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VACUNA DE VIRUS DE DENGUE INACTIVADO 

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCIÓN  

 

 La presente invención proporciona formulaciones de una composición 

inmunogénica que contiene un virus de Dengue inactivado purificado, y un 

método para su producción. 

 

SECTOR: Inmunología. Composición inmunológica para prevención de la 

infección por virus de dengue. 
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VACUNA DE VIRUS DE DENGUE INACTIVADO 

 

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS 

Esta solicitud reclama el beneficio de las fechas de presentación 

anteriores de las Solicitudes Provisionales de Patente de los Estados Unidos de 

Norteamérica Números 61/490,205, presentada el 26 de mayo de 2011, y 

61/570,966, presentada el 15 de diciembre de 2011, las divulgaciones de las 

cuales se incorporan a la presente. 

NOTIFICACIÓN DE DERECHOS DE AUTOR (COPYRIGHT) DE ACUERDO 

CON EL TÍTULO 37 DEL CÓDIGO DE REGLAMENTOS FEDERALES (CFR) 

SECCIÓN 1.71(E) 

 Una porción de la descripción de este documento de patente contiene 

material que está sujeto a la protección de derechos de autor (copyright). El 

propietario de los derechos de autor (copyright) no tiene objeción alguna con 

respecto a la reproducción facsímil hecha por quien sea, del documento de 

patente o de la divulgación de la patente, como aparece en el expediente de la 

patente o en los registros de la Oficina de Patentes y Marcas, pero se reserva 

de otra manera todos los derechos de autor (copyright) que se presenten. 

ANTECEDENTES 

El Dengue es una enfermedad viral aguda del hombre, la cual es 

transmitida por los mosquitos. Es endémica en el trópico y en el subtrópico, en 

todo el mundo, en donde se presenta anualmente una estimación de 

100,000,000 casos. Aunque es relativamente rara, la fiebre hemorrágica por 
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Dengue (DHF) y el síndrome de choque por Dengue (DSS) son causas 

significativas de muerte en los niños. En el presente, no existe ninguna vacuna 

para proteger contra el Dengue, y los intentos por prevenir la enfermedad 

mediante el control del vector del mosquito han probado ser en gran parte 

inefectivos. Por consiguiente, sigue existiendo una necesidad de una vacuna 

segura y efectiva para proteger contra la enfermedad causada por el virus de 

Dengue. 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LA INVENCIÓN 

La divulgación de la presente invención se refiere a la formulación de 

composiciones que provocan una respuesta inmunitaria contra el virus de 

Dengue. 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 

La Figura 1 es una ilustración esquemática de la fórmula genérica de un 

tensoactivo de poloxámero: copolímero de tres bloques (tribloque) de α-hidro-ω-

hidroxi-poli-(oxietileno) poli-(oxipropileno) poli-(oxietileno). 

Las Figuras 2A y 2B son diagramas de flujo que ilustran los procesos de 

ejemplo para la purificación e inactivación de una composición inmunogénica, la 

cual comprende el virus de Dengue inactivado purificado. Las Figuras 2C y 2D 

son diagramas de flujo que ilustran un proceso alternativo para la purificación e 

inactivación. 

Las Figuras 3A y 3B son diagramas de flujo que ilustran los procesos de 

ejemplo para la formulación de una composición inmunogénica, la cual 

comprende el virus de Dengue inactivado purificado. 
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Las Figuras 4A y 4B son Tablas que ilustran los resultados 

representativos de la caracterización del producto en seguida de la formulación 

de las composiciones inmunogénicas que comprenden el virus de Dengue 

inactivado purificado. 

Las Figuras 5A a 5C son Tablas que ilustran los resultados 

representativos de la caracterización del producto en seguida de la liofilización y 

reconstitución.  

Las Figuras 6A y 6B son representaciones gráficas de las características 

de estabilidad (6A: Fluorescencia Intrínseca 280/320; 6B: ELISA). 

DESCRIPCIÓN DETALLADA 

INTRODUCCIÓN  

Esta divulgación se refiere a la formulación de composiciones 

inmunogénicas. En particular, esta divulgación se refiere a formulaciones de 

composiciones, tales como preparaciones de vacuna y composiciones 

inmunogénicas a granel, que contienen una o más cepas del virus de Dengue 

inactivado purificado. Las formulaciones que se dan a conocer en la presente 

aumentan la recuperación y estabilidad de las composiciones inmunogénicas 

que contienen el virus de Dengue inactivado purificado, facilitando su 

producción, almacenamiento y distribución. 

Un primer aspecto de esta divulgación se refiere a composiciones que 

incluyen uno o más virus de Dengue inactivados purificados, en combinación 

con un agente regulador del pH y un tensoactivo. Favorablemente, estas 

composiciones son preparaciones a granel del virus de Dengue inactivado, 
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adecuadas para su formulación en composiciones inmunogénicas (por ejemplo, 

vacunas para prevenir la infección por, y/o la enfermedad debida a, el virus de 

Dengue). La adición de un tensoactivo seleccionado mejora la recuperación de 

un virus de Dengue inactivado antigénicamente conservado, por ejemplo, 

comparándose con las formulaciones que no incluyen un tensoactivo. Las 

formulaciones del virus de Dengue inactivado purificado que contienen un 

tensoactivo, poseen la característica favorable de reducir la adsorción y/o 

acumulación no específica del virus inactivado, por ejemplo, durante la 

liofilización, el almacenamiento y la reconstitución. 

Las composiciones que se dan a conocer en la presente pueden incluir 

uno o más de un serotipo del virus de Dengue. Comúnmente, las 

composiciones incluyen una pluralidad de virus de Dengue a partir de más de 

un serotipo, es decir, Dengue serotipo 1, Dengue serotipo 2, Dengue serotipo 3 

y/o Dengue serotipo 4 (DEN-1, DEN-2, DEN-3, y/o DEN-4, respectivamente). 

Por ejemplo, la composición puede incluir dos, tres o cuatro virus diferentes a 

partir de diferentes serotipos del virus de Dengue. En un ejemplo específico, la 

composición incluye cuatro diferentes virus de Dengue inactivados purificados, 

cada uno de un serotipo diferente (o capaces de provocar una respuesta 

inmunitaria específica para cada uno de los diferentes serotipos del virus de 

Dengue. Por consiguiente, la composición favorablemente incluye cuatro 

diferentes virus de Dengue inactivados purificados que provocan una respuesta 

inmunitaria a todos los DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4. Los virus se pueden 

seleccionar de entre el virus de tipo silvestre (es decir, propagado a partir de, o 
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correspondiente a, un virus virulento a partir de un aislado que se presenta 

naturalmente), o el virus se puede seleccionar a partir del virus atenuado. Un 

virus seleccionado puede ser un virus recombinante. Por ejemplo, un virus 

recombinante puede ser un virus quimérico, por ejemplo, un virus que tiene un 

ácido nucleico a partir de un virus de Dengue y un ácido nucleico a partir de otro 

flavivirus, tal como un virus de Dengue diferente, un virus de fiebre amarilla, o 

un virus de encefalitis japonesa. Típicamente, un virus quimérico incluye uno o 

ambos de una proteína de Dengue M y una proteína de Dengue E. Una sola 

composición puede incluir uno o más virus de tipo silvestre, uno o más virus 

atenuados, uno o más virus recombinantes, y/o uno o más virus quiméricos, en 

cualquier combinación.  

El virus de Dengue inactivado purificado se puede inactivar utilizando 

agentes inactivadores químicos, físicos, y/o de irradiación, solos o en cualquier 

combinación. El virus de Dengue inactivado purificado se puede inactivar 

mediante su exposición a formaldehído, beta-propiolactona (BPL), peróxido de 

hidrógeno, irradiación ultravioleta e irradiación gamma, o una combinación de 

cualquiera de estas técnicas. 

Típicamente, una sola dosis humana de la composición inmunogénica 

contiene cuando menos 0.1 microgramos, 0.2 microgramos, cuando menos 

0.25 microgramos, cuando menos 0.3 microgramos, cuando menos 0.33 

microgramos, cuando menos 0.4 microgramos, cuando menos 0.5 

microgramos, cuando menos 1.0 microgramo, o cuando menos 2.0 

microgramos, o cuando menos 3.0 microgramos, o cuando menos 5 
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microgramos, o cuando menos 10.0 microgramos (o cualquier cantidad entre 

0.1 y 10.0 microgramos) de cada serotipo del virus. Típicamente, una sola dosis 

humana de la composición inmunogénica contiene no más de 100 microgramos 

de cada serotipo del virus, por ejemplo, no más de 90 microgramos, o no más 

de 80 microgramos, o no más de 75 microgramos, o no más de 70 

microgramos, o no más de 60 microgramos, o no más de 50 microgramos, o no 

más de 40 microgramos, o no más de 30 microgramos, o no más de 20 

microgramos, o no más de 10 microgramos (o cualquier cantidad entre 10 y 100 

microgramos) de cada serotipo del virus. Por ejemplo, una sola dosis humana 

de la composición inmunogénica pueden incluir entre 0.1 y 10 microgramos, o 

entre 0.25 y 5 microgramos, por ejemplo, administrados en un volumen de entre 

0.05 y 2 mililitros, tal como en un volumen 0.5 y 1.5 mililitros.  

En ciertas modalidades, los virus de Dengue inactivados purificados son 

adsorbidos sobre una sal de aluminio ("alum"), tal como hidróxido de aluminio, 

fosfato de aluminio o hidroxi-fosfato de aluminio. Cuando se incluye una 

pluralidad de virus de Dengue, cada uno puede ser adsorbido sobre la misma 

sal de aluminio, o diferentes virus pueden ser adsorbidos sobre diferentes sales 

de aluminio. Por consiguiente, en un aspecto, la presente divulgación se refiere 

a una composición inmunogénica que contiene cuando menos un virus de 

Dengue inactivado purificado adsorbido (por ejemplo, previamente adsorbido) 

sobre una sal de aluminio, en combinación con un regulador y un tensoactivo. 

En el contexto de las composiciones inmunogénicas que se dan a 

conocer en la presente (y las preparaciones a granel a partir de las cuales se 
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formulan las composiciones inmunogénicas terminadas), el tensoactivo se 

selecciona de tal manera que sea adecuado para su administración a un sujeto, 

en particular un sujeto humano. En ciertas modalidades, el tensoactivo se 

selecciona de tal manera que sea adecuado para su administración parenteral, 

por ejemplo, para su administración intramuscular, subcutánea, transcutánea o 

intradérmica.  

Los tensoactivos de ejemplo adecuados para las composiciones contra el 

Dengue que se dan a conocer en la presente incluyen tensoactivos de 

poloxámeros, así como otros tensoactivos adecuados para su administración a 

un sujeto humano. Por consiguiente, los tensoactivos adecuados (en adición a 

los tensoactivos de poloxámeros) se pueden seleccionar a partir del grupo que 

consiste en: tensoactivos de polisorbato, tensoactivos de octoxinol, tensoactivos 

de polidocanol, tensoactivos de estearato de polioxilo, tensoactivos de aceite de 

ricino de polioxilo, tensoactivos de N-octil-glucósido, tensoactivos de hidroxi-

estearato de macrogol 15, y combinaciones de los mismos. En ciertas 

modalidades, los tensoactivos de poloxámeros son en particular adecuados 

para las formulaciones en donde los virus de Dengue inactivados purificados no 

sean adsorbidos sobre una sal de aluminio.  

Los tensoactivos de poloxámeros son copolímeros lineales de polietilen-

polipropilen-glicol. Comercialmente, éstos son con frecuencia referidos como 

tensoactivos Pluronic. En ciertas modalidades, el tensoactivo de poloxámero se 

selecciona a partir de un copolímero de polietilen-polipropilen-glicol con un peso 

molecular promedio de cuando menos aproximadamente 1,000 kD, y un peso 
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molecular promedio de no más de aproximadamente 15,000 kD. En una 

modalidad específica, la composición inmunogénica se formula con un 

copolímero de polietilen-polipropilen-glicol, poloxámero 188, el cual es vendido 

comercialmente bajo las marcas comerciales registradas PluronicMR F 68, 

LutrolMR F 68, y KolliphorMR PI 88, el cual tiene un peso molecular promedio de 

8,600 kD, con un peso molecular del polioxipropileno de 1,800 gramos/mol, y un 

contenido de polioxietileno del 80 por ciento.  

Las composiciones (preparaciones y composiciones inmunogénicas a 

granel) también incluyen uno o más agentes reguladores. El virus de Dengue 

pierde inmunogenicidad bajo condiciones ácidas, y por consiguiente, el agente 

regulador del pH se selecciona para mantener el pH cerca o mayor que el 

neutro. El agente o los agentes reguladores del pH, típicamente se seleccionan 

para mantener el pH de la composición en o mayor a un pH de 6.4, de 

preferencia por arriba de un pH de 6.8, y de una manera muy preferible, por 

arriba de un pH de 7.0, por ejemplo, en o alrededor de un pH de 7.4. El agente 

regulador del pH se selecciona para mantener el pH deseado en el contexto de 

los otros componentes de la composición inmunogénica formulada, tomando en 

consideración que ciertos componentes adicionales (por ejemplo, ciertos 

adyuvantes) pueden requerir de un ajuste de la cantidad o elección del agente 

regulador del pH. En una modalidad, el agente regulador del pH incluye uno o 

ambos de fosfato de sodio y fosfato de potasio. En otra modalidad, el agente 

regulador del pH incluye Tris-(hidroxi-metil)-amino-metano ("Tris"). 

Las preparaciones y composiciones inmunogénicas a granel también 
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pueden incluir componentes adicionales, tal como una o más sales minerales, 

por ejemplo, para modificar o mantener la tonicidad en un rango deseado. Más 

comúnmente, la sal es una sal mineral, tal como cloruro de sodio. Esta sal se 

agrega favorablemente en la cantidad necesaria para mantener la composición 

formulada en o casi isotónica. La cantidad precisa difiere dependiendo de los 

otros componentes en la formulación, más particularmente de la elección de los 

agentes reguladores del pH, y puede ser determinada sin una indebida 

experimentación por aquéllos de una experiencia ordinaria en este campo.  

Las preparaciones y composiciones inmunogénicas a granel que se dan 

a conocer en la presente también pueden incluir uno o más excipientes para 

mejorar la estabilidad estructural y/o inmunológica (o para modificar otras 

propiedades de la formulación, tales como la tonicidad) del virus de Dengue 

inactivado purificado en solución y/o durante el procesamiento, por ejemplo, la 

liofilización. En algunas modalidades, el excipiente incluye un azúcar formador 

de cristal o poliol. En ciertas modalidades, el azúcar o el poliol formador de 

cristal se selecciona a partir del grupo que consiste en: sacarosa, trehalosa, 

manosa, manitol, rafinosa, lactitol, sorbitol y ácido lactobiónico, glucosa, 

maltulosa, iso-maltulosa, lactulosa, maltosa, lactosa, iso-maltosa, maltitol, 

palatinit, estaquiosa, melezitosa, dextrano, o una combinación de los mismos. 

En una modalidad específica, el excipiente comprende sacarosa. 

Opcionalmente, el azúcar o poliol se puede utilizar en combinación con un 

aminoácido, tal como glicina, alanina, arginina, lisina y/o glutamina. 

En ciertas modalidades, la composición es una formulación líquida, por 
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ejemplo, una solución o suspensión. En otras modalidades, la composición se 

prepara liofilizada, y se vuelve a suspender antes de la administración. Por 

ejemplo, la composición inmunogénica se puede formular en una formulación 

líquida isotónica para su administración mediante inyección.  

En ciertas modalidades, la composición inmunogénica se formula para su 

administración a un sujeto humano. Para su administración a un sujeto humano, 

la composición inmunogénica se puede formular en una cantidad de una sola 

dosis de cuando menos 0.05 mililitros, y no más de 2 mililitros, tal como una 

cantidad de una sola dosis de entre 0.5 y 1.5 mililitros.  

Opcionalmente, las composiciones inmunogénicas que se dan a conocer 

en la presente pueden incluir un adyuvante. En algunas modalidades, por 

ejemplo, las modalidades en donde el virus de Dengue inactivado purificado es 

adsorbido sobre alum, la sal de aluminio sirve como un adyuvante. En otras 

modalidades, el adyuvante es un adyuvante sin aluminio. Si se combina con, 

por ejemplo, se adsorbe sobre, alum o no, el adyuvante puede incluir uno o más 

componentes inmunoestimulantes. El componente inmunoestimulante puede 

incluir uno o más de: Una emulsión de aceite y agua, un liposoma, un 

lipopolisacárido, una saponina, y un oligonucleótido, como se describe con 

mayor detalle más adelante en la presente.  

Otro aspecto de esta divulgación se refiere a métodos para formular 

preparaciones antigénicas y composiciones inmuno-génicas a granel, las cuales 

comprenden uno o más virus de Dengue inactivados purificados. Este método 

involucra: proporcionar una solución que comprende un agente regulador del 
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pH y un tensoactivo; y mezclar con la solución uno o más virus de Dengue 

inactivados purificados. En algunas modalidades, el uno o más virus de Dengue 

inactivados purificados son adsorbidos sobre una sal de aluminio (por ejemplo, 

para producir una preparación a granel previamente adsorbida del virus de 

Dengue inactivado) antes de mezclar con la solución. Típicamente, una sola 

cepa del virus de Dengue inactivado purificado es adsorbida sobre la sal de 

aluminio (por ejemplo, hidróxido de aluminio, fosfato de aluminio, o hidroxi-

fosfato de aluminio) para producir un mono-volumen previamente adsorbido. 

Para producir a composición inmunogénica multivalente, los mono-volúmenes 

individuales se combinan entonces en la proporción deseada (por ejemplo, 1:1: 

1:1 basándose en peso, o se ajusta basándose en la inmunogenicidad relativa) 

con la solución que contenga el agente regulador del pH y el tensoactivo.  

Típicamente, los virus de Dengue inactivados purificados se agregan a 

una solución adecuada (en la formulación final) para su administración 

parenteral. En algunas modalidades, la solución es una solución isotónica. En 

algunas modalidades, la solución también incluye uno o más excipientes, tales 

como una sal y/o un azúcar formador de cristal o poliol.  

