivirus quimérico de
Nilo occidental almacenado durante varios periodos a 25 °C

o 4 °C. Se incubaron 1x10? pfu de virus vacunal DEN-2/WN

quimérico a cada temperatura y se evalud la actividad viral

a intervalos de una o dos semanas como se describid en el

Ejemplo 1. Como se ilustra en las Fig 7 y 8, las

formulaciones gque contienen trehalosa, rHSA y copolimero

poloxamerc 407, pluronic F127® aumentaron

significativamente la estabilidad térmica del virus vacunal

DEN-2/WN durante el almacenamiento a 25 °C y 4 °C,

respectivamente. A 25°C la pérdida de actividad viral fue

menor de un log durante 7 dias. At 4 °C la inactivacidn

viral fue despreciable durante periodos de hasta 12 semanas

cuando se almacenaron ejemplos de formulaciones que

incluyen trehalosa, copolimero poloxamero 407, pluronic

F127® y rHSA.
Ejemplo 10

[00087] En otro ejemplo de método, se demostraron efectos

estabilizantes de |composiciones que incluyen trehalosa,

sS4
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rHSA y un copolimero plurdnico con vacunas de DEN-2 PDK 53

deshidratadas. Se formularon 1x10?® pfu de virus vacunal

DEN-2 PDK 53 de acuerdo con los procedimientos descriptos

en la presente. Las vacunas formuladas se colocaron en

sometieron a procedimientos de

viales de suero y se

liofilizacidén convencionales. Las vacunas secas se taparon

al vacio, se almacenaron a 37 °C o 4 °C durante 14 dias

seguido por la reconstitucién de la vacuna a su volumen de

liquido original por la adicidén de agua estéril. Se evalud

la actividad wviral de 'la vacuna reconstituida como se

describié antes. A 37°C,| en presencia de las composiciones

gque contienen trehalosa, rHSA y un copolimero plurdnico

formulado en solucidén salina amortiguada con fosfato, se

observé una pérdida de titulo viral promedio de 1 (Fig. 9)

No se observé pérdida de actividad viral para las vacunas
de DEN-2 PDK 53 deshidratadas

virales formuladas
resultados

a 4 °C durante 14 dias. Estos

almacenadas
vacuna viral

demuestran la eficaz conservacidén de una

deshidratada que utiliza las composiciones descriptas en la
presente.

[00088] La Fig. 9. representa la estabilidad de DEN-2 PDK

53 liofilizada a temperaturas
del wvirus vacunal de DEN-2

diferentes. Se evaludé la

pérdida de titulo PDK 53
liofilizada formulada después de la incubacioén a 37°C o 4°C

durante 2 semanas segun se 1indicé. Las formulaciones Fl1

(154 de trehalosa, 2% de copolimero poloxamero 407,

pluronic F127®, 1% de rHSA) y F2 (15%
copolimero poloxamero'407, pluronic F127®, 0,01% de rHSA)

de trehalosa, 2% de

se formularon en solucidén salina amortiguada con fosfato.

La formulacién F3 (15% de trehalosa, 2% de copolimero
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se formuld

o]

poloxamero 407, pluronic F127®, 0,01% de rHSA)

en 10 mM de base Tris.

[00089] Todas las COMPOSICIONES y METODOS descriptos vy

reivindicados en la presente se pueden realizar y ejecutar

sin experimentacidén indebida a la 1luz de la presente

descripcidén. Si bien las composiciones y los métodos se han
descripto en términos de formas de realizacidn preferidas,
es evidente para los expertos en la técnica que se pueden

aplicar variaciones a las COMPOSICIONES y METODOS y en las

etapas o en la secuencia de etapas de 1los métodos

presente sin apartarse del
Mas especificamente,

descriptos en la concepto,
espiritu y alcance de la presente.
y fisioldégicamente

ciertos aspectos que estan quimica

relacionados se pueden sustituir con los agentes descriptos

en la presente mientras que se obtengan resultados iguales

o similares. Todos estos sustitutos similares v

modificaciones evidentes para los expertos en la técnica se

consideran dentro del espiritu, alcance y concepto de las

reivindicaciones adjuntas.

