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“METODO DE PURIFICACAO DE CONJUGADOS E METODO DE PRPARACAO
DE UMA COMPOSICAO FARMACEUTICA”

[001] Este pedido reivindica prioridade de Pedido
de Patente UK 0713880.3, cujo conteudo total esta a qui
incorporado por referéncia.

Campo técnico

[002] Esta invencdo esta no campo de vacinas e
relaciona-se a um novo método para purificagdo de
conjugados de antigeno sacarideo-proteina carreador a.

Técnica de fundamento

[003] Nos ultimos 20 anos, as vacinas conjugadas,
que compreendem polissacarideos capsulares bacteria nos
conjugados a carreadores de proteina, foram desenvo lvidas.
Exemplos incluem a vacina conjugada de Haemophilus
influenzae tipo b (Hib) [1], bem como vacinas conjugadas
contra Streptococcus  pneumoniae [2] e Neisseria

meningitidis sorogrupo C (MenC) [3].
[004] As proteinas carreadoras usadas nas vacinas

licenciadas incluem toxdide tetanico (TT), toxdide

diftérico (DT), o mutante ndo tdéxico CRM197 da toxi na
diftérica, e o complexo de proteina de membrana ext erna de
N. meningitidis grupo B. Idealmente, uma proteina
carreadora induz forte efeito helper aum epitopo de célula

B conjugado (por exemplo, polissacarideo) sem induz ir uma
resposta de anticorpo contra si mesma. O uso de epi topos
universais, que sao imunogénicos no contexto da mai oria das
moléculas de classe Il do complexo de histocompatab ilidade,

€ uma abordagem na direcdo desse objetivo [4]. Tais
epitopos foram identificados em TT e outras protein as.

Alternativamente, proteinas carreadoras de multiplo S
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epitopos podem ser usadas, como aquelas descritas n a

referéncia 5.

[005] Uma vez que o0 antigeno sacarideo foi
conjugado a proteina carreadora, a mistura de reaca o deve
ser purificada para remover proteina carreadora liv re que
nao tem antigeno sacarideo conjugado a ela e sacari deo nao
conjugado.

[006] Varios meétodos para a purificagdo de
proteina carreadora livre e conjugada sdo conhecido S ha
técnica, incluindo cromatografia hidrofobica,
ultrafiltracdo tangencial, diafiltracdo etc. [veja também
refs. 6 e 7 etc.]. No entanto, esses métodos sofrem de
varias desvantagens. Por exemplo, a referéncia 8 pr opbe o
uso de filtragéo a gel para purificar conjugados de GBS. No
entanto, esse método requer um grande volume de mat riz de
filtracdo a gel e é de aplicacao dificil em uma esc ala de
manufatura. Um meétodo alternativo que envolve
ultrafiltracdo, por exemplo, que usa diafiltracdo d e fluxo
tangencial com uma membrana de 100 kDa, ndo € efica zZ a
menos que o antigeno sacarideo seja de um peso mole cular
adequadamente alto e é assim ndo adequado para conj ugados
de GBS sorotipo Ill ou outros conjugados em que 0 a ntigeno
sacarideo seja < 100 kDa. Além disso, a ultrafiltra cao pode
resultar em um baixo rendimento e estresse do conju gado.

[007] E, portanto, o objetivo da invencg&o fornecer
um meétodo aperfeicoado de purificacdo de conjugados de
antigeno sacarideo-proteina carreadora de impurezas como

proteina carreadora nao conjugada e sacarideo nao
conjugado.

Revelacao da invencao
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[008] Foi constatado que a conjugacao de antigenos
sacarideos a proteinas carreadoras pode alterar a a finidade
de ligacdo das proteinas carreadoras por hidroxiapa tita.
Portanto, em uma mistura que compreende conjugados de
antigeno sacarideo-proteina carreadora, proteina ca rreadora

ndo conjugada e outras proteinas, as proteinas
contaminantes/ndo conjugadas se ligam a hidroxiapat ita
enquanto 0s conjugados de antigeno sacarideo-protei na

carreadora nao se ligam.

[009] Portanto, a invencdo fornece um método de
purificacdo de conjugados de antigeno sacarideo-pro teina
carreadora de uma mistura, que compreende o0 contato da
referida mistura com hidroxiapatita e coleta dos co njugados

livres de antigeno sacarideo-proteina carreadora. A

proteina carreadora nao ligada pode ser opcionalmen te
eluida da hidroxiapatita e reutilizada em uma reaca o de
conjugacéao, analisada ou descartada.

[0010] A mistura pode compreender conjugados de
antigeno sacarideo-proteina carreadora e proteina n ao
conjugada. No entanto, a mistura também pode ser
contaminada com outras proteinas. O método da inven céo
permite  que sejam removidas quaisquer  proteinas
contaminantes, assim fornecendo conjugados purifica dos de
antigeno sacarideo-proteina carreadora.

[0011] A invencdo também fornece um método de
preparacdo de uma composicdo farmacéutica, que comp reende

as etapas de i) contato da mistura que compreende

conjugados de antigeno sacarideo-proteina carreador a e
proteina carreadora livre com hidroxiapatita, i) c oleta
dos conjugados livres de antigeno sacarideo-protein a
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carreadora, e iii) mistura dos referidos conjugados de
antigeno sacarideo-proteina carreadora obtidos na e tapa ii)
com um diluente ou carreador farmaceuticamente acei tavel. A
invencdo também fornece as composi¢cdes preparadas p elo

referido método.

Proteina carreadora

[0012] A proteina carreadora pode ser selecionada
daquelas conhecidas na técnica, como toxdide tetani co (TT),
toxoide diftérico (DT) ou derivados destes como o m utante
nao toxico CRM 197 da toxina diftérica [9-11]. Outr as
proteinas carreadoras adequadas incluem a proteina de
membrana externa de N. meningitidis [12], peptideos
sintéticos [13,14], proteinas heat shock  [15,16], proteinas
de pertussis [17,18], citocinas [19], linfocinas [1 9],
horménios [19], fatores do crescimento [19], protei nas
artificiais que compreendem multiplos epitopos de ¢ elula T
CD4+ humana de varios antigenos derivados de patége no [20]
como N19 [21], proteina D de H.influenzae [22-24],
pneumolisina [25], proteina de superficie pneumococ ica PspA
[26], proteinas de captacdo de ferro [27], toxina A ou B de
C.difficile [28] etc. Entretanto, qualquer proteina

carreadora pode ser usada desde que ela se ligue a

hidroxiapatita.

[0013] Toxoide diftérico (DT), toxoide tetanico
(TT) e CRM197 séo os principais carreadores atualme nte em
uso em vacinas pediatricas, por exemplo, 0s conjuga dos

HIBERIX ™ e MENITORIX ™de GSK usam TT como o carreador, 0
produto HIBTITER ™ usa CRM197, os conjugados pneumocdécicos

em PREVENARM usam CRM197, os produtos MENJUGATE ™ e
MENINGITECMusam CRM197, e NEISVAC-C ™usa TT.
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[0014] Alternativamente, a proteina carreadora pode
ser uma proteina carreadora de multi-epitopo como a guelas
descritas na referéncia 5. Tais carreadores de mult I-
epitopo incluem N19.

[0015] Preferivelmente a proteina carreadora usada
na invencédo é CRM197.

Antigenos sacarideos

[0016] Preferivelmente, o0  antigeno  sacarideo
conjugado a proteina carreadora na composi¢cao purif icada
pela invencdo é um sacarideo bacteriano e em partic ular um
sacarideo capsular bacteriano. LPS ou LOS podem ser usados

como o antigeno.

[0017] Preferivelmente, o antigeno sacarideo de
acordo com a invengdo tem um peso molecular de 5 KD a ou
mais, mais preferivelmente 8 KDa ou mais (ou seja, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100,1 25, 150,

175, 200, 225, 250 kDa ou mais).

[0018] Exemplos de sacarideos capsulares
bacterianos que podem ser incluidos nas composicfes da
invencdo incluem sacarideos capsulares de Neisseria
meningitidis (sorogrupos A, B, C, W135 e/ou YY),
Streptococcus pneumoniae (sorotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F,

8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 1 9F, 20,
22F, 23F e 33F, particularmente 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F
elou 23F), Streptococcus agalactiae (tipos la, Ib, 11, III,

IV, V, VI, VII, e/lou VIIl, como os antigenos sacari deos
revelados nas referéncias 29-32), Haemophilus influenzae
(cepas tipaveis: a, b, ¢, d, e elou f), Pseudomonas
aeruginosa Staphylococcus aureus (de, por exemplo,
sorotipos 5 €8), Enterococcus faecalis ou E.faecium
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(repeticbes de trissacarideo), Yersinia enterocolitica ,
Vibrio cholerae, Salmonella typhi, Klebsiella spp. etc.
Outros sacarideos que podem ser incluidos nas compo sicoes

da invencdo incluem glicanos (por exemplo, glicanos
fungicos, como aqueles em Candida albicans ), e sacarideos
capsulares  fangicos, por exemplo, da capsula de
Cryptococcus neoformans . Outro sacarideo que pode ser
incluido é o antigeno especifico para grupo de
Streptococcus pyogenes (GAS carboidrato).

Exemplos de LPS e LOS incluem LPS isolado de PAO1,

sorotipo O5 de Pseudomonas aeruginosa

[0019] A capsula de N.meningitidis sorogrupo A
(MenA) é um homopolimero de N-acetil-D-manosamina-1 -fosfato
( al->6)-ligado, com O-acetilacdo parcial nas posi¢oes C3e
C4. A céapsula de N.meningitidis sorogrupo B (MenB) é um
homopolimero de acido siélico ( o 2—>8)-ligado. O sacarideo
capsular de N. meningitidis sorogrupo C (MenC) € um
homopolimero de &acido sidlico ( a 2—>9) ligado, com O-
acetilacdo variavel nas posi¢cdes 7 e/ou 8. O sacari deo de
N.meningitidis sorogrupo W135 é um polimero que tem unidade
de dissacarideo acido sialico-galactose [->4)-

DNeup5Ac(7/90Ac)- a-(2—>6)-D-Gal- a-(1->]. Ele tem O-

acetilacao variavel nas posicbes 7 e 9 do acido sia lico
[33]. O sacarideo de N.meningitidis sorogrupo Y é similar

ao sacarideo do sorogrupo W135, exceto pelo fato de a
unidade de repeticdo de dissacarideo incluir glicos e emvez
de galactose [—>4) D-Neup5Ac(7/90Ac)- a-(2->6)-D-Glc- a-(1-
>]. Ele também tem O-acetilacdo variavel nas posicd es7e9

do acido sidlico.

[0020] Preferivelmente, os antigenos sacarideos sao

Peticao 870200143158, de 12/11/2020, pag. 14/75



7/63

de GBS, sorotipos la, Ib e/ou lll. Também s&o prefe ridos
antigenos sacarideos de outros sorotipos GBS, por e xemplo,
sorotipos I, IV, V, VI, VIl e/ou VIIl. Em particul ar, o

antigeno sacarideo pode ser o sacarideo capsular de

Streptococcus  agalactiae desses  sorotipos, que ¢é

covalentemente ligado aos residuos GIcNAc na estrut ura do
peptidoglicano da bactéria. Os polissacarideos caps ulares
de diferentes sorotipos sdo quimicamente relacionad 0S, mas

sao antigenicamente muito diferentes. Todos 0s
polissacarideos capsulares GBS partilham o seguinte nacleo
de trissacarideo:

B-D-GIcpNAc(1->3) [B-D-Galp(1->4) [B-D-Glcp

[0021] Os vérios sorotipos GBS diferem no modo em
que seu nucleo é modificado. A diferenca entre os s orotipos
la e Ill, por exemplo, surge do uso de GIcNAc (la) ou Gal
(Il no ndcleo para ligacdo de nucleos consecutivo s de

trissacarideo (Figura 1). Sorotipos la e Ib tém um

dissacarideo [ o-D-NeupNAc(2—>3) [B-D-Galp-(1->] ligado ao

GIcNAc no nucleo, mas a ligacdo é 1—>4 (la) ou 1—>3 (Ib).
[0022] Doenca relacionada a GBS surge primariamente

dos sorotipos la, Ib, II, lll, IV, V, VI, VIl e VII [, com

mais de 90% sendo causados por cinco sorotipos: la, Ib, 11,

[l e V. A invencao preferivelmente usa um sacaride o de um

desses cinco sorotipos. Como mostrado na figura 2, 0s

sacarideos capsulares de cada um desses cinco sorot ipos

incluem: (a) um residuo de &cido N-acetil-neuramini co

terminal (NeuNAc) (comumente referido como acido si alico),

em que em todos os casos € ligado 2 -3 a um residuo de

galactose; e (b) um residuo de N-acetil-glicosamina

(GIcNAc) no nucleo do trissacarideo.
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[0023] A proteina carreadora pode ser conjugada a
uma mistura de antigenos sacarideos como descrito n a
referéncia 34. A proteina carreadora pode ser conju gada a
uma espécie Unica de sacarideo ou pode ser conjugad aa
inUmeras diferentes espécies de sacarideos. Nesta i nvencao,
preferivelmente as proteinas carreadoras sao conjug adas a

2, 3, 4 ou mais diferentes antigenos sacarideos. Os
antigenos podem ser dos mesmos patégenos ou de patd genos

antigenicamente distintos.