En una modalidad, al agua para inyecciones (por ejemplo, agua estéril 

sin endotoxinas), se le agrega un azúcar formador de cristal o poliol, un agente 

regulador, una sal y tensoactivo (como se discute anteriormente), por ejemplo, 

en un orden secuencial. Los virus de Dengue inactivados purificados, como se 

discute anteriormente, se agregan a la solución preparada.  

En algunas modalidades, el método entonces involucra liofilizar la 
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solución (por ejemplo, la preparación a granel) que contenga los virus de 

Dengue inactivados purificados, para producir una composición liofilizada. En 

las modalidades que involucran la liofilización de la composición inmunogénica, 

por ejemplo, para su almacenamiento y/o distribución, la composición liofilizada 

típicamente se vuelve a suspender en una cantidad adecuada, por ejemplo, de 

0.05 a 2 mililitros, típicamente entre 0.5 y 1.5 mililitros, por ejemplo, 0.5 ó 1.0 ó 

1.5 mililitros, de una solución farmacéuticamente aceptable, tal como agua para 

inyecciones, antes de la administración. Opcionalmente, la solución 

farmacéuticamente aceptable incluye cuando menos un componente 

inmunoestimulante, como se da a conocer anteriormente. 

En otro aspecto, esta divulgación se refiere a métodos para reducir la 

adsorción y/o la acumulación no específica de un virus de Dengue inactivado 

purificado (o de una pluralidad de los mismos), o a una composición que los 

contiene, mediante la formulación de los virus de Dengue inactivados como se 

describe anteriormente.  

En todavía otro aspecto, esta divulgación se refiere a un método para 

mejorar la recuperación de un virus de Dengue inactivado antigénicamente 

conservado (o una pluralidad de los mismos), o a una composición que los 

contiene, mediante la formulación de los virus de Dengue inactivados como se 

describe anteriormente. 

TERMINOLOGÍA  

A menos que se expliquen de otra manera, todos los términos técnicos y 

científicos utilizados en la presente tienen el mismo significado que es 
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comúnmente entendido por un experto ordinario en el campo al que pertenece 

esta divulgación. Las definiciones de los términos comunes en biología 

molecular se pueden encontrar en Benjamin Lewin, Genes V, publicado por 

Oxford University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew y colaboradores 

(Editores), The Encyclopedia of Molecular Biology, publicado por Blackwell 

Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); y Robert A. Meyers (Editor), 

Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, 

publicado por VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).  

Los términos en singular "un", "uno", y "el" incluyen los referentes en 

plural a menos que el contexto lo indique claramente de otra manera. De una 

manera similar, la palabra "o" pretende incluir "y" a menos que el contexto lo 

indique claramente de otra manera. El término "pluralidad" se refiere a dos o 

más. Además se debe entender que todos los tamaños de bases o los tamaños 

de aminoácidos, y todos los valores de peso molecular o de masa molecular, 

dados para los ácidos nucleicos o polipéptidos son aproximados, y se 

proporcionan para su descripción. Adicionalmente, las limitaciones numéricas 

dadas con respecto a concentraciones o niveles de una sustancia, tal como un 

antígeno, pretenden ser aproximadas. Por consiguiente, cuando se indica que 

una concentración es de cuando menos (por ejemplo) 20 microgramos, se 

pretende que la concentración sea entendida como de cuando menos 

aproximadamente (o "alrededor de" o "~") 20 microgramos. 

Aunque en la práctica o prueba de esta divulgación se pueden utilizar 

métodos y materiales similares o equivalentes a aquéllos descritos en la 
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presente, los métodos y materiales adecuados se describen más adelante. El 

término "comprende" significa "incluye". Por consiguiente, a menos que el 

contexto lo requiera de otra manera, la palabra "comprende", y sus variaciones 

tales como "comprenden" y "comprendiendo", se entenderán para implicar la 

inclusión de un compuesto o una composición (por ejemplo, ácido nucleico, 

polipéptido, antígeno) o un paso, o un grupo de compuestos o pasos 

mencionados, pero no la exclusión de cualesquiera otros compuestos, 

composiciones, pasos, o grupos de los mismos. La abreviatura, "e.g." se deriva 

a partir del latín exempli gratia, y se utiliza en la presente para indicar un 

ejemplo no limitante. Por consiguiente, la abreviatura " e.g." es un sinónimo con 

el término "por ejemplo". 

Con el objeto de facilitar la revisión de las diferentes modalidades de esta 

divulgación, se proporcionan las siguientes explicaciones de los términos. Se 

pueden proporcionar términos y explicaciones adicionales en el contexto de 

esta divulgación. 

Una "preparación a granel" de un virus de Dengue inactivado se utiliza en 

la presente para referirse a un virus de Dengue en la forma antigénica final, con 

respecto a la purificación e inactivación, pretendida para su administración a un 

sujeto. Una preparación a granel o formulación a granel se puede procesar 

adicionalmente, por ejemplo, mediante dilución, concentración, tal como 

mediante liofilización y resuspensión, y/o empacado, por ejemplo, en frascos o 

jeringas de múltiples dosis o de una sola dosis para su administración como una 

composición inmunogénica o vacuna. 
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El término "purificación" (por ejemplo, con respecto a un patógeno o a 

una composición que contenga un patógeno, tal como un virus de Dengue) se 

refiere al proceso de remover los componentes de una composición, cuya 

presencia cual no se desea. La purificación es un término relativo, y no requiere 

que se remuevan todas las trazas del componente indeseable a partir de la 

composición. En el contexto de la producción de vacunas, la purificación incluye 

procesos tales como centrifugación, dialización, cromatografía de intercambio 

de iones, y cromatografía de exclusión de tamaños, purificación de afinidad, o 

precipitación. Por consiguiente, el término "purificado" no requiere de una 

pureza absoluta; más bien, se pretende como un término relativo. Por 

consiguiente, por ejemplo, una preparación de virus purificada es una en donde 

el virus está más enriquecido de lo que lo está en su medio ambiente 

generativo, por ejemplo, dentro de una célula o población de células en donde 

se replique naturalmente o en un medio ambiente artificial. Una preparación de 

virus sustancialmente puros se puede purificar de tal manera que el virus o el 

componente viral deseado represente cuando menos el 50 por ciento del 

contenido de proteína total de la preparación. En ciertas modalidades, un virus 

sustancialmente puro representará cuando menos el 60 por ciento o cuando 

menos el 70 por ciento, tal como cuando menos el 80 por ciento, cuando menos 

el 85 por ciento, cuando menos el 90 por ciento, o cuando menos el 95 por 

ciento o más del contenido de proteína total de la preparación. De una manera 

alternativa, la purificación de una preparación de virus se puede evaluar como 

la reducción en los contaminantes, tales como la proteínas de la célula 
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huésped, en la preparación. De conformidad con lo anterior, una preparación de 

un virus sustancialmente puro (por ejemplo, virus de Dengue inactivado 

purificado) típicamente incluye menos del 30 por ciento o menos del 25 por 

ciento de proteínas residuales de la célula huésped. Por ejemplo, una 

preparación o composición inmunogénica a granel, la cual comprende un virus 

de Dengue inactivado purificado, puede incluir menos del 20 por ciento de 

proteína residual de la célula huésped, o incluso menos del 15 por ciento o del 

10 por ciento o menos (por ejemplo, medido sobre una base de peso/peso). 

El término "inactivado" en el contexto de una vacuna de virus de Dengue 

significa que el componente antigénico (por ejemplo, el virus) es incapaz de 

tener la replicación in vivo o in vitro. Por ejemplo, el término inactivado abarca 

un virus que se ha replicado, por ejemplo, in vitro, y entonces se ha matado 

utilizando medios químicos o físicos, de tal manera que ya no es capaz de 

replicarse. El término también puede incluir los antígenos producidos por un 

procesamiento adicional (por ejemplo, división, fraccionamiento, y similares), y 

los componentes producidos por medios recombinantes, por ejemplo, en un 

cultivo celular. 

Un "adyuvante" es un agente que potencia la producción de una 

respuesta inmunitaria específica del antígeno, comparándose con la 

administración del antígeno en ausencia del agente. Los adyuvantes comunes 

incluyen los adyuvantes que contienen aluminio que incluyen una suspensión 

de minerales (o de sales minerales, tales como hidróxido de aluminio, fosfato de 

aluminio, hidroxi-fosfato de aluminio) sobre la cual se adsorbe en antígeno. 
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Otros adyuvantes incluyen uno o más componentes inmunoestimulantes que 

contribuyen a la producción de una respuesta inmunitaria específica del 

antígeno mejorada. Los componentes inmunoestimulantes incluyen emulsiones 

de aceite y agua, tales como agua en aceite y aceite en agua (y variantes de las 

mismas, incluyendo emulsiones dobles y emulsiones reversibles), liposacáridos, 

lipopolisacáridos, ácidos nucleicos inmunoestimulantes (tales como 

oligonucleótidos CpG), liposomas, agonistas del receptor tipo Toll (en particular, 

los agonistas de TLR2, TLR4, TLR7/8 y TLR9), y diferentes combinaciones de 

estos componentes. Los adyuvantes pueden incluir combinaciones de 

componentes inmunoestimulantes.  

Una "composición inmunogénica" es una composición de materia 

adecuada para su administración a un sujeto humano o animal (por ejemplo, en 

un establecimiento experimental) que es capaz de provocar una respuesta 

inmunitaria específica, por ejemplo, contra un patógeno, tal como el virus de 

Dengue. Como tal, una composición inmunogénica incluye uno o más antígenos 

(por ejemplo, virus enteros purificados o subunidades antigénicas, por ejemplo, 

polipéptidos de los mismos) o epítopos antigénicos. Una composición 

inmunogénica también puede incluir uno o más componentes adicionales 

capaces de provocar o mejorar una respuesta inmunitaria, tales como un 

excipiente, vehículo, y/o adyuvante. En ciertas instancias, las composiciones 

inmunogénicas se administran para provocar una respuesta inmunitaria que 

proteja al sujeto contra los síntomas o las condiciones inducidas por un 

patógeno. En algunos casos, se previenen (o se tratan, por ejemplo, se reducen 
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o se mitigan) los síntomas o la enfermedad causada por un patógeno, mediante 

la inhibición de la replicación del patógeno (por ejemplo, el virus de Dengue) en 

seguida de la exposición del sujeto al patógeno. En el contexto de esta 

divulgación, se entenderá que el término composición inmunogénica abarca las 

composiciones que se pretendan para su administración a un sujeto o a una 

población de sujetos para el propósito de provocar una respuesta inmunitaria 

protectora o paliativa contra el Dengue (es decir, composiciones de vacuna o 

vacunas).  

Una "respuesta inmunitaria" es una respuesta de una célula del sistema 

inmunológico, tal como una célula-B, una célula-T, o un monocito, a un 

estímulo. Una respuesta inmunitaria puede ser una respuesta de células-B, la 

cual dé como resultado la producción de anticuerpos específicos, tales como 

anticuerpos neutralizantes específicos del antígeno. Una respuesta inmunitaria 

también puede ser una respuesta de células-T, tal como una respuesta de 

CD4+ o una respuesta de CD8+. En algunos casos, la respuesta es específica 

para un antígeno particular (es decir, una "respuesta específica del antígeno"). 

Si el antígeno se deriva a partir de un patógeno, la respuesta específica del 

antígeno es una "respuesta específica del patógeno". Una "respuesta 

inmunitaria protectora" es una respuesta inmunitaria que inhibe una función o 

actividad perjudicial de un patógeno, reduce la infección por un patógeno, o 

disminuye los síntomas (incluyendo la muerte) que resulten a partir de la 

infección por el patógeno. Una respuesta inmunitaria protectora se puede medir, 

por ejemplo, por la inhibición de la replicación viral o de la formación de placa 
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en un ensayo de reducción de placa o en un ensayo de neutralización ELISA, o 

mediante la medición de la resistencia a la agresión de un patógeno in vivo.  

Un "sujeto" es un organismo vertebrado multicelular vivo. En el contexto 

de esta divulgación, el sujeto puede ser un sujeto experimental, tal como un 

animal no humano, por ejemplo, un ratón, una rata de algodón, o un primate no 

humano. De una manera alternativa, el sujeto puede ser un sujeto humano.  

Un "agente regulador del pH" es un compuesto o una composición que 

sola o en combinación aumenta la capacidad de una solución para mantener o 

resistir el cambio en el pH cuando se agrega un ácido o un álcali. El término 

"agente regulador del pH" abarca una amplia variedad de compuestos y 

composiciones, típicamente, cualquiera de los ácidos débiles o de las bases 

débiles, que cuando está presente en solución con su base o ácido conjugado, 

respectivamente, se puede utilizar para mantener el pH en un valor deseado o 

dentro de un intervalo deseado.  

Un "tensoactivo", o un agente de actividad superficial, es una molécula 

anfifílica caracterizada por una cabeza hidrofílica y una cola hidrofóbica. 

Cuando es adsorbido en la superficie de un líquido, un tensoactivo actúa para 

reducir la tensión superficial del líquido, la tensión interfacial entre dos líquidos, 

o la tensión entre el líquido y un sólido. Un tensoactivo puede actuar como 

detergente, agente humectante, emulsionante, agente espumante, y/o 

dispersante.  

Las composiciones que se dan a conocer en la presente incluyen uno o 

más antígenos de virus de Dengue inactivado purificado. En diversos aspectos, 
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las composiciones son preparaciones elaboradas a granel del virus de Dengue 

inactivado, por ejemplo, en una formulación líquida, en preparaciones sólidas 

(por ejemplo, liofilizadas) a una escala seleccionada, o en composiciones 

inmunogénicas formuladas para su administración a un sujeto (típicamente a un 

sujeto humano). Por ejemplo, las preparaciones (ya sean líquidas o sólidas) y/o 

composiciones inmunogénicas a granel pueden incluir una sola cepa del virus 

de Dengue (es decir, una composición monovalente, tal como una preparación 

a granel monovalente o una composición inmunogénica monovalente), o 

pueden contener más de una cepa del virus de Dengue (es decir, una 

composición multivalente, tal como una preparación a granel multivalente o una 

composición inmunogénica multivalente). Típicamente, una composición 

multivalente contiene cepas seleccionadas a partir de diferentes serotipos. 

Debido a que hay cuatro serotipos del virus de Dengue que pueden provocar 

enfermedad, es decir, Dengue tipo uno (DEN-1), Dengue tipo dos (DEN-2), 

Dengue tipo tres (DEN-3), y Dengue tipo cuatro (DEN-4), y debido a que los 

anticuerpos no neutralizantes de reacción cruzada predisponen a las formas 

más graves de la enfermedad de Dengue, se puede seleccionar un 

representante de cada serotipo para incluirse en la preparación a granel y en la 

vacuna final, con el objeto de garantizar la protección contra la enfermedad de 

cualquiera de los cuatro serotipos. Por consiguiente, en una modalidad, la 

composición inmunogénica es una composición tetravalente que incluye cepas 

seleccionadas a partir de cada uno del cuatro serotipos del virus de Dengue.  

Los virus usados como antígenos se pueden seleccionar a partir de 



21 
 

 

15 

20 

25 

esencialmente cualquier cepa (o cepas) del virus de Dengue. Por ejemplo, se 

puede seleccionar una cepa del virus para cada serotipo, la cual se selecciona 

basándose en su conformidad con una secuencia definida (por ejemplo, en 

consenso) para el serotipo, tal como una secuencia en consenso de DEN-1, 

una secuencia en consenso de DEN-2, una secuencia en consenso de DEN-3, 

o una secuencia en consenso de DEN-4. Este virus se puede presentar 

naturalmente o puede ser sintético. Por ejemplo, se puede seleccionar una cepa 

del virus para correlacionarse con una cepa prevaleciente (por ejemplo, una 

cepa que se presente naturalmente o de "tipo silvestre" cepa) en el área o 

población en donde se pretenda administrar la vacuna. Otra opción es 

seleccionar las cepas para cada serotipo como un asunto de conveniencia 

basándose en la disponibilidad o en la experiencia previa. Por ejemplo, se 

describen cepas de ejemplo en la Patente de los Estados Unidos de 

Norteamérica Número 6,254,873, la cual se incorpora como referencia a la 

presente. Se dan a conocer cepas adecuadas adicionales, por ejemplo, en la 

Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Número 7,226,602, la cual 

también se incorpora a la presente como referencia. Se pueden encontrar 

cepas adicionales, por ejemplo, en la base de datos del genoma viral de VBRC 

http://athena.bioc.uvic.ca/organisms/Flaviviridae/Dengue/Curated_genes), y en 

la base de datos del virus de Dengue http://www.broad. 

mit.edu/annotation/viral/Dengue/Projectlnfo.html). 

En el contexto de una vacuna de virus de Dengue inactivado purificado, 

se pueden utilizar cepas ya sea virulentas o bien atenuadas. Típicamente, las 
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cepas virulentas se propagan hasta una titulación más alta en las células 

huésped, facilitando la producción a una escala comercial. Sin embargo, las 

cepas virulentas requieren de un cuidado especial en el manejo para prevenir la 

infección del personal involucrado en su elaboración. Las cepas atenuadas, por 

ejemplo, aquéllas desarrolladas mediante su adaptación a la producción en 

células cultivadas, y a la selección por la virulencia reducida y/o por la 

replicación reducida en los vectores de mosquito de Dengue, requieren de 

menos precauciones de manejo, pero pueden ser difíciles de producir. Las 

cepas atenuadas de ejemplo adecuadas para utilizarse en el contexto de una 

composición inmunogénica que contenga un virus de Dengue inactivado, se 

describen en la Publicación Internacional Número WO 2000/057907 y en la 

Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Número US 6,638,514, y en la 

Publicación Internacional Número WO 2000/058444 y en la Patente de los 

Estados Unidos de Norteamérica Número US 6,613,556, en la Publicación 

Internacional Número WO 2002/066621 (Publicación de Patente de los Estados 

Unidos de Norteamérica Número 2004052818), en la Publicación Internacional 

Número WO 2000/057904 (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica 

Número 6,528,065), en la Publicación Internacional Número WO 2000/057908, 

en la Publicación Internacional Número WO 2000/057909 (Patente de los 

Estados Unidos de Norteamérica Número 6,511,667); en la Publicación 

Internacional Número WO 2000/057910 (Patente de los Estados Unidos de 

Norteamérica Número 6,537,557), en la Publicación Internacional Número WO 

2002/095075 (por ejemplo, en la Patente de los Estados Unidos de 
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Norteamérica Número 7,226,602), y en la Publicación Internacional Número WO 

2002/102828 (Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Número 

7,569,383), las cuales se incorporan a la presente como referencia.  