[00090] Todos los documentos © porciones de los

documentos citados en esta solicitud, que incluyen pero sin
solicitudes de patentes, articulos,

limitaciéon a patentes,
expresamente incorporados por

libros y tratados, estéan

referencia en su totalidad.

SA
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REIVINDICACIONES

Bi%s Una composicién de virus vivos atenuados que

comprende:

uno o mas virus vivos atenuados;

uno o mds copolimeros de bloque (EO-PO)poli(dxido de

propileno) poloxamero 407,

y poli(éxido | de
en bloque de EO-PO

copolimeros

etileno)

pluronic, el uno o mas

incluyen poloxamero 407 (Pluronic F127)

uno o mas agentes de proteinas,

una © més albuminas, y

uno o mas agentes de hidrato de carbono, en donde el

uno o mas agentes de hidrato de carbono incluye al menos uo

o més de trehalosa y quitosan

siendo la composicién suceptibel de reducir la inactivacidn

del virus vivo atenuado.

2 La composicidn de virus de acuerdo con la
reivindicacién 1, en donde los virus vivos atenuados son
seleccionados del grupo que consiste de las familias
Flavivirus, Togavirus, Coronavirus, Rhabdovirus, Filovirus,

Arenavirus,

Orthomyxovirus, Bunyavirus,

Paramyxovirus,
Herpesvirus,

Poxvirus \%

Retrovirus, Hepadnavirus,

combinaciones de los mismos.

La composicién viral de acuerdo con la reivindicacién

3.
en donde los virus vives atenuades

1 6 la reivindicacidn 2,
son Flavivirus.

4. La composicién viral de acuerdo con la reivindicacién
1 a 3,

forma acuosa.

en donde la composicidén estd adaptada para estar en

57

000082



78484-365434

5 A La composicidén viral de acuerdo con la reivindicacién
1, en donde la composicién estd adaptada para estar parcial

o totalmente deshidratada.

6. La composicién viral de acuerdo con la reivindicacidn
1, en donde unc o mas agentes proteicos son derivados de

albimina sérica de una especie de vertebrado.

s La composicidén viral de acuerdo con la reivindicaciédn
1, en donde el agente proteico es albumina sérica y el

agente de hidrato de carbono es trehalosa.

8. La composicidén viral de acuerdo con la reivindicacién
7, en donde la concentracién poloxamero 407 es desde 0,1
hasta 4% (p/v), en donde la concentracién de albumina
sérica es desde 0,001 hasta 3% (p/v) y la concentracidén de

trehalosa es desde 5 hasta 50% (p/v).

9. Un método para disminuir la inactivacidén de una
composicién de virus vivo atenuado que comprende obtener
uno o mas virus vivos atenuados y combinar dichos virus con
una composicidén gue comprende uno o mas copolimeros de
bloque (EO-PO) poli(éxido de etileno) y poli(éxido de
propileno) poloxamero | 407, pluronic, el uno o© més
copolimeros en blogque EO-PO incluyen poloxamero 407
(Pluronic F127), uno o mds agentes proteicos que son una o
més albuminas, y uno o mds hidratos de carbono que al menos
incluyen uno o mas de  trehalosa y quitosano, en donde la
composicidén es susceptible de reducir la inactivacidén del

virus vivo atenuado.

&R
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El método de acuerdo con la reivindicacidn 9, en donde

seleccionan del grupo que

Togavirus,

105

los
consiste de las
Rhabdovirus, Filovirus,

Arenavirus,

virus vivos atenuados se
familias Flavivirus,
Coronavirus, Paramyxovirus,
Bunyavirus, Retrovirus,

Orthomyxovirus,
Poxvirus y combinaciones de los

Hepadnavirus, Herpesvirus,

mismos.

