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DESCRICAO

EPIGRAFE: | “SACARIDOS MODIFICADOS POSSUINDO UMA ESTABILIDADE

MELHORADA EM AGUA”

Campo técnico

Este invento situa-se no campo da quimica de
polissacaridos e relaciona-se com sacaridos modificados,
processos para a sua preparagcdo e derivados conjugados. Em
particular, o invento relaciona-se com sacaridos modificados

possuindo uma estabilidade melhorada em &agua.

Antecedentes do invento

Os polissacaridos sé&do moléculas bioldgicas importantes e
tém sido largamente usados na indastria farmacéutica para a
prevencao e tratamento de doencas. Por exemplo, 0s
polissacdridos capsulares tém sido usados desde hd muitos anos
em vacinas contra bactérias capsuladas, como © meningococo
(Neisseria meningitidis), pPneumococo (Streptococcus
pneumoniae) e Hib (Haemophilus influenzae tipo B).

Para intensificar a imunogenicidade destes polissacéaridos,
particularmente em criancas, foram desenvolvidas vacinas
conjugadas. Estas compreendem um polissacarido capsular
conjugado com uma proteina transportadora [p.ex., referéncias
1,2,3]. A conjugacdo poderd transformar os antigénios T-
independentes em antigénios T-dependentes.

Um problema verificado com muitos tipos de polissacérido é
a sua baixa estabilidade em Aagua. A estabilidade dos

polissacdridos em &gua depende da natureza das ligacgdes O-




glicosidicas que ligam as unidades de sacérido entre si. A
baixa estabilidade em 4gua resulta de as ligacdes O-
glicosidicas serem facilmente hidrolisadas na ©presenca de
dcidos ou glicosidases. 0 polissacérido capsular do
meningococo do serogrupo A constitui um exemplo de um
polissacdrido com baixa estabilidade em &agua.

A estabilidade dos polissacaridos constitui um problema
particular no fabrico de vacinas conjugadas. Para preparar uma
vacina conjugada de polissacarido-proteina, & necessario
manipular grupos guimicamente funcionais do polissacarido de
modo a que o polissacédrido possa ser ligado a uma proteina. O
polissacédrido poderd ser ligado directamente a proteina [2,
4], ou ligado por meio de um grupo linker. Tém sido propostos
muitos tipos diferentes de grupos linker para a ligacdo entre
polissacéridos e proteinas [p.ex., 3, b5].

A exposicdo de um polissacdrido a reagentes gqguimicos,
particularmente a &4cidos, poderd resultar num corte indesejado
das ligacdes glicosidicas e na consequente fragmentacdo do
polissacérido. Tal fragmentacdo ¢é altamente indesejéavel,
causando perdas de rendimento na sintese de conjugados de
polissacarido-proteina.

Os polissacéaridos que sdo instédveis desta forma requerem
geralmente uma escolha cuidadosa de reagentes e condicdes para
que se possam contornar os problemas acima descritos. No
entanto, tal limita a escolha dos reagentes disponiveis para a
manipulacdo do polissacdrido, desta forma se limitando a gama
de ligacdes que podem ser efectuadas entre o polissacarido e a
proteina transportadora. Adicionalmente, a instabilidade
destes polissacéaridos significa que ¢é dificil desenvolver
procedimentos robustos que possam ser usados para preparar

vacinas em escala industrial.



Constitui um dos objectivos do invento o fornecimento de
meios para a modificacdo de sacédridos capsulares de modo a que
estes ndo sofram problemas de instabilidade e mantenham a
imunogenicidade.

Em GB733459 s&do apresentados polissacaridos pirogénicos
derivados de bactérias gram negativas que s&do acilados, p.ex.,
com um anidrido de &cido orgédnico. Refere-se ainda que os
produtos s&o Uteis como agentes estimuladores do sistema
hipdéfise-suprarrenal, manifestando-se reduzidos efeitos
adversos.

Em WO 98/42718 expde-se um método para a despolimerizacdo
de polissacaridos até fragmentos sacaridicos usando a
ozonblise.

A WO 93/07178 apresenta um oligossacarido derivado de um
polissacarido antigénico obtido a ©partir de um agente
patogénico, um método para a sua preparacdo e O SsSeu uso,
particularmente como vacina. O oligossacarido ¢é ©preparado
através de uma reacgcdo de despolimerizacdo por oxidacdo-

reducédo.

Exposicdo do invento

O invento baseia-se na descoberta de que a modificacdo dos
grupos hidroxilo presentes nas unidades monossacaridicas dos
sacadridos capsulares oferece uma estabilidade melhorada. Os
sacadridos modificados obtidos pelo processo do invento sé&o
mais estdveis a hidrdélise do que o0s seus sacdridos nativos

correspondentes.

Sacaridos modificados segundo o invento

O invento fornece um sacdrido <capsular modificado
compreendendo um grupo bloqueante numa posicdo de grupo

hidroxilo em pelo menos uma das unidades monossacaridicas do



sacdrido capsular nativo correspondente, sendo que o sacarido
capsular compreende ligacdes fosfodiéster.

O termo “sacadrido capsular modificado” indica um sacéarido
que pode ser obtido a partir de um sacédrido capsular nativo
através de uma modificacdo adequada. Assim, a sequéncia béasica
de unidades monossacaridicas repetidas do sacéarido capsular
nativo ¢ mantida nos sacaridos capsulares modificados de
acordo com o presente invento.

0O termo ‘“sacidrido” abrange tanto os oligossacéaridos
(p.ex., contendo desde 2 até 39 unidades monossacaridicas)
como 08 polissacéridos (p.ex., contendo 40 ou mais unidades
monossacaridicas). Tal como ocorrem naturalmente em bactérias,
0s sacéaridos capsulares nativos tomam geralmente a forma de
polissacdridos. 0Os polissacéaridos poderdo ser manipulados para
dar origem a oligossacaridos mais curtos. Os oligossacéaridos
podem ser obtidos por purificacdo e/ou dimensionamento do
polissacérido nativo (p.ex. por hidrélise em &cido fraco, por
aquecimento, por cromatografia de exclusdo por dimensdes,
etc.).

Tipicamente, o0s sacdridos modificados do presente invento
sdo oligossacaridos. 0s oligossacaridos poderdo ser obtidos a
partir dos ©polissacaridos wusando qualgquer dos métodos de
dimensionamento acima descritos.

Os sacéridos capsulares modificados segundo o presente
invento podem ser obtidos a partir dos sacaridos capsulares
nativos. No entanto, o presente invento ndo se restringe a
sacadridos modificados que se obtém a partir de sacaridos
capsulares nativos. Poderdo obter-se os sacdridos capsulares
modificados do presente invento recorrendo a outros métodos,
como a sintese total ou parcial.

O numero de unidades monossacaridicas possuindo grupos

bloqueantes poderd wvariar, segundo o presente invento. Por



exemplo, todas ou substancialmente todas as unidades
monossacaridicas do sacdrido capsular correspondente poderédo
possuir grupos bloqueantes. Alternativamente, pelo menos 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% ou 90% das wunidades
monossacaridicas do sacdrido capsular correspondente poderédo
possuir grupos blogueantes. Pelo menos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 1o, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27, 28, 29 ou 30 unidades monossacaridicas do sacérido
capsular correspondente poderdo possuir grupos blogueantes.

Do mesmo modo, o numero de grupos blogqueantes numa unidade
monossacaridica poderéd variar. Por exemplo, O numero de grupos
bloqueantes numa unidade monossacaridica poderd ser de 1, 2,
3, 4, 5 ou 6, preferencialmente 1-4, mais preferencialmente 1-
2.

Em uma das formas de realizacdo do invento, a pelo menos
uma unidade monossacaridica que possui um grupo blogqueante é
uma unidade monossacaridica ndo terminal. O termo “unidade
monossacaridica nao terminal” indica uma unidade
monossacaridica que ndo corresponde a uma das unidades
monossacaridicas terminais da cadeia
oligossacaridica/polissacaridica.

O invento abrange sacédridos capsulares modificados em que
todas as posicdes de grupos hidroxilo das unidades
monossacaridicas terminais e ndo terminais possuem um Jgrupo
bloqueante. No entanto, prefere-se que exista pelo menos um
grupo hidroxilo ou um grupo amino livre no sacarido capsular
modificado do presente invento. Um grupo carboxilo ou amino
livre é wvantajoso por proporcionar uma “pega” para reaccdes
subsequentes do sacarido capsular modificado, p.ex., para
conjugacdo com uma molécula transportadora. Quando o sacarido
modificado contém um grupo hidroxilo livre, este é

preferencialmente um grupo hidroxilo anomérico,



preferencialmente um grupo hidroxilo anomérico terminal.
Quando o sacdrido modificado contém um grupo amino, este
deriva preferencialmente de um grupo hidroxilo anomérico. Os
grupos amino sdo facilmente acessiveis a partir de grupos
hidroxilo anoméricos através de reducdo aminativa (usando, por
exemplo, NaBH3CN/NH.C1) .

O termo “grupo amino” inclui grupos com a fdérmula -NH; ou
NH-E, em que E é um grupo protector de azoto. S&do abaixo
apresentados exemplos tipicos de grupos protectores de azoto.

O termo “grupo Dbloqueante” indica qualguer grupo Jgue
bloqueie a reactividade de um grupo hidroxilo. Os peritos na
técnica conhecem muitos tipos diferentes de grupos
blogueantes. 0Os grupos bloqueantes preferidos para os grupos
hidroxilo correspondem a grupos que sdo directamente
acessiveis através de uma reaccdo de derivatizacdo do grupo
hidroxilo, i.e., por substituicdo do &tomo de hidrogénio do
grupo hidroxilo por outro grupo. Os derivados adequados de
grupos hidroxilo que actuam como grupos bloqueantes s&do, por
exemplo, carbamatos, sulfonatos, carbonatos, ésteres, éteres
(p.ex., silil-éteres ou alquil-éteres) e acetais. Como
exemplos especificos de tais grupos bloqueantes contam-se o
alilo, Aloc, benzilo, BOM, t-butilo, tritilo, TBS, TBDPS, TES,
™s, TIPS, PMB, MEM, MOM, MTM e THP.

No entanto, o grupo blogueante n&do estard necessariamente
acessivel através de uma reaccdo de derivatizacdo do grupo
hidroxilo. O grupo blogueante poderd substituir por completo o
grupo hidroxilo. Por exemplo, o0 grupo blogqueante poderéa
corresponder a alquilo Ci-ip, alquilo Cjs-12, arilo Cs-1p, arilo Cs-
12-alquilo  Ci-g, NR'R? (em que R' e R’ sdo tal como abaixo
definido), H, F, Cl, Br, COyH, CO; (alquilo Ci;-s), CN, CFs;, CCls,

etc.



Preferencialmente, o grupo blogqueante é& um grupo retirador
de electrdes. Sem nos pretendermos cingir a qualgquer teoria,
acredita-se que as ligacdes glicosidicas sejam instéveis a
hidrélise devido a ocorréncia de um ataque nucleofilico
intramolecular de um grupo hidroxilo sacaridico na ligacéo
glicosidica (i.e., por formacdo de um intermedidrio ciclico).
Quanto maior for a nucleofilicidade do grupo hidroxilo, maior
serd a tendéncia para o atagque nucleofilico intramolecular. Um
grupo bloqueante retirador de electrdes possui o efeito de
deslocalizar o par de electrdes desemparelhado do oxigénio,
deste modo diminuindo a nucleofilicidade do oxigénio e
reduzindo a tendéncia para o ataque nucleofilico
intramolecular.

Preferencialmente, o grupo blogueante possui a fdérmula:

-0-X-Y ou OR’
em que
X & C(0), S(O) ou SOy;
Y é& algquilo Ci-12, alcoxi Ci-12, cicloalgquilo Cs-1p, arilo Cs-1p2 ou
arilo Cs.ip—alguilo Ci-g, cada um dos quais poderd opcionalmente
ser substituido com 1, 2 ou 3 grupos seleccionados de modo
independente a partir de F, Cl, Br, COyH, CO,(algquilo Ci_¢), CN,
CF3; ou CCls; ou Y é NR'R%;
R' e R? sdo seleccionados de modo independente a partir de H,
alquilo Ci-12, cicloalquilo Cs-1, arilo Cs-1p, arilo Cs-ip—alquilo
Cis; ou R' e R? podem ser reunidos para formar um grupo
heterociclico saturado Cs_1y;
R ¢ alquilo Ci1»; ou cicloalquilo Cs.ipy, cada um dos quais
poderd opcionalmente ser substituido com 1, 2 ou 3 grupos
seleccionados de modo independente a partir de F, Cl, Br,
COs (alquilo Ci-g), CN, CF3; ou CCls; ou R® ¢ arilo Cs_.iy ou arilo

Cs-ip—alquilo Cig, cada um dos guais poderd opcionalmente ser



substituido com 1, 2, 3, 4 ou 5 grupos seleccionados a partir
de F, Cl, Br, COyH, COz(alguilo Ci-s), CN, CFs; ou CCls.

Preferencialmente, quando R® é alquilo Ci-12 ou
cicloalquilo Cs-12, este é substituido com 1, 2 ou 3 grupos tal
como acima definido.

Os grupos Dblogueantes com a fédrmula -0-X-Y- ou ~OR®
poderdo ser preparados a partir de grupos hidroxilo através de
procedimentos de derivatizacdo convencionais, tal como reaccédo
do grupo hidroxilo com um haleto de acilo, haleto de alquilo,
haleto de sulfonilo, etc. Assim, o &tomo de oxigénio em -0-X-
Y- é preferencialmente o 4dtomo de oxigénio do grupo hidroxilo,
enquanto que o grupo —-X-Y- em -0-X-Y- substitui de preferéncia
0 adtomo de hidrogénio do grupo hidroxilo.

Alternativamente, o0s grupos bloqueantes poderdo tornar-se
acessivels através de uma reaccdo de substituicdo, tal como a
substituicdo de tipo Mitsonobu. Este e outros métodos de
preparacdo de grupos blogueantes a partir de grupos hidroxilo
sdo bem conhecidos.