Los virus de "Dengue" quiméricos también son adecuados en el contexto 

de las formulaciones que se dan a conocer en la presente. Este virus quimérico 

típicamente expresa la proteína de envoltura del virus de Dengue, por ejemplo, 

utilizando una estructura base de ácido nucleico de un virus de Dengue 

diferente o de un flavivirus diferente, tal como un virus de fiebre amarilla o un 

virus de encefalitis japonesa. 

Los ejemplos de los virus de Dengue quiméricos se pueden encontrar, 

por ejemplo, en la Publicación Internacional Número WO 98/37911 (Patentes de 

los Estados Unidos de Norteamérica Números 6,696,281; 6,962,708), en las 

Publicaciones Internacionales Números WO 96/40933 y WO 2001060847 

(Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Números 7,094,411; 

7,641,909; 8,025,887), y en la Patente Europea Número EP1159968. Los 

métodos para la producción de estos virus Dengue quiméricos también se 

pueden encontrar en la Publicación Internacional Número WO 03/101397. Las 

divulgaciones de estas solicitudes y patentes publicadas se incorporan a la 

presente como referencia para el propósito de proporcionar los virus de Dengue 

quiméricos de ejemplo adecuados para utilizarse en el contexto de las 

formulaciones y métodos que se dan a conocer en la presente.  

Por consiguiente, las cepas seleccionadas se eligen típicamente de entre 

las numerosas cepas disponibles para replicarse en las células que sean 
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adecuadas para la producción de los materiales destinados para uso humano 

(por ejemplo, las células que estén certificadas como libres de patógenos). Por 

ejemplo,         (i) las cepas se pueden rastrear para identificar los virus que 

crezcan hasta las titulaciones más altas, por ejemplo, desde una titulación de 

cuando menos aproximadamente 5 x l06 unidades formadoras de placas 

(pfu)/mililitro, de preferencia de cuando menos 1 x 107 unidades formadoras de 

placas (pfu)/mililitro o más en las líneas celulares de elección; (ii) seleccionar 

las cepas del virus de Dengue que crezcan hasta las titulaciones más altas en 

las líneas celulares de elección; y (iii) adaptar adicionalmente las cepas 

seleccionadas para un mejor crecimiento mediante pasos adicionales desde 

una hasta varias veces en las líneas celulares de elección. Los virus 

seleccionados (por ejemplo, elegidos a partir de los cuatro serotipos del virus de 

Dengue) se pueden adaptar adicionalmente para crecer hasta altas titulaciones 

mediante pasos adicionales del cultivo celular, o mediante manipulación 

genética para hacer lotes de siembra de producción y maestros de alta 

titulación.  

Los métodos para la producción de virus de Dengue son conocidos en la 

materia, y se describen en un detalle suficiente para guiar a un experto ordinario 

en este campo, por ejemplo, en la Solicitud del TCP Publicada Número WO 

2010/094663, y en la Publicación de Patente de los Estados Unidos de 

Norteamérica Número 2011318407. Los métodos para la producción de virus en 

condiciones sin suero también se pueden encontrar, por ejemplo, en la 

Publicación de Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Número 
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20060183224. Las divulgaciones de estas solicitudes de patente publicadas se 

incorporan a la presente como referencia para proporcionar detalles adicionales 

con respecto a la propagación y a la purificación del virus de Dengue para 

incluirse en las preparaciones y composiciones inmunogénicas a granel que se 

dan a conocer en la presente. De una manera similar, los métodos para 

inactivar el virus de Dengue para producir un virus de Dengue inactivado 

purificado, están bien establecidos en la materia, e incluyen exposición a 

agentes químicos, físicos y/o de irradiación. Los métodos adecuados incluyen, 

por ejemplo, exposición a formaldehído, beta-propiolactona (BPL), peróxido de 

hidrógeno, irradiación ultravioleta e irradiación gamma, o combinaciones de los 

mismos. Los detalles de estos métodos se pueden encontrar, por ejemplo, en la 

Solicitud del TCP Publicada Número WO 2010/094663 (Publicación de Patente 

de los Estados Unidos de Norteamérica Número 2011318407), y en la 

Publicación de Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Número 

20070031451, las cuales se incorporan a la presente como referencia para el 

propósito de ilustrar los métodos de ejemplo para la inactivación del virus de 

Dengue.  

Los procedimientos de ejemplo para la purificación del virus de Dengue 

se ilustran en los diagramas de flujo de las Figuras 2A a 2D. Para producir las 

cantidades de virus de Dengue adecuadas para uso comercial, se hace crecer 

una línea celular susceptible en un cultivo in vitro en un medio adecuado. 

Típicamente, las células son células de mamífero, tales como células epiteliales 

de riñón o de pulmón. Existen varias líneas celulares adecuadas, por ejemplo, 
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células de riñón de mono verde africano, tales como las células Vero, células 

MRC-5, células MDCK, y células FRhL-2. De una manera alternativa, se 

pueden utilizar células de insectos, en particular células de mosquito, tales 

como la línea C6/36 de Aedes albopictus. Las células se pueden cultivar en un 

medio AF animal ya sea conteniendo suero o libre de suero (medio AF). 

Opcionalmente, el medio se complementa inicialmente o periódicamente con 

aditivos, tales como glucosa, aminoácidos, factores de crecimiento sintéticos, u 

otras proteínas. Las células se expanden, típicamente a través de una 

secuencia de aumentar el tamaño del recipiente (por ejemplo, matraz de 175 

cm2; CF2 (1,200 cm2); CF10 (6,000 cm2); CF40 (bio-reactor de 50 litros); bio-

reactor de 200 litros). En el tamaño de recipiente más grande, es común 

emplear microvehículos en suspensión para la adhesión de las células. 

Opcionalmente, el medio se suministra mediante perfusión, o los cultivos se 

pueden alimentar periódicamente. En ciertas modalidades, las células son 

células Vero, las cuales se pueden cultivar en bio-reactores a escala comercial.  

Las células se hacen crecer hasta la densidad a la escala deseada, y se 

infectan con el virus (por ejemplo, las cepas seleccionadas para proporcionar 

los determinantes antigénicos de DEN-1, DEN-2, DEN-3 y/o DEN-4). Las 

células se infectan a una multiplicidad de infección (MOI) adecuada (por 

ejemplo, de 0.01 a 0.1 MOI, por ejemplo, 0.05 MOI) con las cepas 

seleccionadas. Cuando se emplea un medio que contiene suero para el 

precultivo y/o la infección, el medio se puede intercambiar por un medio AF para 

reducir el contenido de proteína extraña durante la cosecha y la fase de 
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purificación. Por ejemplo, después de una fase de infección inicial de 1 a 4 días, 

por ejemplo, de aproximadamente 2 días, el medio puede ser intercambiado 

hasta un medio AF. Opcionalmente, el medio AF es inicialmente o 

periódicamente complementado con glucosa, aminoácidos, o similares. 

Después de un período adecuado para el crecimiento viral, por ejemplo, entre 

un mínimo de 6 y 8 días, el virus se cosecha a partir de las células. 

Opcionalmente, el virus se puede cosechar crecientemente a intervalos (por 

ejemplo, a intervalos de 2 días), empezando en aproximadamente 6 días 

después de la infección. La cosecha puede continuar favorablemente durante 

un período de varios días, por ejemplo, hasta el día 10, tal como hasta el día 12, 

o el día 14, o más tiempo.  

El medio que contiene el virus se aclara, típicamente a través de una 

serie de tamaños de poros decrecientes (por ejemplo, 8 micras, 0.6 micras, 0.45 

micras, 0.2 micras). Los filtros y aparatos de filtración comercialmente 

disponibles adecuados son bien conocidos en la materia, y pueden ser 

seleccionados por los expertos en este campo. Los aparatos de filtración de 

ejemplo incluyen, por ejemplo, los aparatos de filtración MilliporeMR, MillistakMR, 

DOHC y SartobranMR P. Opcionalmente, la cosecha del virus aclarada se puede 

almacenar congelada a -70°C si se desea.  

Entonces la suspensión del virus se concentra (por ejemplo, de 20 a 50 

veces o más, tal como 30 veces ó 40 veces), y el medio se intercambia por un 

regulador adecuado (por ejemplo, suero regulado con fosfato (PBS), Citrato 125 

mM, pH de 7.6), por ejemplo, mediante ultrafiltración y diafiltración. Los 
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reguladores seleccionados en esta etapa y a través de toda la purificación se 

seleccionan para mantener el pH, reducir la acumulación, y conservar la 

antigenicidad del virus durante el procesamiento. Los reguladores indicados en 

la presente son ejemplos solamente, y aquéllos con experiencia en la materia 

pueden seleccionar soluciones reguladoras alternativas para los propósitos 

indicados. La concentración inicial y el intercambio de regulador es seguido por 

una filtración adicional y cromatografía de exclusión de tamaños (SEC) 

utilizando, por ejemplo, las resinas Sephacryl S-400HR o Sepharose 4 FF. 

Opcionalmente, antes de un procesamiento adicional, la suspensión de virus 

aclarada se inactiva mediante su exposición a irradiación ultravioleta (UV) (de 

entre 100 y 500 J/m, por ejemplo, de 200 J/m), ya sea antes o después del paso 

de concentración.  

Opcionalmente, el paso de cromatografía de exclusión de tamaños 

puede ser seguido por uno o más pasos para remover los ácidos nucleicos 

residuales, tales como el ADN celular. Para este propósito, un método 

adecuado es la cromatografía de membrana, por ejemplo, la cromatografía de 

membrana Sartobind-Q (en el modo negativo), y filtración. En general se 

prefiere que el ADN residual se reduzca hasta menos o igual a 100 picogramos 

de ADN por microgramo de proteína (o hasta menos de 100 picogramos/dosis).  

Favorablemente, en esta etapa, antes de la inactivación, se puede 

agregar al regulador un tensoactivo, tal como un tensoactivo de Poloxámero, 

como se da a conocer en la presente, y se selecciona para incluirse en la 

preparación y/o composición inmunogénica a granel. De una manera 
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alternativa, el tensoactivo se puede agregar al regulador en seguida de la 

inactivación. El virus entonces se inactiva, mediante cualquiera de uno o más 

métodos conocidos en la técnica, incluyendo mediante inactivación química y/o 

mediante irradiación. La inactivación química, por ejemplo, mediante 

formaldehído, beta-propiolactona (BPL), o mediante peróxido de hidrógeno, se 

ha descrito en este campo para la inactivación de virus de Dengue, y se puede 

emplear para proporcionar el virus de Dengue inactivado purificado en el 

contexto de las formulaciones que se dan a conocer en la presente. Por 

ejemplo, el virus se puede inactivar Mediante su exposición a formaldehído (a 

aproximadamente 100 microgramos/mililitro) durante un período típicamente de 

entre 7 y 10 días a temperatura ambiente. Opcionalmente, la suspensión se 

filtra (por ejemplo, 0.22 micras) en un punto del tiempo intermedio durante el 

proceso de inactivación, tal como en el día 2, 3, 4, ó 5, para remover los 

aglomerados y mejorar la exposición al formaldehído. El medio de inactivación 

química se puede utilizar individualmente o en combinación. De una manera 

alternativa, o en combinación con uno o más elementos químicos, el virus se 

puede inactivar mediante irradiación (por ejemplo, irradiación ultravioleta (UV) o 

gamma). Luego se remueve el formaldehído u otro compuesto inactivador 

químico, o se neutraliza (por ejemplo, en el caso del formaldehído, con bisulfito 

de sodio). Se puede emplear ultrafiltración/diafiltración para remover el agente 

de inactivación química y poner el virus purificado en un regulador adecuado 

para la subsiguiente formulación. El virus de Dengue inactivado purificado 

entonces se filtra finalmente para esterilizarse, con el fin de producir una 
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preparación a granel del virus de Dengue inactivado. Opcionalmente, se agrega 

sacarosa a la formulación final de la preparación a granel. Si se desea, la 

preparación a granel final se puede almacenar congelada, por ejemplo, a -70°C. 

Los virus inactivados purificados seleccionados se formulan como se 

describe en la presente para producir preparaciones y composiciones 

inmunogénicas a granel que sean estables e inmunogénicas, y las cuales se 

puedan producir a una escala comercial sin la pérdida sustancial durante la 

liofilización y reconstitución que se observa con los métodos y formulaciones 

anteriormente disponibles. Los métodos descritos anteriormente pueden dar 

como resultado una preparación de virus de Dengue inactivado purificado que 

es cuando menos el 70 por ciento, y típicamente cuando menos el 80 por ciento 

material viral de Dengue. La preparaciones contienen menos del 25 por ciento, 

y típicamente menos del 20 por ciento de proteínas de la célula huésped. 

Adicionalmente, de acuerdo con los métodos descritos anteriormente, se mejora 

sustancialmente la recuperación del virus de Dengue inactivado purificado, de 

tal manera que se recupera más del 90 por ciento (o más del 95 por ciento) del 

material viral en la preparación final. Es decir, se observa una pérdida de menos 

del 10 por ciento, o incluso de menos del 5 por ciento del material viral en 

seguida de la filtración final por 0.2 micras del material a granel purificado 

inactivado. Por consiguiente, la presente divulgación proporciona, entre otras 

cosas, un método para reducir cuando menos una de la adsorción y/o la 

acumulación no específica de un virus de Dengue inactivado purificado, y un 

método para mejorar la recuperación de un virus de Dengue inactivado 
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antigénicamente conservado mediante la formulación del virus de Dengue 

inactivado de acuerdo con los métodos que se dan a conocer.  

En ciertas modalidades, el uno o más virus de Dengue inactivados 

purificados son adsorbidos sobre una sal de aluminio antes de mezclarse con la 

solución para producir una preparación a granel previamente adsorbida del 

virus de Dengue inactivado. El virus de Dengue se combina en solución con una 

sal de aluminio y se le permite hacer contacto con las partículas de aluminio 

durante un tiempo que permita la adsorción del virus inactivado a las partículas 

de aluminio. Las sales de aluminio adecuadas incluyen hidróxido de aluminio, 

fosfato de aluminio, hidroxi-fosfato de aluminio, y sulfato de potasio y aluminio. 

Típicamente, cada virus seleccionado es independientemente adsorbido sobre 

el aluminio para permitir la optimización empírica de la proporción del 

virus:aluminio. En un ejemplo favorable, cada virus de Dengue seleccionado es 

individualmente adsorbido sobre hidróxido de aluminio para producir un 

monovolumen adsorbido en alum antes de la subsiguiente formulación con los 

otros componentes de la composición inmunogénica. De una manera 

alternativa, cada uno de los virus de Dengue seleccionados puede ser 

adsorbido sobre fosfato de aluminio u otra sal de aluminio farmacéuticamente 

aceptable. Si se desea, el virus de Dengue inactivado purificado se puede 

combinar en la proporción deseada, y entonces es adsorbido como una mezcla 

sobre la sal de aluminio seleccionada. De una manera alternativa, en lugar de la 

adsorción previa sobre una sal de aluminio, el virus de Dengue inactivado 

purificado se puede volver a suspender, como se describe a continuación, en 
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una solución que contenga la sal de aluminio seleccionada. 

En el contexto de las formulaciones que se dan a conocer en la presente, 

la solución con la que se mezcla el virus de Dengue inactivado purificado 

(opcionalmente previamente adsorbido sobre una sal de aluminio) contiene un 

agente regulador del pH. Es decir, la solución es una solución regulada capaz 

de resistir los cambios en el pH que de otra manera podrían ser causados por la 

adición de otros componentes a la formulación, o a la preparación final de la 

composición inmunogénica para su administración, como se discute más 

adelante.  

El virus de Dengue es sensible al pH ácido, y a un pH ácido, se pueden 

perder los epítopos inmunológicos importantes, disminuyendo la capacidad del 

antígeno del virus inactivado purificado para provocar una respuesta 

inmunitaria. El agente regulador del pH, por consiguiente, se selecciona de tal 

manera que se mantenga el pH en o cerca del neutro, o a un pH ligeramente 

básico. Para mejorar el pH final en algunas formulaciones, el agente regulador 

del pH se selecciona para promover un pH en la formulación inicial (por 

ejemplo, antes de la adición de ciertos componentes, tales como los 

adyuvantes, que pueden tener un pH ácido) que sea más alto que aquél 

deseado en la composición final administrada al sujeto. De conformidad con lo 

anterior, un agente regulador del pH (o la combinación de agentes) se 

selecciona para mantener el pH en o mayor a un pH de 6.4. Más 

preferiblemente, el agente regulador del pH se selecciona para mantener el pH 

en o mayor a un pH de 6.8; de una manera muy preferible, el agente regulador 



33 
 

 

15 

20 

25 

del pH se selecciona para mantener el pH en o mayor al neutro, por ejemplo, en 

o cerca del pH fisiológico de 7.4, y en alguna instancia en o mayor a un pH de 

7.5, tal como en o mayor a un pH de 8.0, o incluso un pH de 8.5. 

Los agentes reguladores adecuados incluyen los agentes reguladores de 

carbonato, fosfato, citrato, lactato, gluconato y tartrato, así como agentes 

reguladores orgánicos más complejos. En ciertos ejemplos, el agente regulador 

del pH incluye un agente regulador de fosfato que contenga fosfato de sodio y/o 

fosfato de potasio. Típicamente, este agente regulador, o sistema, incluye tanto 

fosfato de sodio como fosfato de potasio en una proporción seleccionada de tal 

manera que se alcance el pH deseado. En otro ejemplo, el agente regulador del 

pH contiene Tris-(hidroxi-metil)-amino-metano, o "Tris", formulado para alcanzar 

el pH deseado. Los métodos para formular los reguladores hasta el pH deseado 

son bien conocidos por aquéllos con experiencia en la materia, y una 

composición adecuada se puede determinar sin una indebida experimentación 

basándose en el pH deseado.  

