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SACARIDOS CAPSULARES MENINGOCOCICOS CONJUGADOS SERAO INTRODUZIDOS EM
PROGRAMAS DE IMUNIZAGAO NO FUTURO PROXIMO, MAS O FENOMENO DE "SUPRESSAO
PELA PROTEINA TRANSPORTADORA" DEVE SER TRATADO EM PRIMEIRO LUGAR,
PARTICULARMENTE NOS CASOS EM QUE VAO SER UTILIZADOS CONJUGADOS MULTIPLOS.
DESCOBRIU-SE QUE TOXOIDE DA DIFTERIA E SEUS DERIVADOS (TAL COMO CRM 197) PODEM
SER UTILIZADOS DE MANEIRA SEGURA COMO PROTEINA TRANSPORTADORA, MESMO
QUANDO CONJUGADOS MENINGOCOCICOS MULTIPLOS SAO ADMINISTRADOS AO MESMO
TEMPO E QUANDO UM PACIENTE FOI EXPOSTO PREVIAMENTE A PROTEINA
TRANSPORTADORA, NA FORMA DE UM IMUNOGENIO PREVIO (POR EXEMPLO, NUMA VACINA
DTP) OU COMO UMA PROTEINA TRANSPORTADORA PREVIA (POR EXEMPLO, NUMA VACINA
CONJUGADA HIB OU PNEUMOCOCICA). A INVENCAO PROPORCIONA UM METODO PARA
IMUNIZAR UM PACIENTE, QUE COMPREENDE A ADMINISTRACAO DE CONJUGADOS
MULTIPLOS DE SACARIDOS MENINGOCOCICOS CAPSULARES, EM QUE CADA CONJUGADO
COMPREENDE UMA PROTEINA TRANSPORTADORA QUE E TOXOIDE DA DIFTERIA (OU UM SEU
DERIVADO), E O SACARIDO CAPSULAR, E EM QUE O PACIENTE FOI PRE-IMUNIZADO COM UM
TOXOIDE DA DIFTERIA (OU SEU DERIVADO).



RESUMO
“YACINAGAO MENINGOCOCICA CONJUGADA”

Sacdridos capsulares meningocdcicos conjugados serao
introduzidos em programas de imunizag¢dao no futuro préximo,
mas o fendmeno de “supressdo pela proteina transportadora”
deve ser tratado em primeiro lugar, particularmente nos
casos em que vao ser utilizados conjugados multiplos.
Descobriu-se que toxdéide da difteria e seus derivados (tal
como CRM 197) podem ser utilizados de maneira segura como
proteina transportadora, mesmo quando conjugados
meningocdcicos multiplos sdo administrados ao mesmo tempo e
quando um paciente fol exposto previamente a proteina
transportadora, na forma de um imunogénio prévio (por
exemplo, numa vacina DTP) ou como uma proteina
transportadora prévia (por exemplo, numa vacina conjugada
Hib ou pneumocécica). A invengao proporciona um método para
imunizar um paciente, que compreende a administracgdo de
conjugados maltiplos de sacaridos meningocécicos
capsulares, em que cada conjugado compreende uma proteina
transportadora que ¢é toxdéide da difteria (ou um seu
derivado), e o sacdrido capsular, e em que o paciente foi

pré-imunizado com um toxdéide da difteria (ou seu derivado).



DESCRICAO

“WACINACAO MENINGOCOCICA CONJUGADA”

CAMPO TECNICO

Esta invengdo refere-se a vacinas contra Neisseria
meningitidis. Em particular, refere-se a vacinas conjugadas
a base de sacdridos capsulares de sorogrupos meningocdcicos

multiplos.

TECNICA ANTERIOR

Com base no polissacdrido capsular do organismo, doze
sorogrupos de N. meningitidis foram identificados (&, B, C,
H, I, K, L, 29E, W135, X, Y e Z). O grupo A é o patogénio
mais frequentemente implicado em doenga epidémica na Africa
subsaariana. Os sorogrupos B e C sdo responsdveils pela
grande maioria de casos nos E.U.A. e na maioria dos paises
desenvolvidos. Os sorogrupos W135 e Y sdo responsdveis pelo
restante dos casos nos E.U.A. e paises desenvolvidos.