11. El método de acuerdo con la reivindicacién 9, que

ademas comprende deshidratar parcial o totalmente Ila

combinacién.

12. El método de acuerdo con la reivindicacién 11, due
totalmente 1la

ademas comprende rehidratar parcial o

combinacidén antes de la administracidn.

El método de acuerdo con la reivindicacidén 9, en donde

i
vida de depésito de una

la composicién incrementa 1la

composicidédn viral acuosa.

en donde

14. El1 método de acuerdo con la reivindicacidén 9,

la composicién disminuye la inactivacidén de un virus vivo

atenuado acuoso durante 24 horas o mas.

en donde

15. El método de acuerdo con la reivindicacidn 9,

la composicién disminuye la inactivacién de un virus vivo

atenuado acuoso durante uno o mas ciclos de congelamiento y

descongelamiento.
16. El método de acuerdo con la reivindicacién 8, en donde
uno o méds de los agentes proteicos es albumina sérica, vy

uno de los agentes de hidratos de carbono es trehalosa.
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17. Un kit ©para disminuir la inactivacién de una

composicién a virus vivos atenuados que comprende:

al menos un contenedor; Yy

una composicidén que comprende. uno o mas agentes
proteicos gue son una o mas albiminas, uno o més agentes de

hidratos de carbono que incluyen al menos uno © mas de

trehalosa y quitosano, y uno o mas copolimeros de bloque

(EO-PO) poli(déxido de etileno)
poloxamero 407, el uno o mas copolimeros en bloque EO-PO

y poli(éxido de propileno)

incluyen poloxamero 407 (Pluronic F127), en donde la
composicién disminuye la inactivacién de un virus vivo
atenuado.

en donde

18. E1 kit de acuerdo con la reivindicacién 17,

al uno o mas agentes proteicos es albumina sérica, y uno o

mas agentes de hidratos de carbono es trehalosa.

19. El kit de acuerdo con la reivindicacién 17, en donde
la concentracién de trehalosa es desde 5 hasta 350% (p/v).
20. El1 kit de acuerdo con la reivindicacidén 17, en donde
la concentracién de copolimeros de Dbloque (EO-PQ)
poli (6xido de etileno) y poli(éxido de propileno) es desde
0,1 hasta 4% (p/v).
21. E1 kit de acuerdo con la reivindicacién 17, en donde
la concentracién de una o mas albuminas séricas es desde
0,001 hasta 3% (p/v).

en donde

22. El1 kit de acuerdo con la reivindicacidn 17,

la composicién también comprende uno O mas virus vivos

atenuados.
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El kit de acuerdo con la reivindicacién 21, en donde

213x,

los virus vivos atenuados son seleccionados del grupo que

consiste de las familias Flavivirus, Togavirus,
Filovirus, Paramyxovirus,

Coronavirus, Rhabdovirus,
Bunyavirus, Arenavirus, Retrovirus,

Orthomyxovirus,
Poxvirus y combinaciones de los

Hepadnavirus, Herpesvirus,

mismos.
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RESUMEN

Las formas de realizacién de la presente se refieren a
composiciones y métodos para virus vivos. En ciertas formas
composicién a virus wvivo atenuado
uno o mas virus vivos atenuados

y/o

de realizacién, una

incluye, sin limitaciones,
y composiciones inactivacidn

degradacién del virus vivo atenuado.
la composicidén de virus vivo atenuado puede

realizaciédn,
En ain otras composiciones,

ser una composicidédn de vacuna.
vivo atenuado puede incluir al

al menos una proteina y al

de alto peso molecular para
vivo

para reducir la
En otras formas de

una composicidén a virus

menos un hidrato de carbono,
menos un agente tensioactivo

la inactivacién y/o degradacién del virus

reducir

atenuado.
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