En las formulaciones de las preparaciones y composiciones 

inmunogénicas a granel que se dan a conocer en la presente, la solución que 

contiene los virus de Dengue inactivados purificados también incluye un 

tensoactivo. Numerosos tensoactivos son conocidos en la materia, y se pueden 

utilizar en las formulaciones farmacéuticas. El tensoactivo, en el contexto de las 

formulaciones que se dan a conocer en la presente, se selecciona para 

conservar las propiedades inmunológicas (por ejemplo, conformación y 

epítopos inmunológicos) del virus de Dengue inactivado purificado, mientras 
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que se aumenta la estabilidad de la formulación y se mejora la recuperación, 

por ejemplo, mediante la reducción de la adsorción y/o acumulación específica 

del virus.  

Los tensoactivos son moléculas anfifílicas con una "cabeza" 

predominantemente hidrofílica y una "cola" hidrofóbica. Los tensoactivos se 

pueden clasificar de acuerdo con la composición de sus porciones de cabeza y 

cola. Basándose en las características de su porción de cabeza, los 

tensoactivos se pueden clasificar como: no iónicos (sin carga) o iónicos 

(cargados). Los tensoactivos iónicos se pueden dividir en aniónicos 

(negativamente cargados), catiónicos (positivamente cargados), y anfotéricos, 

por ejemplo, zwiteriónicos (dos grupos opuestamente cargados). Los 

tensoactivos también se pueden categorizar por la composición de su porción 

de cola. Los tensoactivos adecuados incluyen aquéllos con colas de 

hidrocarburo (por ejemplo, areno, alcano, alqueno, cicloalcano y alquino); colas 

de alquil-éter, colas etoxiladas (poli-óxido de etileno); y colas propoxiladas (poli-

óxidos de propileno).  

En ciertas modalidades, el tensoactivo seleccionado es un tensoactivo 

zwiteriónico. En una modalidad, el tensoactivo es un tensoactivo inyectable. En 

el contexto de las presentes formulaciones, una clase adecuada de 

tensoactivos incluye los tensoactivos de poloxámeros.  

Los poloxámeros son copolímeros no iónicos de tres bloques (tribloque) 

compuestos de una cadena hidrofóbica central de polioxipropileno (poli-óxido de 

propileno) flanqueada por dos cadenas hidrofílicas de polioxietileno (poli-óxido 
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de etileno), como se ilustran esquemáticamente en la Figura 1. Los 

poloxámeros son también conocidos por el nombre comercial PluronicsMR, y 

algunos de éstos se venden bajo el nombre comercial LutrolMR o KolliphorMR. 

Los tensoactivos de poloxámeros son en particular adecuados para las 

formulaciones en donde los virus de Dengue inactivados purificados no sean 

adsorbidos sobre una sal de aluminio.  

En ciertas modalidades, el tensoactivo de poloxámero se selecciona a 

partir de un copolímero de polietilen-polipropilen-glicol que esté en forma sólida 

a temperatura ambiente, por ejemplo, con un peso molecular promedio de 

cuando menos aproximadamente 4,500 kD, y un peso molecular promedio de 

no más de aproximadamente 15,000 kD. Por ejemplo, el tensoactivo de 

poloxámero se puede seleccionar a partir del grupo de PluronicMR F108, 

PluronicMR F127, PluronicMR F188, PluronicMR F38, PluronicMR F68, PluronicMR 

F77, PluronicMR F87, PluronicMR F88, y PluronicMR F98. Diversos tensoactivos 

PluronicMR también se venden bajo el nombre comercial LutrolMR (ahora 

KolliphorMR). En una modalidad específica, la composición inmunogénica se 

formula con un copolímero de polietilen-polipropilen-glicol, designado como 

PluronicMR F 68 ó LutrolMR F 68 (KolliphorMR PI 88), el cual tiene un peso 

molecular promedio de 8,600 kD, con un peso molecular del polioxipropileno de 

1,800 gramos/mol y un contenido de polioxietileno del 80 por ciento. De una 

manera alternativa, se pueden emplear los tensoactivos de poloxámeros que 

están en forma de pasta o en forma líquida a temperatura ambiente, por 

ejemplo, que tienen un peso molecular de cuando menos aproximadamente 
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1,000 kD, tales como PluronicMR L 10, PluronicMR L 101, PluronicMR L 121, 

PluronicMR L 31, PluronicMR L 35, PluronicMR L 43, PluronicMR L 44, PluronicMR L 

61, PluronicMR L 62, PluronicMR L 64, PluronicMR L 81, PluronicMR L 92, 

PluronicMR P 103, PluronicMR P 104, PluronicMR P 105, PluronicMR P 123, 

PluronicMR P 65, PluronicMR P 84 ó PluronicMR P 85.  

Otros ejemplos de los tensoactivos adecuados, en adición a los 

tensoactivos de poloxámeros, como se observa anteriormente, en el contexto 

de las formulaciones que se dan a conocer en la presente, incluyen los 

tensoactivos seleccionados a partir del grupo que consiste en un poloxámero, 

hidroxi-estearato de macrogol 15, un polisorbato, un octoxinol, un polidocanol, 

un polioxiestearato, un aceite de ricino de polioxilo, un N-octil-glucósido, y 

combinaciones de los mismos.  

El tensoactivo se puede agregar a la formulación en una cantidad de 

cuando menos el 0.0001 por ciento y hasta el 1.0 por ciento. Por ejemplo, el 

tensoactivo se puede agregar en una cantidad de cuando menos el 0.0005 por 

ciento), y hasta el 0.5 por ciento, tal como entre el 0.001 y el 0.2 por ciento, por 

ejemplo, en una concentración del 0.0005 por ciento, o del 0.001 por ciento, o 

del 0.005 por ciento, o del 0.01 por ciento, o del 0.025 por ciento, o del 0.05 por 

ciento, o del 0.1 por ciento, o del 0.2 por ciento, o del 0.3 por ciento), o del 0.4 

por ciento), o del 0.5 por ciento, o hasta del 1.0 por ciento (o cualquier cantidad 

que intervenga). Estas concentraciones se dan como peso/volumen en la 

formulación inicial. Se entenderá que, en las modalidades discutidas más 

adelante, cuando la composición se liofiliza y/o se liofiliza y se vuelve a 
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suspender, se pueden volver a calcular las cantidades precisas sobre una base 

de peso/peso (para las composiciones sólidas) y/o se pueden ajustar 

dependiendo de la concentración o del factor de dilución de la formulación final 

para administrarse a un sujeto.  

Típicamente, la cantidad final se calcula para quedar dentro de la 

exposición diaria permisible (PDE). Por ejemplo, para el PluronicMR F68, la 

exposición diaria permisible (PDE) aceptada es de 150 microgramos por dosis 

inyectada. De conformidad con lo anterior, la concentración en la formulación 

final puede variar dependiendo del volumen para administrarse con el fin de 

alcanzar la exposición diaria permisible (PDE) aceptable. 

En algunas modalidades, las formulaciones que se dan a conocer en la 

presente incluyen un componente farmacéuticamente aceptable adicional para 

modificar la tonicidad, viscosidad, estabilidad, homogeneidad o similares, de la 

solución. 

Por ejemplo, la solución (y por consiguiente, la formulación) puede incluir 

una o más sales. Más comúnmente, la sal es cloruro de sodio. Sin embargo, 

también se pueden utilizar otras sales minerales y iones, por ejemplo, las sales 

de potasio, calcio, magnesio, manganeso, zinc, así como otras sales 

farmacéuticamente aceptables y iones. Las sales farmacéuticamente 

aceptables y su selección se discuten completamente, por ejemplo, en 

Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use, 2a Edición Revisada, P. 

Heinrich Stahl (Editor), Camille G. Wermuth (Editor), Wiley, 2011.  

En algunas modalidades, la solución contiene cuando menos un 
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excipiente o vehículo adicional. Por ejemplo, la solución (y por consiguiente, la 

formulación) puede incluir cuando menos un azúcar o poliol (o combinaciones 

de los mismos), incluyendo polioles de carbohidratos y no de carbohidratos, por 

ejemplo, azúcares y polioles formadores de cristal. El excipiente típicamente se 

selecciona de tal manera que se haga posible que el virus de Dengue 

inactivado sea almacenado sin una pérdida sustancial de los epítopos 

inmunológicamente importantes. Los ejemplos de los excipientes adecuados 

incluyen azúcares, alcoholes de azúcar, y derivados de carbohidratos.  

Los carbohidratos incluyen, pero no se limitan a, monosacáridos, 

disacáridos, trisacáridos, oligosacáridos y sus alcoholes de azúcar 

correspondientes, compuestos de poli-hidroxilo, tales como derivados 

carbohidratos y carbohidratos químicamente modificados, copolímeros de 

almidón de hidroxi-etilo y azúcar. Los carbohidratos tanto naturales como 

sintéticos son adecuados para usarse. Los carbohidratos sintéticos incluyen, 

pero no se limitan a, aquéllos que tienen el enlace glicosídico reemplazado por 

un enlace de tiol o carbono. Se pueden utilizar ambas formas D y L de los 

carbohidratos. El carbohidrato puede ser no reductor o reductor. Cuando se 

utiliza un carbohidrato reductor, se prefiere la adición de los inhibidores de la 

reacción de Maillard.  

Los carbohidratos reductores adecuados para usarse en la invención son 

aquéllos conocidos en la materia e incluyen, pero no se limitan a, glucosa, 

maltosa, lactosa, fructosa, galactosa, manosa, maltulosa y lactulosa. Los 

carbohidratos no reductores incluyen, pero no se limitan a, glicósidos no 
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reductores de compuestos de poli-hidroxilo seleccionados a partir de alcoholes 

de azúcar y otros polialcoholes de cadena recta. Otros carbohidratos útiles 

incluyen rafinosa, estaquiosa, melezitosa, dextrano, sacarosa, celobiosa, 

manobiosa y alcoholes de azúcar. Los glicósidos de alcohol de azúcar son de 

preferencia mono-glicósidos, en particular los compuestos obtenidos mediante 

la reducción de los disacáridos, tales como lactosa, maltosa, lactulosa y 

maltulosa.  

Típicamente, el excipiente se selecciona a partir del grupo de 

carbohidratos (o derivado de los mismos) incluyendo glucosa, maltulosa, iso-

maltulosa, lactulosa, ácido lactobiónico, sacarosa, maltosa, lactosa, glucosa, 

iso-maltosa, manitol, maltitol, lactitol, sorbitol, palatinit, trehalosa, rafinosa, 

estaquiosa, melezitosa, manosa o dextrano, o una combinación de los mismos. 

En ciertos ejemplos, el azúcar o el poliol formador de cristal se selecciona a 

partir del grupo que consiste en: sacarosa, trehalosa, manosa, manitol, rafinosa, 

lactitol, sorbitol y ácido lactobiónico, glucosa, maltulosa, iso-maltulosa, 

lactulosa, maltosa, lactosa, iso-maltosa, maltitol, palatinit, estaquiosa, 

melezitosa, dextrano, o una combinación de los mismos. En una modalidad 

específica, el excipiente es sacarosa.  

La concentración del azúcar o del poliol incluido en la solución puede ser 

de entre el 1 por ciento y el 50 por ciento en peso/volumen, tal como de entre el 

1 y el 10 por ciento (por ejemplo, de entre el 1 y el 5 por ciento, de entre el 3 y 

el 7 por ciento, de entre el 5 y el 10 por ciento, o cualquier intervalo que 

intervenga), o de entre el 10 y el 15 por ciento), de entre el 15 y el 20 por 
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ciento), de entre el 20 y el 25 por ciento) o de entre el 25 y el 50 por ciento), 

más preferiblemente menor o igual al 5 por ciento, o menor o igual al 10 por 

ciento (peso/volumen).  

De una manera alternativa, o en adición, el excipiente puede incluir un 

aminoácido, tal como glicina, alanina, arginina, lisina y glutamina, aunque se 

puede incluir cualquier aminoácido, o una combinación de aminoácidos, 

péptido, proteína hidrolizada, o proteína, tal como albúmina de suero.  

Las composiciones de formulación de ejemplo se proporcionan en la 

Tabla 1. 

Regulador 
pH 

(+/1  0.1) 

5mM Na/K2PO4, NaCl 50mM 7.6 

5mM Na / K2PO4, NaCl 50mM, Poloxámero 188 al 0.1%, 

Sacarosa al 3% 
7.6 

10mM Na/K2PO4, Poloxámero 188 al 0.1%, Sacarosa al 3% 7.6 

5mM K/K2PO4, Citrato 10mM, Poloxámero 188 al 0.1% 

Sacarosa al 3% 
7.6 

PBS, Citrato 125mM 7.6 

Tris 5mM, Maleato 5mM, Poloxámero 188 al 0.1 %, Sacarosa 7.5 
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Regulador 
pH 

(+/1  0.1) 

al 3% 

Tris 5mM, NaCl 5mM, Poloxámero 188 al 0.1 %, Sacarosa al 

3% 
8.0 

Tris 5mM, Maleato 5mM, NaCl 5mM, Poloxámero 188 al 0.1 

%, Sacarosa al 3% 
7.5 

10mM Na/K2PO4, Poloxámero 188 al 0.1%, Sorbitol al 1% 7.6 

10mM K/K2PO4, Histidina al 0.4%, Poloxámero 188 al 0.1%, 

Sorbitol al 1% 
7.6 

 

En una modalidad favorable, el regulador comprende Tris 5mM, NaCl 50 

mM, opcionalmente con un tensoactivo, por ejemplo, Poloxámero 188 y un 

azúcar, por ejemplo, sacarosa. Sin embargo, se apreciará que los ejemplos de 

regulador proporcionados en la presente no se pretenden para limitar, ya sea 

mediante los componentes específicos, o por las combinaciones específicas 

proporcionadas como ejemplos.  

Típicamente, la solución en donde los virus de Dengue inactivados 

purificados se formulan se prepara mediante la adición del diversos 

componentes para agua libre de endotoxina (por ejemplo, agua estéril). Por 
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ejemplo, la solución a la que los virus de Dengue inactivados purificados se 

agregan se puede preparar mediante la adición de agua libre de endotoxina: un 

azúcar formador de cristal o poliol; un agente regulador; una sal; y un 

tensoactivo. En una modalidad, los componentes se agregan en secuencia en 

el orden: un azúcar formador de cristal o poliol; un agente regulador; una sal; y 

un tensoactivo. Los componentes pueden ser estériles, y/o la solución se puede 

esterilizar, por ejemplo, mediante filtración y otros métodos convenientes. En el 

caso de que los virus inactivados purificados estén en una solución que 

contiene uno o más de los componentes para incluirse en la formulación final, la 

cantidad se puede ajustar para la concentración seleccionada de la preparación 

a granel final o la composición inmunogénica. 

Los vehículos farmacéuticamente aceptables y excipientes adicionales 

también se pueden incluir en la formulación, estos vehículos y excipientes son 

bien conocidos en la materia, y se describen, por ejemplo, en Remington 's 

Pharmaceutical Sciences, by E.W. Martin, Mack Publishing Co., Easton PA, 5ta 

Edición. 

En ciertas modalidades, siguiendo la adición del virus de Dengue 

inactivado purificado a la solución que contiene el regulador y el tensoactivo (y 

opcionalmente, componentes adicionales) como se describe anteriormente, la 

composición inmunogénica formulada se almacena como un líquido, por 

ejemplo, a temperatura ambiente, de 0 a 4°C, o más adelante 0°C, tal como a o 

aproximadamente a -20°C, a o aproximadamente de -70 a -80°C.  

De una manera alternativa, la composición formulada se seca, por 
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ejemplo, mediante liofilización para producir una composición seca o liofilizada. 

El secado (mediante la evaporación del solvente a partir de la formulación) se 

puede llevar a cabo mediante liofilización. Liofilización se lleva a cabo sobre una 

mezcla de solvente/soluto bajo vacío que dé como resultado la sublimación del 

solvente, y dejar detrás los solutos secos, incluyendo los virus de Dengue 

inactivados purificados, y otros componentes de la formulación. Cualquier 

presión menor de 100 µbar es del tipo adecuada. Típicamente al vacío de 

cuando menos aproximadamente 500 mBar es suficiente para promover la 

evaporación eficiente de un solvente, y al vacío de cuando menos 

aproximadamente 6 mBar es suficiente para promover la sublimación suficiente 

de un solvente. Aunque la presión puede ser reducida además, haciéndola 

tener un pequeño sobre la velocidad de secado, y bajo condiciones de presión 

muy baja, se reduce la eficiencia de la sublimación. Aunque la remoción del 

solvente se puede llevar a cabo simplemente poniendo una muestra del líquido 

en una cámara al vacío, haciendo espuma o espumando, pueden dar como 

resultado pérdida de producto, así como una disminución en la homogeneidad o 

inmunogenicidad del producto. Para prevenir la formación de espuma o 

espumación, la composición inmunogénica formulada primero se puede 

congelar y se puede remover el solvente, entonces mediante la sublimación al 

vacío, es decir, mediante liofilización o secado por congelación. Un 

procedimiento de ejemplo se ilustra en el Ejemplo 3.  

Por consiguiente, en ciertas modalidades, la divulgación proporciona 

preparaciones liofilizadas del virus de Dengue inactivado que contienen cuando 
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menos un virus de Dengue inactivado purificado y un tensoactivo, tal como los 

tensoactivos que se dieron a conocer anteriormente, por ejemplo, tensoactivos 

de poloxámeros, etc. En algunos casos la preparación liofilizada contiene una 

sal de aluminio, tal como hidróxido de aluminio o fosfato de aluminio. Por 

ejemplo, uno o más de un virus de Dengue inactivado purificado puede ser 

adsorbido sobre la sal de aluminio. Las preparaciones liofilizadas también 

puede incluir cuando menos un componente que actúa como un agente 

regulador del pH y/o cuando menos uno de un azúcar formador de cristal y un 

poliol formador de cristal. Un experto ordinario en este campo reconocerá otras 

modalidades y alternativas basándose en las divulgaciones anteriores.  