Uma vacina tetravalente de polissacdridos capsulares
dos sorogrupos A, C, Y e W135 existe hd muitos anos [1,2].
Embora eficaz em adolescentes e adultos, induz uma resposta
imune pobre e curta durag¢do de protecgdo e nao pode ser
utilizada em  bebés [por exemplo, ref. 3] porque
polissacédridos sdo antigénios independentes das células T
que 1induzem uma resposta imune fraca que ndo pode ser
reforgada. Os polissacdridos nesta vacina nao sao
conjugados [4].

As vacinas conjugadas contra o sorogrupo C foram
aprovadas para utilizacdo en seres humanos, e incluem
Menjugate™ [5], Meningitec”™ e Neisvac-C". Misturas de
conjugados dos sorogrupos A+C sdo conhecidas [6-8] e
misturas de conjugados de sorogrupos A+C+W135+Y foram
descritas [9-13].



Embora conjugados meningocdécicos sejam bem conhecidos,
ainda ndo foram incluidos nos programas de imunizagdo
pedidtricos existentes, que para paises desenvolvidos
tipicamente envolvem: vacina da hepatite B no nascimento;
e, a partir dos 2 meses, todas de
difteria/tétanos/pertussis (D-T-P), conjugado de H.
influenzae tipo b (Hib), virus da pdélio inactivado e
conjugados de pneumococos aos 2 meses.

Quando se adicionam vacinas conjugadas a programas de
imunizag¢dao existentes, no entanto, a questdo de supressao
epitdpica induzida pela proteina transportadora (ou
“supressao pela proteina transportadora”, como é geralmente
conhecido) deve ser tratada, particularmente supressao
surgindo por pré-exposigdo a proteina transportadora.
“Supressao pela proteina transportadora” é o fendmeno pelo
qual a pré-imunizagdo de wum animal com uma proteina
transportadora impede esta de provocar uma resposta imune
contra um novo epitopo antigénico que é apresentado naquela
proteina transportadora [14].

Como referido na referéncia 15, onde diversas vacinas
de antigénio contém o mesmo componente proteico (sendo
utilizado como um imunogénio e/ou como uma proteina
transportadora num conjugado) entdo existe o potencial para
interferéncia entre aqueles antigénios. Na referéncia 15, a
resposta imune contra um antigénio que foi conjugado com um
toxdéide de tétano (Tt) fol suprimido por imunidade pré-
existente contra Tt.

A referéncia 16 descreve como uma combinacdao de
vacinas D-T-P com uma vacina de conjugado Hib foi afectada
de modo adverso quando a proteina transportadora para o
conjugado de Hib era a mesma que o antigénio teténico da
vacina D-T-P. Os autores concluem que este fendmeno de
“supressao pela proteina transportadora”, que surge a

partir da interferéncia por uma proteina transportadora



comum, deve ser tido em consideracgao quando sdo
introduzidas vacinas que incluem conjugados multiplos.

Em contraste com as referéncias 15 e 16, a referéncia
17 relatou que a sensibilizac¢do com toxdide de tétano néo
teve impacto negativo na resposta imune contra um conjugado
Hib-Tt subsequentemente administrado, mas a supressao foi
observada em pacientes com anticorpos anti-Tt adquiridos
maternalmente. Na referéncia 18, no entanto, um efeito de
“supressao epitoédépica” foi referido para um conjugado
peptidico a base de Tt em pacientes que tinha anticorpos
anti-Tt existentes resultantes de wvacinag¢do <contra o
tétano.

Na referéncia 19, foil sugerido que um conjugado dque
tem CRM197 (um mutante destoxificado de toxina da difteria)
como proteina transportadora pode ser ineficaz em criangas
que nao tenham sido previamente expostas a toxina da
difteria como parte de uma vacina (por exemplo, como parte
de uma vacina D-T-P ou D-T) . Este trabalho foi
adicionalmente desenvolvido na referéncia 20, onde se
observou que um efeito de sensibilizacdo a proteina
transportadora por imunizag¢do D-T persistiu na imunizagdo
subsequente com conjugados de Hib.

Na referéncia 21, os autores descobriram que a pré-
imuniza¢dao com uma proteina transportadora de toxdide de
difteria ou de tétano reduziu o aumento nos niveis de
anticorpo anti-Hib apds uma imunizacgdo subsequente com o©
sacdrido capsular de Hib conjugado com aquelas proteinas
transportadoras, sendo igualmente afectadas tanto com IgGl
como IgG2. Respostas as porgdes de proteina transportadora
dos conjugados foram também suprimidas. Além disso,
observou-se uma supressao nao especifica de epitopo mais
geral, uma vez que pré-imunizac¢do com um conjugado afectou
as respostas 1imunes contra tanto as porg¢des de proteina
transportadora como de sacdrido de um segundo conjugado que

foi administrado quatro semanas mais tarde.