[0024] Portanto, a proteina carreadora pode ser
monovalente, pois cada molécula da proteina carread ora é
conjugada a sacarideos de um unico sorogrupo bacter ianos,
ou pode ser multivalente, pois dois ou mais (por ex emplo,
2, 3, 4, 5, 6 ou mais) antigenos sacarideos antigen icamente
distintos sdo conjugados a mesma molécula da protei na

carreadora (por exemplo, veja a referéncia 34).

[0025] Preferivelmente, as composi¢cdes da invencao
compreendem antigenos sacarideos de mais de um soro grupo de
N. meningitidis , por exemplo, as composicbes podem

compreender sacarideos conjugados de sorogrupos A+C :
A+W135, A+Y, C+W135, C+Y, W135+Y, A+C+W135, A+C+Y,
C+W135+Y, A+C+W135+Y etc. As composicdes preferidas
compreendem sacarideos de sorogrupos C e Y. Outras
composicoes preferidas compreendem sacarideos de so rogrupos
C, W135 e Y. As composi¢cbes particularmente preferi das
compreendem sacarideos de sorogrupos A, C, W135e Y

[0026] Em outras combinacdes, a proteina carreadora
pode ser conjugada a um sacarideo Hib conjugado e u m
sacarideo de pelo menos um sorogrupo de N. ineningitidis :

preferivelmente de mais de um sorogrupo de N.
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ineningitidis . Por exemplo, a proteina carreadora pode ser

conjugada a um sacarideo de Hib e sacarideos de um ou mais
(ou seja, 1, 2, 3 0u 4) de N. meningitidis sorogrupos A, C,
W135 e Y. Outras combinacdes de sacarideos dos pato genos

acima mencionados sao também fornecidas.

Preparacao de antigenos sacarideos capsulares

[0027] Métodos para a preparacdo de antigenos

sacarideos capsulares sdo bem conhecidos. Por exemp lo, ref.

35 descreve a preparacdo de antigenos sacarideos de N.
meningitidis . A preparacdo de antigenos sacarideos de

influenzae € descrita no capitulo 14 da ref. 36. A

preparacdo de antigenos sacarideos e conjugados de S.
pneumoniae € descrita na técnica. Por exemplo, Prevenar ™é
uma vacina conjugada pneumocdcica 7-valente. Proces SOs para
a preparacdo de antigenos sacarideos a partir de S.

agalactiae sao descritos em detalhes nas refs. 37, 38 e 39.

Processos preferidos para a preparacdo de antigenos

sacarideos de S. agalactiae séao descritos na referéncia 40.
Sacarideos capsulares podem ser purificados por téc nicas
conhecidas, como descrito em varias referéncias nes ta
especificagao.

[0028] Os antigenos sacarideos podem ser
quimicamente modificados. Por exemplo, eles podem s er
modificados para substituir um ou mais grupos hidro xil com
grupos de bloqueio. Isso € particularmente atil par a
sorogrupo A meningococico em que 0s grupos acetil p odem ser
substituidos com grupos de bloqueio para prevenir h idrélise
[41]. Tais sacarideos modificados sédo ainda sacarid eos de

sorogrupo A no sentido da presente invencéao.

[0029] Em particular, o antigeno sacarideo de GBS
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pode ser modificado. Por exemplo, quando o antigeno

sacarideo € o0 sacarideo capsular de sorotipo V de

Streptococcus agalactiae , entdo o antigeno sacarideo pode

ser modificado como descrito na ref. 42. Em particu lar, o
sacarideo capsular de sorotipo V de Streptococcus
agalactiae pode ser dessialilado (Figura 3). Sacarideo

capsular de GBS sorotipo V dessialilado pode ser pr eparado
por tratamento de sacarideo capsular de sorotipo V de GBS
purificado sob condi¢cdes levemente &cidas (por exem plo,

0,1M acido sulfarico a 80°C por 60 minutos) ou por
tratamento com neuraminidase, como descrito na refe réncia
42. Um método preferido para preparar sacarideo cap sular de
sorotipo V de GBS dessiallado é por tratamento do
sacarideo purificado com 1M acido acético a 81°C +/ - 3C°
por 2h.

[0030] O sacarideo pode ser quimicamente modificado

em relacdo ao sacarideo capsular como encontrado na

natureza. Por exemplo, o sacarideo pode ser des-O-a cetilado

(parcialmente ou totalmente), de-N-acetilado (parci almente
ou totalmente), N-propionilado (parcialmente ou tot almente)
etc. A desacetilacdo pode ocorrer antes, durante ou depois

da conjugacdo, mas ocorre preferivelmente antes da

conjugacdo. Dependendo do sacarideo particular, a

desacetilacdo pode ou nao afetar a imunogenicidade, por
exemplo, a vacina NeisVac-C ™ usa um sacarideo des-O-
acetilado, enquanto Menjugate ™ é acetilada, mas ambas as
vacinas sao eficazes. O efeito da desacetilagéo etc . pode

ser avaliado por ensaios rotineiros.
[0031] Os sacarideos capsulares podem ser usados na

forma de oligossacarideos. Esses s&do convenientemen te
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formados por fragmentacdo de polissacarideo capsula r
purificado (por exemplo, por hidrélise), que seréa c omumente
seguida por purificagao dos fragmentos do tamanho d esejado.

A fragmentacdo de polissacarideos € preferivelmente

realizada para gerar um grau médio final de polimer izacao
(DP) no oligossacarideo de menos que 30. DP pode se r medido
convenientemente por cromatografia de troca ionica ou por

ensaios colorimétricos [43].
[0032] Se a hidrdlise é realizada, o hidrolisado

tera tamanho determinado geralmente para remover

oligossacarideos de comprimento curto [44]. Isso po de ser
realizado de varios modos, como ultrafiltracdo segu ida por
cromatografia de troca ibnica. Oligossacarideos com um grau
de polimerizagdo de menos que ou igual a cerca de 6 sao
preferivelmente removidos para sorogrupo A meningoc occus, e
agueles com menos que 4 sao preferivelmente removid 0s para

sorogrupos W135e'Y.

Conjugados carreador-sacarideo

[0033] Conjugados purificados pelo método da
invencdo podem incluir pequenas quantidades de carr eador
livre (ou seja, ndo conjugado). Quando uma dada pro teina
carreadora esta presente tanto em forma livre quant 0
conjugada em uma composicao apos purificacéo pelo m étodo da
invencado, a forma ndo conjugada é preferivelmente n ao mais
que 5% da quantidade total da proteina carreadora n a
composi¢cdo como um todo (em peso), e mais preferive Imente
presente em menos que 2%, mais preferivelmente meno S que

1%, preferivelmente menos que 0,5%.
[0034] Os conjugados com uma proporcao

sacarideo:proteina (p/p) entre 1.5 (ou seja, excess o de
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proteina) e 5:1 (ou seja, excesso de sacarideo) pod em ser
purificados pelo método da invencéo por exemplo, pr oporgoes
entre 1:2 e 5:1 e proporgbes entre 1:1,25 e 1:2,5. Como

descrito na referéncia 45, diferentes conjugados de

sorogrupo meningococico em uma mistura podem ter di ferentes
propor¢cdes de sacarideo:proteina, por exemplo, um p ode ter
uma propor¢cdo entre 1:2 e 1:5, enquanto outro tem u ma

proporgao entre 5:1 e 1:1,99.

[0035] Qualquer reacdo de conjugacédo adequada pode
ser usada, com qualquer ligante adequado quando nec essario.
A ligacdo do antigeno sacarideo ao carreador €
preferivelmente por meio de um grupo -NH 2, por exemplo, na
cadeia lateral de um residuo de lisihna em uma prote ina

carreadora, ou de um residuo de arginina. Quando um

sacarideo tem um grupo aldeido livre, entdo esse po de
reagir com uma amina no carreador para formar um co njugado
por aminacdo redutora. A ligacdo pode ser também po r meio
de um grupo —SH, por exemplo, na cadeia lateral de um

residuo de cisteina.
[0036] O sacarideo sera tipicamente ativado ou

funcionalizado antes da conjugacdo. A ativagdo pode

envolver, por exemplo, reagentes de cianilagdo como CDAP
(por exemplo, 1-ciano-4-dimetilamino piridinio

tetrafluorborato [46, 47, etc.]). Outras técnicas a dequadas
usam carbodiimidas, hidrazidas, ésteres ativos, nor borano,
acido p-nitrobenzoico, N-hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC,

TSTU (veja também a introducao a referéncia 48).

[0037] Quando o antigeno sacarideo € um sacarideo
capsular de Streptococcus agalactiae , @ conjugacao envolve
tipicamente a aminacgéao redutora do sacarideo a uma proteina
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carreadora, como descrito na referéncia 37. A amina céo
redutora envolve um grupo amina na cadeia lateral d e um

acido de amino no carreador e um grupo aldeido no

sacarideo. Como sacarideos capsulares GBS nao inclu em um
grupo aldeido em sua forma natural, entdo esse € ge rado
antes da conjugacéao por oxidacdo de periodato de um a porcéao
dos residuos de &cido sialico do sacarideo, como mo strado
na figura 4 [37,49]. A conjugacdo de um sacarideo c apsular
de Streptococcus agalactiae a uma proteina carreadora
também pode ser realizada com o uso dos métodos des critos

na referéncia 50.

[0038] Como descrito na referéncia 51, uma mistura
de conjugados pode incluir um conjugado com ligacéo direta
de sacarideo/proteina e outro conjugado com ligacéo por
meio de um ligante. Esse arranjo aplica-se particul armente
quando do uso de conjugados de sacarideo de diferen tes
sorogrupos meningococicos, por exemplo, sacarideos MenA e
MenC podem ser conjugados por meio de um ligante, e nquanto

0s sacarideos MenWI35 e MenY podem ser conjugados
diretamente a uma proteina carreadora. Tais conjuga dos

podem ser purificados pelo método da invencao.

[0039] A concentracdo de carreador (conjugado e néo
conjugado) de cada conjugado pode ser ndo mais que 100
pg/ml, por exemplo, <30 pg/ml de proteina carreador a de

cada conjugado. Algumas composi¢cdes  incluem uma
concentracéo total de carreador de menos que 500 pg /ml, por
exemplo, <400 pg/ml, <300 pg/ml, <200 pg/ml, <100 p g/ml,
<50 pg/ml, etc.

Ligantes

[0040] As ligacbes por meio de um grupo ligante
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podem ser feitas com o uso de qualquer procedimento

conhecido, por exemplo, os procedimentos descritos nas
referéncias 52 e 53. Um tipo de ligacdo envolve ami nacao
redutora do sacarideo, ligagdo do grupo amino resul tante
com uma extremidade de um grupo ligante de acido ad ipico, e
entdo ligacdo da proteina carreadora a outra extrem idade do
grupo ligante de &cido adipico [54, 55]. Outros lig antes
incluem B-propionamido [56], nitrofenil-etilamina [ 57],
haloacil haletos [58], ligag8es glicosidicas [59], acido 6-
aminocaproico [60], ADH [61], porcbes C 4 a C 12 [62] etc.
Como uma alternativa ao uso de um ligante, pode ser usada
ligacdo direta. Ligacdes diretas a uma proteina pod em
compreender oxidacdo do polissacarideo seguida por aminacao
redutora com uma proteina, como descrito, por exemp lo, nas

referéncias 63 e 64.