Mais preferencialmente, o grupo blogueante é -0C(0O)CFs;[6]
ou -0C (0O)NR'R’.

Mais preferencialmente, o grupo bloqueante é um grupo
carbamato com a férmula —OC(O)NR?R2, em que R' e R? sao
seleccionados de modo independente a partir de um alquilo Ci_s.
Mais preferencialmente, R' ¢ R? sdo ambos metilo, i.e., 0 grupo
bloqueante & -0C (0O)NMe,.

Os grupos bloqueantes de carbamato possuem um efeito
estabilizante sobre a ligacdo glicosidica e podem ser
preparados sob condicdes suaves. E abaixo descrito um exemplo
de um processo para a manipulacdo de um sacarido de modo a
fornecer um grupo bloqueante de carbamato. No entanto, o
invento ndo se restringe a sacaridos modificados preparados

através dos processos aqui exemplificados, sendo qgue outros



processos de preparacdo de sacdridos modificados segundo o
invento ocorrerdo prontamente a um perito na técnica.

0O termo Malguilo” € agqui usado para designar grupos
algquilo sob as formas linear e ramificada. O grupo alguilo
poderéa ser interrompido com 1, 2 ou 3 heteroidtomos
seleccionados a partir de -0-, -NH- ou -S-. O grupo alguilo
poderd igualmente ser interrompido com 1, 2 ou 3 ligacdes
duplas e/ou triplas. No entanto, o termo “algquilo” refere-se
geralmente a grupos alquilo gue ndo possuem interrupcdes de
heterodtomos ou interrupcdes de 1ligacdes duplas ou triplas.
Quando se faz referéncia a um alquilo Ci-13, pretende-se
significar que o grupo alquilo poderd conter um nuUmero de
adtomos de carbono entre 1 e 12 (p.ex., Ci, C,, C3, C4, Cs, Cg
Cy, Cg, Co, Cio, €C11, Ciz). Do mesmo modo, quando se faz
referéncia a um alquilo Cl-6, pretende-se significar que o
grupo alquilo poderd conter um numero de &atomos de carbono
entre 1 e 6 (p.ex., Ci, Cy, C3, C4, Cs, Cp).

O termo “cicloalquilo” inclui grupos cicloalquilo,
policicloalguilo e cicloalquenilo, assim como combinacdes
destes com grupos alquilo, tal como 0s grupos
cicloalquilalquilo. 0 grupo cicloalqgquilo poderé ser
interrompido com 1, 2 ou 3 heterodtomos seleccionados a partir
de -0-, -NH- ou -S-. No entanto, o termo “cicloalgquilo”
refere-se usualmente a grupos cicloalquilo gue né&do possuem
interrupcdes de heterodtomos. Os exemplos de grupos
cicloalquilo incluem os grupos ciclopentilo, <ciclohexilo,
ciclohexenilo, ciclohexilmetilo e adamantilo. Quando se faz
referéncia a um cicloalquilo Cs-12, pretende-se significar que o
grupo cicloalguilo poderd conter um numero de A&tomos de
carbono entre 3 e 12 (p.ex., C;, C, Cs, Cs, Cy, Cg, Cq, Cip, Ci1,

Ci2) .



0O termo “arilo” ¢é agui usado para referir um grupo
aromatico, tal como fenilo ou naftilo. Quando se faz
referéncia a um arilo Cs-13, pretende-se significar que o grupo
arilo poderad conter um numero de atomos de carbono entre 5 e
12 (p.ex., Cs, Cg¢, Cy, Cg, Cgo, Cio, C11, Ci2).

O termo “arilo Cs-ip—alquilo Ci_¢” refere-se a grupos como
benzilo, feniletilo e naftilmetilo.

Quando R' e R? sdo reunidos para formar um grupo Cs-ig
heterociclico saturado, pretende-se que R' e R? formem,
juntamente com o 4atomo de azoto, um grupo heterociclico
saturado contendo um numero de atomos de carbono entre 3 e 12
(p.ex. , C3, C4, C5, C6, C7, Cg, Cg, ClO/ Cll/ C12) . O grupo
heterociclico poderad conter 1 ou 2 heterodtomos (tais como N,
O ou S) para além do &tomo de azoto. Como exemplos de grupos
heterociclicos saturados encontram-se o pirrolidinilo,
piperidinilo, morfolinilo, piperazinilo, imidazolidinilo,
azetidinilo e aziridinilo.

Em todas as formas de realizacdo agqui descritas, o
sacarido capsular modificado é um sacdrido capsular modificado
possuindo ligacdes fosfodiéster. Mais preferencialmente, o
sacarido capsular modificado ¢é um sacarido modificado do
serogrupo A de Neisseria meningitidis. 0Os sacaridos do
serogrupo A de Neisseria meningitidis sdo particularmente
instdveis a hidrdlise.

Quando o sacarido capsular modificado é um sacéarido
modificado do serogrupo A de Neisseria meningitidis, © grupo
blogueante encontra-se preferencialmente nas posicdes 4 e/ou
3, mais preferencialmente na posicdo 4, do sacarido do
serogrupo A de Neisseria meningitidis correspondente. Os
grupos Dbloqueantes localizados nas posicdes 4 e/ou 3 do

sacarido do serogrupo A de Neisseria meningitidis tém-se
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mostrado particularmente eficazes na melhoria da estabilidade

face a hidrédlise.

Este invento fornece também um sacédrido com a fdédrmula:

em que

T tem a férmula (A) ou (B):

w | (B)

n ¢ um numero inteiro de 1 a 100;

cada grupo 72 é seleccionado de modo independente entre -OH ou
um grupo bloqueante tal como acima definido; e

cada grupo Q é seleccionado de modo independente entre -OH ou

um grupo bloqueante tal como acima definidoy;

11



W é& seleccionado entre -0OH ou um grupo bloqueante tal como
acima definido;

V é geleccionado a partir de -NH,, -NHE, —NEIE% -OH ou -0-D,
em que: E, E'e E? s&do grupos protectores de azoto, podendo ser
idénticos ou diferentes, e D é um grupo protector de oxigénio,
e em que mais do que cerca de 7% (p.ex., 8%, 9%, 10% ou mais)
dos grupos Q sdo grupos blogqueantes.

De preferéncia, n é um numero inteiro de 15 a 25.

Os grupos Z n + 2 podem ser idénticos ou diferentes entre
si. Do mesmo modo, o0s grupos Q n + 2 podem ser idénticos ou
diferentes entre si.

V é preferencialmente -NH, ou -NHE.

Como grupos protectores de azoto adequados encontram-se o0s
grupos sililo (como TMS, TES, TBS, TIPS), derivados de acilo

(como trifluoroacetamidas, metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, t-

butoxicarbonilo (Boc), Dbenziloxicarbonilo (Z ou Cbz), 9-
fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc), 2-(trimetilsilil)
etoxicarbonilo, aliloxicarbonilo (Alloc), 2,2,2-

tricloroetoxicarbonilo (Troc)), derivados de sulfonilo (como
2-trimetilsililetanosulfonilo (SES)), derivados de sulfenilo,
alquilo Cl-12, benzilo, benzidrilo, tritilo, alilo, 9-
fenilfluorenilo, etc. Um grupo protector de azoto preferido é
o Fmoc.

Os grupos protectores de azoto divalentes, que podem ser
usados como E1E2, incluem derivados ciclicos de imidas (como N-
ftalimidas, N-ditiosuccinimidas, N-2,3-difenilmaleimidas),
derivados de dimina (como N-1,l-dimetiltiometilenocaminas, N-
benzilidenoaminas, N-p-metoxibenzilidenoaminas, N-
difenilmetilenoaminas), derivados de enamina (como N-(5,5-
dimetil-3-oxo-1-ciclohexenil)aminas), etc. Um grupo protector

de azoto divalente preferido é o N-ftalimidilo.
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0Os grupos protectores de oxigénio adequados incluem
ésteres, éteres (p.ex., silil-éteres ou algquil-éteres) e
acetais. Os exemplos especificos incluem alilo, acetilo, Aloc,
benzilo, benziloximetilo (BOM) , t-butilo, tritilo, ter-
butildimetilsililo (TBS), ter-butildifenilsililo (TBDPS) ,
trietilsililo (TES), trimetilsililo (TMS), tri-isopropilsililo
(TIPS), parametoxibenzilo (PMB), MEM, metoximetilo (MOM), MTM
e tetrahidropiranilo (THP).

Todos 0s grupos Z poderdo corresponder a OH.
Alternativamente, pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%, 50% ou 60%
dos grupos 7 podem corresponder a OAc. De preferéncia, cerca
de 70% dos grupos Z correspondem a OAc, correspondendo o resto
dos grupos Z a OH ou a grupos bloqueantes como o0s acima
definidos.

Pelo menos cerca de 7% dos grupos Q sdo grupos
bloqueantes. Preferencialmente, pelo menos 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80% ou 90% dos grupos Q sdo grupos bloqueantes.
Alternativamente, todos o©0os grupos Q ©poderdo ser Jgrupos
bloqueantes.

O invento fornece igualmente uma molécula compreendendo

uma porc¢do molecular sacaridica com a fédrmula:
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em que

T tem a férmula (A) ou (B):

(A) ®

n, 2 e Q e W sdo tals como acima definido, e: L é O, NH,
NE, S ou Se.

A ligacdo covalente livre de L pode ser unida a qualquer
porcdo molecular apropriada, p.ex. a -H, -E, um linker, uma
proteina transportadora, etc. L é preferencialmente N ou 0. E
igualmente possivel que L corresponda a N, ligado a um linker
divalente, a um grupo protector divalente ou a uma proteina

transportadora divalente.

Processo para a producdo de um sacarido modificado

O invento fornece um processo para a modificacdo de um

sacarido capsular, compreendendo 0s passos de:

(a) fornecimento de um sacdrido capsular possuindo pelo
menos um grupo hidroxilo numa unidade monossacaridica; e
(b) conversdo do dito pelo menos um grupo hidroxilo num

grupo bloqueante; sendo que o) sacéarido capsular

compreende ligacdes fosfodiéster.

O grupo Dbloqueante poderd corresponder a gqualgquer dos

grupos bloqueantes acima descritos.
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O sacérido capsular poderd ser um sacarido capsular
nativo (oligossacédrido ou polissacarido). Como alternativa, o
sacdrido capsular ©poderd ser, por exemplo, um sacarido
capsular des-O-acetilado e/ou um sacdrido capsular possuindo
um grupo amino terminal (p.ex., obtido por aminacdo redutiva).

Um processo preferido para a modificacdo de um sacéarido
em que O grupo blogqueante é -0C (Q)NR'R? seré aquele em que O
passo (b) compreende os passos de:

(bl) fazer reagir o sacdrido capsular com um reagente
bifuncional num solvente orgdnico; e

(b2) fazer reagir o produto do passo (bl) com um composto
amino com a férmula (I):

HNR'R? (I)

em que R' e R? sdo tais como acima definido e o sacarido
capsular compreende ligacdes fosfodiéster.

O termo “reagente bifuncional” indica qualquer reagente
que tem a capacidade de desempenhar a dupla funcdo de (i)
fornecer no passo (bl) um primeiro Atomo de carbono
electrofilico para acoplamento com o(s) grupo(s) hidroxilo no
sacarido; e (ii) fornecer um segundo 4Atomo de carbono
electrofilico para acoplamento com o grupo amino usado no
prasso (b2). De modo geral, o segundo A&atomo de carbono
electrofilico ¢é regenerado a partir do primeiro &tomo de
carbono electrofilico durante o passo (b) . O reagente
bifuncional proporciona uma ligacéao -C(0) - entre o
polissacérido e o composto amino.

Os reagentes bifuncionais para uso no ambito do presente
invento incluem, de modo nao limitativo, 1,17 -
carbonildiimidazol (CDI), carbonil-di-1,2,4-triazol (CDT),
carbonil-di-1,2,3-benzotriazol (CDB) , difenilcarbonato,

brometo de cianogénio, fosgénio ou trifosgénio. Um perito na
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técnica conhecerd outros reagentes bifuncionais que poderéo
desempenhar a mesma funcéo.

Um reagente bifuncional preferido é o CDI. O CDI tem a
vantagem de ser um reagente mais suave do gque, por exemplo, O
fosgénio ou o Dbrometo de cianogénio. Em particular, as
reaccdes de acoplamento que utilizam CDI n&o originam gases de
dcido halidrico, tais como HCl ou HBr. A geracdo de gas de HC1
ou HBr ¢é indesejavel, uma vez que se torna necessario a
limpeza da saida da camara de reaccdo para evitar que estes
gases egcapem para a atmosfera. Ainda, a geracdo de gas de HC1
ou HBr poderd afectar grupos funcionais sensiveis do sacarido,
resultando na perda de rendimento devido a decomposicdo ou
fragmentacdo do sacéarido.

0 solvente organico usado no passo (bl) é
preferencialmente um solvente aprdético. Os solventes aprdticos
sdo bem conhecidos dos peritos na técnica e ndo contém
quaisquer atomos de hidrogénio ionizaveis. Estes solventes sé&o
vantajosos porque facilitam a reaccdo do(s) grupo(s) hidroxilo
do sacarido com o reagente bifuncional, através da
intensificacdo da nucleofilicidade do(s) grupo(s) hidroxilo.
Os solventes aprdéticos adequados incluem, de modo né&o
limitativo, dimetilsulfdéxido (DMSO), dimetilformamida (DMF),
formamida, hexametilfésforo-triamida (HMPT) , 1,3-dimetil-
3,4,5,6-tetrahidro-2 (1H)-pirimidinona (DMPU), dimetilacetamida
(DMAC), ou hexametilfosforamida (HMPA). E preferido o DMSO.

No passo (b2) do processo segundo o invento, o produto do
passo (bl) é posto em reaccdo com um composto amino para
formar o polissacérido modificado. O composto amino usado no
processo do presente invento tem a férmula (I), tal como acima
definido. Na férmula (I), preferencialmente, R' e R? sio
seleccionados de modo independente a partir de um alquilo Ci_s.