A utilizacdo de diferentes proteinas transportadoras
numa Unica vacina conjugada de pneumocdcico multivalente é
referida na referéncia 22, sendo utilizadas varias
proteinas transportadoras a fim de evitar o fendmeno de
supressao pela proteina transportadora. Os autores predizem
que existe uma carga mdxima de uma proteina transportadora
que pode ser tolerada numa vacina conjugada multivalente
sem que surja interferéncia negativa. Na referéncia 23 foil
relatado que vacinas conjugadas pneumocdcicas incluindo
proteinas transportadoras misturadas provocaram, em
paralelo a resposta anti-pneumocdcica, respostas de reforgo
ndo intencionais contra as proteinas transportadoras.

Na referéncia 24, uma investigag¢do de se provocadores
difteria e tétanos poderiam ser administrados com
conjugados meningocdécicos do sorogrupo C mono-valentes,
encontrou-se que as titulacgdes contra o conjugado
meningocdcico foram reduzidos onde o portador foi portador
de toxdide de tétano e o paciente recebeu imunizagdo prévia
com uma vacina contendo tétanos.

Finalmente, a referéncia 25 reporta que “exposicado
prévia a proteina portadora pode potenciar ou suprimir a
resposta de anticorpo a polissacdridos administrados em
conjugados de sacéarido-proteina”. 0s conjugados utilizados
na referéncia 25 utilizaram toxdéide de tétano ou o mutante
CRM197 como proteina portadora.

A situacdo a respeito de sensibilizacdo e/ou supressdo
de portador ¢é assim confusa, e permanece naoc claro se
qualquer conjugado particular sofreria de supressao de
portador ou se Dbeneficiard de um potenciamento de
sensibilizacao de portador. Vacinas de conjugado
meningocdcico ndo estardo numa posicdo a ser integrada em
ou adicionada a programas de imunizacdo pedidtricos
existentes até que esta questdo seja tratada. Além disso,
como conjugados meningocécicos sdo para ser administrados

como misturas tetravalentes (isto ¢, quatro conjugados



diferentes) entdo o potencial para supressdo de portador se
torna mails que um risco.

Além do problema de sensibilizag¢do com um portador dque
tém um impacto negativo sobre respostas imunes contra
conjugados de sacarido, o inverso também podem ocorre isto
¢, 1munizac¢do com um conjugado pode ter um impacto negativo
sobre respostas imunes contra o portador [26].

0 documento WO 03/094834 divulga composicdes
imunogénicas que compreendem (a) um antigénio de sacédrido
capsular do sorogrupo C de N. meningitidis, e (b) um
adjuvante de quitosano. As composicgdes sao ditas
preferentemente para compreender (c) um ou mais antigénios
adicionais e/ou (d) um ou mais adjuvantes adicionais. As
composi¢des sdao ditas que sdao particularmente adequadas
para administra¢do na mucosa, incluindo administracdo
intranasal. 0 documento WO 03/094834 também divulga
composig¢gdes 1imunogénicas for administragdo na mucosa dJue
compreende sacdridos capsulares de pelo menos dois dos
sorogrupos A, C, W135 e Y de N. meningitidis. E dito que
sdo preferidos os sacdridos capsulares nas composicdes da
invengdo a ser conjugado a proteina(s) portadora(s) e/ou a
ser oligossacdridos. Antigénios de oligossacarido conjugado

sdo ditos que sdo particularmente preferidos.

DIVULGAGCAO DA INVENGAO

A Referéncia 27 sugere que a supressdao de portador em
vacinas de conjugado meningocécico deve ser tratada
utilizando mais de um tipo de proteina portadora. Em
particular, a referéncia 27 sugere que proteina D de H.
influenzae deveria ser utilizada como a proteina portadora
para conjugados meningocdcicos, com toxdide de tétano (Tt)
também sendo um possibilidade. Para evitar a supressao de
epitopo, a proteina D é também o portador de escolha na
referéncia 28. De maneira similar, a referéncia 29 sugere

que fimbrias de Bordetella  pertussis deveriam  ser



utilizadas como o portador a fim de evitar a supressdo de
portador em vacinas conjugadas multivalentes. Em contraste,
encontrou-se que toxdide de difteria (Dt) e seus derivados
podem de maneira segura ser utilizados como o portador para
conjugados de sacdrido meningocdcico, mesmo onde conjugados
meningocédcicos multiplos sao administrados ao mesmo tempo.
Nenhum dos conjugados meningocédcicos do sorogrupo C
monovalentes estudados na referéncia 24 utilizou um
portador Dt.