En las modalidades en donde la composición formulada se seca, la 

composición seca típicamente se vuelve a suspender en un solvente 

farmacéuticamente aceptable antes de la administración, por ejemplo, como un 

líquido inyectable. La solución a la que se administra el virus de Dengue 

inactivado purificado se selecciona para ser adecuada para la administración 

farmacéutica a un sujeto humano. Típicamente, la solución se selecciona para 

ser aceptable para su administración parenteral, por ejemplo, mediante 

administración intramuscular, subcutánea, transcutánea o intradérmica. Por 

ejemplo, la composición seca se puede volver a suspender en agua para 

inyecciones, por ejemplo, agua estéril sin endotoxinas. De una manera 

alternativa, el solvente puede ser una mezcla de solventes acuosos y orgánicos. 

En algunas modalidades, las composiciones inmunogénicas vueltas a 

suspender son isotónicas.  



45 
 

 

15 

20 

25 

De una manera alternativa, si la composición inmunogénica vuelta a 

suspender no es isotónica, la tonicidad se puede ajustar, por ejemplo, mediante 

la adición de una sal u otro excipiente, a isotónico o cerca de isotónico antes de 

la administración. Se apreciará por aquéllos de una experiencia ordinaria en 

este campo que los volúmenes, antes y opcionalmente después de la 

liofilización, en donde sea relevante, se pueden seleccionar y se ajustan 

basándose en la conveniencia. Dependiendo de los volúmenes relativos, por 

ejemplo, de la composición inmunogénica formulada antes de la liofilización y 

siguiendo la vuelta a suspender, la composición final preparada para su 

administración puede ser en un volumen menor o mayor y, por consiguiente, 

puede ser más o menos concentrada que la formulación de ejemplo en la 

presente. Los ajustes en la concentración se pueden calcular fácilmente sin una 

experimentación indebida para la preferencia convenida.  

Típicamente, la cantidad de virus en cada dosis de composición 

inmunogénica se selecciona como una cantidad que induce una respuesta 

inmunoprotectora (en seguida de una o más dosis) sin efectos secundarios 

adversos significantes en el sujeto típico. La inmunoprotección en este contexto, 

no necesariamente significa proteger completamente contra infección; significa 

protección contra síntomas o enfermedad, en especial enfermedad severa 

asociada con el virus. La cantidad de antígeno puede variar dependiendo de 

cual inmunógeno específico se emplee. El contenido de antígeno se puede 

medir en términos de microgramos de contenido de proteína total de un 

antígeno de virus purificado o parcialmente purificado, o por métodos 



46 
 

 

15 

20 

25 

inmunológicos, por ejemplo, ELISA, o por un método de inmunoprecipitación 

cuantitativo, tal como inmunodifusión radial. En términos generales, se espera 

que cada dosis humana comprenderá de 0.01 a 100 microgramos de virus 

inactivado, tal como cuando menos aproximadamente 0.1 microgramos (por 

ejemplo, 0.1, 0.2, 0.25, 0.3, 0.33, 0.4, ó 0.5 microgramos) a no más de 

aproximadamente 50 microgramos, por ejemplo, de aproximadamente 0.25 

microgramos a aproximadamente 30 microgramos, tal como aproximadamente 

0.25 microgramos, 0.33 microgramos, 0.5 microgramos, 1 microgramo, 

aproximadamente 2 microgramos, aproximadamente 2.5 microgramos, 

aproximadamente 3 microgramos, aproximadamente 4 microgramos, 

aproximadamente 5 microgramos, o aproximadamente 10 microgramos (o 

cualquier cantidad entre 0.1 y 10.0 microgramos) de cada serotipo del virus. 

Típicamente, una sola dosis humana de la composición inmunogénica contiene 

no más de aproximadamente 100 microgramos, por ejemplo, no más de 

aproximadamente 90 microgramos, o no más de aproximadamente 80 

microgramos, o no más de aproximadamente 75 microgramos, o no más de 

aproximadamente 70 microgramos, o no más de aproximadamente 60 

microgramos, o no más de aproximadamente 50 microgramos, o no más de 40 

microgramos, o no más de 30 microgramos, o no más de 20 microgramos, o no 

más de 10 microgramos (o cualquier cantidad entre 10 y 100 microgramos) de 

cada serotipo del virus. Por ejemplo, una sola dosis humana de la composición 

inmunogénica pueden incluir entre 0.10 y 10 microgramos, o entre 0.25 y 5 

microgramos por dosis humana, o cualquier otro intervalo definido por los 
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parámetros del individuo citado anteriormente. 

La cantidad utilizada en una composición inmunogénica se selecciona 

basándose en la población del sujeto (por ejemplo, infante). Una cantidad 

óptima para una composición particular puede acertarse mediante estudios 

convencionales que involucran la observación de los títulos del anticuerpo y 

otras respuestas en los sujetos. En seguida de la vacunación inicial, los sujetos 

pueden recibir una o más dosis adicionales después de un intervalo adecuado 

(por ejemplo, en aproximadamente 4 semanas). Típicamente la 

inmunoprotección puede resultar después de cuando menos dos dosis de un 

composición inmunogénica como se describe en la presente, y en algunas 

instancias resulta después de dos o tres o más dosis, suministradas después de 

los intervalos adecuados. 

En algunas modalidades, la composición inmunogénica incluye cuando 

menos un componente o adyuvante inmunoestimulante. En algunas instancias, 

el adyuvante comprende una sal mineral, tal como una sal de aluminio (alum), 

por ejemplo, sulfato de potasio-aluminio, fosfato de aluminio o hidróxido de 

aluminio. En donde alum está presente, la cantidad es típicamente entre 

aproximadamente 100 microgramos y 1 miligramo, tal como de 

aproximadamente 100 microgramos, o aproximadamente 200 microgramos a 

aproximadamente 750 microgramos, tal como aproximadamente 500 

microgramos por dosis. Como se discute anteriormente, en las formulaciones 

en donde se emplea una sal de aluminio, los virus de Dengue inactivados 

purificados se pueden pre-adsorber sobre la sal de aluminio antes de la 
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formulación en las composiciones que se dan a conocer en la presente. De una 

manera alternativa, la sal de aluminio se pueden incluir en el líquido, en donde 

la composición inmunogénica liofilizada se vuelve a suspender, o se agrega a la 

composición líquida. En adición a las sales de aluminio,  también se pueden 

utilizar sales de calcio, por ejemplo, como adyuvantes particulares. 

De una manera alternativa o en adición (por ejemplo, a una sal de 

aluminio), el líquido en donde la formulación seca se vuelve a suspender 

pueden incluir un componente inmunoestimulante. El componente 

inmunoestimulante también se puede agregar a una formulación líquida antes 

de la administración (por ejemplo, preparada en dos frascos y/o jeringas u otros 

contenedores, y se mezcla antes de la administración). Por ejemplo, cuando la 

composición inmunogénica se formula para administración intramuscular, se 

seleccionan favorablemente los adyuvantes incluyendo uno o más de 3D-MPL, 

escualeno (por ejemplo, QS21), los liposomas, y/o emulsiones de aceite y agua.  

Un adyuvante adecuado para utilizarse en combinación con antígenos de 

virus de Dengue inactivado purificado es un derivado de lipopolisacárido de 

bacteria no tóxico. Un ejemplo de un derivado de lípido A no tóxico adecuado es 

el monofosforilo-lípido A, o más particularmente el monofosforilo-lípido A 3-

desacilado (3D-MPL). El 3D-MPL es vendido bajo el nombre MPL por 

GlaxoSmithKline Biologicals N.A., y se refiere a través del documento como 

MPL ó 3D-MPL. Véase, por ejemplo, las Patentes de los Estados Unidos de 

Norteamérica Números 4,436,727; 4,877,611; 4,866,034 y 4,912,094. El 3D-

MPL primordialmente promueve respuestas de células CD4+T con un fenotipo 
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IFN-γ (Th1). El 3D-MPL se puede producir de acuerdo con los métodos que se 

dan a conocer en la Patente de Gran Bretaña Número GB2220211 A. 

Químicamente es una mezcla de monofosforilo-lípido A 2-desacilado con 3, 4, 5 

ó 6 cadenas aciladas. En las composiciones de la presente invención se 

pueden utilizar partículas pequeñas de 3D-MPL. Las partículas pequeñas de 

3D-MPL tiene un tamaño de partículas de tal manera que se pueden filtrar de 

manera estéril a través de un filtro de 0.22 micras. Las preparaciones se 

describen en la Publicación Internacional Número WO94/21292. 

Un lipopolisacárido, tal como 3D-MPL, se puede utilizar en cantidades de 

entre 1 y 50 microgramos, por dosis humana de la composición inmunogénica. 

El 3D-MPL se puede utilizar en un nivel de aproximadamente 25 microgramos, 

por ejemplo, entre 20 y 30 microgramos, de una manera adecuada entre 21 y 

29 microgramos o entre 22 y 28 microgramos o entre 23 y 27 microgramos o 

entre 24 y 26 microgramos, ó 25 microgramos. En otra modalidad, la dosis 

humana de la composición inmunogénica comprende el 3D-MPL en un nivel de 

aproximadamente 10 microgramos, por ejemplo, entre 5 y 15 microgramos, de 

una manera adecuada entre 6 y 14 microgramos, por ejemplo, entre 7 y 13 

microgramos o entre 8 y 12 microgramos o entre 9 y 11 microgramos, ó 10 

microgramos. En una modalidad adicional, la dosis humana de la composición 

inmunogénica comprende el 3D-MPL en un nivel de aproximadamente 5 

microgramos, por ejemplo, entre 1 y 9 microgramos, o entre 2 y 8 microgramos 

o de una manera adecuada entre 3 y 7 microgramos ó 4 y 6 microgramos, ó 5 

microgramos. 
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En otras modalidades, el lipopolisacárido puede ser un disacárido de 

glucosamina ß(1-6), como se describe en la Patente de los Estados Unidos de 

Norteamérica Número 6,005,099 y la Patente Europea Número EP 0 729 473 

B1 . Un experto en la materia sería fácilmente capaz de producir diversos 

lipopolisacáridos, tales como el 3D-MPL, basándose en las enseñanzas de 

estas referencias. Sin embargo, cada una de estas referencias se incorpora a la 

presente como referencia. En adición a los inmunoestimulantes anteriormente 

mencionados (que son similares en estructura al LPS o al MPL o al 3D-MPL), 

los derivados de monosacáridos y disacáridos acilados que son una sub-

porción de la estructura anterior del MPL también son adyuvantes adecuados. 

En otras modalidades, el adyuvante es un derivado sintético de lípido A, 

algunos de los cuales se describen como agonistas de TLR-4, e incluyen, pero 

no se limitan a: OM174 (2-desoxi-6-o-[2-desoxi-2-[(R)-3-dodecanoiloxi-tetra-

decanoil-amino]-4-o-fosfono-β-D-glucopiranosil]-2-[(R)-3-hidroxi-tetradecanoil-

amino]-α-D-glucopiranosil-dihidrogen-fosfato), (Publicación Internacional 

Número WO 95/14026); OM 294 DP (3S,9R)-3-[(R)-dodecanoiloxi-tetradecanoil-

amino]-4-oxo-5-aza-9(R)-[(R)-3-hidroxi-tetradecanoil-amino]-decan-1,10-

diol,1,10-bis-(dihidrogen-fosfato) (Publicaciones Internacionales Números WO 

99/64301 y WO 00/0462); y OM 197 MP-Ac DP 10-(6-amino-hexanoato) de (3S-

,9R)-3-[(R)-dodecanoiloxi-tetradecanoilamino]-4-oxo-5-aza-9-[(R)-3-

hidroxitetradecanoilamino]-decano-1,10-diol,1-dihidrogen-fosfato  (Publicación 

Internacional Número WO 01/46127). 

Otros componentes inmunoestimulantes que se pueden utilizar en las 
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composiciones inmunogénicas con los virus de Dengue inactivados purificados, 

por ejemplo, por sí mismos o en combinación con 3D-MPL, u otro adyuvante 

descrito en la presente, son las saponinas, tales como QS21. 

Las saponinas se enseñan en: Lacaille-Dubois, M y Wagner H. (1996. A 

review the biological and pharmacological activities of saponins. Phytomedicine, 

Volumen 2 páginas 363-386). Las saponinas son glicósidos esteroideos o de 

triterpeno ampliamente distribuidos en los reinos vegetal y de animales marinos. 

Se observa que las saponinas forman soluciones coloidales en agua, las cuales 

forman espuma cuando se agitan, y para precipitar el colesterol. Cuando las 

saponinas están cerca de las membranas celulares, crean estructuras en forma 

de poros en la membrana, las cuales hacen que explote la membrana. La 

hemólisis de los eritrocitos es un ejemplo de este fenómeno, que es una 

propiedad de ciertas saponinas, pero no de todas. 

Las saponinas son conocidas como adyuvantes en vacunas para la 

administración sistémica. La actividad adyuvante y hemolítica de las saponinas 

individuales se ha estudiado extensamente en la materia (Lacaille-Dubois y 

Wagner, supra). Por ejemplo, Quil A (derivado de la corteza del árbol 

sudamericano Quillaja Saponaria Molina) y las fracciones del mismo, se 

describen en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Número US 

5,057,540 y "Saponins as vaccine adjuvants", Kensil, C. R., Crit Rev Ther Drug 

Carrier Syst, 1996, 12 (1-2): 1-55; y Patente Europea Número EP 0 362 279 B1. 

Las estructuras en partículas, denominadas como Complejos 

Inmunoestimulantes (ISCOMS), que comprenden fracciones de Quil A, son 
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hemolíticas, y se han utilizado en la elaboración de vacunas (Morein, B., 

Patente Europea Número EP 0 109 942 B1; y Publicaciones Internacionales 

Números  WO 96/11711 y WO 96/33739). Las saponinas hemolíticas QS21 y 

QS17 (fracciones de Quil A purificadas mediante HPLC) se han descrito como 

potentes adyuvantes sistémicos, y el método de su producción se da a conocer 

en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Número 5,057, 540 y en 

la Patente Europea Número EP 0 362 279 B1, las cuales se incorporan a la 

presente como referencia. Otras saponinas que se han utilizado en los estudios 

de vacunación sistémica incluyen aquéllas derivadas a partir de otras especies 

de plantas, tales como Gypsophila y Saponaria (Bomford y colaboradores, 

Vaccine, 10(9): 572-577, 1992). 

QS21 es una fracción no tóxica purificada mediante HPLC derivada a 

partir de la corteza de Quillaja Saponaria Molina. Un método para producir 

QS21 se da a conocer en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica 

Número 5,057,540. Las formulaciones adyuvantes no reactogénicas que 

contienen QS21 se describen en la Publicación Internacional Número WO 

96/33739. Las referencias anteriormente mencionadas se incorporan como 

referencia a la presente. Esta saponina inmunológicamente activa, tal como 

QS21, se puede utilizar en cantidades de entre 1 y 50 microgramos, por dosis 

humana de la composición inmunogénica. Convenientemente, el QS21 se 

utiliza en un nivel de aproximadamente 25 microgramos, por ejemplo, de entre 

20 y 30 microgramos, de una manera adecuada de entre 21 y 29 microgramos, 

o de entre 22 y 28 microgramos, o de entre 23 y 27 microgramos, o de entre 24 
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y 26 microgramos, o de 25 microgramos. En otra modalidad, la dosis humana 

de la composición inmunogénica comprende el QS21 en un nivel de 

aproximadamente 10 micro-gramos, por ejemplo, de entre 5 y 15 microgramos, 

de una manera adecuada de entre 6 y 14 microgramos, por ejemplo, de entre 7 

y 13 microgramos, o de entre 8 y 12 microgramos, o de entre 9 y 11 

microgramos, o de 10 microgramos. En una modalidad adicional, la dosis 

humana de la composición inmunogénica comprende el QS21 en un nivel de 

aproximadamente 5 microgramos, por ejemplo, de entre 1 y 9 microgramos, o 

de entre 2 y 8 microgramos, o de una manera adecuada de entre 3 y 7 

microgramos, o de entre 4 y 6 microgramos, o de 5 microgramos. Se ha 

demostrado que estas formulaciones que comprenden QS21 y colesterol son 

adyuvantes estimulantes de Th1 de éxito cuando se formulan junto con un 

antígeno. Por consiguiente, por ejemplo, los virus de Dengue inactivados 

purificados se pueden emplear favorablemente en las composiciones 

inmunogénicas con un adyuvante que comprenda una combinación de QS21 y 

colesterol.  

Otros ligandos de TLR4 que se pueden utilizar son fosfatos de alquil-

glucosaminida (AGPs), tales como aquéllos que se dan a conocer en la 

Publicación Internacional Número WO 98/50399 o en la Patente de los Estados 

Unidos de Norteamérica Número 6,303,347 (también se dan a conocer 

procesos para la preparación de AGPs), de una manera adecuada RC527 ó 

RC529 ó las sales farmacéuticamente aceptables de AGPs, como se dan a 

conocer en la Patente de los Estados Unidos de Norteamérica Número 
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6,764,840.  

Algunos AGPs son agonistas de TLR4, y algunos son antagonistas de 

TLR4. Se cree que ambos son útiles como adyuvantes.  

Otros ligandos de TLR-4 adecuados, capaces de provocar una respuesta 

de señalización a través de TLR-4 (Sabroe y colaboradores, JI 2003 páginas 

1630-5) son, por ejemplo, los lipopolisacáridos a partir de las bacterias Gram-

negativas y sus derivados, o fragmentos de los mismos, en particular un 

derivado no tóxico de lipopolisacárido (LPS) (tal como 3D-MPL). Otros 

agonistas de TLR adecuados son: proteína de choque por calor (HSP) 10, 60, 

65, 70, 75 ó 90; Proteína A tensoactiva, oligosacáridos de hialuronano, 

fragmentos de sulfato de heparano, fragmentos de fibronectina, péptidos de 

fibrinógeno, y b-defensina-2, y dipéptido de muramilo (MDP). En una modalidad, 

el agonista de TLR es proteína de choque por calor (HSP) 60, 70 ó 90. Otros 

ligandos de TLR-4 adecuados son como se describen en las Publicaciones 

Internacionales Números WO 2003/011223 y WO 2003/099195, tales como el 

compuesto I, el compuesto II y el compuesto III que se dan a conocer en las 

páginas 4-5 de la Publicación Internacional Número WO2003/011223 ó en las 

páginas 3-4 de la Publicación Internacional Número WO2003/099195, y en 

particular los compuestos que se dan a conocer en la Publicación Internacional 

Número WO2003/011223 como ER803022, ER803058, ER803732, ER804053, 

ER804057, ER804058, ER804059, ER804442, ER804680, y ER804764. Por 

ejemplo, un ligando de TLR-4 adecuado es ER804057.  