Mais preferencialmente, R!' ¢ R? s&do ambos metilo.
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Como compostos amino adequados para uso no ambito deste

invento encontram-se a metilamina, dimetilamina, etilamina, N-

etilmetilamina, dietilamina, N-metilpropilamina, N-
etilpropilamina, isopropilamina, butilamina, N-
metilbutilamina, N-etilbutilamina, N-propilbutilamina, N-
metilciclopentilamina, N-etilciclopentilamina,
ciclohexilamina, N-metilciclohexilamina, N-
etilciclohexilamina, benzilamina, N-etilbenzilamina, N-
metilbenzilamina, isobutilamina, ter-butilamina,
ciclopentilamina, dibenzilamina, pirrolidina, piperidina,

morfolina, piperazina, imidazolidina, azetidina, aziridina,
anilina, N-metilanilina e N-etilanilina. Estes podem ser
usados na forma de sal (p.ex., sal de cloridrato).

De preferéncia, o composto amino usado no presente
invento ¢ uma amina secundaria. Mais preferencialmente, a
amina é a dimetilamina.

Um processo preferido segundo o invento ¢é exemplificado

pelo Esquema 1, abaixo:

0 0
~ DMSO R
)L . = Sacc—O0—C—N

R'R*NH

Sacc = porgdo molecular de sacarido.

i
Sace-—O—C~NRR?

- Esquema i
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Neste  esquema, o) sacarido (p.ex. polissacérido ou
oligossacadrido de MenA) ¢ inicialmente activado através de
pelo menos um dos seus grupos hidroxilo numa unidade de
monossacdrido wusando CDI em solvente de DMSO. O produto
intermedidrio de carbamato de imidazol resultante reage com a
amina R'R’NH (p.ex., dimetilamina) para fornecer o sacarido
modificado.

Os sacédridos modificados poderdo alternativamente ser
preparados num processo de um sb passo fazendo reagir um ou
mais grupos hidroxilo num sacadrido capsular com um reagente
com a férmula XC(O)NR'R?, sendo que X é um grupo de partida e
R' e R? sdo tais como acima definido. Os grupos de partida
adequados incluem, de modo n&do limitativo, -Cl, -Br, -CFs,
-0CxFs ou —CCl3 .

Alternativamente, o0s sacidridos capsulares modificados de
acordo com o presente invento poderdo ser preparados pPor meios
sintéticos, por exemplo, a partir de unidades monossacaridicas
adequadas. Tipicamente, a sintese total de um sacarido
capsular modificado compreende a formacéio de ligacdes
glicosidicas (p.ex., ligacdes fosfodiéster) entre unidades
monossacaridicas adequadas e, posteriormente, a modificacdo do
sacadrido resultante por qualgquer dos modos aqui descritos.
Alternativamente, as unidades monossacaridicas poderdo ser
modificadas antes da formacdo das ligacdes glicosidicas para
fornecer o mesmo sacarido capsular modificado.

Os sacéridos capsulares modificados segundo este invento
sédo preferencialmente oligossacéaridos. Partindo dos
polissacéridos capsulares nativos, poderéo obter-se
oligossacaridos capsulares modificados seguindo um de dois
métodos: (1) modificacdo do polissacédrido capsular, seguindo-
se o dimensionamento do polissacarido modificado para formar

um oligossacadrido modificado; ou (2) dimensionamento do
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polissacéarido capsular, seguindo-se a modificacédo do
oligossacérido resultante para formar um oligossacarido
modificado. Ambos os métodos sdo abrangidos pelo presente
invento. No entanto, o primeiro método é preferido, uma vez
que este método assegura gque um grupo hidroxilo terminal
estaréa disponivel para subsequente conjugacéao do
oligossacarido modificado com uma molécula transportadora, tal
como uma proteina.

O presente invento proporciona igualmente um processo
para a modificacdo de um polissacadrido do serogrupo A de
Neisseria meningitidis, compreendendo 0s passos de:

(a) fornecimento de um polissacdrido do serogrupo A de
Neisseria meningitidis;

(b) dimensionamento do dito polissacdrido para fornecer
um oligossacéarido; e

(c) conversdo de pelo menos um grupo hidroxilo do

oligossacarido num grupo bloqueante, tal como acima descrito.

O passo (b) deste processo poderd opcionalmente ser
seguido por passo(s) de derivatizacdo conhecido(s). Os passos
de derivatizacdo conhecidos incluem, por exemplo, aminacéo

redutiva seguida de proteccdo do grupo -NH; resultante e/ou
des-0O-acetilacéo.

Este invento proporciona igualmente um processo para a
modificacdo de um polissacdrido do serogrupo A de Neisseria
meningitidis, compreendendo os passos de:

(a) fornecimento de um polissacadrido do serogrupo A de
Neisseria meningitidis;

(b) conversdo de pelo menos um grupo hidroxilo do
polissacdrido num grupo bloqueante, tal como acima descrito; e

(c) dimensionamento do polissacéarido resultante para

fornecer um oligossacarido.
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O passo (c) deste processo poderd opcionalmente ser
seqguido por passo(s) de derivatizacdo conhecido(s) antes do
passo (c). Os passos de derivatizacdo conhecidos incluem, por
exemplo, aminacdo redutiva seguida de proteccdo do grupo -NH;
resultante e/ou des-O-acetilacdo.

Qualguer dos processos acima descritos poderd ser seguido
por um passo durante o qual s&o removidos os contaminantes

(p.ex., contaminantes de baixo peso molecular).

Materiais de partida para o sacadrido capsular

Os sacéaridos capsulares modificados segundo o invento
poderdo ser obtidos a partir de sacaridos capsulares nativos.
O termo ‘“sacédrido capsular nativo” refere-se a polimeros
contendo actcar (p.ex. polimeros de aclucares, 4&cidos de
acucar, acucares amino, &lcoois polihidricos, 4&lcoois de
acucar e fosfatos de actcar, etc.) gue podem ser encontrados
na capsula de bactérias (tanto Gram-positivas como Gram-
negativas) tais como N. meningitidis, S. pneumoniae e H.
influenzae. Ainda, o termo “sacarido capsular nativo” abrange
tanto polissacéridos como oligossacaridos. Os oligossacaridos
capsulares nativos poderédo ser obtidos dimensionando
polissacaridos nativos.

A “posigdo de grupo hidroxilo” de um sacarido capsular
nativo é uma posicdo no sacédrido capsular nativo que possui um
grupo hidroxilo. No entanto, o termo n&o inclui posigdes em
ligacdes glicosidicas, ou dos residuos nestas, gque possuam
grupos hidroxilo (p.ex., um grupo hidroxilo que faca parte de
uma ligacdo glicosidica ndo ocupa uma posicdo de grupo
hidroxilo). N&o sé&do também contempladas posicdes ocupadas por
um grupo hidroxilo anomérico numa unidade monossacaridica

terminal. As posicdes em que existe um grupo acetoxi (AcO) no
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sacdrido capsular nativo ndo sdo também posicdes de grupo
hidroxilo.

O sacarido capsular nativo compreende unidades sacaridicas
ligadas por ligacdes fosfodiéster. Os sacaridos compreendendo
ligacdes fosfodiéster s&o instéaveis a hidrélise.

O sacédrido capsular nativo e o sacdrido capsular
modificado segundo o invento séo preferencialmente
imunogénicos em mamiferos (p.ex., humanos). O mamifero poderé
ser um adulto humano ou uma crianca.

O sacarido capsular nativo ¢é preferencialmente um
polissacérido (ou um seu fragmento oligossacaridico) de N.
meningitidis (incluindo os serogrupos A, B, C, W135 e Y), &S.
pneumoniae (incluindo os serotipos 1, 4, 5, 6B, 9v, 14, 18C,
19F e 23F), H. 1influenzae tipo B, Neisseria gonorrhoeae,
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Salmonella typhi,
Streptococcus mutans, Cryptococcus neoformans, Moraxella
catarrhalis, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e/ou
Pseudomonas aeruginosa.

Se bem que o invento se possa aplicar a qualguer serogrupo
de N. meningitidis, ¢é preferido o uso de um sacarido capsular
do serogrupo A (“MenA”) . O sacéarido capsular MenA &
particularmente instédvel em solucdo aquosa, O gue significa
que ¢é necessario recorrer a procedimentos especiais para
efectuar manipulacdes quimicas (p.ex. conjugacdo com proteinas
transportadoras) nesta molécula. No entanto, verifica-se que
0s sacédridos de MenA modificados de acordo com este invento
apresentam uma estabilidade vantajosa em solucdo agquosa.

O polissacéarido capsular MenA {-6)-D-MarpNAc (3/40Ac)-o-
(1-0P0O3-»} & composto ©por residuos de N-acetilmanosamina
ligados entre si por ligacdes oal-6-fosfodiéster possuindo as

unidades repetitivas que abaixo se apresentam.
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De acordo com as definicdes acima, 93% das posicdes 4 séo
posicdes de grupo hidroxilo, e 30% das posicdes 3 sdo posicdes
de grupo hidroxilo. O grupo 1-hidroxi terminal ocupa também
uma posicdo de grupo hidroxilo. O grupo l1l-hidroxi terminal é
um grupo hidroxilico anomérico terminal. O grupo hidroxilo que
faz parte do grupo -0OP(0) (OH)O  ndo constitui uma posicédo de

grupo hidroxilo.

Conjugados de sacarido-proteina

Os sacéridos modificados do invento poderdo ser submetidos
a qualquer dos procedimentos de pds-processamento usualmente
aplicados a sacéaridos (p.ex., derivatizacdo, conjugacéo,
fragmentacdo, etc.). De modo a acentuar a imunogenicidade, os
sacaridos modificados do invento sdo preferencialmente

conjugados com uma proteina transportadora. A conjugacdo com
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proteinas transportadoras ¢ particularmente Util para vacinas
pedidtricas [7] e constitui uma técnica bem conhecida
[encontrada, p.ex., nas refs. 8 a 16, etc.].

O invento proporciona assim um conjugado de uma proteina e
de um sacarido modificado do invento. A proteina poderd ser
conjugada directamente com o sacarido, ou poderda ser usado um
linker. Poderd utilizar-se qualquer processo de quimica de
linkers adequado. A estabilidade melhorada do polissacarido
modificado permite vantajosamente a utilizacdo de uma larga
gama de associacdes a linkers.

Tal como se descreve acima, ¢ preferido gque o sacérido
capsular modificado possua pelo menos um Jgrupo hidroxilo ou
grupo amino livre que poderd ser usado como ‘“pega” para
ligacédo subseguente a uma proteina transportadora.

Poderéd obter-se um sacdrido capsular modificado possuindo
um grupo hidroxilo livre através do blogqueio selectivo dos
grupos hidroxilo num sacérido capsular, ou do desblogqueamento
selectivo de um sacédrido capsular modificado no qual todos os
grupos hidroxilo se encontram bloqueados. Alternativamente,
poderad revelar-se um grupo hidroxilo livre através do
dimensionamento de um sacarido capsular modificado.
Preferencialmente, o pelo menos um grupo hidroxilo livre é um
grupo hidroxilo terminal anomérico. O grupo hidroxilo terminal
anomérico ¢é preferido como grupo hidroxilo 1livre porgue um
grupo hidroxilo terminal anomérico pode ser revelado através
do dimensionamento de um sacadrido capsular modificado.

Poderéd obter-se um sacdrido capsular modificado possuindo
um grupo amino livre através de redugdo aminativa de um grupo
hidroxilo terminal anomérico, opcionalmente seguida ©pela
proteccdo do grupo -NH, resultante. A reaccdo de aminacéo
redutiva poderd ser efectuada antes ou depois do passo de

modificacdo segundo o presente invento. Preferencialmente, a
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reducdo aminativa é efectuada antes do passo de modificacdo do
presente invento, uma vez gque o grupo -NH; resultante pode ser
selectivamente protegido/desprotegido na presenca de grupos
hidroxilo/grupos blogueantes.

As ligacb®es directas a proteina poderdo compreender a
oxidacdo do polissacdrido seguida por reducdo aminativa com a
proteina, tal como descrito em, por exemplo, as referéncias 2
e 4.

As ligac®es através de um grupo linker poderdo ser
efectuadas usando qualquer procedimento conhecido, por
exemplo, o0s procedimentos descritos nas referéncias 3 e 5. Um
tipo de ligacdo preferida é a de um linker de carbonilo, que
poderd ser formada por reaccdo de um grupo hidroxilo livre do
sacdrido modificado com CDI [17, 18] seguida da reaccdo com
uma proteina para formar uma ligacdo carbamato. Outro tipo de
ligacdo preferida ¢é a de um linker de 4&cido adipico, que
poderd ser formada através do acoplamento de um grupo -NH;
livre no sacadrido modificado com &cido adipico (usando, por
exemplo, activacdo por diimida), seguido do acoplamento de uma
proteina ao produto intermedidrio de sacarido-dcido adipico
resultante [12, 19, 20]. Outros linkers incluem B-propionamido
[21], nitrofenil-etilamina [22], haletos de haloacilo [23],
ligacdes glicosidicas [24], &acido 6-aminocaprdéico [25], ADH

[26], porcdes moleculares Cy, a Cip [27], etc.

A conjugacdo poderd envolver: reducdo do terminal
anomérico para obter um grupo hidroxilo primario,
opcionalmente proteccdo/desproteccéo do grupo hidroxilo

primadrio; reaccdo do grupo hidroxilo primdrio com CDI para
formar um produto intermediéario de CDI-carbamato; e
acoplamento do produto intermedidrio de CDI-carbamato com um

grupo amino de uma proteina.
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O Esquema 2 apresenta dois exemplos diferentes do modo
como um sacarido capsular pode ser conjugado com uma proteina
transportadora, de acordo com o presente invento. No primeiro
exemplo, a proteina é conjugada através de um grupo hidroxilo

terminal. No segundo exemplo, a proteina ¢ ligada através de

um grupo amino terminal.