[0041] Um processo que envolve a introducdo de
grupos amino no sacarideo (por exemplo, por substit uicao de
grupos =0 terminais com -NH 2) seqguida por derivatizagdo com
um diéster adipico (por exemplo, N-hidroxisuccinimi do
diéster de &cido adipico) e reacdo com proteina car readora
é preferida.

[0042] Um ligante bifuncional pode ser usado para
fornecer um primeiro grupo para ligacdo a um grupo amina no
sacarideo e um segundo grupo para ligacdo ao carrea dor
(tipicamente para ligagdo a uma amina no carreador) . O
primeiro grupo no ligante bifuncional é assim capaz de
reagir com um grupo amina (-NH 2) no sacarideo. Essa reagéo
envolvera tipicamente uma substituicdo eletrofilica do
hidrogénio da amina. O Segundo grupo no ligante bif uncional
€ capaz de reagir com um grupo amina no carreador. Essa
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reacdo envolvera tipicamente uma substituicdo eletr ofilica
da amina.

[0043] Quando as reacfes com o sacarideo e o
carreador envolvem aminas, entdo é preferivel usar um
ligante bifuncional de formula X-L-X, em que: os do is
grupos X sdo o mesmo que O outro e podem reagir com as
aminas; e em que L é uma porcdo de ligagdo no ligan te. Um
grupo X preferido é N-oxissuccinimida. L preferivel mente
tem a formula L'-L 2-l', em que L' é carbonil. Grupos L 2
preferidos séo alquil de cadeia linearcom1a 10 a tomos de
carbono (por exemplo, C 1, C 2, C3 Cy4 Cs5 Cs Cyq Cg Cy,
Cuo), por exemplo, -(CH 2) a-.

[0044] Outros grupos X sao aqueles que formam
ésteres quando combinados com HO-L-OH, como norbora no,

acido p-nitrobenzoico e sulfo-N-hidroxisuccinimida.

[0045] Ligantes bifuncionais adicionais para uso
com a invencado incluem acriloil haletos (por exempl o,
cloreto) e haloacilhaletos.

[0046] O ligante serd geralmente adicionado em
excesso molar ao sacarideo modificado.

[0047] Depois da conjugacdo, sacarideos livres e
conjugados podem ser separados. Ha varios métodos
adequados, que incluem cromatografia  hidrofébica,
ultrafiltracdo tangencial, diafiltracdo etc. [veja também
as refs. 65 & 66 etc.].

[0048] Quando a composicdo da invencéo inclui um
sacarideo despolimerizado, é preferivel que a
despolimerizacéo preceda a conjugacao.

Hidroxiapatita

[0049] A hidroxiapatita ((Ca 5(PO4) 30OH)2) usada na
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invencao pode estar em uma de inimeras formas conhe cidas na
técnica. A hidroxiapatita pode estar na forma de cr istais,
um gel ou uma resina. A forma cristalina normal pod e ser
alternativamente sinterizada em altas temperaturas para

modifica-la a uma forma de ceramica (Bio-Rad).
[0050] Preferivelmente, a hidroxiapatita esta na
forma de um gel. Preferivelmente, o gel é embalado em uma

coluna, como comumente usado em purificacdo por

cromatografia.
[0051] Se a  hidroxiapatita estd em forma
particulada, preferivelmente as particulas tém um d iametro

de 20 pum ou mais, preferivelmente 40 pm ou mais,

preferivelmente 80 um ou mais.

[0052] Preferivelmente, a hidroxiapatita tem uma
capacidade de ligacdo dinamica de > 10 mg de lisozi ma por
grama (por exemplo, 12,5, 15, 17,5, 20, 22,5, 25, 2 7,5, 30,

35, 40, 45, 50 ou mais).

pH

[0053] Preferivelmente, o método é realizado em um
pH entre 6 e 8, mais preferivelmente 6,5 a 7,5, mai S
preferivelmente 7,2. O pH 7,2 é preferido uma vez q ue isso
ajuda a assegurar a estabilidade do sacarideo. O pH pode
ser ajustado com o uso de acidos/bases conhecidos n a
técnica.

Concentracao de fosfato

[0054] Diferentes concentragbes de fosfato usadas
no meéetodo podem ter um efeito sobre o rendimento do
conjugado da reacdo. Preferivelmente, a concentraca o de
fosfato do material de iniciacdo e lavagem de

equilibrio/pés-carga € 50 mM ou menos (ou seja, 45, 40, 35,
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30, 25, 20, 15, 10, 5 ou menos). Tipicamente, uma
concentracdo de 35 mM € usada. Concentracdes maiore S podem
resultar na inibicdo da ligacao pela hidroxiapatita
[0055] Tipicamente um tampéao de fosfato de sodio €
usado.

Antigenos adicionais

[0056] Como acima observado, conjugados purificados
pela invencdo podem ser formulados como a composica 0
farmacéutica pela adicdo de um diluente ou carreado r
farmaceuticamente aceitavel. Tais composicOes també m podem
compreender um ou mais (por exemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,

9, 10 ou mais) antigenos adicionais, como:

A. Antigenos Bacterianos

[0057] Neisseria meningitidis : antigenos
meningococicos podem incluir proteinas (como aquela S
identificadas nas referéncias 67-73), sacarideos (i ncluindo
um polissacarideo, oligossacarideo ou lipopolissaca rideo),
ou vesiculas de membrana externa [74-77] purificada S ou
derivadas de um N. meningitidis sorogrupo como A, C, W135,

Y, e/ou B. Antigenos de proteina meningocdcica pode m ser
selecionados de adesinas, autotransportadores, toxi nas,
proteinas de aquisicdo de ferro, e proteinas associ adas a
membrana (preferivelmente, proteinas de membrana ex terna

integrais). Veja também refs. 78-86.
[0058] Streptococcus pneumoniae . antigenos de S.

pneumoniae  podem incluir um sacarideo (que inclui um

polissacarideo ou um oligosacarideo) e/ou proteina de S.
pneumoniae . Os antigenos da proteina podem  ser
selecionados, por exemplo, de uma proteina identifi cada em
qualquer uma das refs. 87-92. As proteinas de S. pneumoniae

Peticao 870200143158, de 12/11/2020, pag. 25/75



18/63

podem ser selecionadas da familia de “triade de Pol [
Histidina” (PhtX), da familia de Proteina de ligaca o de
colina (CbpX), truncacdes de CbpX, familia LytX, tr uncacgoes

de LytX, proteinas quimericas de truncacbes de CbpX -

truncacdes de LytX, pneumolisina (Ply), PspA, PsaA, Spl28,
Sp101, Sp130, Sp125 ou Sp133. Veja também refs. 93- 99.

[0059] Streptococcus pyogenes ( Streptococcus Grupo
A): antigenos de Streptococcus Grupo A podem incluir uma
proteina identificada na referéncia 100 ou 101 (inc luindo
GAS40), fusdes de fragmentos de proteinas GAS M (in cluindo
aguelas descritas na refs. 102-104), proteina de li gacao de
fibronectina (Sthl), proteina  associada a heme
estreptocdcico (Shp) e estreptolisina S (SagA). Vej a também

refs. 100, 105 e 106.

[0060] Moraxella catarrhalis : antigenos de
Moraxella incluem antigenos identificados nas refs. 107 &
108, antigenos de proteina de membrana externa (HMW -OMP),
antigeno C, e/ou LPS. Veja também ref. 109.

[0061] Bordetella pertussis . antigenos de Pertussis
incluem holotoxina de petussis (PT) e hemaglutinina
filamentosa (FHA) de B. pertussis , opcionalmente também em
combinacdo com antigeno de pertactina e/ou aglutino génios 2

e 3. Veja também refs. 110 & 111.

[0062] Staphylococcus aureus . antigenos de S.
aureus incluem polissacarideos capsulares de S. aureus  tipo
5 e 8 opcionalmente conjugados a exotoxina A de Pseudomonas
aeruginosa nao toxica recombinante, como StaphVAX ™ ou
antigenos derivados de proteinas de superficie, inv asinas

(leucocidina, quinases, hialuronidase), fatores de

superficie que inibem a degluticdo fagocitica (caps ula,
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Proteina A), carotendides, producdo de catalase, Pr oteina
A, coagulase, fator de coagulacdo, e/ou toxinas de dado a
membrana (opcionalmente desintoxicadas) que lisam m embranas
de células eucaridtica  (hemolisinas, leucotoxina,

leucocidina). Veja também ref. 112.

[0063] Clostridium tetani (Téetano): antigenos de
tétano incluem toxodide tetanico (TT), preferivelmen te usado
como uma proteina carreadora junto/conjugado com as
composic¢des da presente invencgao.

[0064] Corynebacterium difteriae (Difteria):
antigenos de difteria incluem toxina diftérica ou m utantes
desintoxicados desta, como CRM197. Adicionalmente,
antigenos capazes de modular, inibir ou associar co m
ribosilacdo de ADP s&o contemplados para combinagéo
/coadministragao/conjugagdo com as composicoes da p resente
invencdo. Esses antigenos diftéricos podem ser usad 0S como
proteinas carreadoras.

[0065] Haemophilus influenzae . antigenos de H.
influenzae incluem um antigeno sacarideo de tipo B, ou

proteina D [24].

[0066] Streptococcus agalactiae ( Streptococcus de
Grupo B): antigenos de Streptococcus de Grupo B incluem
antigenos de proteina identificados nas refs. 100 e 113-
116. Por exemplo, os antigenos incluem as proteinas GBS80,

GBS 104, GBS276 e GBS322.

[0067] Neisseria gonorrhoeae . antigenos gonocécicos
incluem preparacdes de proteina por (ou porina), co mo PorB
[117], uma proteina de ligacdo de transferrina, com o ThpA e
TbpB [118], uma proteina de opacidade (como Opa), u ma
proteina de reducdo modificavel (Rmp), e vesicula d e
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membrana externa (OMV) [119]. Veja também refs. 67- 69 &
120.

[0068] Chlamydia trachomatis . antigenos de C.
trachomatis incluem antigenos derivados de sorotipos A, B,

Ba e C (agentes de tracoma, uma causa de cegueira),

sorotipos L1, L2 & L3 (associados com Lymphogranuloma
venereum ), e sorotipos, D-K. Os antigenos de C. trachomatis
também podem incluir um antigeno identificado nas r efs. 116
& 121-123, incluindo PepA (CT045), LcrE (CT089), Ar tJ
(CT381), DnaK (CT396), CT398, OmpH-like (CT242), L7 /L12
(CT316), OmcA (CT444), AtosS (CT467), CT547, Eno (C T587),

HrtA (CT823) e MurG (CT761). Veja também ref. 124.

[0069] Salmonella typhi (febre tiféide): Antigenos
incluem polissacarideos capsulares preferivelmente
conjugados (Vi, por exemplo, vax-TyVi).

B. Antigenos virais

[0070] Orthomyxovirus : antigenos virais podem ser
derivados de um Orthomyxovirus , como Influenza A, B e C.

Antigenos de Orthomyxovirus podem ser selecionados de uma

ou mais das proteinas virais, incluindo hemaglutini na (HA),
neuraminidase (NA), nucleoproteina (NP), proteina d e matriz
(M1), proteina de membrana (M2), um ou mais dos com ponentes
de transcriptase (PB1, PB2 e PA). Os antigenos pref eridos

incluem HA e NA.

[0071] Os antigenos de Influenza podem ser
derivados de cepas de gripe interpandémicas (anual)
Alternativamente, os antigenos de influenza podem s er
derivados de cepas com o potencial de causar um sur to
pandémico (ou seja, cepas de influenza com nova

hemaglutinina comparada a hemaglutinina em cepas at ualmente
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circulantes, ou cepas de influenza que sao patogéni cas em
aves e tém o potencial de serem transmitidas
horizontalmente na populagdo humana, ou cepas de in fluenza

gue sao patogénicas para humanos).