Los agonistas de TLR adicionales también son útiles como adyuvantes. 
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El término "agonista de TLR" se refiere a un agente que es capaz de provocar 

una respuesta de señalización a través de una senda de señalización de TLR, 

ya sea como un ligando directo o bien indirectamente a través de la generación 

de ligandos endógenos o exógenos. Estos agonistas de TLR naturales o 

sintéticos se pueden utilizar como adyuvantes alternativos o adicionales. Se 

proporciona una breve reseña de la función de los TLRs como receptores 

adyuvantes en Kaisho y Akira, Biochimica et Biophysica Acta 1589: 1-13, 2002. 

Estos adyuvantes potenciales incluyen, pero no se limitan a, los agonistas para 

TLR2, TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9. De conformidad con lo anterior, en una 

modalidad, el adyuvante y la composición inmunogénica comprenden además 

un adyuvante que se selecciona a partir del grupo que consiste en: un agonista 

de TLR-1, un agonista de TLR-2, un agonista de TLR-3, un agonista de TLR-4, 

un agonista de TLR-5, un agonista de TLR-6, un agonista de TLR-7, un agonista 

de TLR-8, un agonista de TLR-9, o una combinación de los mismos. 

En una modalidad de la presente invención, se utiliza un agonista de TLR 

que es capaz de provocar una respuesta de señalización a través de TLR-1. De 

una manera adecuada, el agonista de TLR capaz de provocar una respuesta de 

señalización a través de TLR-1,se selecciona a partir de: lipopéptidos (LPs) tri-

acilados; modulina soluble en fenol; lipopéptidos (LPs) de Mycobacteria 

tuberculosis; S-(2,3-bis-(palmitoiloxi)(2-RS)-propil)-N-palmitoil-(R)-Cys-(S)-Ser-

(S)-Lys(4)-OH, lipopéptidos (LPs) de triclorhidrato (Pam3Cys) que imitan el 

término amino acetilado de una lipoproteína bacteriana, y OspA LP a partir de 

Borrelia burgdorferi.  
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En una modalidad alternativa, se utiliza un agonista de TLR que es capaz 

de provocar una respuesta de señalización a través de TLR-2. De una manera 

adecuada, el agonista de TLR capaz de provocar una respuesta de señalización 

a través de TLR-2 es uno o más de una lipoproteína, un peptidoglicano, un 

lipopéptido bacteriano a partir de M tuberculosis, B burgdorferi o T pallidum; 

peptidoglicanos a partir de las especies que incluyen Staphylococcus aureus; 

ácidos lipoteicoicos, ácidos manurónicos porinas de Neisseria, fimbrias 

bacterianas, factores de virulencia de Yersina, viriones de CMV, hemaglutinina 

de sarampión, y zimosano a partir de levadura.  

En una modalidad alternativa, se utiliza un agonista de TLR que es capaz 

de provocar una respuesta de señalización a través de TLR-3. De una manera 

adecuada, el agonista de TLR capaz de provocar una respuesta de señalización 

a través de TLR-3 es ARN de doble cadena (dsARN), o ácido poli-inosínico-

policitidílico (Poli-IC), un patrón de ácido nucleico molecular asociado con 

infección viral.  

En una modalidad alternativa, se utiliza un agonista de TLR que es capaz 

de provocar una respuesta de señalización a través de TLR-5. De una manera 

adecuada, el agonista de TLR capaz de provocar una respuesta de señalización 

a través de TLR-5 es flagelina bacteriana.  

En una modalidad alternativa, se utiliza un agonista de TLR que es capaz 

de provocar una respuesta de señalización a través de TLR-6. De una manera 

adecuada, el agonista de TLR capaz de provocar una respuesta de señalización 

a través de TLR-6 es lipoproteína micobacteriana, LP di-acilado, y modulina 
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soluble en fenol. Los agonistas de TLR6 adicionales se describen en la 

Publicación Internacional Número WO 2003/043572.  

En una modalidad alternativa, se utiliza un agonista de TLR que es capaz 

de provocar una respuesta de señalización a través de TLR-7. De una manera 

adecuada, el agonista de TLR capaz de provocar una respuesta de señalización 

a través de TLR-7 es un ARN de una sola cadena (ssARN), loxoribina, una 

análogo de guanosina en las posiciones N7 y C8, o un compuesto de 

imidazoquinolina, o un derivado del mismo. En una modalidad, el agonista de 

TLR es imiquimod. Otros agonistas de TLR7 se describen en la Publicación 

Internacional Número WO 2002/085905. 

En una modalidad alternativa, se utiliza un agonista de TLR que es capaz 

de provocar una respuesta de señalización a través de TLR-8. De una manera 

adecuada, el agonista de TLR capaz de provocar una respuesta de señalización 

a través de TLR-8 es un ARN de una sola cadena (ssARN), una molécula de 

imidazoquinolina con actividad antiviral, por ejemplo, resiquimod (R848); el 

resiquimod también es capaz de ser reconocido por el TLR-7. Otros agonistas 

de TLR-8 que se pueden utilizar incluyen aquéllos descritos en la Publicación 

Internacional Número WO 2004/071459.  

En una modalidad alternativa, se utiliza un agonista de TLR que es capaz 

de provocar una respuesta de señalización a través de TLR-9. En una 

modalidad, el agonista de TLR capaz de provocar una respuesta de 

señalización a través de TLR-9 es HSP90. De una manera alternativa, el 

agonista de TLR capaz de provocar una respuesta de señalización a través de 
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TLR-9 es ADN bacteriano o viral, ADN que contiene nucleótidos de CpG no 

metilados, en contextos de secuencia particulares conocidos como motivos 

CpG. Los oligonucleótidos que contienen CpG inducen una respuesta 

predominantemente de Th1. Estos oligonucleótidos son bien conocidos y se 

describen, por ejemplo, en la Publicación Internacional Número WO 96/02555, 

en la Publicación Internacional Número WO 99/33488, y en las Patentes de los 

Estados Unidos de Norteamérica Números 6,008,200 y 5,856,462. De una 

manera adecuada, los nucleótidos de CpG son oligonucleótidos de CpG. Los 

oligonucleótidos adecuados para utilizarse en las composiciones 

inmunogénicas de la presente invención son oligonucleótidos que contienen 

CpG, los cuales opcionalmente contienen dos o más motivos CpG de 

dinucleótido separados por cuando menos tres, de una manera adecuada por 

cuando menos seis o más nucleótidos. Un motivo CpG es un nucleótido de 

Citosina, seguido por un nucleótido de Guanina. Los oligonucleótidos de CpG 

de la presente invención son típicamente desoxinucleótidos. En una modalidad 

específica, el internucleótido en el oligonucleótido es un enlace de 

fosforoditioato, o de una manera adecuada un enlace de fosforotioato, aunque 

los enlaces de fosfodiéster y de otros internucleótidos están dentro del alcance 

de la invención. Dentro del alcance de la invención, también se incluyen 

oligonucleótidos con enlaces internucleótidos mixtos. Los métodos para la 

producción de oligonucleótidos de fosforotioato o de fosforoditioato se describen 

en las Patentes de los Estados Unidos de Norteamérica Números 5,666,153 y 

5,278,302 y en la Publicación Internacional Número WO 95/26204.  
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Otra clase de adyuvantes para utilizarse en las formulaciones con virus 

de Dengue inactivados purificados incluye las composiciones 

inmunoestimulantes basadas en OMP. Las composiciones inmunoestimulantes 

basadas en OMP son en particular adecuadas como adyuvantes mucosales, 

por ejemplo, para la administración intranasal. Las composiciones 

inmunoestimulantes basadas en OMP son un género de preparaciones de 

proteínas de membrana externa (OMPs, incluyendo algunas porinas) a partir de 

bacterias Gram-negativas, tales como, pero no limitándose a, las especies de 

Neisseria (véase, por ejemplo, Lowell y colaboradores, J. Exp. Med. 167: 658, 

1988; Lowell y colaboradores, Science 240: 800, 1988; Lynch y colaboradores, 

Biophys. J. 45: 104, 1984; Lowell, en "New Generation Vaccines", 2a Edición, 

Marcel Dekker, Inc., Nueva York, Basil, Hong Kong, página 193, 1997; Patente 

de los Estados Unidos de Norteamérica Número 5,726,292; Patente de los 

Estados Unidos de Norteamérica Número 4,707,543), las cuales son útiles 

como un vehículo o en composiciones para inmunógenos, tales como antígenos 

bacterianos o virales. Algunas composiciones inmunoestimulantes basadas en 

OMP pueden ser referidas como "Proteasomas", los cuales son hidrofóbicos y 

seguros para el uso humano.  

Proteasomas tienen la capacidad para auto-ensamblarse en racimos de 

OMP de vesícula o en forma de vesícula de aproximadamente 20 nanómetros a 

aproximadamente 800 nanómetros, y para incorporar de una manera no 

covalente, coordinar, asociarse (por ejemplo, electrostáticamente o 

hidrofóbicamente), o de otra manera cooperar con los antígenos de proteína 
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(Ags), en particular los antígenos que tienen una fracción hidrofóbica. Cualquier 

método de preparación que dé como resultado el componente de proteína de 

membrana externa en forma vesicular o de tipo vesícula, incluyendo las 

estructuras membranosas multi-moleculares o las composiciones de OMP de 

tipo globular fundidas de una o más OMPs, se incluye dentro de la definición de 

Proteasoma. Los proteasomas se pueden preparar, por ejemplo, como se 

describe en la técnica (véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos de 

Norteamérica Número 5,726,292 ó la Patente de los Estados Unidos de 

Norteamérica Número 5,985,284). Los proteasomas también pueden contener 

un lipopolisacárido o lipo-oligosacárido (LPS o LOS, respectivamente) 

endógeno que se origine a partir de las bacterias utilizadas para producir las 

porinas de OMP (por ejemplo, las especies de Neisseria), que en términos 

generales, serán menos del 2 por ciento de la preparación de OMP total. 

Los proteasomas se componen primordialmente de proteínas de 

membrana externa (OMPs) químicamente extraídas a partir de Neisseria 

menigitides (en su mayor parte las porinas A y B, así como la OMP clase 4), 

mantenidas en solución mediante detergente (Lowell GH. Proteosomes for 

Improved Nasal, Oral, or Injectable Vaccines. En: Levine MM, Woodrow GC, 

Kaper JB, Cobon GS, Editores, New Generation Vaccines. Nueva York: Marcel 

Dekker, Inc. 1997; 193-206). Los proteasomas se pueden formular con una 

variedad de antígenos, tales como las proteínas purificadas o recombinantes 

derivadas a partir de las fuentes virales, incluyendo los polipéptidos PreF que se 

dan a conocer en la presente, por ejemplo, mediante los procesos de 
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diafiltración o de diálisis tradicional. La remoción gradual del detergente permite 

la formación de complejos hidrofóbicos en partículas de aproximadamente 100 

a 200 nanómetros de diámetro (Lowell GH. Proteosomes for Improved Nasal, 

Oral, or Injectable Vaccines. En: Levine MM, Woodrow GC, Kaper JB, Cobon 

GS, Editores, New Generarion Vaccines. Nueva York: Marcel Dekker, Inc. 1997; 

193-206).  

"Proteasoma: LPS o protolina", como se utiliza en la presente, se refiere 

a las preparaciones de proteasomas mezclados, por ejemplo, mediante la 

adición exógena, con cuando menos una clase de lipopolisacáridos para 

proporcionar una composición de OMP-LPS (la cual puede funcionar como un 

composición inmunoestimulante). Por consiguiente, la composición de OMP-

LPS puede estar comprendida de dos de los componentes básicos de Protolina, 

los cuales incluyen: (1) una preparación de proteína de membrana externa de 

Proteasomas (por ejemplo, Projuvant) preparada a partir de bacterias Gram-

negativas, tales como Neisseria meningitidis, y (2) una preparación de uno o 

más liposacáridos. Un lipo-oligosacárido puede ser endógeno (por ejemplo, 

contenido naturalmente con la preparación de proteasoma OMP), se puede 

mezclar o combinar con una preparación de OMP a partir de un lipo-

oligosacárido exógenamente preparado (por ejemplo, preparado a partir de un 

cultivo o microorganismo diferente de la preparación de OMP), o puede ser una 

combinación de los mismos. Este LPS exógenamente agregado puede ser a 

partir de las mismas bacterias Gram-negativas a partir de las cuales se hizo la 

preparación de OMP o a partir de una bacteria Gram-negativa diferente. 
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También se debe entender que la Protolina incluye opcionalmente lípidos, 

glicolípidos, glicoproteínas, moléculas pequeñas, o similares, y combinaciones 

de los mismos. La Protolina se puede preparar, por ejemplo, como se describe 

en Publicación de Solicitud de Patente de los Estados Unidos de Norteamérica 

Número 2003/0044425. 

También se pueden utilizar combinaciones de diferentes adyuvantes, 

tales como aquéllos mencionados anteriormente en la presente, en las 

composiciones con virus de Dengue inactivados purificados. Por ejemplo, como 

ya se observó, el QS21 se puede formular junto con 3D-MPL. La proporción de 

QS21:3D-MPL típicamente será del orden de 1:10 a 10:1; tal como de 1:5 a 5:1, 

y con frecuencia sustancialmente de 1:1. Típicamente, la proporción está en el 

intervalo de 2.5:1 a 1:1 del 3D-MPL al QS21. Opcionalmente, esta combinación 

puede estar en la forma de un liposoma.  

Otra formulación adyuvante de combinación incluye 3D-MPL y una sal de 

aluminio, tal como hidróxido de aluminio. Cuando se formula en combinación, 

esta combinación puede mejorar una respuesta inmunitaria de Th1 específica 

del antígeno.  

En algunas modalidades, el adyuvante incluye una emulsión de aceite y 

agua, por ejemplo, una emulsión de aceite en agua. Un ejemplo de una 

emulsión de aceite en agua comprende un aceite metabolizable, tal como 

escualeno, y un tensoactivo, tal como trioleato de sorbitán (Span 85MR) o mono-

oleato de sorbitán de polioxietileno (Tween 80MR), o una combinación de los 

mismos, en un vehículo acuoso. El vehículo acuoso puede ser, por ejemplo, 
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suero regulado con fosfato. En ciertas modalidades, la emulsión de aceite en 

agua no contiene ningún inmunoestimulante adicional (en particular no contiene 

un derivado de lípido A no tóxico, tal como 3D-MPL, o una saponina, tal como 

QS21). En ciertas modalidades, la emulsión de aceite en agua incluye un tocol, 

tal como un tocoferol, por ejemplo, alfa-tocoferol. Adicionalmente, la emulsión 

de aceite en agua puede contener lecitina y/o tricaprilina. 

En otra modalidad de la invención, se proporciona una composición de 

vacuna que comprende un antígeno o una composición de antígeno y una 

composición adyuvante, la cual comprende una emulsión de un aceite en agua 

y opcionalmente uno o más inmunoestimulantes adicionales, en donde esta 

emulsión de aceite en agua comprende de 0.5 a 10 miligramos de aceite 

metabolizable (de una manera adecuada escualeno), de 0.4 a 4 miligramos de 

un agente emulsionante, y opcionalmente de 0.5 a 11 miligramos de tocol (de 

una manera adecuada un tocoferol, tal como alfa-tocoferol). 

En una modalidad específica, la formulación adyuvante incluye 3D-MPL 

preparado en la forma de una emulsión, tal como una emulsión de un aceite en 

agua. En algunos casos, la emulsión tiene un tamaño de partícula pequeño de 

menos de 0.2 micras de diámetro, como se da a conocer en la Publicación 

Internacional Número WO 94/21292. Por ejemplo, las partículas de 3D-MPL 

pueden ser suficientemente pequeñas para poderse filtrar para esterilizarse a 

través de una membrana de 0.22 micras (como se describe en la Patente 

Europea Número 0 689 454). De una manera alternativa, el 3D-MPL se puede 

preparar en una formulación liposomal. Opcionalmente, el adyuvante que 
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contiene 3D-MPL (o un derivado del mismo) también incluye un componente 

inmunoestimulante adicional. 

El adyuvante se selecciona de tal manera que sea seguro y efectivo en la 

población a la que se administre la composición inmunogénica. Para las 

poblaciones adultas y ancianas, las formulaciones típicamente incluyen más de 

un componente adyuvante que lo que se encuentra típicamente en una 

formulación para bebés. Cuando se formula una composición inmunogénica con 

un virus de Dengue inactivado purificado para su administración a un bebé, la 

dosificación de adyuvante se determina de tal manera que sea efectiva y 

relativamente no reactogénica en un sujeto bebé. En términos generales, la 

dosificación del adyuvante en una formulación para bebés es más baja (por 

ejemplo, la dosis puede ser una fracción de la dosis proporcionada en una 

formulación para administrarse a adultos) que aquélla utilizada en las 

formulaciones diseñadas para su administración a adultos (por ejemplo, adultos 

de más de 65 años de edad). Por ejemplo, la cantidad de 3D-MPL está 

típicamente en el intervalo de 1 microgramo a 200 microgramos, tal como de 10 

a 100 microgramos, o de 10 microgramos a 50 microgramos por dosis. Una 

dosis para bebés está típicamente en el extremo inferior de este intervalo, por 

ejemplo, de aproximadamente 1 microgramo a aproximadamente 50 

microgramos, tal como de aproximadamente 2 microgramos, o de 

aproximadamente 5 microgramos, o de aproximadamente 10 microgramos, a 

aproximadamente 25 microgramos, o a aproximadamente 50 microgramos. 

Típicamente, cuando se utiliza el QS21 en la formulación, los intervalos son 
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comparables (y están de acuerdo con las proporciones indicadas 

anteriormente). En el caso de una emulsión de aceite y agua (por ejemplo, una 

emulsión de un aceite en agua), la dosis de adyuvante proporcionada a un niño 

o a un bebé puede ser una fracción de la dosis administrada a un sujeto adulto. 