OP (O) (CH) O” OP (O) (CH) O”

Monossacérido-Bloco Monossacérido-Bloco

1.CDhI

MonossacéridoF-Bloco 2. Proteina-NH2  |[Monossacaridol-Bloco
—

Monossacérido-Bloco Monossacéridof-Bloco

OH OC (O)NH-Proteina

1.Reducdo aminativa

OP (O) (OH) O~ 2.Proteccdo grupo -NH, OP (0O) (OH) O
terminal com Fmoc
Monossacaridof-OH 3.Bloqueio grupos OH Monossacaridof-Bloco
4 .Desprotecgdo -NHFmoc
Monossacadridof-OH  5.Acoplamento a acido  |[Monossacaridol-Bloco
adipico
Monossacaridof-OH 6.Conjugacdo com MonossacaridoBloco
proteina-NH,
OH NHC (O) (CH,) 4C (O)NH-Proteina

Bloco é um grupo bloqueante

Esquema 2

25



As proteinas transportadoras preferidas s&do as toxinas ou
toxbdides bacterianos, como os toxdides da difteria ou tétano.
Estes sdo vulgarmente usados em vacinas conjugadas. O toxdide
da difteria CRMjs; € particularmente preferido [28]. Outras
proteinas transportadoras apropriadas incluem a proteina da
membrana externa de N. meningitidis [29], péptidos sintéticos
[30, 317, as proteinas de choque térmico [32, 331, as
proteinas do bacilo perttissico [34, 35], a proteina D de H.
influenzae [36], citocinas [37], linfocinas [37], hormonas
[37], factores de crescimento [37], toxina A ou B de C.
difficile [38], proteinas de captacdo do ferro [39], etc. E
possivel utilizar misturas de proteinas transportadoras.

Apds a conjugacido, poderdo separar-se o0sS sacaridos livres

e o0s conjugados. Existem muitos métodos apropriados para tal,

incluindo a cromatografia hidrofdébica, ultrafiltracéo
tangencial, diafiltracdo, etc. [ver igualmente as refs. 40,
41, etc.].

Uma sd proteina transportadora poderé transportar

maltiplos sacaridos diferentes [42].

Composicdes farmacéuticas e métodos

0 invento fornece uma composicéo farmacéutica
compreendendo (a) um sacédarido modificado segundo o invento
e/ou um conjugado do invento, e (b) um transportador
farmaceuticamente aceitavel.

Quando um conjugado estd presente, a composicdo poderé
compreender também proteina transportadora livre [43].

O termo “transportadores farmaceuticamente aceitéveigs”
inclui qualquer transportador que nédo induza por si sé a
producdo de anticorpos prejudiciais ao individuo que recebe a
composicéo. Os transportadores adequados correspondem

tipicamente a macromoléculas grandes e lentamente
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metabolizadas, tais como proteinas, polissacadridos, 4&cidos
polilédcticos, &cidos poliglicdlicos, aminodcidos poliméricos,
copolimeros de aminodcidos, trealose [44], agregados lipidicos
(como goticulas de &éleo ou lipossomas) e particulas virais
inactivas. Tais transportadores sdo bem conhecidos dos
técnicos de pericia média. As vacinas poderdo também conter
diluentes, tais como &gua, soro fisioldgico, glicerol, etc.
Adicionalmente, poderéo estar presentes substéncias
auxiliares, tais como agentes molhantes ou agentes
emulsionantes, substdncias tamponantes de pH e semelhantes.
Pode encontrar-se uma exposicdo exaustiva dos excipientes
farmaceuticamente aceitédveis em Remington’s Pharmaceutical
Sciences.

Tipicamente, as composicdes s&do preparadas sob a forma de
injectédveis, como solucdes liquidas ou suspensdes; poderdo
igualmente preparar-se formas sdlidas adequadas para solucéo,
ou suspensdo, em veiculos liquidos antes da injeccdo. A
preparacdo poderd também ser emulsificada ou encapsulada em
lipossomas para que se obtenha um efeito adjuvante

intensificado. A administracdo directa das composicdes gseré

geralmente parentérica (p.ex. por injeccéo subcuténea,
intraperitoneal, intravenosa ou intramuscular, ou por
administracdo ao espaco intersticial de um tecido). As

composicdes poderdo igualmente ser administradas a uma lesdo.
Outros modos de administracdo incluem a administracdo oral e
pulmonar, rectal (supositdérios) e aplicacgdes transdérmicas ou
transcuténeas [p.ex., vref. 45], agulhas e hiposprays. As
dosagens de tratamento poderdo ser administradas num regime de
dose Unica ou de doses multiplas (p.ex. incluindo doses de
reforco).

A composicdo do invento ¢é preferencialmente estéril,

tamponada e/ou isenta de pirogénios.
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A composicdo corresponde preferencialmente uma composicéo
imunogénica (p.ex. uma vacina). As vacinas baseadas em
sacaridos ou conjugados de sacadrido-proteina s&o bem
conhecidas da técnica.

As composicdes imunogénicas compreendem uma quantidade
imunologicamente eficaz de antigénio sacaridico, assim como
qualquer um de outros componentes especificados, segundo
necessario. Por “quantidade imunologicamente eficaz” pretende-
se significar que a administracdo dessa quantidade a um
individuo, em dose Unica ou como parte de uma série de doses,
é eficaz para fins de tratamento ou prevencdo. Esta quantidade
varia dependendo do estado de saude e condicdo fisica do
individuo a tratar, da idade, do grupo taxondmico do individuo
a tratar (p.ex., primata ndo humano, primata, etc.), da
capacidade do sistema imunoldégico do individuo para sintetizar
anticorpos, do grau de proteccdo desejada, da formulacdo da
vacina, da avaliacdo da situacdo clinica feita pelo médico, e
de outros factores relevantes. E esperado que esta quantidade
se inclua num intervalo relativamente alargado que pode ser
determinado através de ensaios de rotina. As dosagens de
tratamento poderdo ser administradas num regime de dose Unica
ou de doses multiplas (p.ex. incluindo doses de reforco). A
vacina poderd ser administrada em conjuncdo com outros agentes
imunoreguladores.

A composicdo imunogénica poderd incluir um adjuvante. Os
adjuvantes preferidos para a intensificacdo da eficécia da
composicdo incluem, de forma ndo limitativa: (A) compostos de
aluminio, p.ex. hidréxidos de aluminio (p.ex., oxihidrdéxidos),
fosfatos de aluminio (p.ex., hidroxifosfatos, ortofosfatos),
sulfatos de aluminio, etc. [p.ex., ver os capitulos 8 e 9 da
ref. 46], ou misturas de diferentes compostos de aluminio,

estando estes compostos presentes em qualquer forma adequada
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(p.ex., de gel, cristalina, amorfa, etc.) e sendo preferida a
adsorcdo; (B) MF59 (5% de esqualeno, 0,5% de Tween 80 e 0,5%
de Span 85, formulado em particulas submicrénicas por meio de
um microfluidificador [ver o Capitulo 10 da ref. 46; ver
também a ref. 47]; (C) lipossomas [ver os Capitulos 13 e 14 da
ref. 46]; (D) ISCOMS |[ver o Capitulo 23 da ref. 46], que
poderdo estar isentos de detergente adicional [48]; (E) SAF,
contendo 10% de esqualeno, 0,4% de Tween 80, 5% de polimero
L121 blogueado por plurdnico, e thr-MDP, microfluidizado até
uma emulsdo submicrdénica ou vortexado para gerar uma emulséo
com particulas de maior tamanho [ver o Capitulo 12 da ref.
46]; (F) sistema adjuvante RIBI® (RAS) (Ribi Immunochem)
contendo 2% de esqualeno, 0,2% de Tween 80 e um ou mais
componentes da parede celular bacteriana pertencentes ao grupo
que consiste em monofosforil-lipido A (MPL), dimicolato de
trealose (TDM) e esqueleto da parede celular (CWS) ,
preferencialmente MPL+CWS (Detox®) ; (G) adjuvantes de
saponinas, tal como o QuilA ou o QS21 [ver o Capitulo 22 da
ref. 46], também conhecido por Stimulon®; (H) quitosano
[p.ex., 491 ; (I) Adjuvante Completo de Freund (CFA) e
Adjuvante Incompleto de Freund (IFA); (J) citocinas, tais como
interleucinas (p.ex.,IL-1, I1L-2, 1IL-4, 1IL-5, IL-6, IL-7, IL-
12, etc.); interferdes (p.ex., interferdo gama), factor
estimulador de coldbénias de macréfagos, factor de necrose de
tumor, etc. [ver os capitulos 27 e 28 da ref. 4o6]; (K)
microparticulas (i.e., uma particula de ~100 nm a ~150 um de
didmetro, mais preferencialmente ~200 nm a ~30 pm de diametro,
e ainda mais preferencialmente ~50 nm a ~10 pm de didmetro)
formadas a partir de materiais biodegradaveis e nédo tdxicos
(p.ex. um poli(a-hidroxidcido), um &cido polihidroxibutirico,
um poliortoéster, um polianidrido, uma policaprolactona,

etc.); (L) monofosforil-lipido A (MPL) ou MPL  3-0-
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desacetilado (3dMPL) [p.ex., capitulo 21 da ref. 46]; (M)
combinacdes de 3dMPL com, por exemplo, QS21 e/ou emulsdes
b6leo-em-4gua [50]; (N) oligonucledétidos compreendendo motivos
CpG [51], i.e., contendo pelo menos um dinucledtido CG, sendo
opcionalmente usada 5-metilcitosina em lugar de citosina, e/ou
motivo CI; (0) um éter de polioxietileno ou um éster de
polioxietileno [52]; (P) um surfactante de éster de
polioxietileno-sorbitano em combinacdo com um octoxinol [53]
ou um surfactante de éter ou éster de polioxietileno-alquilo
em combinacdo com pelo menos um surfactante ndo idnico
adicional, tal como um octoxinol [54]; (Q) um oligonucledtido
imunoestimulante (p.ex., um oligonucledtido  CpG) e uma

saponina [55]; (R) um imunoestimulante e uma particula de sal

metalico [56]; (S) uma saponina e uma emulsdo &leo-em-agua
[571:; (T) uma saponina (p.ex. 0S21) + 3dMPL 4+ IL12
(opcionalmente + um esterol) [58]; (U) enterotoxina termolébil

de E. coli (“LT”), ou seus mutantes destoxificados, tais como
0s mutantes K63 ou R72 [p.ex., capitulo 5 da ref. 59]; (V)
toxina da cdlera (“"CT”), ou seus mutantes destoxificados
[p.ex., capitulo 5 da ref. 59]; e (W) emuladores do

monofosforil-lipido A, como os derivados de fosfato de

aminoalquilglucosaminida, p.ex., RC-529 [60]; (X)
polifosfazeno (PCPP) ; (Y) um bioadesivo [61], como
microesferas de &cido hialurdnico esterificado [62] ou um

mucoadesivo seleccionado a partir do grupo gque consiste em
derivados de crosslinking do &acido poliacrilico, alcool
polivinilico, polivinilpirrolidona, polissacéaridos e
carboximetilcelulose; ou (Z) outras substédncias gue actuam
como agentes imunocestimuladores para intensificar a eficécia
da composicdo [p.ex., ver o capitulo 7 da ref. 46]. O alum
(especialmente fosfatos e/ou hidrdbéxidos de aluminio) constitui

um adjuvante preferido.
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Os muramilpéptidos incluem a N-acetil-muramil-L-
treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-
alanil-D-isoglutamina (nor-MDP) , N-acetilmuramil-L-alanil-D-
isoglutaminil-L-alanina-2-(1’'-2’-dipalmitoil-sn-glycero-3-
hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE), etc.

Uma vez formuladas, as composicdes do invento poderdo ser
administradas directamente ao individuo. 0s individuos a
tratar poderdo ser animais; em particular, poderdo tratar-se
individuos humanos. As vacinas sdo particularmente uUteis para
vacinar criancas e adolescentes.

As vacinas de acordo com O invento poderé&o ser
profildcticas (i.e., ©para prevencdo de uma infeccgdo) ou
terapéuticas (i.e., para tratar a doenca apbds a infeccdo), mas
serdo tipicamente profilécticas.

Além dos sacaridos modificados, a composicdo poderad conter

outros componentes antigénicos. Por exemplo, a composicédo
poderd incluir um ou mais sacaridos (estejam ou néo
modificados de acordo com o invento). Por exemplo, a

composicdo poderad compreender sacaridos dos serogrupos C, W135
e Y de N. meningitidis (p.ex., para além de um sacdrido de
MenA modificado). Estes estardo tipicamente conjugados com
proteinas transportadoras, e 0s sacdridos de diferentes
serogrupos de N. meningitidis poderdo estar conjugados com a
mesma proteina transportadora ou com proteinas transportadoras
diferentes. Quando a mistura compreende sacaridos capsulares
de ambos os serogrupos A e C, é preferido que a razdo (p/p) de
sacadrido MenA:sacdrido MenC seja superior a 1 (p.ex., 2:1,
3:1, 4:1, 5:1, 10:1 ou superior). Tem-se observado uma
imunogenicidade melhorada do componente de MenA gquando este
estd presente em excesso (massa/dose) em relacdo ao componente
de MenC. [63]

A composicédo poderd conter ainda antigénios proteicos.
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Os antigénios que poderdo ser incluidos na composicdo do
invento incluem:

- antigénios de Helicobacter pylori tais como CagA [64 a
67], VacA [68, 69], NAP [70, 71, 72], HopX [p.ex., 73], HopY
[p.ex., 73] e/ou urease.

- um antigénio proteico do serogrupo B de N. meningitidis,
tal Ccomo 0s encontrados nas refs. 74 a 80, sendo
particularmente preferidos a proteina ‘287’ (ver abaixo) e
derivados (p.ex., ‘AG2877).

- uma preparacdo de vesiculas da membrana externa (OMV) do
serogrupo B de N. meningitidis, tal como as apresentadas nas
refs. 81, 82, 83, 84, etc.

- um antigénio sacaridico do serogrupo C de N.
meningitidis, tal «como o oligossacadrido do serogrupo C
apresentado na ref. 85 [ver também a ref. 86].

- um antigénio sacaridico de Streptococcus pneumoniae
[p.ex., 87, 88, 89].