[0072] Virus  Paramyxoviridae . antigenos virais
podem ser derivados de virus Paramyxoviridae , como
Pneumovirus (RSV), Paramixovirus (PIV) e Morbilivir us

(sarampo). [125-127].

[0073] Pneumovirus : antigenos virais podem ser
derivados de um Pneumovirus, como virus sincicial
respiratorio (RSV), virus sincicial respiratério bo vino,
virus da Pneumonia de camundongos e virus da rinotr aqueite

em perus. Preferivelmente, o Pneumovirus €& RSV. Os

antigenos de Pneumovirus podem ser selecionados de uma ou
mais das seguintes proteinas, incluindo proteinas d e
superficie, fusdo (F), Glicoproteina (G) e proteina pequena
hidrofobica (SH), proteinas M e M2 de matriz, prote inas de
nucleocapsideo N, proteinas P e L e ndo estruturais NSle
NS2. Os antigenos preferidos de Pneumovirus incluem F,Ge

M. Veja, por exemplo, a ref. 128. Os antigenos de
Pneumovirus também podem ser formulados ou derivado s de
virus quiméricos. Por exemplo, virus RSV/PIV quimér icos

podem compreender componentes de RSV e PIV.

[0074] Paramyxovirus : Antigenos virais podem ser
derivados de um Paramixovirus, como virus Parainflu enza
tipos 1 — 4 (PIV), caxumba, virus Sendai, virus 5 d e simio,
virus parainfluenza bovino e virus da doenca de New castle.
Preferivelmente, o Paramyxovirus € PIV ou caxumba. Os
antigenos de paramixovirus podem ser selecionados d € uma ou
mais das seguintes proteinas: Hemaglutinina Neurami nidase

Peticao 870200143158, de 12/11/2020, pag. 29/75



22/63

(HN), Proteinas de fusdo F1 e F2, Nucleoproteina (N P),
fosfoproteina (P), proteina grande (L), e proteina de
matriz (M). Proteinas de paramixovirus preferidas i ncluem
HN, F1 e F2. Os antigenos de paramixovirus também p odem ser

formulados em ou derivados de virus quiméricos. Por

exemplo, virus RSV/PIV quiméricos podem compreender
componentes de RSV e PIV. As vacinas de caxumba
comercialmente disponiveis incluem virus da caxumba

atenuado vivo, em forma monovalente ou em combinaca 0 com

vacinas de sarampo e rubéola (MMR).

[0075] Morbillivirus : Antigenos virais podem ser
derivados de um Morbillivirus , como sarampo. Os antigenos
de Morbillivirus podem ser selecionados de uma ou mais das
seguintes proteinas: hemaglutinina (H), Glicoprotei na (G),
fator de fusédo (F), proteina grande (L), Nucleoprot eina
(NP), Polimerase fosfoproteina (P) e Matriz (M). As vacinas
de sarampo comercialmente disponiveis incluem virus de
sarampo atenuado vivo, tipicamente em combinacdo co m

caxumba e rubéola (MMR).

[0076] Enterovirus : Antigenos virais podem ser
derivados de um Enterovirus, como Poliovirus tipos 1,2 o0u
3, virus Coxsackie A tipos 1 a 22 e 24, virus Coxsa ckie B
tipos 1 a 6, Echovirus (virus ECHO) tipos 1 a 9, 11 az2ie

29 a 34 e Enterovirus 68 a 71. Preferivelmente, o

Enterovirus € poliovirus. Os antigenos de enterovir us sdo
preferivelmente selecionados de uma ou mais das seg uintes
proteinas de Capsideo VP1, VP2, VP3 e VP4. Vacinas de polio

comercialmente disponiveis incluem Vacina de Polio
Inativada (IPV) e vacina de poliovirus oral (OPV).

[0077] Heparnavirus : Antigenos virais podem ser
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derivados de um Heparnavirus, como virus da Hepatit e A
(HAV). Vacinas de HAV comercialmente disponiveis in cluem

Vacinas de HAV inativadas. [129,130].

[0078] Togavirus : Antigenos virais podem ser
derivados de um Togavirus, como um Rubivirus, um Al favirus,
ou um Arterivirus. Antigenos derivados de Rubivirus , COMo
virus da rubéola, séo preferidos. Os antigenos de T ogavirus
podem ser selecionados de E1, E2, E3, C, NSP-1, NSP 0-2,

NSP-3 ou NSP-4. Os antigenos de Togavirus sao

preferivelmente selecionados de E1, E2 ou E3. Vacin as de
rubéola comercialmente disponiveis incluem um virus Vivo
adaptado ao frio, tipicamente em combinacdo com vac inas de

caxumba e sarampo (MMR).
[0079] Hepadnavirus : Antigenos virais podem ser
derivados de um Hepadnavirus, como virus da Hepatit e B. Os

antigenos de Hepadnavirus podem ser selecionados de

antigenos de superficie (L, M e S), antigenos de nu cleo
(HBc, HBe). Vacinas de HBV comercialmente disponive is
incluem vacinas de subunidade que compreendem a pro teina S

de antigeno de superficie {130,131].
[0080] Papovavirus : Antigenos podem ser derivados

de Papovavirus, como Papilomavirus e Poliomavirus.

Papilomavirus incluem sorotipos de HPV 1, 2, 4, 5, 6, 8,
11, 13, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 41, 42, 47, 51, 57, 58, 63
e 65. Preferivelmente, antigenos de HPV sao derivad os de
sorotipos 6, 11, 16 ou 18. Os antigenos de HPV pode m ser
selecionados de proteinas de capsideo (L1) e (L2), ou E1 —

E7, ou fusbes destes. Os antigenos de HPV séo
preferivelmente formulados em particulas semelhante s a

virus (VLPs). Poliomavirus incluem virus BK e virus JK. Os

Peticao 870200143158, de 12/11/2020, pag. 31/75



24/63

antigenos de Poliomavirus podem ser selecionados de VP1,
VP2 ou VP3.

C. Formulagdes de Antigeno

[0081] Em outros aspectos da invencdo, sé&o
fornecidos métodos de producdo de microparticulas g ue tém
antigenos adsorvidos. Os métodos compreendem: (a) o
fornecimento de uma emulsédo por dispersdao de uma mi stura
que compreende (i) agua, (i) um detergente, (iii) um

solvente organico, e (iv) um polimero biodegradavel

selecionado do grupo que consiste em um &acido poli( a-
hidroxi), um acido polihidroxi butirico, uma
policaprolactona, um poliortoéster, um polianidrido e um
policianoacrilato. O polimero é tipicamente present e na
mistura em uma concentracdo de cerca de 1% a cerca de 30%
em relacdo ao solvente organico, enquanto o deterge nte é
tipicamente presente na mistura em uma propor¢ao pe so a
peso de detergente-para-polimero de cerca de 0,0000 1.1 a
cerca de 0,1:1 (mais tipicamente cerca de 0,0001:1 a cerca
de 0,1:1, cerca de 0,001:1 a cerca de 0,1:1, ou cer ca de
0,005:1 a cerca de 0,1:1); (b) remocé&o do solvente organico
da emulséo; e (c) adsor¢cado de um antigeno na superf icie das

microparticulas. Em certas modalidades, o polimero
biodegradavel esta presente em uma concentracéo de cerca de
3% a cerca de 10% em relac&o ao solvente organico.

[0082] Microparticulas para uso nesta especificacédo
serao formadas a partir de materiais que séo

esterilizaveis, biodegradaveis e ndo toxicos. Tais

materiais incluem, sem limitacdo, acido poli( a-hidroxi),
acido polihidroxibutirico, policaprolactona, polior toéster,
polianidrido, PACA e policianoacerilato. Preferivel mente,
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as microparticulas para uso com a presente invencao sao
derivadas de um acido poli( a-hidroxi), em particular de uma
poli(lactida) (“PLA”) ou um copolimero de D,L-lacti da e
glicolida ou acido glicolico, como poli(D,L-lactida -co-
glicolida) (“PLG” ou “PLGA”, ou um copolimero de D, L-
lactida e caprolactona. As Microparticulas podem se r
derivadas de qualquer um dos varios materiais de in iciacao
poliméricos que tém varios pesos moleculares e, no caso dos
copolimeros como PLG, varias proporcoes de

lactida:glicolida, cuja selecdo sera uma matéria de
escolha, dependendo, em parte, da macromolécula
coadministrada. Esses parametros sdo discutidos mai S
amplamente abaixo.

Métodos e usos médicos

[0083] Uma vez formuladas, as composicdes da
invencdo podem ser administradas diretamente a um
individuo. Os individuos a serem tratados podem ser
animais; em particular, seres humanos podem ser tra tados.
As composi¢Oes podem ser formuladas como vacinas qu e sao
particularmente Uteis para vacinacdo de criancas e
adolescentes. Elas podem ser liberadas por vias sis témica

e/ou mucosa.

[0084] Tipicamente, as composi¢cdes sao preparadas
como injetaveis, como solu¢cdes ou suspensoOes liquid as;
formas soélidas adequadas para solucdo, ou suspensao , em

veiculos liquidos antes da injecdo também podem ser
preparadas. A liberacdo direta das composi¢cdes sera
geralmente  parenteral (por exemplo, por injecao,
subcuténea, intraperitoneal, intravenosa ou intramu scular

ou liberada ao espaco intersticial de um tecido). A S
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composi¢cdes também podem ser administradas em uma | esao.
Outros modos de administragao incluem administragcédo oral e
pulmonar, supositorios, e aplicacbes transdérmicas ou
transcutaneas (por exemplo, veja a ref. 132), agulh as, e
hiposprays. A dosagem de tratamento pode ser um esq uema de
dose Unica ou um esquema de dose multipla (por exem plo,

incluindo doses de reforco).

[0085] As vacinas da invencdo sao preferivelmente
estéreis. Elas sdo preferivelmente livres de pirége no. Elas
sao preferivelmente tamponadas, por exemplo, entre pH 6 e
pH 8, geralmente por volta do pH 7. Quando uma vaci na
compreende um sal de hidroxido de aluminio, é prefe rivel

usar um tampéo de histidina [133].

[0086] As vacinas da invencao podem compreender
detergentes (por exemplo, um Tween, como Tween 80) em
baixos niveis (por exemplo, < 0,01%). As vacinas da
invencdo podem compreender um alcool de acgucar (por
exemplo, manitol) ou trehalose, por exemplo, por vo Ita de
15 mg/ml, particularmente se elas forem liofilizada S.

[0087] Doses 6timas de antigenos individuais podem

ser avaliadas empiricamente. Em geral, no entanto,

antigenos conjugados purificados pelo método da inv encao
serdo administrados em uma dose entre 0,1 e 100 pg de cada
sacarideo por dose, com um volume de dosagem tipico de 0,5
ml. A dose é tipicamente entre 5 e 20 ug por sacari deo por

dose. Esses valores sdo medidos como sacarideo no
conjugado.

[0088] As vacinas de acordo com a invencao podem
ser profildticas (ou seja, para prevenir infeccéo) ou

terapéuticas (ou seja, para tratar doenca apos infe ccao),
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mas sera tipicamente profilatica.
[0089] A invencédo fornece um conjugado purificado

pelo método da invengéo para uso em medicina.

[0090] A invencdo também fornece um método de
despertar uma resposta imune em um paciente, que co mpreende
a administracdo a um paciente de um conjugado de ac ordo com
a invencdo. A resposta imune é preferivelmente prot etora
contra doenca meningocOcica, doenca pneumocécica ou H
influenzae tipo B e pode compreender uma resposta imune
humoral e/ou uma resposta imune celular. O paciente e
preferivelmente uma crianca. O método pode desperta r uma
resposta de reforco em um paciente que ja foi vacin ado
contra meningococcus , pneumococcus ou H. influenzae tipo B.
Em outras modalidades, a resposta imune € protetora contra
Streptococcus agalactiae e pode compreender uma resposta
imune humoral e/ou uma resposta imune celular. O pa ciente
preferivelmente uma crianca, neonato ou mulher grav ida. O

método pode despertar uma resposta de reforco em um

paciente que ja foi vacinado contra Streptococcus
agalactiae

[0091] A invencdo também fornece o uso de um
conjugado da invencdo na manufatura de um medicamen to para
despertar uma resposta imune em um paciente, em que o]
referido paciente foi pré-tratado com um diferente antigeno
sacarideo daquele compreendido na composigdo conjug ada aum
carreador.