Por consiguiente, la composición inmunogénica formulada (incluyendo 

cualquier adyuvante) es adecuada para su administración a un sujeto humano, 

y tendrá las propiedades inmunogénicas deseadas en combinación con una 

seguridad y reactogenicidad aceptables. Típicamente, la composición 

inmunogénica formulada se formula en una cantidad de una sola dosis de 

cuando menos 0.05 mililitros, y no más de 2 mililitros, tal como entre 0.5 y 1.5 

mililitros. Por ejemplo, una sola dosis puede estar en la cantidad de entre 0.5 y 

0.5 mililitros, o de entre 0.1 y 2 mililitros, o de entre 0.5 y 1.5 mililitros, tal como 

en la cantidad de 0.05 mililitros, 0.06 mililitros, 0.07 mililitros, 0.075 mililitros, 

0.08 mililitros, 0.09 mililitros, 0.1 mililitros, 0.2 mililitros, 0.25 mililitros, 0.3 

mililitros, 0.33 mililitros, 0.4 mililitros, 0.5 mililitros, 0.6 mililitros, 0.66 mililitros, 

0.7 mililitros, 0.75 mililitros, 0.8 mililitros, 0.9 mililitros, 1.0 mililitro, 1.25 mililitros, 

1.33 mililitros, 1.5 mililitros ó 2 mililitros, o cualquier volumen que intervenga. 

Aunque la composición se puede administrar mediante una variedad de 

diferentes vías, más comúnmente, las composiciones inmunogénicas se 

suministran mediante una vía de administración intramuscular, subcutánea o 

intradérmica. En términos generales, la vacuna se puede administrar 

subcutáneamente, intradérmicamente, o intramuscularmente en una dosis 

efectiva para la producción del anticuerpo neutralizante y la protección. Las 
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vacunas se administran de una manera compatible con la formulación de la 

dosificación, y en una cantidad que sea profilácticamente y/o terapéuticamente 

efectiva. La cantidad para administrarse, el cual está en general en el intervalo 

de 0.05 a 100 microgramos de cada cepa del virus inactivado por dosis, 

depende del sujeto que se vaya a tratar, de la capacidad del sistema 

inmunológico del sujeto para sintetizar anticuerpos, y del grado de protección 

deseado. Las cantidades precisas de la vacuna para administrarse pueden 

depender del juicio del practicante, y pueden ser peculiares para cada sujeto. 

La vacuna se puede dar en un programa de una sola dosis, o de 

preferencia en un programa de múltiples dosis, en donde un curso primario de 

vacunación puede ser con 1 a 10 dosis separadas, seguidas por otras dosis 

dadas en los siguientes intervalos de tiempo requeridos para mantener y/o 

reforzar la respuesta inmunitaria, por ejemplo, a los 1 a 4 meses para una 

segunda dosis, y si es necesario, una dosis subsiguiente después de varios 

meses o años. El régimen de dosificación también, cuando menos en parte, 

será determinado por la necesidad del individuo y será dependiente del juicio 

del practicante. Los ejemplos de los programas de inmunización adecuados 

incluyen: una primera dosis, seguida por una segunda dosis entre 7 días y 6 

meses, y una tercera dosis opcional entre 1 mes y dos años después de la 

inmunización inicial, u otros programas suficientes para provocar titulaciones de 

anticuerpos neutralizantes del virus que se espera que confieran inmunidad 

protectora, por ejemplo, seleccionados para corresponder a un programa de 

vacunación pediátrica establecido. Se puede esperar razonablemente la 
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generación de inmunidad protectora contra el Dengue con la vacuna del virus 

inactivado después de un curso primario de inmunización consistente en 1 a 3 

inoculaciones. Éstas podrían ser complementadas por refuerzos a intervalos 

(por ejemplo, cada dos años) diseñados para mantener un nivel de inmunidad 

protectora satisfactorio. 

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar ciertas 

características y/o modalidades particulares. Estos ejemplos no deben 

interpretarse para limitar la invención a las características o modalidades 

particulares descritas. Será apreciado por aquéllos con experiencia en la 

materia que las cantidades, por ejemplo, los volúmenes, se proporcionan como 

ejemplos solamente, y que la escala puede ser modificada (ya sea 

incrementada o disminuida) a opción del practicante. De una manera similar, se 

pretende que los componentes utilizados en la purificación, por ejemplo, los 

filtros, las columnas, de ninguna manera sean limitantes o exclusionarios, y 

pueden ser sustituidos por otros componentes para lograr el mismo propósito a 

discreción del practicante. 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1: Proceso de purificación para producir el virus de Dengue inactivado 

purificado 

 El virus de Dengue se hace crecer en células Vero y se purifica 

esencialmente como se describe en la Solicitud Internacional Número WO 

2010/094663. Por ejemplo, el virus de Dengue se hace crecer en células Vero, 

por ejemplo, en un medio libre de animales. Típicamente, las células se 
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mantienen en una fase de precultivo estacionario (por ejemplo, en matraces T o 

en una fábrica de células), en un medio libre de animales (AF), tal como el 

medio VPSFM comercialmente disponible de Invitrogen. Las células entonces 

se expanden en un bio-reactor, típicamente unidas a microvehículos (tales 

como Cytodex 1), y se alimentan mediante cualquier modo de perfusión o por 

lotes. Una vez que las células han alcanzado la densidad adecuada, las células 

se infectan a la multiplicidad de infección (MOI) adecuada (por ejemplo, de 0.01 

a 0.1, por ejemplo, de 0.05) con el virus, ya sea en el medio que contiene suero 

(por ejemplo, al 1.5 por ciento) o bien el medio AF. Cuando se emplea el medio 

que contiene suero, después de una fase de infección inicial (típicamente de 

aproximadamente 2 días), el medio es típicamente intercambiado hasta el 

medio AF. Opcionalmente, el medio AF es inicialmente o periódicamente 

complementado con glucosa, aminoácidos, o similares.  

Después de un período adecuado para el crecimiento viral, por ejemplo, 

entre un mínimo de 6 y 8 días, se cosecha el virus a partir de las células. 

Opcionalmente, el virus se puede cosechar crecientemente a intervalos (por 

ejemplo, a intervalos de 2 días) empezando aproximadamente a los 6 días 

después de la infección.  

En la Figura 2A se ilustra esquemáticamente un proceso de purificación 

de ejemplo. En la Figura 2B se ilustra esquemáticamente un proceso de 

purificación modificado. Aunque es esencialmente similar al proceso de la 

Figura 2A, el proceso incluye las siguientes modificaciones. En seguida de la 

inactivación con formaldehído, se elimina el paso de neutralizar la formalina 
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libre en el volumen mediante la adición de bisulfito de sodio. La eliminación de 

la neutralización del bisulfito de sodio aumenta de una manera significativa el 

rendimiento en los siguientes pasos de filtración. La formalina libre se elimina 

mediante un paso de diafiltración.  

En las Figuras 2C y 2D se ilustra un proceso de purificación alternativo. 

En seguida de la cosecha, el medio que contiene el virus se aclara, típicamente 

a través de una serie de tamaños de poros decrecientes (por ejemplo, de 8 

micras, 0.6 micras, 0.45 micras, 0.2 micras). La suspensión del virus entonces 

se concentra y el medio se intercambia por regulador, por ejemplo, mediante 

ultrafiltración y diafiltración, seguidas por una filtración adicional y cromatografía 

de exclusión de tamaños (SEC) utilizando, por ejemplo, resinas Sephacryl S-

400HR o Sepharose 4 FF. Opcionalmente, antes del procesamiento adicional, la 

suspensión de virus aclarada se inactiva mediante su exposición a irradiación 

ultravioleta (UV) (entre 100 y 500 J/m, por ejemplo, 200 J/m), ya sea antes o 

después del paso de concentración. Opcionalmente, el paso de cromatografía 

de exclusión de tamaños puede ser seguido por uno o más pasos, por ejemplo, 

cromatografía de membrana Sartobind-Q (en el modo negativo), y filtración para 

remover el ADN residual. En general, se prefiere que el ADN residual se 

reduzca hasta menos de o igual a 100 picogramos de ADN por microgramo de 

proteína (o hasta menos de 100 picogramos/dosis).  

El virus entonces se inactiva, mediante su exposición a formaldehído (a 

aproximadamente 100 microgramos/mililitro) durante un período típicamente de 

entre 7 y 10 días a temperatura ambiente. Opcionalmente, la suspensión se 
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filtra (por ejemplo, 0.22 micras) en un punto del tiempo intermedio, tal como en 

el día 2, 3, 4, ó 5, para remover los aglomerados y mejorar la exposición al 

formaldehído. En seguida de la inactivación, se puede agregar un tensoactivo 

de poloxámero al regulador, antes de la ultrafiltración/diafiltración, con el fin de 

remover el formaldehído y poner el virus de Dengue inactivado purificado en un 

regulador adecuado para su almacenamiento. El virus de Dengue inactivado 

purificado entonces se filtra para esterilizarse finalmente antes de su 

almacenamiento como una preparación a granel del virus de Dengue 

inactivado. Opcionalmente, se agrega sacarosa a la formulación final de la 

preparación a granel. 

Ejemplo 2: Formulación de composiciones inmunogénicas de ejemplo 

La formulación de virus de Dengue inactivado purificado de ejemplo se 

evaluó bajo diferentes condiciones para resolver el problema de la pérdida de 

producto durante su almacenamiento, su liofilización, y el subsiguiente manejo. 

Se evaluaron las siguientes variables en la formulación de la preparación a 

granel del virus de Dengue inactivado (3.3 microgramos/mililitro por cepa): 

concentración de regulador de fosfato (pH de 8.5) (5, 15, 30 mM), concentración 

de tensoactivo de poloxámero (0, 0.001 por ciento, 0.2 por ciento), en la 

presencia de sacarosa al 5 por ciento, y NaCl 25 mM en agua para inyecciones. 

El volumen se liofilizó y se reconstituyó en 0.625 mililitros de la solución de 

resuspensión. El proceso de formulación se ilustra esquemáticamente en la 

Figura 3A. En la Figura 3B se ilustran las formulaciones alternativas, 

reemplazando el regulador de fosfato con regulador de Tris, y reduciendo el 
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volumen unitario para generar una sola dosis de 1.0 a 0.5 mililitros antes de la 

liofilización. Se apreciará que los ajustes del volumen y las modificaciones del 

regulador son variables independientes, y se pueden hacer cualquiera o ambas 

modificaciones por separado o en fila.  

Se evaluó la estabilidad de las tortas secas en seguida de la incubación 

durante 7 días a 4°C y a 37°C. Se evaluaron el aspecto de la torta y la humedad 

residual del producto seco. Las tortas liofilizadas entonces se reconstituyeron 

en NaCl, o en diferentes reguladores, para evaluar la estabilidad al pH. Se 

utilizó un volumen previo a la liofilización de 1.5 mililitros, dando como resultado 

un factor de concentración de 2.4 veces después de la reconstitución con 0.625 

mililitros de la solución de resuspensión. Las composiciones inmunogénicas 

resuspendidas resultantes se analizaron para determinar la calidad de la torta, y 

mediante fluorescencia intrínseca a 280/320 nanómetros, contenido de 

nitrógeno, ELISA, dispersión de luz dinámica, nefelometría, pH, y osmolalidad. 

Los resultados de ejemplo se muestran en las Figuras 4A y 4B. 

Estos resultados demostraron que, en concentraciones del 0.001 por 

ciento al 0.2 por ciento, el tensoactivo (LutrolMR) proporcionó una recuperación 

completa de la proteína en todas las soluciones de resuspensión probadas. 

Esto contrastó con la pérdida del contenido de proteína en ausencia del 

tensoactivo. Sin obligarnos por la teoría, se cree que la pérdida de proteína en 

ausencia del tensoactivo se debió a la adsorción específica en los frascos, lo 

cual es impedido por la adición de un tensoactivo adecuado. En una 

concentración del 0.2 por ciento, el tensoactivo también impidió la acumulación 
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de las partículas virales. 

La concentración del regulador y la composición de la solución de 

resuspensión no tuvieron impacto alguno sobre la recuperación inicial del 

producto.  

La evaluación inmunológica mediante ELISA demostró se conservaron 

los epítopos inmunológicos del virus de Dengue inactivado en seguida de la 

liofilización y reconstitución. Otros detalles con respecto a la liofilización y 

reconstitución se proporcionan en el Ejemplo 3. 

Ejemplo 3: Liofilización de la preparación a granel y reconstitución en una 

composición inmunogénica  

El virus de Dengue inactivado purificado se formuló en una preparación a 

granel como se describe anteriormente, y como se muestra en la Figura 3B, de 

acuerdo con las siguientes especificaciones: sacarosa al 5 por ciento, regulador 

Tris 1-31 mM, NaCl 15 mM, Poloxámero 188 al 0.015-0.2 por ciento con virus 

de Dengue inactivado purificado a 1.25 microgramos/cepa para cada una de las 

cuatro cepas. Para la liofilización, la preparación a granel se distribuyó en 

alícuotas de 0.5 mililitros. La preparación a granel entonces se liofilizó en el 

siguiente ciclo de secado por congelación de 74 horas: Congelación hasta < -

52°C durante 1 hora a 1 atmósfera (Atm.); Secado primario a 45 µbar como 

sigue: 1) Enfriamiento desde -52°C hasta -32°C durante 3 horas; 2) 32°C 

durante 32 horas; 3) declinación secuencial en la temperatura en incrementos 

de 1°C con una disminución de 10 minutos seguidos por un período de 

mantenimiento de 2 horas 25 minutos (total de 7 horas 55 minutos); 4) -28°C 
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durante 9 horas; Secado secundario como sigue: Incremento de temperatura 

desde -28°C hasta 37°C durante 9 horas a 45 µbar seguido por 37°C durante 

12 horas a 27 µbar. Las muestras liofilizadas entonces se equilibraron hasta 

entre 2°C y 8°C para completar el ciclo. El producto liofilizado resultante ("torta") 

se incubó durante 24 horas a temperatura ambiente después de la rehidratación 

o durante 1 mes a 37°C ó 3 meses a -20°C, o 5 meses a 4°C en la forma 

liofilizada para evaluar la estabilidad. 

Después de la reconstitución en 0.625 mililitros en el regulador 

seleccionado, la concentración resultante en la composición inmunogénica fue 

como sigue: sacarosa al 4 por ciento, fosfato 0.8-24.8 mM, NaCl 12 mM, 

Poloxámero 188  0.012-0.16 por ciento, virus de Dengue inactivado purificado 

en 2.0 microgramos. Las composiciones inmunogénicas resultantes se 

ensayaron para determinar la calidad, estabilidad e inmunogenicidad mediante 

las siguientes evaluaciones: fluorescencia intrínseca, DLS, Nefelometría, pH, 

osmolalidad y ELISA. Los resultados representativos se muestran en las 

Figuras 5A a 5C. Las Figuras 6A y 6B ilustran gráficamente las características 

de estabilidad (fluorescencia intrínseca y ELISA, respectivamente) después de 

la reconstitución en regulador de las preparaciones liofilizadas en la presencia y 

en ausencia del tensoactivo. Todos los datos estuvieron dentro de los valores 

esperados, con un claro incremento en la recuperación para las formulaciones 

que contenían tensoactivo, comparándose con las formulaciones sin 

tensoactivo. No se observó ningún impacto de la concentración del regulador 

(Tris) sobre los intervalos probados. Se obtuvieron resultados similares en una 
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variedad de reguladores de reconstitución (por ejemplo, para obtener las 

composiciones inmunogénicas líquidas adecuadas para su administración con 

diferentes adyuvantes). Estos resultados demostraron que la liofilización y 

reconstitución en la presencia del tensoactivo de Poloxámero y regulador para 

mantener el pH en o mayor al neutro, dieron como resultado una estabilidad e 

inmunogenicidad favorables en una variedad de composiciones reguladoras. 
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REIVINDICACIONES 

 

1. Una preparación a granel del virus de Dengue inactivado o una 

composición inmunogénica, la cual comprende:  

uno o más virus de Dengue inactivados purificados;  

un agente regulador; y  

un tensoactivo de poloxámero.  

2. La composición inmunogénica de la reivindicación 1, el cual 

comprende además un adyuvante. 

3. La composición inmunogénica de la reivindicación 2, en donde el 

adyuvante comprende una sal de aluminio.  

4. La composición inmunogénica de la reivindicación 3, en donde el 

adyuvante comprende cuando menos uno de hidróxido de aluminio y fosfato de 

aluminio.  

5. La composición inmunogénica de la reivindicación 3 ó 4, la cual 

comprende además cuando menos un componente inmunoestimulante 

adicional.  

6. La composición inmunogénica de la reivindicación 5, en donde el 

cuando menos un componente inmunoestimulante adicional comprende uno o 

más de una emulsión de aceite y agua, un liposoma, un lipopolisacárido, una 

saponina, y un oligonucleótido. 

7. La composición inmunogénica de la reivindicación 2, en donde el 

adyuvante es un adyuvante sin aluminio.  

8. La composición inmunogénica de la reivindicación 7, en donde el 
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adyuvante sin aluminio comprende uno o más componentes 

inmunoestimulantes seleccionados a partir del grupo que consiste en: una 

emulsión de aceite y agua, un liposoma, un lipopolisacárido, una saponina y un 

oligonucleótido.  

9. Una preparación a granel del virus de Dengue inactivado o una 

composición inmunogénica, la cual comprende:  

cuando menos un virus de Dengue inactivado purificado adsorbido 

sobre una sal de aluminio;  

un agente regulador; y  

un tensoactivo.  

10. La composición inmunogénica de la reivindicación 9, la cual 

comprende además cuando menos un componente inmunoestimulante 

adicional.  

11. La composición inmunogénica de la reivindicación 10, en donde el 

componente inmunoestimulante comprende uno o más de una emulsión de 

aceite y agua, un liposoma, un lipopolisacárido, una saponina, y un 

oligonucleótido. 

12. La composición inmunogénica de cualquiera de las 

reivindicaciones 6, 8, y 11, en donde el uno o más componentes 

inmunoestimulantes comprenden monofosforilo-lípido A 3-desacilado (3D-MPL). 

13. La composición inmunogénica de cualquiera de las 

reivindicaciones 5, 6, 7, 8, 10, 11, y 12, en donde el uno o más componentes 

inmunoestimulantes comprenden QS21.  
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14. La composición inmunogénica de cualquiera de las 

reivindicaciones 6, 8, 10, 11, 12, y 13, en donde el componente 

inmunoestimulante comprende un oligonucleótido de ADN, el cual comprende 

cuando menos un CpG no metilado.  