- um antigénio do virus da hepatite A, tal como o virus
inactivado [p.ex., 90, 91].

- um antigénio do wvirus da hepatite B, tal como o0s
antigénios de superficie e/ou do core [p.ex., 91, 92].

- um antigénio do virus da hepatite C [p.ex., 93].

- um antigénio de Bordetella pertussis, tal como a
holotoxina pertussica (PT) e a hemaglutinina filamentosa (FHA)
de B. pertussis, opcionalmente também em combinacdo com
pertactina e/ou os aglutinogénios 2 e 3 [p.ex., refs. 94 e
957].

- um antigénio de difteria, tal como um toxdide de
difteria [p.ex., capitulo 3 da ref. 96], p.ex., 0 mutante
CRMi¢97 [p.ex., 97].

- um antigénio de tétano, tal como um toxdéide de tétano

[p.ex., capitulo 4 da ref. 96].

32



- um antigénio sacaridico de Haemophilus influenzae B
[p.ex., 86].

- um antigénio de N. gonorrhoeae [p.ex., 74, 75, 7To6].

- um antigénio de Chlamydia pneumoniae [p.ex., 98, 99,
100, 101, 102, 103, 104].

- um antigénio de Chlamydia trachomatis [p.ex., 105].

- um antigénio de Porphyromonas gingivalis [p ex., 106].

- antigénio(s) de poliomielite [p.ex., 107, 108], tal como
IPV ou OPV.

- antigénio(s) da raiva [p.ex., 109], tal como o virus
inactivado liofilizado [p.ex. 110, RabAvert®].

- antigénios do sarampo, papeira e/ou rubéola [p.ex.,
capitulos 9, 10 e 11 da ref. 906].

- antigénio(s) da gripe [p.ex., capitulo 19 da ref. 96],
tal como as proteinas de superficie hemaglutinina e/ou
neuraminidase.

- um antigénio de Moraxella catarrhalis [p.ex., 111].

- um antigénio de Streptococcus agalactiae (estreptococo
do grupo B) [p.ex., 112, 113].

- um antigénio sacaridico de Streptococcus agalactiae
(estreptococo do grupo B).

- um antigénio de Streptococcus pyogenes (estreptococo do
grupo A) [p.ex., 113, 114, 115].

- um antigénio de Staphylococcus aureus [p.ex., 116].

- um antigénio de Bacillus anthracis |[p.ex., 117, 118,
119].

- um antigénio de um virus da familia Flaviviridae (género
flavivirus), tal como o virus da febre amarela, virus da
encefalite Japonesa, quatro serotipos de virus do dengue,

virus da encefalite transmitida pela carraca, virus West Nile.
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- um antigénio de pestivirus, tal como o virus da febre
porcina cléssica, virus da diarreia viral bovina e/ou virus da
border disease.

- um antigénio de parvovirus, p.ex., do parvovirus B19.

- uma proteina de prido (p.ex., a proteina do prido CJD).

- uma proteina amildide, tal como um péptido beta [120].

- um antigénio tumoral, tal como os listados na Tabela 1
da ref. 121 ou nas Tabelas 3 e 4 da ref. 122.

A composicdo poderd compreender um ou mais destes
antigénios adicionais.

Os antigénios proteicos téxicos poderdo ser destoxificados
quando necessario (p.ex., destoxificacdo da toxina pertussica
por meios gquimicos e/ou genéticos [95]).

Quando um antigénio de difteria é incluido na composicédo,
é preferida a inclusédo adicional do antigénio de tétano e dos
antigénios pertussicos. Similarmente, gquando ¢é incluido um
antigénio de tétano, prefere-se igualmente a inclusdo de
antigénios de difteria e perttissicos. Do mesmo modo, quando &
incluido um antigénio pertussico, ¢é preferida a incluséo
adicional dos antigénios de difteria e de tétano.

Os antigénios encontram-se preferencialmente adsorvidos a
um sal de aluminio.

Os antigénios na composicdo estardo tipicamente presentes
numa concentracido de pelo menos 1 ng/ml cada. Em geral, a
concentracdo de um dado antigénio sera suficiente ©para
estimular uma resposta imune contra esse antigénio.

Como alternativa ao uso de antigénios proteicos na
composicdo do invento, poderd utilizar-se 4cido nucleico
codificando para o antigénio [p.ex., refs. 123 a 131]. Os
componentes de proteina das composicdes do invento poderédo

deste modo ser substituidos por um acido nucleico
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(preferencialmente DNA, p.ex. sob a forma de um plasmideo) qgue
codifica para a proteina.

O invento fornece igualmente um método para a estimulacédo
de uma resposta de anticorpos num mamifero, compreendendo a
administracdo de uma composicdo farmacéutica do invento ao
mamifero. O mamifero ¢é preferencialmente um humano. O humano
poderd ser um adulto ou, preferencialmente, uma crianca. A
resposta de anticorpos é preferencialmente protectora contra a
infeccédo pelo serogrupo A de N. meningitidis.

O invento fornece ainda um método para a imunizacdo de um
mamifero, compreendendo a administracdo de uma composicédo
farmacéutica do invento ao mamifero.

Este invento fornece também um sacdrido modificado segundo
o0 invento, ou um conjugado segundo © invento, para usSO COmMo
medicamento.

O invento ©proporciona ainda o uso de um sacarido
modificado segundo o invento, ou um conjugado segundo ©
invento, no fabrico de um medicamento para a prevencdo ou
tratamento de uma doenca causada por bactérias capsuladas. As
doencas causadas por Neisseria incluem meningite, septicémia e
gonorreia. As doencas causadas por H. influenzae incluem otite
média, bronquite, pneumonia, celulite, pericardite e
meningite. As doencas causadas pelo pPneumococo incluem
meningite, sépsis e pneumonia. E preferida a prevencdo e/ou

tratamento da meningite bacteriana.

Definicdes

O termo “compreendendo” significa “incluindo” assim como
“consistindo em”; p.ex., uma composicdo “compreendendo” X
poderad consistir exclusivamente em X ou poderd incluir algo

adicional, p.ex., X + Y.
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O termo “cerca de” em relacdo a um valor numérico X
significa, por exemplo, x * 10%.

Deverd ter-se em conta que poderdo existir anéis de acucar
sob as formas aberta e fechada e que, se bem que as fdérmulas
estruturais aqui apresentadas mostrem formas fechadas, as

formas abertas sdo igualmente abrangidas pelo invento.

Breve descricdo dos esquemas

A Figura 1 mostra o avDP de amostras de MenA apds
incubacdo a 37°, 49° e 57°C apresentado num grafico em funcéo
do tempo (h).

A Figura 2 apresenta o avDP de amostras de MenA-CDI-DMA
apds incubacdo a 37°, 49° e 57°C apresentado num grafico em
funcdo do tempo (h).

A Figura 3 mostra um grafico com os espectros sobrepostos
de RMN *'P a 242,9 MHz de amostras de MenA-CDI-DMA incubadas a
57°C durante 0, 24, 48, 72 e 96 horas. S&o indicados alguns
marcadores de sinal.

A Figura 4 mostra o diagrama de avDP vs. tempo para a
comparacdo dos métodos analiticos colorimétricos e de RMN *'P.

A Figura 5 mostra o avDP de sacaridos nativos e
modificados de MenA a 2-8°C ao longo do tempo.

A Figura 6 apresenta o espectro de RMN 'H a 600 MHz de
MenA-CDI-DMA a 298 K. S&o indicadas algumas atribuicdes.

A Figura 7 mostra os resultados de um ensaio competitivo
de ELISA realizado usando oligossacdridos de MenA, MenA-CDI e
MenA-CDI-DMA como agentes de revestimento. A concentracdo de
competidores variou entre 10° e 1077 mg/ml.

A Figura 8 ilustra o esquema de reaccdo para a conjugacao

de oligossacaridos de MenA.
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A Figura 9 apresenta o espectro de RMN 'H a 600 MHz e 25°C
de MenA modificado activado. S&o indicados alguns marcadores
de sinal.

As Figuras 10A e 10B mostram espectros hetero-
correlacionados de RMN 'H, c a 25°C de MenA modificado
activado. Em ambas as Figuras, 10A e 10B, o eixo dos X
estende-se aproximadamente desde 5,7 ppm, a esquerda, até 1,8
ppm, a direita. Na Figura 10A, o eixo dos Y estende-se
aproximadamente desde 145 ppm, no topo, até 185 ppm, na base;
na Figura 10B este eixo estende-se aproximadamente desde 5
ppm, no topo, até 105 ppm, na base.

A Figura 11 apresenta os graficos sobrepostos de RMN 'H de
MenA DP4 modificado activado e de MenA DP4 nativo (sem a
modificacdo gquimica por CDI e DMA) activado.

A Figura 12 apresenta o espectro de RMN °'P a 243 MHz e
25°C de MenA modificado activado.

As Figuras 13 e 14 expdem o aparecimento de sacéarido livre
devido a hidrdlise de conjugados armazenados a 37°C durante um
periodo de quatro semanas. 0Os sacaridos modificados séo
apresentados como quadrados e 08 sacaridos naturais como
tridngulos abertos.

A Figura 15 expde o aparecimento de sacarido livre devido
a hidrélise de conjugados armazenados a 37°C durante um
periodo de quatro semanas a diversos pH. A coluna a esquerda
de cada par indica o oligossacéarido nativo.

A Figura 16 apresenta os titulos de IgG anti-pS-MenA
induzidos por (da esquerda para a direita) os conjugados do
lote 3, do lote 5 e do lote 002011. As barras indicam os
limites de confianca de 95%.

A Figura 17 apresenta a anadlise das subclasses de IgG em

pools de soros resultantes de imunizacdo com conjugados de
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MenA modificados e n&o modificados (lotes 3, 5 e 002011). Os
valores correspondem a DOgospn multiplicada por 1000.

A Figura 18 mostra os resultados de um ensaio competitivo
de ELISA usando o pS de MenA como competidor. O eixo dos Y
apresenta os valores de DOgpsnyn multiplicados por 1000. O eixo
dos X mostra as reciprocas das diluicdes de soro. O
oligossacdrido MenA ndo modificado ¢é representado pelos
circulos; o0s sacédridos modificados sdo representados por
quadrados (lote 3) e por tridngulos (lote 5). O0Os simbolos
abertos mostram os dados relativos a auséncia de polissacérido
competidor; os simbolos a cheio mostram os dados relativos a

presenca de polissacdrido competidor.

Modos de realizagdo do invento

Modificagdo do oligossacdrido MenA

Purificou-se o polissacédrido capsular a partir de MenA, o
qual foi hidrolisado para fornecer o oligossacarido MenA. O
polissacadrido (2 g) foi hidrolisado a 50°C em tampdo de
acetato de sdédio 50 mM, pH 4,75, a uma concentracdo de
polissacérido de 10 mg/ml, durante cerca de 4 horas [86]. Apds
a hidrdélise, a solucdo foi seca por evaporacdo em rotor.

O oligossacéarido foi activado usando o esquema de reacc¢io
que ¢é apresentado acima no Esquema 1. O oligossacérido foi
dissolvido em DMSO até se obter uma concentracdo de sacéarido
de 10 mg/ml. Para se obter uma razdo molar de
oligossacédrido:CDI de 1:20, adicionaram-se entdo 21,262 g de
CDI (Sigma®) e a mistura de reaccdo foi agitada durante 16
horas a temperatura ambiente. O composto MenA-CDI resultante
foi purificado por precipitacdo selectiva numa mistura de
80:20 (v/v) de acetona:DMSO, seguida de centrifugacdo. A

eficiéncia da reaccdo de activacdo foi calculada, através da
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determinacdo da razdo entre o imidazol 1livre e o imidazol
ligado, como sendo de cerca de 67,9%.

No segundo passo de reaccdo, o oligossacadrido MenA-CDI foi
solubilizado em DMSO até uma concentracdo de sacidrido de cerca
de 10 mg/ml. Para se obter uma razdo molar de unidade de MenA-
CDI:DMA de 1:100, adicionaram-se 36,288 g de cloridrato de
dimetilamina a 99% (Sigma®) e a mistura de reaccdo foi agitada
durante 16 horas a temperatura ambiente. O produto de reaccéo
foi liofilizado e ressolubilizado até se obter uma solucdo a
10 mg/ml em &agua.

Para remover os reagentes de baixo peso molecular (em
particular a dimetilamina (DMA) ) da preparacéo de
oligossacarido, foi efectuado um passo de didlise através de
uma membrana MWCO de 3,5 kDa (Spectra/Por®). Foram realizados
quatro passos de dialise: (i) 16 horas contra 2 L de cloreto
de sdédio 1M (factor de didlise 1:20), (ii) 16 horas contra 2 L
de cloreto de sdédio 0,5M (factor de diédlise 1:20), (iii) e
(iv) 16 horas contra 2 L de WFI (factor de didlise 1:20). Para
melhorar a purificacdo, foi ainda realizado um passo de
diafiltracéao através de uma membrana MWCO de 1 kDa
(Centricon®) .

O produto purificado de MenA-CDI-DMA foi tamponado a pH
6,5 em L-histidina 25 mM (Fluka®).

A estabilidade dos produtos de MenA e de MenA-CDI-DMA foi
avaliada usando métodos colorimétricos e de RMN para
determinar o seu grau médio de polimerizacdo (avDP). As
amostras foram incubadas em frascos de vidro em tampdo de His
25 mM, pH 6,5, durante 96 horas a uma de trés temperaturas
(37°, 49° ou 57°C) e, no final do periodo de incubacdo, as

amostras foram armazenadas a 4°C.

39



Estudo colorimétrico da estabilidade

O avDP quimico é expresso através da razdo [Pt]/[Pme], em
que [Pt] ¢é a concentracdo total de fésforo e [Pme] é a
concentracdo de fosfato de monoéster terminal. [Pt] foi
determinado colorimetricamente tal como descrito na ref. 132.
[Pme] foi determinado através da medicéao do fosfato
inorgédnico, Pi, libertado por reaccdo enzimdtica com fosfatase
dcida de batata [133].