[0092] A invencdo também fornece o uso de um
conjugado na manufatura de um medicamento para desp ertar
uma resposta imune em um paciente, em que o referid o]
paciente foi pré-tratado com 0 mesmo antigeno sacar ideo que
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aquele compreendido na composi¢cado conjugada a um di ferente
carreador.
[0093] O medicamento é  preferivelmente  uma

composicdo imunogénica (por exemplo, uma vacina). O
medicamento € preferivelmente para a prevencdo e/ou

tratamento de uma doenca causada por uma Neisseria (por
exemplo, meningitis, septicaemia, gonorrhoea etc.), por H.
influenzae (por exemplo, otite média, bronquite, pneumonia,

celulite, pericardite, meningite etc.) ou por pneumococcus
(por exemplo, meningite, sepsis, pneumonia etc). A

prevencdo e/ou tratamento de meningite bacteriana é ,

portanto, preferida. Em outras modalidades, o medic amento é
para a prevencao e/ou tratamento de uma doenga caus ada por
Streptococcus agalactiae . A prevencéo e/ou o tratamento de

tais doengas é também preferido.

[0094] As vacinas podem ser testadas em modelos
padréo de animal (por exemplo, veja a ref. 134).

Adjuvantes

[0095] Os conjugados da invencdo podem ser
administrados junto com outros agentes imuno-regula dores.
Em particular, as composi¢des incluirdo comumente u m
adjuvante. Os adjuvantes que podem ser usados nas
composicdes da invencdo incluem, mas nao se limitam a. A

Composicdes que contém mineral

[0096] Composicbes que contém mineral para uso como
adjuvantes na invencgdo incluem sais minerais, como sais de
aluminio e sais de calcio. Tais composi¢cées minerai S podem

incluir sais minerais como hidroxidos (por exemplo,
oxihidroxidos), fosfatos (por exemplo, hidroxifosfa tos,

ortofosfatos), sulfatos etc. [por exemplo, veja o0s
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capitulos 8 & 9 da ref. 135], ou misturas de difere ntes

compostos minerais (por exemplo, uma mistura de um

adjuvante de fosfato e um hidroxido, opcionalmente com um
excesso do fosfato), com os compostos assumindo qua lquer
forma adequada (por exemplo, gel, cristalinos, amor fos
etc.), e com a adsorcado a esses sais sendo preferid a. As
composic¢des que contém minerais também podem ser fo rmuladas

como uma particula de sal metélico [136].

[0097] Sais de aluminio podem ser incluidos nas
composic¢des da invencdo de modo que a dose de Al 3+ @ entre
0,2 e 1,0 mg por dose.

[0098] Um adjuvante de fosfato de aluminio tipico é
hidroxifosfato de aluminio amorfo com propor¢cdo mol ar de
PQ/Al entre 0,84 e 0,92, incluido a 0,6 mg Ala/ml. A
adsorcdo com uma baixa dose de fosfato de aluminio pode ser
usada, por exemplo, entre 50 e 100 ug Al 3+ por conjugado
por dose. Quando um fosfato de aluminio é usado e €
desejavel ndo adsorver um antigeno ao adjuvante, is SO é
favorecido por inclusdo de ions fosfato livres na s olucdo
(por exemplo, pelo uso de um tampéo de fosfato).

B. Emulsdes oleosas

[0099] Composicbes de emulsdo oleosas adequadas
para uso como adjuvantes com conjugados da invencao incluem
emulsdes de esqualeno-agua, como MF59 (5% esqualeno , 0,5%

Tween 80, e 0,5% Span 85, formulados em particulas

submicron com o uso de um microfluidificador) [Capi tulo 10
da ref. 135; veja também refs. 137-139]. MF59 € usa do como
o adjuvante na vacina de subunidade trivalente de v irus

influenza FLUAD ™ A emulsdo de MF59 inclui vantajosamente

ions citrato, por exemplo, 10 mM de tampao de citra to de
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sédio.
[00100] Adjuvantes particularmente preferidos para

uso nas composi¢cdes sao emulsdes submicron 6leo-em- agua.
Emulsdes submicron oOleo-em-agua preferidas para uso nesta
especificacdo sdo emulsdes de esqualeno/agua opcion almente
contendo quantidades variaveis de MTP-PE, como uma emulsao
submicron 6leo-em-agua que contém 4-5% w/v esqualen 0, 0,25-
1,0% w/v Tween 80 (monooleato de polioxietilenossor bitano),

e/ou 0,25-1,0% Span 85 (trioleato de sorbitano), e,
opcionalmente, N-acetilmuramil-L-alanil-D-isogluata minil-L-
alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxi

fosforiloxi) etilamina (MTP-PE). Emulsdes submicron oleo-
em-agua, métodos de confeccionar as mesmas e agente S imuno-

estimulantes, como muramil peptideos, para uso nas

composicoes, sdo descritos em detalhes nas referénc las 137
& 140-141.

[00101] Uma emulsdo de esqualeno, um tocoferol e
Tween 80 podem ser usados. A emulsdo pode incluir s olucao
salina tamponada com fosfato. Ela também pode inclu ir Span
85 (por exemplo, a 1%) e/ou lecitina. Essas emulsde S podem
ter de 2 a 10% de esqualeno, de 2 a 10% de tocofero | e de

0,3 a 3% de Tween 80, e a proporcdo de peso de

esqualeno:tocoferol é preferivelmente < 1, na medida em que
essa proporcdo fornece uma emulsdo mais estavel. Um a
emulsdo desse tipo pode ser feita dissolvendo Tween 80 em
PBS, para gerar uma solucao 2%, e depois misturando 90 mi
dessa solucdo com uma mistura de 5 g de DL- a-tocoferol e 5

ml de esqualeno, e microfluidizando-se a mistura. A emulsao
resultante pode ter goticulas de 6leo submicron, po r

exemplo, com um diametro meédio entre 100 e 250 nm,
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preferivelmente cerca de 180 nm.

[00102] Uma emulsdo de esqualeno, um tocoferol e um
detergente Triton (por exemplo, Triton X-100) pode ser
usada.

[00103] Uma emulsdo de esqualano, polissorbato 80 e
poloxamero 401 (“Pluronic ™ 1121") pode ser usada. A
emulsdo pode ser formulada em solugdo salina tampon ada com
fosfato, pH 7,4. Essa emulsdo é um veiculo de liber acao
atil para muramil dipeptideos, e foi usada com treo nil-MDP
no adjuvante “SAF-1" [142] (0,05-1% de Thr-MDP, 5% de
esqualano, 2,5% de Plurénico L121 e 0,2% de polisso rbato
80). Ela também pode ser usada sem o Thr-MDP, como no
adjuvante “AF” [143] (5% de esqualano, 1,25% de Plu rénico
L121 e 0,2% de polissorbato 80). A microfluidificac ao e
preferida.

[00104] Adjuvante completo de Freund (CFA) e
adjuvante incompleto de Freund (IFA) também podem s er usado

como adjuvantes.

C. Formulagtes de saponina [capitulo 22 da ref 135]
[00105] Formulagbes de saponina também podem ser
usadas como adjuvantes de conjugados da invencéo. S aponinas

sdao um grupo heterélogo de glicosideos de esterol e

glicosideos de triterpendide que € encontrado na ca sca,
folhas, caules, raizes e até mesmo nas flores de um a ampla
gama de espécies de plantas. A saponina da casca da arvore
Molina  Quillaia saponaria foi amplamente estudada como
adjuvante. A saponina também pode ser obtida comerc ilalmente
de Smilax ornata ( sarsaprilla ), Gypsophilla paniculata
(mosquitinho - brides veill ) e Saponaria officinalis
(saponaria - soap root ). Formulacfes adjuvantes de saponina
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incluem formulag¢des purificadas, por exemplo, QS21, além de
formulagbes lipidicas, por exemplo, ISCOMs. QS21 ¢é
comercializado como Stimulon ™

[00106] As composicdes de saponina foram purificadas
com o uso de HPLC e RP-HPLC. Foram identificadas fr acoes

purificadas especificas com o0 uso dessas técnicas,

incluindo QS7, QS17, QS18, QS21, QH-A, QHB e QH-C. De
preferéncia, a saponina € QS21. Um método de produg ao de
QS21 é revelado na referéncia 144. As formulacdes d e
saponina também podem compreender um esterol, por e xemplo,

colesterol [145].

[00107] Podem ser usadas combinacfes de saponinas e
colesteréis para formar particulas Unicas denominad as
complexos imunoestimulantes (ISCOMs) [capitulo 23 d a
referéncia 135]. ISCOMs tipicamente também incluem um

fosfolipideo, por exemplo, fosfatidiletanolamina ou

fosfatidilcolina. Qualquer saponina conhecida pode ser
usada em ISCOMs. De preferéncia, o ISCOM inclui um ou mais
de QuilA, QHA e QHC. ISCOMs sdo ainda descritos nas
referéncias 145-147. Opcionalmente, os ISCOMS podem ser

desprovidos de detergente adicional [148].

[00108] Uma revisdo do desenvolvimento de adjuvantes
a base de saponina pode ser encontrada nas referénc ias 149
e 150.

D. Virossomos e particulas semelhantes a virus

[00109] Virossomos e particulas semelhantes a virus
(VLPs) também podem ser usados como adjuvantes na i nvencgao.
Essas estruturas geralmente contém uma ou mais prot einas de
um virus opcionalmente combinadas ou formuladas com um
fosfolipideo. Eles sdo geralmente ndo patogénicos, nao se
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replicam e geralmente ndo contém qualquer um dos ge nomas

virais  nativos. As  proteinas virais podem  ser

recombinantemente produzidas ou isoladas de virus i nteiros.
Essas proteinas virais adequadas para uso nos viros sSomos ou
VLPs incluem proteinas derivadas de virus influenza (como
HA ou NA), virus da Hepatite B (como proteinas de n Ucleo ou
capsideo), virus da Hepatite E, virus do sarampo, v frus
Sindbis, Rotavirus, virus da febre aftosa, Retrovir us,
virus Norwalk, Papiloma virus humano, HIV, fagos de RNA,
fago QB (como proteinas coat ), fago GA, fago fr, fago

AP205, e Ty (cmo retrotransposon Ty proteina pl). V LPs séao

discutidos também nas refs. 151-156. Virossomos sao
discutidos também, por exemplo, na ref. 157.

E. Derivados bacterianos ou microbianos

[00110] Adjuvantes adequados para uso na invencao
incluem derivados bacterianos ou microbianos como d erivados
nao toxicos de lipopolissacarideo enterobacteriano (LPS),

derivados de Lipideo A, oligonucleotideos imuno-
estimulantes e toxinas de ribosilacdo de ADP e deri vados

desintoxicados destes.

[00111] Os derivados nao toxicos de LPS incluem
monofosforil lipideo A (MPL) e MPL 3-O-desacilado ( 3dMPL).
3dMPL é uma mistura de 3 des-O-acilado monofosforil lipideo
A com 4, 5 ou 6 cadeias aciladas. Uma forma de “par ticular
pequena” preferida de 3 des-O-acilado monofosforil lipideo
A é revelada na ref. 158. Tais “particulas pequenas " de
3dMPL séo pequenas o suficiente para serem filtrada s de
modo estéril através de uma membrana de 0,22 um [15 8].

Outros derivados nao toxicos incluem imitadores de

monofosforil lipideo A, como derivados de aminoalqu il
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glicosaminida fosfato, por exemplo, RC-529 [159,160 ].
[00112] Os derivados de lipideo A incluem derivados
de lipideo A de Escherichia coli como OM-174. OM-174 é

descrito, por exemplo, nas refs. 161 e 162.