15. La composición inmunogénica de cualquiera de las 

reivindicaciones 6, 8, 10, 11, 12, 13, y 14, en donde el componente 

inmunoestimulante comprende un liposoma. 

16. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el tensoactivo es adecuado para su administración intramuscular, 

subcutánea, transcutánea o intradérmica. 

17. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el tensoactivo se selecciona a partir del grupo que consiste en un 

poloxámero, hidroxi-estearato de macrogol 15, un polisorbato, un octoxinol, un 

polidocanol, un polioxiestearato, un aceite de ricino de polioxilo, un N-octil-

glucósido, y combinaciones de los mismos. 

18. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el tensoactivo es un poloxámero. 

19. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera las reivindicaciones anteriores, en 

donde el tensoactivo de poloxámero tiene un peso molecular de cuando menos 
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4,500 kD. 

20. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el tensoactivo de poloxámero tiene un peso molecular de no más de 

15,000 kD. 

21. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el tensoactivo está presente en una cantidad de cuando menos el 0.001 

por ciento (peso/volumen). 

22. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el tensoactivo está presente en una cantidad de no más del 1.0 por 

ciento (peso/volumen). 

23. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde la composición inmunogénica comprende una pluralidad de virus de 

Dengue inactivados purificados.  

24. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde la pluralidad de virus de Dengue inactivados purificados son de 

diferentes serotipos. 

25. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 
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donde la pluralidad de virus de Dengue inactivados purificados comprende una 

pluralidad de virus que provocan una respuesta inmunitaria a cada DEN-1, 

DEN-2, DEN-3 y DEN-4  

26. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde cuando menos uno de los virus de Dengue inactivados purificados es un 

virus de Dengue atenuado.  

27. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde cuando menos uno de los virus de Dengue inactivados purificados es un 

virus de Dengue recombinante.  

28. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde cuando menos uno de los virus de Dengue inactivados purificados es un 

virus quimérico, el cual comprende un primer ácido nucleico del virus de 

Dengue y un segundo ácido nucleico de flavivirus. 

29. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de la reivindicación 28, en donde el segundo 

flavivirus se selecciona a partir de: un segundo ácido nucleico de Dengue, un 

virus de fiebre amarilla, y un virus de encefalitis japonesa.  

30. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de la reivindicación 28 ó 29, en donde el virus de 

Dengue inactivado purificado quimérico comprende un ácido nucleico que 
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codifica en una o ambas de una proteína de Dengue M y de Dengue E.  

31. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 25, en 

donde cuando menos uno de los virus de Dengue inactivados purificados es un 

virus de Dengue de tipo silvestre. 

32. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el uno o más virus de Dengue inactivados purificados están cada uno 

presentes en una cantidad de cuando menos 0.1 microgramo y no más de 100 

microgramos por una sola dosis humana. 

33 La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el uno o más virus de Dengue inactivados purificados están cada uno 

presentes en una cantidad de cuando menos 0.25 microgramos y no más de 10 

microgramos por dosis humana. 

34. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el agente regulador del pH comprende uno o ambos de fosfato de sodio 

y fosfato de potasio.  

35. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el agente regulador del pH comprende: 

 Tris-(hidroxi-metil)-amino-metano.  
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36. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el agente regulador del pH mantiene el pH en una composición líquida en 

o mayor a un pH de 6.4. 

37. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el agente regulador del pH mantiene el pH en una composición líquida en 

o mayor a un pH de 6.8.  

38. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el agente regulador del pH mantiene el pH en una composición líquida en 

o mayor a un pH de 7.0.  

39. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, la 

cual comprende además cuando menos uno de un azúcar formador de cristal y 

un poliol formador de cristal. 

40. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el azúcar o el poliol formador de cristal se selecciona a partir del grupo 

que consiste en: sacarosa, trehalosa, manosa, manitol, rafinosa, lactitol, sorbitol 

y ácido lactobiónico, glucosa, maltulosa, iso-maltulosa, lactulosa, maltosa, 

lactosa, iso-maltosa, maltitol, palatinit, estaquiosa, melezitosa, dextrano, o una 

combinación de los mismos.  
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41. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el azúcar o el poliol formador de cristal comprende sacarosa.  

42. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde la composición es un sólido liofilizado.  

43. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde la composición es un líquido. 

44. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde la composición está en una solución isotónica.  

45. La composición inmunogénica de cualquiera de las 

reivindicaciones anteriores, en donde la composición inmunogénica se formula 

para su administración a un sujeto humano. 

46. La composición inmunogénica de cualquiera de las 

reivindicaciones anteriores, en donde la composición inmunogénica se formula 

en una cantidad de una sola dosis humana de cuando menos 0.05 mililitros, y 

no más de 2 mililitros. 

47. La composición inmunogénica de cualquiera de las 

reivindicaciones anteriores, en donde la composición inmunogénica se formula 

en una cantidad de una sola dosis humana de entre 0.5 y 1.5 mililitros.  

48. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 
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composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el uno o más virus de Dengue inactivados purificados se inactiva 

mediante cuando menos uno de un agente inactivador químico, un agente 

inactivador físico, y un agente inactivador de irradiación. 

49. La preparación a granel del virus de Dengue inactivado o la 

composición inmunogénica de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en 

donde el uno o más virus de Dengue inactivados purificados se inactiva 

mediante su exposición a cuando menos uno de formaldehído, beta-

propiolactona (BPL), peróxido de hidrógeno, irradiación ultravioleta, e irradiación 

gamma. 

50. Una preparación liofilizada del virus de Dengue inactivado, la cual 

comprende: 

cuando menos un virus de Dengue inactivado purificado;  

y  

un tensoactivo de poloxámero.  

51. La preparación liofilizada de la reivindicación 50, la cual 

comprende además una sal de aluminio. 

52. La preparación liofilizada de la reivindicación 51, en donde la 

preparación comprende cuando menos uno de hidróxido de aluminio y fosfato 

de aluminio.  

53. La preparación liofilizada de la reivindicación 51 ó 52, en donde el 

cuando menos un virus de Dengue inactivado purificado es adsorbido sobre el 

sal de aluminio.  
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54. La preparación liofilizada de cualquiera de las reivindicaciones 50 

a 53, en donde el tensoactivo se selecciona a partir del grupo que consiste en 

un poloxámero, hidroxi-estearato de macrogol 15, un polisorbato, un octoxinol, 

un polidocanol, un polioxiestearato, un aceite de ricino de polioxilo, un N-octil-

glucósido, y combinaciones de los mismos.  

55. La preparación liofilizada de cualquiera de las reivindicaciones 50 

a 54, en donde el tensoactivo es un poloxámero. 

56. La preparación liofilizada de la reivindicación 55, en donde el 

tensoactivo de poloxámero tiene un peso molecular de cuando menos 4,500 kD. 

57. La preparación liofilizada de la reivindicación 55, en donde el 

tensoactivo de poloxámero tiene un peso molecular de no más de 15,000 kD.  

58. La preparación liofilizada de cualquiera de las reivindicaciones 50 

a 57, en donde el tensoactivo está presente en una cantidad de cuando menos 

el 0.001 por ciento (peso/volumen). 

59. La preparación liofilizada de cualquiera de las reivindicaciones 50 

a 58, en donde el tensoactivo está presente en una cantidad de no más del 1.0 

por ciento (peso/volumen). 

60. La preparación liofilizada de cualquiera de las reivindicaciones 50 

a 59, en donde la composición inmunogénica comprende una pluralidad de 

virus de Dengue inactivados purificados.  

61. La preparación liofilizada de la reivindicación 60, en donde la 

pluralidad de virus de Dengue inactivados purificados son de diferentes 

serotipos.  
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62. La preparación liofilizada de la reivindicación 60 ó 61, en donde la 

pluralidad de virus de Dengue inactivados purificados comprende una pluralidad 

de virus que provocan una respuesta inmunitaria a cada DEN-1, DEN-2, DEN-3 

y DEN-4  

63. La preparación liofilizada de cualquiera de las reivindicaciones 50 

a 62, en donde el cuando menos un virus de Dengue inactivado purificado está 

presente en una cantidad de cuando menos 0.1 microgramo y no más de 100 

microgramos por una sola dosis humana.  

64. La preparación liofilizada de cualquiera de las reivindicaciones 50 

a 63, en donde el cuando menos un virus de Dengue inactivado purificado está 

presente en una cantidad de cuando menos 0.25 microgramos y no más de 10 

microgramos por dosis humana.  

65. La preparación liofilizada de cualquiera de las reivindicaciones 50 

a 64, la cual comprende además cuando menos un componente que actúa 

como un agente regulador del pH.  

66. La preparación liofilizada de cualquiera de las reivindicaciones 50 

a 65, la cual comprende además cuando menos uno de un azúcar formador de 

cristal y un poliol formador de cristal.  

67. La preparación liofilizada de la reivindicación 66, en donde el 

azúcar o el poliol formador de cristal se selecciona a partir del grupo que 

consiste en: sacarosa, trehalosa, manosa, manitol, rafinosa, lactitol, sorbitol y 

ácido lactobiónico, glucosa, maltulosa, iso-maltulosa, lactulosa, maltosa, 

lactosa, iso-maltosa, maltitol, palatinit, estaquiosa, melezitosa, dextrano, o una 
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combinación de los mismos. 

68. Un método para formular una preparación a granel del virus de 

Dengue inactivado o una composición inmunogénica, el cual comprende: 

proporcionar una solución que comprende un agente regulador del 

pH y un tensoactivo; y 

mezclar con la solución uno o más virus de Dengue inactivados 

purificados.  

69. El método de la reivindicación 68, el cual comprende adsorber el 

uno o más virus de Dengue inactivados purificados sobre una sal de aluminio 

antes de mezclar con la solución. 

70. El método de la reivindicación 69, en donde la sal de aluminio 

comprende cuando menos uno de hidróxido de aluminio y fosfato de aluminio.  

71. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 70, el cual 

comprende adsorber cada uno de una pluralidad de virus de Dengue 

inactivados purificados sobre una sal de aluminio para producir un mono-

volumen previamente adsorbido, y mezclar la pluralidad de mono-volúmenes 

previamente adsorbidos con la solución. 

72. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 71, en donde 

la solución es adecuada para su administración parenteral.  

73. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 72, en donde 

la solución es isotónica.  

74. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 73, en donde 

la solución comprende además uno o más de un azúcar formador de cristal; un 
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poliol formador de cristal; y una sal.  

75. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 74, en donde 

la provisión de la solución comprende agregar al agua sin endotoxina:  

un azúcar o poliol formador de cristal;  

un agente regulador;  

una sal; y  

un tensoactivo.  

76. El método de la reivindicación 75, en donde cada componente se 

agrega en secuencia. 

77. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 76, en donde 

el agente regulador del pH comprende cuando menos un componente 

seleccionado a partir de fosfato de sodio, fosfato de potasio y Tris-(hidroxi-

metil)-amino-metano.  

78. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 77, en donde 

el agente regulador del pH se selecciona a partir de la Tabla 1.  

79. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 78, en donde 

el agente regulador del pH mantiene el pH de la preparación a granel o de la 

composición inmunogénica en o mayor a un pH de 6.4.  

80. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 79, en donde 

el agente regulador del pH mantiene el pH de la preparación a granel o de la 

composición inmunogénica en o mayor a un pH de 6.8.  

81. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 80, en donde 

el agente regulador del pH mantiene el pH de la preparación a granel o de la 
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composición inmunogénica en o mayor a un pH de 7.0.  

82. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 81, en donde 

el tensoactivo es adecuado para su administración intramuscular, subcutánea, 

transcutánea o intradérmica. 

83. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 82, en donde 

el tensoactivo se selecciona a partir del grupo que consiste en un poloxámero, 

hidroxi-estearato de macrogol 15, un polisorbato, un octoxinol, un polidocanol, 

un polioxiestearato, un aceite de ricino de polioxilo, un N-octil-glucósido, y 

combinaciones de los mismos.  

84. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 83, en donde 

el tensoactivo es un poloxámero. 

85. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 84, en donde 

el tensoactivo de poloxámero tiene un peso molecular de cuando menos 4,500 

kD.  

86. El método de cualquiera de las reivindicaciones 50 a 85, en donde 

el tensoactivo de poloxámero tiene un peso molecular de no más de 15,000 kD.  

87. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 86, en donde 

el tensoactivo está presente en la preparación o en la composición 

inmunogénica a granel en una cantidad de cuando menos el 0.001 por ciento 

(peso/volumen).  

88. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 87, en donde 

el tensoactivo está presente en la preparación o en la composición 

inmunogénica a granel en una cantidad de no más del 1.0 por ciento 
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(peso/volumen).  

89. El método de cualquiera de las reivindicaciones 74 a 86, en donde 

el azúcar o el poliol formador de cristal se selecciona a partir del grupo que 

consiste en: sacarosa, trehalosa, manosa, manitol, rafinosa, lactitol, sorbitol y 

ácido lactobiónico, glucosa, maltulosa, iso-maltulosa, lactulosa, maltosa, 

lactosa, iso-maltosa, maltitol, palatinit, estaquiosa, melezitosa, dextrano, o una 

combinación de los mismos.  

90. El método de cualquiera de las reivindicaciones 74 a 89, en donde 

el azúcar o el poliol formador de cristal comprende sacarosa.  

91. El método de cualquiera de las reivindicaciones 74 a 90, en donde 

la sal comprende una sal mineral.  

92. El método de cualquiera de las reivindicaciones 74 a 91, en donde 

la sal mineral comprende cloruro de sodio.  

93. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 92, en donde 

la preparación o la composición inmunogénica a granel comprende una 

pluralidad de virus de Dengue inactivados purificados.  

94. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 93, en donde 

la pluralidad de virus de Dengue inactivados purificados son de diferentes 

serotipos.  

95. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 94, en donde 

la pluralidad de virus de Dengue inactivados purificados comprende una 

pluralidad de virus que provocan una respuesta inmunitaria a cada DEN-1, 

DEN-2, DEN-3 y DEN-4  
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96. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 95, en donde 

cuando menos uno de los virus de Dengue inactivados purificados es un virus 

de Dengue atenuado.  

97. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 96, en donde 

cuando menos uno de los virus de Dengue inactivados purificados es un virus 

de Dengue recombinante.  

98. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 97, en donde 

cuando menos uno de los virus de Dengue inactivados purificados es un virus 

quimérico, el cual comprende un primer ácido nucleico del virus de Dengue y un 

segundo ácido nucleico de flavivirus.  

99. El método de la reivindicación 98, en donde el segundo flavivirus 

se selecciona a partir de: un segundo ácido nucleico de Dengue, un virus de 

fiebre amarilla, y un virus de encefalitis japonesa.  

100. El método de la reivindicación 98 ó 99, en donde el virus de 

Dengue inactivado purificado quimérico comprende un ácido nucleico que 

codifica en una o ambas de una proteína de Dengue M y de Dengue E.  

101. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 95, en donde 

cuando menos uno de los virus de Dengue inactivados purificados es un virus 

de Dengue de tipo silvestre.  

102. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 96, en donde 

el uno o más virus de Dengue inactivados purificados están cada uno presentes 

en una cantidad de cuando menos 0.1 microgramo y no más de 100 

microgramos.  
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103. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 102, en 

donde el uno o más virus de Dengue inactivados purificados están cada uno 

presentes en una cantidad de cuando menos 0.25 microgramos y no más de 10 

microgramos.  

104. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 103, en 

donde el virus de Dengue inactivado purificado se inactiva mediante cuando 

menos uno de un agente inactivador químico, un agente inactivador físico, y un 

agente inactivador de irradiación.  

105. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 104, en 

donde el virus de Dengue inactivado purificado se inactiva mediante su 

exposición a cuando menos uno de formaldehído, beta-propiolactona (BPL), 

peróxido de hidrógeno, irradiación ultravioleta, e irradiación gamma.  

106. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 105, el cual 

comprende además liofilizar la solución que comprende el cuando menos un 

virus de Dengue inactivado purificado, para producir una composición liofilizada.  

107. El método de la reivindicación 106, el cual comprende además 

volver a suspender la composición liofilizada en una solución 

farmacéuticamente aceptable.  

108. El método de la reivindicación 107, en donde la solución 

farmacéuticamente aceptable es agua para inyecciones.  

109. El método de la reivindicación 107, en donde la solución 

farmacéuticamente aceptable comprende cuando menos un adyuvante.  

110. El método de la reivindicación 109, en donde el adyuvante 
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comprende uno o más de una sal de aluminio, una emulsión de aceite y agua, 

un lipopolisacárido, una saponina, y un oligonucleótido.  

111. El método de la reivindicación 110, en donde el lipopolisacárido 

comprende monofosforilo-lípido A 3-desacilado    (3D-MPL).  

112. El método de la reivindicación 110 ó 111, en donde la saponina 

comprende QS21. 

113. El método de cualquiera de las reivindicaciones 110 a 112, en 

donde el oligonucleótido es un oligonucleótido de ADN, el cual comprende 

cuando menos un CpG no metilado.  

114. El método de cualquiera de las reivindicaciones 110 a 113, en 

donde el adyuvante comprende un liposoma.  

115. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 113, en 

donde la composición inmunogénica es adecuada para su administración a un 

sujeto humano.  

116. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 115, en 

donde la composición inmunogénica se formula en una cantidad de una sola 

dosis de cuando menos 0.05 mililitros, y no más de 2 mililitros.  

117. El método de cualquiera de las reivindicaciones 68 a 116, en 

donde la composición inmunogénica se formula en una cantidad de una sola 

dosis de entre 0.5 y 1.5 mililitros.  

118. Un método para reducir cuando menos una de la adsorción y/o la 

acumulación no específica de un virus de Dengue inactivado purificado, el cual 

comprende formular el virus de Dengue inactivado de acuerdo con el método de 
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cualquiera de las reivindicaciones 68 a 117.  

119. Un método para mejorar la recuperación de un virus de Dengue 

inactivado antigénicamente conservado, el cual comprende formular el virus de 

Dengue inactivado de acuerdo con el método de cualquiera de las 

reivindicaciones 68 a 118. 
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