As Figuras 1 e 2 mostram os avDPs de MenA e de MenA-CDI-
DMA em funcdo do tempo (t).

As constantes cinéticas (k) da hidrélise de sacarido
(indicada nas Figuras 1 e 2 pela descida de avDP) foram
analisadas tal como se descreve na referéncia 134. Foram

analisados dois aspectos distintos de k:

- k como funcdo de avDP e t na equacdo cinética padrido; e

- k como funcdo do factor de frequéncia (A), energia de

activacdo (AGa) e temperatura (T) na equacdo de Arrhenius.

Assumiu-se que a hidrdélise prosseguiu até ao final com uma

cinética de primeira ordem satisfatdria:

' i‘f‘g_‘?f;mmwp : avDP = avDP, exp(—kt)
em que avDPy, = avDP a t=0.

A forma logaritmica é:

InavDP =InavDF, — kt

k é definida pelo declive do grafico de 1ln avDP = f(t).
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A equacdo de Arrhenius indica a correlacdo entre as
constantes cinéticas a diversos valores de temperatura e a

energia de activacdo para a reaccdo de hidrdlise:

k= Aexp(-AG, [ RT)

Ink=1lnA~-AG, /RT

em que R = 8,314 x 1077 KJ/mol K.

AGa é calculado a partir do declive da linha recta obtida
pelo tracado de um grafico de 1In k em funcédo da reciproca da
temperatura (1/T). Neste estudo foi analisada apenas a energia
de activacdo total da reaccdo de hidrdélise, sem a separacéo
das contribuicdes isoladas da entalpia de activacdo e da
entropia de activacdo (AGa = AHa + TASa).

A Tabela 1 resume os dados do ensaio colorimétrico de avDP
e as constantes cinéticas da reaccdo de hidrdlise a véarias

temperaturas:

avDP
T (K) 0 h 24 h 48 h 72 h 96 h k (s™h)

310 21,453 | 17,452 | 14,197 | 11,550 9,396 2,4 x 107°

MenA 322 21,453 | 14,028 9,173 5,998 3,922 4,9 x 107°

330 21,453 | 10,956 5,595 2,857 1,459 7,8 x 107°

310 21,453 | 21,192 | 20,994 | 19,524 | 18,640 1,9 x 1077

MenA- 322 | 21,453 | 22,410 | 19,127 | 17,472 | 15,491 | 9,2 x 107’

CDI-DMA 330 |[21,453(20,227|16,555|13,864 11,600 1,8 x 10°°

Os gréaficos de Arrhenius das constantes de taxa obtidas a
37°, 49° e 57°C indicam que a energia de activacdo da reaccédo
de hidrdélise em tampdo His 25 mM, pH 6,5, ¢é de 50,1 KJ/mol
(12,0 Kcal/mol) para MenA e de 94,9 KJ/mol (22,7 Kcal/mol)

para MenA-CDI-DMA. Os erros-padrdo, estimados por regressédo
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linear dos menores quadrados dos graficos de Arrhenius, sédo de
* 5,0 KJ/mol (£ 1,2 Kcal/mol) para os valores de AGa. Assim, o
polissacérido modificado segundo o invento é quase duas vezes

mais estdvel do que o seu correspondente ndo modificado.

Estudo da estabilidade por RMN

De modo a verificar o) avDP obtido pelo método
colorimétrico, efectuaram-se experiéncias analiticas de RMN
'p. 0s dados de avDP foram calculados através da razdo de
integracdo entre os sinais de Pup € de Py cagein (ver Figura 3).

Foram preparadas amostras de RMN 'H e °'P dissolvendo
oligossacéaridos 1liofilizados em 0,75 ml de D,0O a 99,9%
(Aldrich®) para fornecer solucdes com concentracdes de 10-15
mM. Em todas as experiéncias, foram usados tubos de RMN de 5
mm Wilmad®. Os espectros de RMN foram registados a 298 K num
espectrédmetro de RMN Avance DRX da Bruker®, a 600 MHz, com uma
unidade BGU. Foi usada uma sonda de tripla ressonédncia TBI 5
nun com gradientes z auto-blindados. Para o processamento dos
dados foi usado o software XWINNMR 3.0 da Bruker. As condicdes
de aquisicdo espectral padronizadas para ‘H foram as de recolha
de pontos de dados a 32 k ao longo de uma janela espectral de
6000 Hz com 4 varrimentos. Foi aplicada uma transformacdo de
Fourier aos espectros de RMN 'H apdés aplicacdo de uma funcdo de
alargamento de linha de 0,1 Hz e o0s espectros foram
referenciados a ressonédncia do ido acetato a 1,91 ppm ou a da
dgua monodeuterada a 4,72 ppm. As condic¢des de aquisicéo
espectral padronizadas para °'P foram as de recolha de pontos
de dados a 32 k ao longo de uma janela espectral de 3000 Hz
com 128 wvarrimentos. Foi usada uma funcdo de alargamento de
linha de 2,0 Hz.

Tal como mostra a Figura 4, os métodos colorimétricos e de

RMN *'P sdo concordantes para todos os valores de temperatura,
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sendo apenas evidente um ligeiro deslocamento para baixo (sem
efeitos sobre 1n avDP = f(t)).
Os resultados dos métodos de andlise colorimétrica e de

RMN *'P sdo resumidos na Tabela 2:

Método avDP
analitico T (K) 0O h 24 h 48 h 72 h 96 h k (s™)

310 |[21,453[21,192| 20,994 |{19,524| 18,640 1,9 x 107’

Determinacéo 322 |21,453[22,410]| 19,127 {17,472 15,491 9,2 x 107

colorimétrica 330 |[21,453[20,227| 16,555 (13,864 11,600 | 1,8 x 10°°

310 |20,407(19,573| 19,170 |18,450| 18,253 | 3,3 x 107’

Determinagédo 322 |20,407|16,986| 14,836 {12,556 10,051 | 2,0 x 10°°

por RMN °'P 330 |20,407|15,984| 12,123 (9,860 | 8,079 | 2,7 x 10°

Através da melhoria da andlise por meio da forma espectral
de P,., verifica-se o surgimento de duas espécies moleculares
diferentes (ver Figura 3). E evidente uma constante cinética
inferior para o sinal de campo superior.

Por extrapolacdo dos dados adguiridos a temperatura
inferior (p.ex., a temperatura de armazenamento tipica de 2 a
8°C), ¢é possivel extrapolar estes dados para uma escala de
tempo de 2 anos (ver Figura 5).

Comparando os resultados obtidos por meio destas
investigacdes relativamente a estabilidade de MenA e de MenA-
CDI-DMA, observa-se um aumento significativo de estabilidade
do produto modificado. A extrapolacdo para uma escala de tempo
mais alargada indica que a degradacdo de MenA-CDI-DMA ¢&
reduzida o suficiente para permitir a distribuicdo do produto

durante 2 anos.

Caracterizacdo estrutural

A Figura 6 mostra um espectro por RMN 'H de uma amostra de
MenA-CDI-DMA a 298 K com atribuicdes de sinal indicativas. O

perfil por RMN sugere uma elevada similiariedade entre o
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oligossacédrido MenA e o oligossacédrido MenA-CDI-DMA. Os sinais
de 'H-metil-DMA surgem na regido espectral de 2,6-3 ppm. O pico
a 2,73 ppm corresponde ao '‘H-metilo do DMA livre, como reagente
residual na solucgdo. O pico a 2,91 ppm foi atribuido, como
hipétese, a ligacdo de 'H-metil-DMA & cadeia de oligossacarido.

Os perfis de RMN °'P sdo similares aos do oligossacarido
MenA. Observa-se apenas um curto deslocamento para campo
inferior do sinal de P, (ver Figura 3).

Os sacéaridos modificados segundo o invento sdo deste modo
estruturalmente semelhantes aos seus correspondentes nativos,
o) que deveréa significar que a antigenicidade e a
imunogenicidade ndo sdo afectadas.

Ensaios competitivos de ELISA

Foi usado um ensaio competitivo de ELISA para
correlacionar os oligossacaridos MenA, MenA-CDI e MenA-CDI-DMA
com a sua capacidade para deslocar anticorpos especificos. O
grafico de % de inibicdo em funcdo da concentracdo do
competidor (mg/ml) ¢é apresentado na Figura 7. Todas as
amostras exibiram um comportamento semelhante, atingindo cerca
de 100% de inibicdo a uma concentracdo de competidor de 107%
mg/ml.

Tal confirma que a modificacdo dos sacdridos de acordo com

o invento ndo resulta em perda de antigenicidade.

Conjugacéo
O sacadrido MenA modificado (MenA-CDI-DMA) foi conjugado
com proteina CRMig; através do processo resumido na Figura 8.

Os passos basicos do processo de conjugacgdo sédo:
- hidrélise do polissacadrido MenA para fornecer fragmentos de

oligossacéarido

- dimensionamento dos fragmentos de oligossacarido
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- aminacéo redutiva dos grupos aldeido terminais dos
oligossacaridos dimensionados

- proteccdo dos grupos -NH; terminais por grupos Fmoc antes da
reaccdo com CDI

- desproteccdo intrinseca dos grupos -NH, durante a reaccdo com
DMA

- activacéo dos grupos -NH, terminais por SIDEA (N-
hidroxisuccinimidodiéster de &acido adipico)

- ligacdo covalente a proteina CRMigy

a) Hidrdlise

O polissacarido MenA foi hidrolisado em tampdo de acetato
de sédio 50 mM, pH 4,75, durante aproximadamente 3 horas a
73°C. A hidrdlise foi controlada de modo a se obterem
oligossacdridos com um grau de polimerizacdo (GP) médio de
aproximadamente 15, tal como determinado através da razéo

(p/p) entre o fésforo orgédnico total e o fosfato de monoéster.

b) Dimensionamento

Este passo selecciona uma populacéo definida de
oligossacaridos gerados durante o processo de hidrdlise. O
hidrolisado acima obtido foi wultrafiltrado através de uma
membrana com cutoff de 30 kDa (12 volumes de diafiltracdo de
tampdo de acetato 5 mM, pH 6,5) para remover as cadeias de

grande extensdo da porcdo molecular retida.

c) Introducdo de um grupo amino primadrio na extremidade

redutora
Adicionou-se acetato de aménio a solucdo de oligossacérido
dimensionado para se obter uma concentracdo final de 300 g/1,

adicionando-se entdo ciano-borohidreto de sdédio até uma
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concentracdo final de 73 g/l. Apdbds ajuste do pH até 6,5 + 0,2,
a mistura foi incubada a 37°C durante 5 dias.

Os amino-oligossacédridos foram entdo purificados por
ultrafiltracdo através de uma membrana de cutoff de 3 kDa
usando 13 volumes de NaCl 0,5 M. Este passo remove as cadeias
sacaridicas de curta extensdo (GP<6-7), obtendo-se um grau
final de polimerizacdo média de ~15.

A porcdo molecular retida foi diafiltrada com 4 volumes de
TAB (brometo de tetrabutilaménio) 10 mM e de seguida com 7
volumes de H,0 para se proceder a troca de Na' por TAB". 0 iao
orgédnico positivo melhora a solubilidade do sacarido em DMSO
(requerida para os passos de derivatizacdo seguintes) até
cerca de 10 g/1.

Os oligossacéaridos purificados foram secos com um
evaporador de rotor para remover a agua e foram entéo
solubilizados em solvente de DMSO até uma concentracdo de
cerca de 10 g/1.

A solucédo purificada de amino-oligossacéaridos foi
analisada quanto ao seu contetdo em fésforo pelo procedimento
de Chen [132] e quanto a quantidade de grupos amino
introduzidos pelo procedimento de Habbeb [135].

Como alternativa a ultrafiltracdo para a remocdo de
sacadridos de cadeia curta, foi usada uma coluna Q-Sepharose
Fast Flow, mas torna-se entdo necessdrio um passo adicional de
troca para uma coluna SP-Sepharose (Pharmacia®) para efectuar

a conversao Na'/TAR".

d) Proteccdo dos grupos amino terminais com reagente Fmoc

Fizeram-se reagir os amino-oligossacaridos com Fmoc-0Su
(N-9-fluorenilmetoxicarboniloxi) (Sigma) de acordo com a razdo
molar -NHy:Fmoc-0OSu = 1:20. A mistura foi incubada durante 12

horas, com agitacdo, a temperatura ambiente e foi precipitada
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com acetona (concentracdo final de 80% v/v). O precipitado foi
recolhido por centrifugacdo e lavado por diversas vezes com

acetona para remover o reagente Fmoc-0OSu que ndo reagiu.

e) Reaccdo de estabilizacdo com o0s reagentes CDI e DMA

Os amino-oligossacéaridos protegidos foram solubilizados em
DMSO a 10 g/l e adicionados a CDI numa razdo molar de
CDI:fésforo total = 20:1. A mistura foi incubada durante 12
horas, com agitacdo, a temperatura ambiente e foi precipitada
com acetona (concentracdo final de 80% v/v). O precipitado foi
recolhido por centrifugacdo e lavado por diversas vezes com
acetona para remover o reagente CDI gue nédo reagiu.

O produto acima obtido foi solubilizado em DMSO a 10 g/l1 e
adicionado a uma solucdo de DMA em etanol (cerca de 5,6 M) de
acordo com a razdo molar de DMA:fédsforo total = 20:1. A
mistura foi incubada durante 12 horas, com agitacdo, a
temperatura ambiente e foi precipitada com acetona
(concentracdo final de 80% v/v). O precipitado foi recolhido
por centrifugacdo e lavado por diversas vezes com acetona para
remover o reagente DMA gue nédo reagiu.

Os oligossacaridos purificados foram entdo secos em vacuo

para remover os vestigios de solventes orgénicos.

f) Cromatografia de troca idnica

O oligossacérido seco foi solubilizado em &gua a 10 g/l e
carregado sobre uma coluna SP-Sepharose Fast Flow (Pharmacia®)
equilibrada com NaCl 1 M, de modo a efectuar a troca de
Tab'/Na’. A coluna foi entdo lavada com 5 volumes de coluna
(VC) de agua para recuperar os vestigios de produto adsorvido
a resina. O oligossacarido foi entdo seco por evaporacdo em

rotor para remover a égua.
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g) Derivatizacdo para éster activo

O produto seco foi solubilizado em dgua a uma concentracdo
de grupo amino de 40 mM, adicionando-se entdo 9 volumes de
DMSO seguidos de TEA (trietilamina) até uma concentracdo final
de 200 mM. A solucédo resultante adicionou-se N-
hidroxisuccinimidodiéster de 4acido adipico (SIDEA) até uma
concentracdo final de 480 mM.