[00113] Oligonucleotideos imuno-estimulantes
adequados para uso como adjuvantes na invencao incl uem
sequéncias de nucleotideos que contém um motivo CpG ((uma
sequéncia dinucleotidica que contém uma citosina na 0
metilada ligada por uma ligacédo fosfato a uma guano sina).
RNA de fita dupla e oligonucleotideos que contém um a
sequéncia palindrémica, ou sequéncias poli(dG) tamb em se

mostraram imuno-estimulantes.
[00114] Os CpG's podem incluir modifica¢cdes/analogos
nucleotidicos, por exemplo, modificagbes de fosforo tioato,

e podem ser de fita dupla ou de fita simples. As

Referéncias 163, 164 e 165 revelam substituices an alogas
possiveis, por exemplo, substituicdo de guanosina c om 2'-
desoxi-7-deazaguanosina. O efeito adjuvante de
oligonucleotideos CpG € ainda discutido nas Referén cias
166-171.

[00115] A sequéncia CpG pode ser dirigida a TLR9,
por exemplo, o motivo GTCGTT ou TTCGTT [172]. A seq uéncia
CpG pode ser especifica para a inducdo de uma respo sta
imunologica Thl, por exemplo, um ODN CpG-A, ou ela pode ser
mais especifica para inducdo de uma resposta de cél ulas B,
por exemplo, ODN CpGB. ODNs CpG-A e CpG-B séo discu tidos
nas referéncias 173-175. De preferéncia, o CpG é um ODN
CpG-A.

[00116] De preferéncia, o oligonucleotideo CpG é
construido de modo que a extremidade 5' esteja aces sivel
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para reconhecimento do receptor. Opcionalmente, dua S
sequéncias de oligonucleotideos CpG podem ser anexa das em
suas extremidades 3' para a formacéao de “imundmeros ". Veja,

por exemplo, as Referéncias 172 e 176-178.

[00117] Toxinas de ribosilacdo de ADP bacteriano e
derivados desintoxicados destas podem ser usados co mo
adjuvantes na invencdo. Preferivelmente, a proteina é
derivada de E. coli (a enterotoxina instavel em calor de E.
coli  "LT"), toxina colérica ("CT"), ou toxina de pertuss 5

("PT"). O uso de toxinas de ribosilacio de ADP

desintoxicadas como adjuvantes de mucosa € descrito na ref.
179 e como adjuvantes parenterais na ref. 180. A to Xina ou
toxoide esta preferivelmente na forma de uma holoto xina,

que compreende  tanto subunidades A  quanto B.
Preferivelmente, a subunidade A contém uma mutacdo
desintoxicada; preferivelmente a subunidade B ndo é mutada.
Preferivelmente, o adjuvante € um mutante LT desint oxicado

como LT-K63, LT-R72 e LT-G192. O uso de toxinas de

ribosilacdo de ADP e derivados desintoxicados desta S,
particularmente LT-K63 e LT-R72, como adjuvantes po de ser
encontrado nas refs. 181-188. Referéncia numérica p ara
substituicbes de aminoéacidos é preferivelmente base ada no
alinhamento de subunidades A e B de toxinas de ribo silacao

de ADP apresentadas na ref. 189, especificamente aq ui

incorporadas em sua totalidade por referéncia.
[00118] Os Compostos de formula I, 1l ou Ill, ou

sais destes, também podem ser usados como adjuvante S:
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F. Imunomoduladores humanos

[00119] Imunomoduladores humanos adequados para uso
como adjuvantes na invencdo incluem citocinas, como
interleucinas (por exemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,

IL-7, IL-12 [191], IL-23, IL-27 [192] etc) [193],
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interferons (por exemplo, interferon- y), fator estimulante

de colénia de macréfagos, fator de necrose tumoral e
proteina-1-alfa inflamatéria de macréfagos (MIP-lal pha) e
MIP-1beta [194].

G. Bioadesivos e mucoadesivos

[00120] Bioadesivos e mucoadesivos também podem ser
usados como adjuvantes na invencdo. Bioadesivos ade quados
incluem microesferas de &acido hialurdnico esterific ado
[195] ou mucoadesivos como derivados entrecruzados de &cido
poli(acrilico), alcool polivinilico, polivinil piro lidona,

polissacarideos e carboximetilcelulose. Quitosana e
derivados desta também podem ser usados como adjuva ntes na
invencéao [196].

H. Microparticulas

[00121] Microparticulas também podem ser usadas como
adjuvantes na invencdo. Microparticulas (ou seja, u ma
particula de ~100nm a ~150 pm de diametro, mais
preferivelmente ~200 nm a 30 um de diametro, e mais
preferivelmente ~500 nm a 10 pum de diametro) formad as a
partir de materiais que sao biodegradaveis e nao té Xicos
(por exemplo, um &cido poli( o-hidroxi), um  &cido
polihidroxibutirico, um poliortoéster, um polianidr ido, uma
policaprolactona etc.), com poli(lactida-co-glicoli da) sao

preferidas, opcionalmente tratadas para terem uma
superficie negativamente carregada (por exemplo, co m SDS)
ou uma superficie positivamente carregada (por exem plo, com
um detergente cationico, como CTAB).
I. Lipossomos (Capitulos 13 e 14 da ref. 135)

[00122] Exemplos de formulacbes de lipossomos

adequadas para uso como adjuvantes sdo descritos nha S
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referéncias 197-199.

J. Formulagbes de éteres de polioxietileno e éstere s de
polioxietileno
[00123] Adjuvantes adequados para uso na invencao

incluem  éteres de  polioxietleno e  ésteres de
polioxietileno [200]. Tais formulacbes também inclu em

tensoativos de éster de polioxietiieno sorbitano em

combinagdo com um octoxinol [201] bem como tensoati vos de
éster ou éteres de polioxietileno alquil em combina ¢céo com
pelo menos um tensoativo ndo ibnico adicional, como um

octoxinol [202].
[00124] Eteres de polioxietileno preferidos s&o
selecionados do seguinte grupo: polioxietileno-9-la uril

éter  (laureth 9), polioxietileno-9-esteoril éter,

polioxietileno-8-esteoril  éter,  polioxietileno-4-la uril
éter, polioxietileno-35-lauril éter e polioxietilen 0-23-
lauril éter.

K. Polifosfazeno (PCPP)

[00125] Formulagdes de PCPP
(poli[di(carboxilatofenoxi) fosfazeno]) sdo descrit as, por
exemplo, nas refs. 203 e 204.

L. Muramil peptideos

[00126] Exemplos de muramil peptideos adequados para
uso como adjuvantes na invencéao incluem N-acetilmur amil-L-
treonil-D-isoglutamina ("thr-MDP"), N-acetil-normur amil-L-

alanil-D-isoglutamina (nor-MDP) e  N-acetilmuramil-L -
alanil-D- isoglutaminil-L-alanina-2-(1’-2’-dipalmit oil-sn-
glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina ("MTP-PE").

M. Compostos de imidazoquinolona

[00127] Exemplos de compostos de imidazoquinolona
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adequados para uso como adjuvantes na invencao incl uem
Imiguamod e seus homdlogos (por exemplo, “Resiquimo d 3M"),

descritos também nas refs. 205 e 206.

N. Compostos de tiosemicarbazona

[00128] Exemplos de compostos de tiosemicarbazona,
bem como métodos de formulacdo, manufatura e rastre amento
por compostos, todos adequados para uso como adjuva ntes na

invengdo incluem aqueles descritos na ref. 207. As

tiosemicarbazonas séo particularmente eficazes no e stimulo
de células mononucleares sanguineas periféricas hum anas
para a producao de citocinas, como TNF- a.

O. Compostos de triptantrina

[00129] Exemplos de compostos de triptantrina, bem
como meétodos de formulacdo, manufatura e rastreamen to para
compostos, todos adequados para uso como adjuvantes na

invencdo, incluem aqueles descritos na ref. 208. Os

compostos de triptantrina sdo particularmente efica zes no
estimulo de células mononucleares sanguineas perifé ricas
humanas para a producao de citocinas, como TNF- a.

P. Anélogos de nucleosideo
[00130] Véarios analogos de nucleosideo podem ser
usados como adjuvantes, como (a) Isatorabina (ANA-2 45; 7-

tia8-oxoguanosina):

0
N)ts
| ] =0
N'J\N N
o)
o} (_JH
o o
e pro-farmacos destes; (b) ANA975; (c) ANA-025-1; ( d)
ANA380; (e) os compostos revelados nas referéncias 209 a

211; (f) um composto que tem a formula:
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heterociclil substituido, -C(O)-R 4, C 16 alquil, C 16 alquil
substituido, ou ligados juntos para formar um anel de cinco

membros como em R 45

\rJ‘:>)<1
7 Re
X Rys
Ro
a ligacédo sendo realizada nas ligacdes indicadas po r

um s

X1 e X 2 sdo independentemente N, C, O, ou S;

Rs é H, halo, -OH, C 16 alquil, C 2.6 alquenil, C 26
alquinil, -OH, -NR aRo, -(CH 2)n-O-R¢, -O-(C 16 alquil), -
S(O) pRe, 0u -C(O)-R  ¢;

R é H, C 16 alquil, C 16 alquil substituido,

heterociclil, heterociclil substituido ou R 9a, emque R ga €:
O
Rip Ry
a ligacao sendo realizada na ligacéo indicada por u m
W
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Rio € R 11 sdo independentemente H, halo, C 1.6 alcoxi, C 1.
6 alcoxi substituido, -NR aRv, ou -OH;

cada R 2 e R p € independentemente H, C 16 alquil, C 16
alquil substituido, -C(O)R d, C 610 aril;

cada R ¢ é independentemente H, fosfato, difosfato,

trifosfato, C 1-6 alquil, ou C 1-6 alquil substituido;

cada R 4 é independentemente H, halo, C 16 alquil, C 1-6
alquil substituido, C 1.6 alcoxi, C 1.6 alcoxi substituido, -
NRH, -NH(C 16 alquil), -NH(C 1.6 alquil substituido), -N(C 16
alquil) 2, -N(C 16 alquil substituido) 2, Coe10 aril, ou
heterociclil;

cada R e € independentemente H, C 16 alquil, C 16 alquil
substituido, C 6-10 aril, C 6-10 aril substituido,

heterociclil, ou heterociclil substituido;

cada R ¢ € independentemente H, C 16 alquil, C 16 alquil
substituido,, -C(O)R d, fosfato, difosfato ou trifosfato;

cada n é independentemente 0, 1, 2 ou 3;

cada p é independentemente 0, 1 ou 2; ou

(g) um sal farmaceuticamente aceitavel de qualquer um
de (a) a (f), um tautdmero de qualquer um de (a) a (), ou

um sal farmaceuticamente aceitavel do tautdmero.