A reaccdo foi mantida a temperatura ambiente durante 2
horas, com agitacdo, e o oligossacarido activado foi entéo
precipitado com acetona (concentracdo final de 80% v/v). O
precipitado foi recolhido por centrifugacdo e lavado por
diversas vezes com acetona para remover o SIDEA que né&o
reagiu.

Os oligossacaridos purificados foram entdo secos sob vacuo
para remover o solvente.

A quantidade de grupos éster activos que foi introduzida
na estrutura do oligossacérido foi determinada por um método
colorimétrico tal como o descrito na referéncia 136.

O oligossacirido activado foi analisado por RMN 'H, tal
como acima descrito, para confirmar as modificacdes qguimicas.
Foram usados os perfis protdénicos por RMN que haviam sido
estabelecidos em experiéncias anteriores para avaliar diversos
lotes de produto. Os sinais de sacaridos foram atribuidos por
inspeccdo dos espectros RMN de 1D (Figura 9) e dos espectros
RMN hetero-correlacionados de 2D ('H, e, Figuras 10A e 10B),
verificando-se serem caracteristicos do MenA modificado.

Dissolveram-se cerca de 5 mg de cada amostra em 750 pl de
D,O0 e o0s espectros foram registados num espectrdmetro Bruker
Advance a 600 mHz.

A inspeccdo da razdo entre grupos CHs" e j,ane! sacaridico
indicou um rendimento da reaccdo de estabilizacdo de entre 70%

a 75%.
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O perfil protdénico do sacédrido modificado é mantido, e a
anadlise por RMN ndo evidencia modificacdes substanciais no que
diz respeito ao estado de O-acetilacdo e a conformacéo
estrutural. No entanto, o0s grupos carbamato modificam o campo
magnético local e, deste modo, a atribuicdo do espectro de RMN
'H é complicada.

Na Figura 11 s&do apresentados os graficos sobrepostos de
oligossacadridos MenA modificados e de oligossacadridos MenA
nativos. E evidente um deslocamento para campo inferior dos
sinais H;, Hs e Hy, j& que os grupos carbamato nas posicdes de
anel C; e C4; estdo mais prdéximos do que outros nucleos, como
por exemplo H;. Os espectros sugerem outras transic¢cdes mas a
sua atribuicdo ndo é completamente segura.

A Figura 12 mostra que a derivatizacdo quimica ndo provoca

qualquer modificacdo do espectro de RMN “'P.

h) Conjugacdo com CRM;jgy

O oligossacarido activado seco foi adicionado a uma
solucdo a 45 mg/ml de CRM;s; em tampdo de fosfato 10 mM, pH 7,2
, de acordo com uma razdo molar de grupos éster:proteina =
12:1. A reaccdo foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente durante 12 horas e o conjugado obtido foi purificado
por wultrafiltracdo tangencial através de uma membrana com
cutoff de 30 kDa usando 50 volumes de tampdo fosfato 10 mM, pH
7,2. 0O produto foi filtrado em condicdes de esterilidade e
armazenado a -20°C até a formulacdo da vacina.

O conjugado purificado foi analisado gquanto ao contetdo em
proteina (Ensaio de Proteinas microBCA), contetdo em sacarido
(andlise cromatografica), perfil de HPLC (em TSKgel G4000SWXL,
7,5 mm D.I. x 30 cm), perfil de RMN e SDS-PAGE.

49



Estabilidade dependente do tempo do conjugado

A estabilidade do conjugado com CRMjg; do oligossacarido
MenA-CDI-DMA foi avaliada através da monitorizacdo do
surgimento, devido a hidrdélise, do sacédrido livre em solucéo
ao longo de quatro semanas de armazenagem a 37°C, em
comparacdo com um conjugado com CRMig; do oligossacarido MenA
ndo modificado.

A quantidade de sacédrido livre (i.e., nédo conjugado) foi
determinada por cromatografia de fase reversa numa coluna C4
de cartucho ISOLUTE® (IST®) para 1isolar as cadeias né&o
conjugadas, e em seguida pelo sacédrido permeado através de
cromatografia HPAE-PAD.

O sacarido total (i.e., tanto o conjugado como O n&ao
conjugado) foi determinado através de um método de analise
quantitativa de fosfato de N-acetilmanosamina, o gqual utiliza
uma cromatografia de troca anidnica de alto rendimento em
associacdo a deteccdo amperométrica pulsada (HPAE-PAD) [137].

A razdo entre sacadrido ndo conjugado e sacarido total foi
expressa em percentagem (% FS).

Numa primeira experiéncia, a % FS desenvolveu-se tal como

se segue (Figura 13):

Tempo (dias) 0 7 14 21 28

Modificado (16,8 | 14,7 | 23,8 | 21,7 | 23,3

Natural [ 11,0 - 27,0 | 36,6 | 39,5

Numa segunda experiéncia, os resultados foram os que se

seguem (Figura 14):

Tempo (dias) 0 7 14 21 28

Modificado | 1,8 1,5 4,2 4,9 8,2

Natural | 4,8 5,5 19,3 | 22,7 | 28,3
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O conjugado de oligossacérido MenA modificado é claramente
muito mais resistente a hidrdlise do que o seu correspondente
natural a temperaturas elevadas. Apds 28 dias a 37°C, por
exemplo, a percentagem de sacarido libertado é de 6,4% para o
oligossacdrido modificado vs. 23,5% para o acucar natural.

Num trabalho adicional destinado a testar a consisténcia
lote-a-lote usando o) sacéarido MenA modificado, foi
monitorizado o surgimento de sacarido livre a partir dos
conjugados durante 8 semanas a 37°C. 0Os resultados para os

trés lotes foram:

Tempo (dias) 0 7 14 28 56

Lote A| 1,7 2,9 3,2 5,8 8,7

Lote B| 1,0 4,2 4,5 6,5 10,9

Lote C| 2,2 4,5 5,4 8,2 11,4

Deste modo, verifica-se que o conjugado modificado ¢é
estdvel por um periodo alargado de tempo. Uma percentagem de
sacarido 1livre de menos de 12% encontra-se bem dentro dos
limites de aceitabilidade, mesmo para temperaturas acima do

normal.

Estabilidade pH-dependente do conjugado

A estabilidade dos conjugados de oligossacaridos MenA
modificados e ndo modificados foi testada através da
monitorizacdo do surgimento de sacdrido livre a diferentes pH,
numa gama de entre 6,0 e 8,0, apds armazenagem a 37°C durante
28 dias. Os oligossacédridos modificados (Lote 5) e néo
modificados (Lote RS040101) foram comparados e 0s incrementos
em sacarido livre (A%FS) entre os dias 0 e 28 foram tal como

se segue (Figura 15):
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pH* 6,0 | 6,5 | 7,0 | 7,5 | 8,0

Modificado 10,3 5,4 8,9 8,3 26,1

Nativo 43,51 30,1 | 36,1 | 20,3 | 30,5

*pH t 0,1

O conjugado de MenA modificado evidencia assim uma taxa de
hidrdélise muito mais baixa quando comparado com o conjugado do
oligossacarido MenA nativo no intervalo de pH de 6,5-7,5. A pH
8,0, quando 0S  grupos estabilizantes de carbamato sdo

removidos, o efeito & menos marcado.

Imunogenicidade dos conjugados modificados

Os conjugados purificados de CRMjg; com oligossacarido MenA
modificado foram wusados para imunizar ratinhos de modo a
verificar se a modificacdo ndo remove a imunogenicidade do
sacarido.

A wvacina foi formulada de modo a proporcionar uma dose
humana tnica (SHD) de 10 ug de sacérido num volume de 0,5 ml.
Foram preparadas duas formulacdes: uma formulacdo ligquida e
uma formulacdo liofilizada. Ambas contém um adjuvante de
fosfato de aluminio a 0,6 mg de Al°"/ml na forma de dosagem
final, sendo usada uma suspensdo aquosa do adjuvante para
reconstituir a formulacdo liofilizada.

A  formulacdo liquida do conjugado de oligossacérido
modificado foi comparada com a formulacdo licofilizada do
conjugado de oligossacéarido nativo (i.e., ndo modificado).

Os ratinhos foram imunizados com 1/5 da SHD, sendo as
vacinas diluidas com SOro fisioldgico antes de cada
imunizacdo. Dez ratinhos Balb/c (fémeas, com 6-8 semanas) por
grupo de imunizacdo foram injectados subcutaneamente com 0,5
ml da wvacina ao tempo =zero e qguatro semanas depois. AS

colheitas de sangue foram efectuadas antes da primeira

52



imunizacdo e a semana 6 (soros pré- e pds-II), sendo 0SS SOros

armazenados a -70°C.

Titulos de anti-polissacéarido

Os anticorpos IgG totais especificos anti-polissacéarido
MenA foram doseados no soro dos animais imunizados de acordo
com o procedimento do CDC para a andlise de MenA em So0ros
humanos [138], adaptado a andlise de soros de animais, com
algumas pequenas alteracdes.

O soro de cada ratinho foi analisado em duplicado usando
uma curva de titulacdo. Foi calculada a GMT (média geométrica
dos titulos) para os grupos de imunizacdo. O titulo de anti-
polissacérido MenA foi expresso em Unidades ELISA de Ratinho
(MEU), usando-se para o cédlculo de MEU um software baseado no
Método de Ensaio da Linha de Referéncia.

A anédlise das subclasses de IgG foi efectuada num pool dos
soros pds-II obtidos a partir dos grupos de imunizacdo, usando
0os conjugados de fosfatase alcalina-anti IgGl de ratinho, ou
IgG2a, ou IgG2 ou IgG3 (Zymed) como conjugado secunddrio no
procedimento de ELISA. 0Os titulos foram expressos Como
correspondendo a DOugspm obtida com uma diluicdo de 1:3200 do
pool de soros pdbdés-II apds 30 minutos de revelacdo do
substrato.

A Figura 16 mostra os titulos de IgG anti-pS MenA
induzidos pelos dois 1lotes de conjugado de MenA modificado
(lotes 3 e 5) em comparacdo com o conjugado de MenA
liofilizado ndo modificado (lote 002011) wusando fosfato de
aluminio como adjuvante. Ambos o0s conjugados modificados
induziram um titulo muito semelhante ao induzido pelo
conjugado de MenA ndo modificado.

A Figura 17 apresenta a analise das subclasses de IgG dos

pools de soros (diluidos a 1:3200) resultantes da imunizacéo
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com conjugados de MenA modificados e ndo modificados. A
subclasse mais representada em todos os soros é a IgGl, sendo
esta a subclasse predominantemente induzida em ratinhos por
antigénios T-dependentes quando apresentados como proteinas.
Uma vez que O Ssacarido capsular MenA ¢é naturalmente um
antigénio T-independente que ndo tem a capacidade de induzir
uma memdria imunoldgica, este achado indica gque a conjugacéo
atingiu o seu objectivo.

A especificidade do titulo de anti-pS MenA foi determinada
através de um ensaio competitivo de ELISA usando pS MenA como
competidor numa concentracdo final de 25 pug/ml. Tal como
mostra a Figura 18, verifica-se uma muito boa inibicdo do
titulo induzido pelos conjugados modificados e nao
modificados, indicando gque todos os conjugados exibiram a

capacidade de induzir titulos especificos de anti-pS MenA.

Ensaio bactericida em soro (SBA) contra o serogrupo A de

N. meningitidis

Foi analisada a funcionalidade dos anticorpos induzidos
por imunizacdo com 0s conjugados usando um ensaio bactericida
in vitro para medir a lise bacteriana mediada por complemento.

Usaram-se o0s pools dos soros pds-II de cada grupo de
imunizacdo. Estes foram inactivados durante 30 minutos a 56°C
antes de serem utilizados no ensaio. Foi usado complemento de
coelho bebé a 25% como fonte de complemento (Pel Freeze). O
titulo bactericida foi expresso como correspondendo a
reciproca da diluicdo de soro que provoca a morte de 50% das
bactérias. Foi testada a actividade contra duas estirpes do

serogrupo A: F8238 e Fo6l24.

Os titulos foram os seguintes:
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Estirpe alvo Lote 3 Lote 5 Lote 002011

F8238 2048-4096 2048 4096-8192

Felz4 4096 2048 4096

Assim, todos os conjugados induziram bons titulos
bactericidas contra ambas as estirpes, e os titulos induzidos
pelos oligossacadridos modificados n&do sdo significativamente
inferiores aos obtidos usando as estruturas de acglcar nativas.
No entanto, verifica-se a vantagem de os oligossacéaridos
modificados serem significativamente mais estéaveis do que os
oligossacaridos nativos. O invento fornece, deste modo,
antigénios que retém o potencial imunogénico do sacarido
capsular de MenA nativo, mas qgue exibem uma resisténcia
melhorada a hidrélise durante o armazenamento.

Deve ter-se em conta que o invento foi descrito apenas
com fins exemplificativos e que poderéo introduzir-se
modificacdes sem que se abandone o admbito das reivindicacdes

anexas.

Lisboa, 26 de Marco de 2009
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REIVINDICACOES

1. Um sacédrido capsular modificado compreendendo um grupo
bloqueante numa posicdo de grupo hidroxilo em pelo menos uma
das unidades monossacaridicas do sacarido capsular nativo
correspondente, sendo 0 sacarido capsular caracterizado
porfacto de compreender ligacdes fosfodiéster.

2. O sacarido capsular modificado de acordo com a
Reivindicacdo N°.1, caracterizado por pelo menos uma unidade
monossacaridica ser uma unidade monossacaridica n&o terminal.

3. O sacérido capsular modificado de acordo com as
Reivindicagdes N°.1 ou N°.2, caracterizado por compreender
pelo menos um grupo hidroxilo ou um grupo amino livres.

4. O sacéidrido capsular modificado de acordo com a
Reivindicacdo N°.3, caracterizado por pelo menos um grupo
hidroxilo livre ser um grupo hidroxilo anomérico terminal.

5. O sacérido capsular modificado de acordo com a
Reivindicagdo N°.1, caracterizado por o grupo bloqueante ser
um grupo retirador de electrdes.

6. O sacédrido capsular modificado de acordo com as
Reivindicagcdes N°.1 ou N°.2, caracterizado por o grupo

blogueante possuir a férmula:

-0-X-Y ou OR’
em que
X & C(0), S(O) ou SOy;
Y é& algquilo Ci-12, alcoxi Ci-12, cicloalgquilo Cs-1p, arilo Cs-1p ou
arilo Cs.ip—alguilo Ci-g, cada um dos quais poderd opcionalmente
ser substituido com 1, 2 ou 3 grupos seleccionados de modo
independente a partir de F, Cl, Br, COyH, CO,(algquilo Ci-g), CN,
CF3; ou CCls; ou Y & NR'R%;



R' e R’ sdo seleccionados de modo independente a partir de H,
alquilo Ci-12, cicloalguilo Cs.1z, arilo Cs-ip, arilo Cs_ip-alquilo
Cis; ou R' e R? podem ser reunidos para formar um grupo
heterociclico saturado Cs-1z;

R é alquilo Ci.1» ou cicloalquilo Cs.ip, cada um dos quais
poderd opcionalmente ser substituido com 1, 2 ou 3 grupos
seleccionados de modo independente a partir de F, Cl, Br,
COz (alquilo Ci-g), CN, CF3 ou CCls; ou R’ ¢ arilo Cs.i, ou arilo
Cs-1p—alquilo Ci-6, cada um dos quais poderd opcionalmente ser
substituido com 1, 2, 3, 4 ou 5 grupos seleccionados a partir
de ¥, Cl, Br, COyH, CO,(algquilo C;_4), CN, CFj3 ou CClj,

7. O sacéidrido capsular modificado de acordo com a
Reivindicacdo N°.6, caracterizado por o grupo blogueante ser -
OC (0) NR'R? ou -OC (0)CFs.

8. O sacérido capsular modificado de acordo com a
Reivindicagédo N°.7, caracterizado por o grupo blogqueante ser -
OC(O)NR'R? e R!' e R? serem seleccionados de modo independente a
partir de alquilo Ci_g.

9. O sacadrido capsular modificado de acordo com a
Reivindicacdo N°.8, caracterizado por R' e R? serem ambos
metilo.

10. O sacarido capsular modificado de acordo com qualquer
uma das Reivindicacgbes precedentes, caracterizado por pelo
menos 10% das unidades monossacaridicas compreenderem um grupo
blogqueante.

11. O sacérido capsular modificado de acordo com qualguer
uma das Reivindicac®es precedentes, caracterizado por o
sacarido capsular correspondente compreender unidades
monossacaridicas ligadas por ligacdes fosfodiéster.

12. O sacédrido capsular modificado de acordo com a

Reivindicagcdo N°.11, caracterizado por o sacarido capsular



correspondente ser um sacarido do serogrupo A de Neisseria
meningitidis.

13. O sacérido capsular modificado de acordo com a
Reivindicagédo N°.12, caracterizado por o grupo bloqueante se
encontrar em qualgquer das posicdes 4- e/ou 3- do sacarido
correspondente do serogrupo A de Neisseria meningitidis.

14. O sacérido capsular modificado de acordo com a
Reivindicagdo N°.12, caracterizado por o grupo blogqueante se
encontrar em qualguer das posicdes 4- do sacarido
correspondente do serogrupo A de Neisseria meningitidis.

15. O sacdrido capsular modificado de acordo com qualquer
uma das Reivindicacdes N°.1 a N°.14, caracterizado por este
ser um oligossacéarido.

16. Um sacérido com a fdérmula:

‘ OH
O }’::0
H

Caracterizado por

T ter a férmula (A) ou (B):



)

n ser um numero inteiro de 1 a 100;

cada grupo Z ser seleccionado de modo independente entre -OH
ou um grupo bloqueante tal como definido nas Reivindicacdes
N°.5 a N°.9; e

cada grupo Q ser seleccionado de modo independente entre -0OH
ou um grupo blogqueante tal como definido nas Reivindicacdes
N°.5 a N°.9;

W ser seleccionado entre -OH ou um grupo bloqueante tal como
definido nas Reivindicacdes 5 a 9;

V ser seleccionado a partir de -NH, ou -NHE, em que E é um
grupo protector de azoto;

e em qgue mais do que cerca de 7% dos grupos Q Sd0 grupos
blogqueantes.

17. O sacérido de acordo <com a Reivindicacdo N°.1lo,
caracterizado por pelo menos 50% dos grupos Z serem OAcC.

18. O sacérido de acordo com as Reivindicacgdes N°.16 ou
N°.17, caracterizado por n ser um numero inteiro de entre 15 a
25.

19. O sacarido de acordo com qualquer uma das
Reivindicagdes N°.16 a N°.18, caracterizado por pelo menos 10%
dos grupos Q serem grupos blogueantes.

20. Um processo para a modificacdo de um sacadrido capsular,

compreendendo o0s passos de:



(a) fornecimento de um sacadrido capsular possuindo pelo
menos um grupo hidroxilo numa unidade monossacaridica; e

(b) conversdo do dito pelo menos um grupo hidroxilo num
grupo bloqueante;
caracterizado por o sacarido capsular compreender ligacdes
fosfodiéster.

21. Um processo para a modificacdo de um sacarido capsular,

compreendendo 0s passos de:

(a) fornecimento de um sacdrido capsular gue possui
pelo menos um grupo hidroxilo numa unidade monossacaridica;

(b) conversdo do dito pelo menos um grupo hidroxilo num
grupo blogqueante -0OC(O)NR'R?, (bl) fazendo reagir o sacarido
capsular com um reagente bifuncional num solvente organico; e
(b2) fazendo reagir o produto do passo (bl) com um composto

amino com a fédrmula (I):

HNR'R? (I)

caracterizado por R' e R? serem tal como definido em qualquer
uma das Reivindicacgdes N°.3, N°.5 e N°.6;

caracterizado por o sacarido capsular compreender ligacdes
fosfodiéster.

22. O processo de acordo com a Reivindicacdo N°.20 ou
Reivindicagdo N°.21, caracterizado por o grupo bloqueante ser
tal como definido por qualguer uma das Reivindicacdes N°.5 a
N°.9.

23. O processo de acordo com a Reivindicacdo N°.22,
caracterizado por o solvente orgdnico ser um solvente
aprobético.

24. O processo de acordo com a Reivindicagdo N°.23,
caracterizado por o solvente aprdético ser seleccionado a

partir de dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF),



formamida, hexametilfosforamida (HMPA) , hexametilfésforo-
triamida (HMPT) , 1,3-dimetil-3,4,5, 6-tetrahidro-2 (1H) -
pirimidinona (DMPU) ou dimetilacetamida (DMAC).

25. O processo de acordo com as Reivindicacdes N°.23 ou 24,
caracterizado por o solvente aprdético ser o DMSO.

26. O processo de acordo com as Reivindicacdes N°.22 a
N°.25, caracterizado por o agente bifuncional ser seleccionado

a partir de 1,1’-carbonildiimidazol (CDI), carbonil-di-1,2,4-

triazol (CDT), carbonil-di-1,2,3-benzotriazol (CDB) ,
difenilcarbonato, brometo de cianogénio, fosgénio ou
trifosgénio.

27. O processo de acordo com a Reivindicagdo N°.26,
caracterizado por o agente bifuncional ser o CDI.

28. O processo de acordo com as Reivindicagbes N°.20 a
N°.27, caracterizado por o sacarido capsular modificado ser um
oligossacarido capsular modificado.

29. O processo de acordo com a Reivindicacdo N°.28,

caracterizado por o sacarido capsular do passo (a) ser um

oligossacéarido capsular que é obtido por meio do
dimensionamento do polissacarido capsular nativo
correspondente.

30. O processo de acordo <com a Reivindicacdo N°.28,
caracterizado por o sacarido capsular do passo (a) ser um
polissacérido capsular nativo e o processo é ainda
caracterizado pelo facto de compreender um passo (c) no
decurso do qual o produto do passo (b) ¢é dimensionado, deste
modo fornecendo um oligossacarido capsular modificado.

31. Um processo para a modificacdo de um polissacéarido do
serogrupo A de Neisseria meningitidis, caracterizado por
compreender o0s passos de:

(a) fornecimento de um polissacéarido nativo do

serogrupo A de Neisseria meningitidis;



(b) dimensionamento do dito polissacdrido de modo a
fornecer um oligossacéarido; e

(c) conversdo de pelo menos um grupo hidroxilo do
oligossacarido em um grupo blogqueante, de acordo com gualquer
uma das Reivindicac®es N°.21 a N°.27.

32. Um processo para a modificacdo de um polissacédrido do
serogrupo A de Neisseria meningitidis, caracterizado por
compreender oS passos de:

(a) fornecimento de um polissacéarido nativo do
serogrupo A de Neisseria meningitidis;

(b) conversdo de pelo menos um grupo hidroxilo do
polissacdrido em um grupo bloqueante, de acordo com qualquer
uma das Reivindicacgdes N°.21 a N°.27; e

(c) dimensionamento do polissacédrido resultante.

33. Un processo para a preparacdo do sacarido capsular
modificado de acordo com as Reivindicacbdes N°.1 a N°.19,
consistindo num processo de sintese total caracterizado por
compreender a formacdo de ligacdes glicosidicas entre duas ou
mais unidades de monossacarido.

34. Um sacéarido capsular modificado, caracterizado por
poder ser obtido através do processo de acordo com qgqualquer
uma das Reivindicacgdes N°.20 a N°.33.

35. Um sacarido capsular modificado, caracterizado por ser
obtido através do processo de acordo com qualguer uma das
Reivindicacdes N°.20 a N°.33.

36. Um conjugado de sacéarido-proteina de um sacarido
modificado, de acordo com qualgquer uma das Reivindicacdes N°.1
a N°.19, N°.34 ou N°.35.

37. O conjugado de acordo com a Reivindicacdo N°.36,
caracterizado por a proteina ser uma toxina ou toxdbide

bacteriano.



38. O conjugado de acordo com a Reivindicacdo N°.37,
caracterizado por a toxina ou toxdide bacteriano ser a toxina
ou toxdéide da difteria.

39. O conjugado de acordo com a Reivindicacdo N°.37,
caracterizado por a toxina ou toxdide bacteriano ser o CRMjoy.

40. Uma molécula compreendendo uma porcdo molecular de

sacdrido com a fdérmula:

caracterizada por

T ter a férmula (A) ou (B):




n ser um numero inteiro de 1 a 100;

cada grupo Z ser seleccionado de modo independente a partir de
OH ou um grupo blogqueante tal como definido nas Reivindicacdes
N°.5 a N°.9; e

cada grupo Q ser seleccionado de modo independente a partir de
OH ou um grupo bloqueante tal como definido nas Reivindicacdes
N°.5 a N°.9;

W ser seleccionado a partir de OH ou um grupo bloqueante tal
como definido nas Reivindicacdes N°.5 a N°.9;

L ser O, NH, NE, S ou Se, sendo E um grupo protector de azoto;
e caracterizado por mais do que cerca de 7% dos grupos Q
corresponder a grupos blogqueantes.

41. Uma composicéo farmacéutica caracterizada por
compreender (a) um sacdrido modificado de acordo com gualquer
uma das Reivindicacdes N°.1 a N°.19, N°.34 ou N°.35 e/ou um
conjugado de sacarido-proteina de acordo com qualgquer uma das
Reivindicacdes N°.36 a N°.39 e/ou uma molécula de acordo com a
Reivindicacdo N°.40, e (b) um transportador farmaceuticamente
aceitéavel.

42. A composicdo de acordo com a Reivindicacdo N°.41,
caracterizada por compreender um antigénio sacaridico
proveniente de um ou mais dos serogrupos C, W135 e Y de N.
meningitidis, correspondendo opcionalmente o sacarido a um
oligossacédrido e estando o mesmo opcionalmente conjugado com
uma proteina transportadora.

43. A composicdo de acordo com a Reivindicacdo N°.41 ou com
a Reivindicacdo N°.42, caracterizada por <compreender um
adjuvante de wvacina.

44, A composicdo de acordo com a Reivindicacdo N°.43,
caracterizada por o adjuvante ser um fosfato de aluminio.

45. A composicéao de acordo com qualquer uma das

Reivindicacdes N°.41 a N°©.44, caracterizada por



correspondender a uma vacina contra uma doenca causada por
Neisseria meningitidis.

46. O sacéidrido modificado de acordo com qualquer uma das
Reivindicagdes N°.1 a N°.18, caracterizado por ser usado como
medicamento.

47. O conjugado de acordo com qualquer uma das
Reivindicacdes N°.36 a N°.39, caracterizado por ser usado como
medicamento.

48. A molécula de acordo <com a Reivindicacdo N°©.40,
caracterizada por ser usada como medicamento.

49. O wuso do polissacdrido modificado de acordo com
qualquer uma das Reivindicag®es N°.1 a N°.19, N°.34 ou N°.35,
ou o conjugado de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes
N°.36 a N°.39, ou a molécula de acordo com a Reivindicacéo
N°.40, caracterizado por fabricar um medicamento para a
prevencdo ou tratamento de uma doenca causada Por uma ou mais
bactérias capsuladas.

50. O uso de acordo com a Reivindicacéo N°.49,
caracterizado por a doenca ser a meningite bacteriana.

51. O sacarido ©capsular modificado de acordo com a
Reivindicacdo N°.6, caracterizado por X ser C(O0).

52. O sacarido <capsular modificado de acordo com a

Reivindicacdo N°.6, caracterizado por Y ser algquilo Ci-is.

Lisboa, 26 de Marco de 2009
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