Q. Lipideos ligados a uma estrutura aciclica que co ntém
fosfato

[00131] Adjuvantes que contém lipideos ligados a uma
estrutura aciclica que contém fosfato incluem o ant agonista

de TLR4 E5564 [212,213]:
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O L0 WOPO(OH);
CHyO ] 0 0
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CH{CHe o~ -0 Omeﬂma
s o
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R. Imunopotenciadores de molécula pequena (SMIPS) i ncluem :
- N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quino lina-
2,4-diamina;

- N2,N2-dimetil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]
quinolina-2,4-diamina;

- N2-etil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5 -C]
quinolina-2,4-diamina;

- N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-propil-1H-imidazo[4 ,5-C]

quinolina-2,4-diamina;

- 1-(2-metilpropil)-N2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quin olina-
2,4-diamina;

- N2-butil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c] quin olina-
2,4-diamina;

- N2-butil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4, 5-C]

quinolina-2,4-diamina;

- N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-pentil-1H-imidazo[4 ,5-C]
quinolina-2,4-diamina;

- N2-metil-1-(2-metilpropil)-N2-prop-2-enil-1H-imid azo
[4,5-c]quinolina-2,4-diamina,;

- 1-(2-metilpropil)-2-[(fenilmetil)tio]-1H-imidazo[ 4,5-c]
quinolin-4-amina;

- 1-(2-metilpropil)-2-(propiltio)-1H-imidazo[4,5-C]

quinolin-4-amina;

- 2-[[4-amino-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]qu inolin-
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2-il](metil)amino]etanol;

- 2-[[4-amino-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]qu inolin-
2-il](metil)amino]etil acetato;

- 4-amino-1-(2-metilpropil)-1,3-dihidro-2H-imidazo[ 4,5-c]
quinolin-2-ona,;

- N2-butil-1-(2-metilpropy1)-N4,N4-bis(fenilmetil)- 1H-
imidazo[4,5-c]quinolina-2,4diamina;

- N2-butil-N2-metil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fen il
metil)-1H-imidazo[4,5c]quinolina-2,4-diamina;

- N2-metil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilmetil)- 1H-
imidazo[4,5-c]quinolina-2,4-diamina;

- N2,N2-dimetil-1-(2-metilpropil)-N4,N4-bis(fenilme til)-1H-
imidazo[4,5c]quinolina-2,4-diamina;

- 1-{4-amino-2-[metil(propil)amino]-1H-imidazo[4,5- c]
quinolin-I-il}-2-metilpropan-2-ol,

- 1-[4-amino-2-(propilamino)-1H-imidazo[4,5-c] quin olin-I-
il]-2-metilpropan-2-ol;

- N4,N4-dibenzil-1-(2-methoxi-2-metilpropil)-N2-pro pil-1H-
imidazo[4,5-c]quinolina2,4-diamina

S. Proteossomo s

[00132] Um adjuvante € uma preparacao de proteossomo
de proteina de membrana externa preparada a partir de uma
primeira bactéria Gram-negativa em combinacdo com u ma
preparacao lipossacaridea derivada de uma segunda b actéria
Gram-negativa, em que o proteossomo de proteina de membrana
externa e preparacoes lipossacarideas formam um com plexo de
adjuvante ndo covalente estavel. Tais complexos inc luem
"IVX-908", um complexo que compreende membrana exte rna de
Neisseria meningitidis e lipopolissacarideos. Eles tém sido
usados como adjuvantes para vacinas de influenza [2 14].
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T. Outros adjuvantes

[00133] Outras substancias que agem como agentes

Imuno-estimulantes sao reveladas nas referéncias 13
Substancias adjuvantes uteis adicionais incluem:

- Metil inosina 5’-monofosfato (“MIMP”) [216].

- um composto de pirrolizidina polihidroxilado [217

um que tem a férmula:

HC}HgH

RO N OH

CH,OH

em que R é selecionado do grupo que compreende hidr
grupos acil, alquil (por exemplo, cicloalquil), alg
alquinil e aril linear ou ramificado, ndo substitui
substituido, saturado ou insaturado, ou um sal ou d
farmaceuticamente aceitavel destes.

[00134] Exemplos incluem, sem limitacdo: casuarina,
casuarina-6-  a-D-glicopiranose, 3-epi-casuarina, 7-epi-
casuarina, 3,7-diepi-casuarina etc.

- Uma gama inulina [218] ou derivado desta, por exe
algamulina.

- Compostos revelados na referéncia 219.

- Compostos revelados na referéncia 220, incluindo:
compostos de Acilpiperazina, compostos de Indoldion
compostos de Tetrahidraisoquinolina (THIQ), compost
Benzociclodiona, compostos de Aminoazavinil, compos
Aminobenzimidazol quinolinona (ABIQ) [221,222], com

de Hidraftalamida, compostos de Benzofenona, compos
Isoxazol, compostos de esterol, compostos de quinaz

compostos de pirrol [223], compostos de antraquinon
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compostos de Quinoxalina, compostos de Triazina, co mpostos
de Pirazalopirimidina, e compostos de Benzazol [224 ]

- Loxoribina (7-alil-8-oxoguanosina) [225].

[00135] Uma formulacdo de um lipideo catidénico e um
co-lipideo (normalmente neutro), por exemplo,
aminopropil-dimetil-miristoleiloxi-propanaminio bro meto-
diftanoilfosfatidil-etanolamina (*Vaxfectin ™) ou
aminopropil-dimetil-bis-dodeciloxi-propanaminio bro meto-
dioleoilfosfatidil-etanolamina (“GAP-DLRIE: DOPE").
Formulacdes que contém sais de (z)-N-(3-aminopropil )-N,N-
dimetil-2,3-bis(sin-9-tetradeceneiloxi)-1-propanami nio sao

preferidas [226].

[00136] A invencdo  também pode compreender
combinagbes de aspectos de um ou mais dos adjuvante S
identificados acima. Por exemplo, as seguintes comb inacoes
podem ser usadas como composi¢cdoes adjuvantes na inv encao:
(1) uma saponina e uma emulsao Oleo-em-agua [227]; (2) uma
saponina (por exemplo, QS21) + um derivado de LPS n ao
téxico (por exemplo, 3dMPL) [228]; (3) uma saponina (por

exemplo, QS21) + um derivado de LPS ndo toxico (por

exemplo, 3dMPL) + um colesterol; (4) uma saponina ( por
exemplo, QS21) + 3dMPL + IL-12 (opcionalmente + um esterol)
[229]; (5) combinacdes de 3dMPL com, por exemplo, Q S21 e/ou

emulsdes Oleo-em-agua [230]; (6) SAF, contendo 10%

esqualano, 0,4% Tween 80 ™ 5% polimero em bloco pluronic

L121, e thr-MDP, microfluidizados em uma emulséo su bmicron
ou rotacionados para gerar uma emulsdo de tamanho d e
particula maior. (7) Sistema de adjuvante Ribi ™ (RAS),
(Bibi Immunochem) contendo 2% esqualeno, 0,2% Tween 80, e
um ou mais componentes da parede celular bacteriana do
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grupo que consiste em monofosforilipideo A (MPL), t rehalose
dimicolato (TDM), e esqueleto de parede celular (CW S),
preferivelmente MPL + CWS (Detox ™:; (8) um ou mais sais
minerais (como um sal de aluminio) + um derivado na 0 toxico
de LPS (como 3dMPL); e (9) um ou mais sais minerais (como
um sal de aluminio) + um oligonucleotideo imuno-est imulante
(como uma sequéncia de nucleotideos que inclui um m otivo
CpG).
Definicoes

[00137] O termo “que compreende” engloba *“que

inclui’, além de *“gue consiste”, por exemplo, uma

composicao “que compreende” X pode consistir exclus ivamente

em X ou pode incluir algo adicional, por exemplo, X +Y.
[00138] O termo “cerca de”, em relacdo a um valor

numérico X, significa, por exemplo, x = 10%. Todos os

valores  numéricos nesta  especificacdo  podem  ser
considerados como sendo qualificados por “cerca de” , a
menos que o contexto indique em contrario.

[00139] A palavra “substancialmente” n&o exclui
“completamente”, por exemplo, uma composicdo que €
“substancialmente livre” de Y pode ser completament e livre
de Y. Quando necessario, a palavra “substancialment e” pode
ser omitida da definicdo da invencéao.

Breve descricdo dos desenhos

[00140] Figura 1 mostra a diferenca entre as

estruturas de repeticdo em sorotipos de GBS la e II l.

[00141] Figura 2 mostra as estruturas de repeticao
de sacarideos capsulares em GBS sorotipos la, Ib, | I, Il e
V.

[00142] Figurea 3 mostra a estruturas de repeticao
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da forma dessialilada do polissacarideo capsular de GBS
sorotipo V.
[00143] Figura 4 mostra oxidacédo de periodato de um

residuo de acido sialico terminal.

[00144] As Figuras 5 e 6 mostram SDS page de
purificacdo de conjugado com hidroxiapatita tipo | e tipo
II, respectivamente. Chave de colune: 1-CRM, 3-conj ugado
bruto, 5- Flow through (conjugado), 7-eluado (CRM néao
conjugado).

[00145] As Figuras 7 e 8 mostram resultados de HPLC
para hidroxiapatita tipo | e tipo Il, respectivamen te. }JO
primeiro pico é o conjugado CRM197-GBS Tipo lll, o segundo

pico € CRM197 nao conjugado.
Modos para realizar a invencgao
EXEMPLO 1

Preparacao do conjugado

[00146] Polissacarideos capsulares purificados de
Streptococcus agalactiae sorotipos la, Ib e Il foram
conjugados a uma proteina carreadora por oxidacdo d e

periodato seguida por aminacdo redutora. A proteina
carreadora era CRM197.
Comparacdo de purificacdo por ultrafiltracdo versus

purificacdo com hidroxiapatita

[00147] Os conjugados foram purificados com o uso de
ultrafiltracdo (usando diafiltragcdo de fluxo tangen cial com
uma membrana de 100 kDa) ou resina hidroxiapatita ( Tipo |
ou Tipo Il 80gm de resinas, Bio-Rad). Resina de HA Tipo |
tem uma maior capacidade de ligacdo de proteina e m elhor
capacidade para proteinas acidas, enquanto Tipo Il tem uma
menor capacidade de ligacdo de proteina mas tem mel hor
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resolucdo de certas proteinas. CRM197 tem um peso m olecular
de maisou menos 60 kDa. Embora a ultrafiltragéo que usa uma

membrane de 100 KkDa possa separar conjugados de

polissacarideos de alto peso molecular (como conjug ados de
sorotipo la de mais ou menos 150KDa, resultando em uma
massa total de conjugado de mais ou menos 210 kDa) da
mistura CRM197 conjugado/ndo conjugado, ela nédo pod e ser

usada para conjugados de peso molecular menor (como
conjugados de sorotipo IlI) que ndo tém uma diferen ca
suficiente na massa molecular entre a proteina carr eadora

conjugada e nao conjugada.

[00148] Em contraste, experimentos preliminares
mostraram que resina hidroxiapatita Tipo | e Tipo | | pode
ser usada para purificar CRM197 conjugado de ndo co njugado.
O CRM197 néo conjugado ligado a resina enquanto a p roteina
conjugada foi protegida pelo sacarideo conjugado e assim
foi constado no flow through

Teste de varios parémetros para a purificacdo de

hidroxiapatita

pH

[00149] Un pH de 6,8 é comumente usado para
cromatografia com o uso de hidroxiapatita. No entan to,
nesse experimento um pH de 7,2 foi usado para asseg urar a
estabilidade do sacarideo. Nenhum efeito sobre a ef iciéncia
da cromatografia foi observado devido a essa mudang a no pH.

Concentracao de fosfato

[00150] Diferentes concentracbes de fosfato foram
testadas para determinar o efeito sobre o rendiment o de
conjugado purificado. Foi determinado que CRM197 se liga
completamente a coluna de hidroxiapatita se a conce ntracao
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de fosfato for < 35 mM no material de iniciagdo e t ampao de

lavagem de  equilibrio/pés-carga (pH 7,2). Nessas

concentragbes, 0s conjugados CRM197-la/lb foram sem pre
completamente recuperados na coluna flow through , enquanto
os conjugados CRM197-lll foram recuperados com um

rendimento de 80-85%.
Volume de lavagem (apés carga )
[00151] Devido a alguma interacao com a

hidroxiapatita, nem todos o0s conjugados  fluiram

imediatamente da coluna durante a carga. No entanto , foi

constatado que em uma concentracdo de fosfato de 30 mM,
todos os conjugados fluiram através com menos de 1, 5
volumes de coluna (CV) de lavagem pods-carga. Assim, 0
volume de carga foi de 0,6 CV, os proximos 0,4 a 2, 2 CV

foram coletados e contidos nos conjugados.
Carga da coluna (capacidade )
[00152] Em uma concentracdo de fosfato de 35 mM, foi

constatado que hidroxiapatita foi capaz de seligar

completamente a CRM197 em uma propor¢cédo de volume d e CRM
total:volume da coluna de cerca de < 2,5 mg CRM por ml de
resina. Para reduzir a chance de CRM197 nao conjuga do estar
presente no flow through , um menor CRM:volume de coluna de

cerca de 1,5 mg CRM por ml de resina pode ser usado
Processo piloto
[00153] Apods esses experimentos, um processo piloto

foi determinado com o uso dos seguintes parametros:

[00154] Volume da coluna = 4 L (faixa aceitavel: > 3
L). A coluna selecionada tinha 20 cm de diametro (a ltura
correspondente de cerca de 11 +2,5cm).

[00155] Enxague e equilibrio da coluna: 5 CV de 400
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mM tampao de fosfato de sodio pH 6,8 a 80 cm/h (419 ml/min)
mais 5 CV de 35 mM tampéao de fosfato de sédio pH 7, 2 a8o
cm/h.

[00156] Carga da coluna e coleta do produto:
carregar produto (80 cm/h) e entdo lavar com tampéao de
equilibrio; waste flow-through até 0,4 CV, coletar produto

até 2,2 CV, entdo waste até 2,9 CV.

[00157] Coluna eluida com 2 CV de 400 mM de tampao
de fosfato de sddio pH 6,8 a 80 cm/h para coletar C RM néo
conjugado ligado a coluna (essa fracdo nao € releva nte para

O processo).

Comparacéo de hidroxiapatita Tipo | com hidroxiapat ita Tipo
I

[00158] Hidroxiapatitas Tipo | e Tipo Il purificam o
conjugado da mistura com igual eficiéncia. As Figur asb5eb

mostram géis de SDS page para Tipo | e Tipo |l

respectivamente. Esses geéis claramente mostram que nenhum
CRM197 nao conjugado foi encontrado no flow through (linha
5). Como esperado, o CRM197 nao conjugado foi encon trado no
eluado (linha 7). O material de iniciacao (mistura de
CRM197 conjugado e ndo conjugado), flow through e eluado
foi analisada por SE-HPLC. Dois graficos do process o de
HPLC séo vistos nas figuras 7 e 8 para Tipo | e Tip oll
respectivamente. Cada figura mostra dois picos dist intos
gue se relacionam ao CRM197 conjugado purificado e nao
conjugado. Na Figura 7, o pico duplo é o material d e
iniciagdo, 0 primeiro pico é o flow through (conjugado
purificado) e o segundo pico € o material eluido da resina
(CRM197 néo conjugado). Na Figura 8, o primeiro pic 0€éo
flow through (conjugado purificado) e o segundo pico € o
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material eluido da resina (CRM197 nao conjugado).

EXEMPLO 2

Preparacao do conjugado

[00159] Polissacarideo capsular purificado,
dessialilado de Streptococcus agalactiae sorotipo V foi
conjugado a uma proteina carreadora por oxidacdo de
periodato seguida por aminacdo redutora. A proteina
carreadora era CRM197.

Teste de parametro de carga de coluna para purifica céo
de hidroxiapatita

Carga de coluna

[00160] Em uma concentracdo de fosfato de 35 mM, foi
constatado que a hidroxiapatita era capaz de se lig ar
completamente a CRM197 em uma proporgéo de CRM tota l:volume
da coluna de cerca de < 2,5mg CRM por ml de resina. Para
reduzira a chance de CRM197 ndo conjugado estar pre sente no
flow through , um menor CRM:volume de coluna de cerca de 1,5

mg CRM por ml de resina pode ser usado.
Processos de teste
[00161] Seguindo esse experimento, varios processos

de teste foram determinados com o0 uso dos seguintes

parametros:
Parametro Testel Tesie2 Tested Teste4d
Altura da coluna (cm) 55 12 12,75 12,75
Diametro da coluna (cm) b 1.6 2,6 2,6
volume da coluna (cm) 108 24 68 68
volume carregado (ml) 337 46 154 153
Massa de CRM presente na 5,0 3,5 3,6 3,5
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conjugacéo reacao/coluna
volume (mg CRM per ml
resin)
volume de  Flow through (ml) 750 95 270 245
volume de eluado (ml) 1P5 28 100 104
Filtracdo a 0,2 pm do nao sim sim sim
eluado
[00162] Os processos de teste foram analisados como
se segue:

Parametro Testel Teste2 Teste|3 Teste 4
Concentracao de 564 691,1 755 789
proteina  Flow
through  (ug/ml)

Concentragéo de proteina 816 474,4 342 245
do eluado
(ng/ml)
Concentracao de sacarideo nao 832,52 |11067,09 1166,29
Flow through detectado
concentration ( pg/ml)
Concentracao de sacarideo nao 159,78 | 92,35 65,35
do eluado detectado
(ug/ml)
Estimatica de % conjugado 11,2 nao 8,57 6,35
no eluado (% de proteinas detectado
totais)
CRM néo conjugado em 16% nao Nao Nao
flow through (%de detectado |detectavel detectavel
proteinas totais)

[00163]

medidos como se segue:
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Parametro Teste 1 Teste 2 Teste 3 Teste 4
Estimative de CRM né&o 29,5 15,1 11,3 3,9
conjugado em bruto (% por SE-
HPLC)
Recuperacao de proteina em 78,3 77,8 4.5 68|2
flow through (% de CRM
presente em reacao de
conjugacao)
Recuperacéo de proteina em 18,9 24,8 4,2 9,0
eluado (% de CRM
presente em reacédo de
conjugacao)
Recuperacao de nao 81,7 90,2 96,4
sacarideo  flow through detecta
(% de sacarideo do
presente em reacao de
conjugacéo)
Recuperacéo de sacarideo em nao 5,8 2,9 2,3
eluado (% de sacarideo detecta
presente em reacado de do
conjugacao)
[00164] Esses dados mostram que cromatografia de

hidroxiapatita permite a recuperacao de mais que 90

polissacarideo capsular de GBS dessialiado tipo V ¢

a CRM197 de uma mistura. Embora o teste gere valore

volta de 80%, esses valores sdo relativos a quantid

total

de CRM197 que estava presente

na

reacao de

conjugacao, 10-25% dos quais permaneceram nao conju

antes da carga na resina hidroxiapatita.

[00165]
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conjugado e nao conjugado), flow through e eluado foi

analisado por SE-HPLC. Como para conjugados de GBS

Ib e Il acima discutidos, picos distintos foram ob

em relacdo ao CRM197purificado conjugado e ndo conj

Esse resultado mostra que cromatografia de hidroxia

permite remocdo essencialmente completa de CRM197 n
conjugado do conjugado.

[00166] Sera entendido que a invencao foi descrita
por via de of exemplo apenas e podem ser feitas
modificacbes enquanto se permanece entro do escopo
espirito da invencéao.
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REIVINDICACOES

1. Método de purificagdo de conjugados de antigeno

sacarideo-proteina carreadora a partir de uma mistu ra
compreendendo proteina carreadora livre e conjugado s de
antigeno sacarideo-proteina carreadora e opcionalme nte

compreedendo ainda outras proteinas  contaminantes,

caracterizado por compreender

i) o contado da referida mistura com hidroxiapatita
tal que a proteina carreadora se liga a hidroxiapat ita
enguanto os conjugados nao se ligam; e

i) coleta dos conjugados livres de antigeno
sacarideo-proteina carreadora;

em que o antigeno sacarideo é um sacarideo capsular
bacteriano.

2. Método, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que a proteina carreador a e
selecionada a partir de toxoide tetanico, toxodide
diftérico, CRM197, proteinas de membrana externa de N.
meni ngi tidi s, proteinas sintéticas, proteinas heat shock,
proteinas de pertussis, citocinas, linfocinas, horm onios,
fatores do crescimento, carreadores de poli-epitopo :
proteina D de H influenzae, pneumolisina, proteina de
superficie pneumococica PspA, proteinas de captacéo de
ferro, toxina A ou B de C.difficile e/ou um poliepitopo
carreador como N19.

3. Método, de acordo com qualguer uma das
reivindicagbes 1 ou 2, caracterizado pelo fato de q ue a
referida proteina carreadora é toxoéide tetanico, to xoide

diftérico ou CRM197.

4. Meétodo, de acordo com qualquer uma das
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reivindicagcbes 1 a 3, caracterizado pelo fato de qu e o

antigeno sacarideo tem um peso molecular de 5 kDa o u mais,
preferivelmente 50 kDa ou mais.
5. Método, de acordo com qualqguer uma das

reivindicacbes 1 a 4, caracterizado pelo fato de qu eo

antigeno sacarideo € glicosilado.
6. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagcbes 1 a 5, caracterizado pelo fato de qu e o

antigeno sacarideo é de N. nmeningitidis, S. pneunoniae, S.
agal actiae, H. influenzae, P. aeruginosa, S. aureus, E
faecalis, E. faecium Y. enterocolitica, V. cholerae ou S.
typhi .

7. Método, de acordo com a reivindicacdo 6,

caracterizado pelo fato de que o antigeno sacarideo édeS.

agalactiae serotipos la, Ib, II, lll e V.
8. Método, de acordo com qualqguer uma das

reivindicacbes 1 a 7, caracterizado pelo fato de qu e a

proteina carreadora é conjugada a antigenos sacarid eos de
mais de uma espécie bacteriana.
9. Método, de acordo com qualguer uma das

reivindicagcbes 1 a 8, caracterizado pelo fato de qu e o

antigeno sacarideo € conjugado a uma proteina carre adora
por um ligante.

10. Método, de acordo com qualquer uma das

reivindicagcbes 1 a 9, caracterizado pelo fato de qu e o
referido método € realizado em pH 6,5-7,5, preferiv elmente
em pH 7,2.

11. Meétodo, de acordo com qualquer uma das

reivindicacbes 1 a 10, caracterizado pelo fato de q ue o

referido método é realizado em uma concentracdo de fosfato

Peticao 870200143158, de 12/11/2020, pag. 73/75



3/3

de 50 mM ou menos.
12. Método, de acordo com qualguer uma

reivindicagcbes 1 a 11, caracterizado pelo fato de q

referida hidroxiapatita:
(i) esta na forma de um gel,
(i) tem um tamanho de particula de 40
e/ou
(iif) tem uma capacidade de ligacdo dinamica de > 1

mg lisozima por grama.

das

ue a

MM ou mais,

13. Método de preparacdo de uma COmMPOSICao

farmacéutica caracterizado por compreender o método

conforme definido em qualquer uma das reivindica¢cde
12, e compreender ainda etapa (iii) de mistura dos
referidos  conjugados de antigeno sacarideo-proteina
carreadora obtidos na etapa (i) com um diluente ou
carreador farmaceuticamente aceitavel.

14. Meétodo, de acordo com a reivindicacdo 1

caracterizado por compreender ainda a etapa (iv) de

do produto da etapa (iii) com um adjuvante.

3,

mistura

15. Método, de acordo com a reivindicacdo 13 ou

reivindicagcdo 14, caracterizado pelo fato de que a

composicao compreende um ou mais antigenos adiciona

Peticao 870200143158, de 12/11/2020, pag. 74/75



1/8

Figura 1

[-ﬁ-gal-(’!-w)-ﬁ-(:‘-!c—ﬁ—»]n ﬁ-%al-(’i-; 4)-B-Gle-(1- ],

+ N

1 1
p-?tcNAc -3-4G!cNAc

] 1
g-Gal g-Gal

3 3

1 *

2 2
a-NeuNAc a-NeulNAc



2/8

Figura 2

[-4)-8-D-Glep-{1—4)-D-Gelp(1-3La

a-D-NeupNAc

?
1
8-D-GlepNAc
la
1
B-D-?xlp
T
2
o-D-NeupNAc
[—4)-8-D-Glep-(1-24)-8-D-Galp-(1=h
i
8-D-GlcpNAc
b
1
8-D-Galp
2
o-D-NeupNAc
{-4)-B-D-GlcpNAc-{1 —33)-p-D-Galp-(1-34)-§-D-Glep-( 1-3)-§-D-Glcp-(1-52)-B-D-Galp-(1 —]n
1l
1 2
§-D-Galp a-D-NewpNAc
—>4)-p-0-Glcp-{1-+8)-B-0-GlcpNAC-{1-3)-p-D-Galp-(1—>
4
:
i peo-Galp
3
t
2
a-p-NeupNAC
ﬂi)-a-D—Glep-(1-—04)-5-D~G§lp—(1—»4)-ﬂ-DoGlOp—(l-—v
6
| |
8-n-GlepNAc #-p-Glep
v "
1
8-0-Galp
3
1
2




3/8

Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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