Além disso, a referéncia 27 também sugere que vacinas
de conjugado meningocdcico deveriam ser administradas ao
mesmo tempo que vacinas D-T-P-Hib (por exemplo, veja-se o
exemplo 3), tal que ndo existiria exposigdo prévia a
proteina portadora dos conjugados meningocdcicos. Em
contraste, encontrou-se agora que conjugados meningocdcicos
podem ser administrados a pacientes mesmo onde jé& receberam
a proteina portadora, na forma de um imunogénio prévio (por
exemplo, numa imunizag¢do de D-T-P ou um D-T) ou como uma
proteina portadora prévia (por exemplo, numa vacina de
conjugado de Hib ou conjugado pneumocdcico). O estudo
prévio de supressdo epitdépica induzida por portador em
vacinas de conjugado do sorogrupo C monovalentes [24] nao
considerou o efeito de qualquer administragdo anterior de
conjugados.

Bem como contrastante com a referéncia 27, a
capacidade de um paciente de desenvolver uma resposta imune
contra um conjugado meningocdcico, mesmo onde jad receberam
um conjugado diferente, contrasta com referéncia a 21.

Assim a invencao proporciona uma composigdao que
compreende: (a) um conjugado de (i) o sacdrido capsular de
sorogrupo A de N. meningitidis e (ii) um toxdide de
difteria ou derivado do mesmo que permanece reactivo de
forma cruzada imunologicamente com toxdéide de difteria; (b)
um conjugado de (1) o sacdrido capsular de sorogrupo C de

N. meningitidis e (1i1) um toxdide de difteria ou derivado



do mesmo gque permanece reactivo de forma cruzada
imunologicamente com toxdide de difteria; (c) um conjugado
de (1) o sacédrido capsular de sorogrupo W135 de N.
meningitidis e (ii) um toxdéide de difteria ou derivado do
me smo que permanece reactivo de forma cruzada
imunologicamente com toxdide de difteria; e (d)  um
conjugado de (i) o sacarido capsular de sorogrupo Y de N.
meningitidis e (11) um toxdide de difteria ou derivado do
mesmo que permanece reactivo de forma cruzada
imunologicamente com toxdéide de difteria, para utilizacgao
num método para imunizar um paciente contra uma doenga
causada por Neisseria meningitidis, que compreende a etapa
de administrar ao paciente a composig¢dao, em que o paciente
foli pré-imunizado com (a) um toxdide de difteria ou
derivado do mesmo que permanece reactivo de forma cruzada
imunologicamente com toxdéide de difteria e/ou (b) um
conjugado de (i) um sacdrido capsular de um organismo
diferente de N. meningitidis e (ii) um toxdéide de difteria
ou derivado do mesmo que permanece reactivo de forma
cruzada imunologicamente com toxdide de difteria.

A invencdo também proporciona a utilizacgdo de: (a) um
conjugado de (1) o sacdrido capsular de sorogrupo A N.
meningitidis e (ii) um toxdéide de difteria ou derivado do
me smo que permanece reactivo de forma cruzada
imunologicamente com toxdide de difteria; (b) um conjugado
de (1) o sacdrido capsular de sorogrupo C de N.
meningitidis e (11) um toxdide de difteria ou derivado do
mesmo que permanece reactivo de forma cruzada
imunologicamente com toxdéide de difteria; (c) um conjugado
de (1) o sacéarido capsular de sorogrupo W135 de N.
meningitidis e (ii) um toxdéide de difteria ou derivado do
me smo que permanece reactivo de forma cruzada
imunologicamente com toxdéide de difteria; e (d) um
conjugado de (1) o sacdrido capsular de sorogrupo Y de N.

meningitidis e (ii) um toxdéide de difteria ou derivado do



me smo que permanece reactivo de forma cruzada
imunologicamente com toxdide de difteria, no fabrico de um
medicamento para imunizar um paciente contra uma doenga
causada por Neisseria meningitidis em que o paciente foi
pré-imunizado com (a) um toxdide de difteria ou derivado do
mesmo que permanece reactivo de forma cruzada
imunologicamente com toxdéide de difteria e/ou (b) um
conjugado de (i) um sacdrido capsular de um organismo
diferente de N. meningitidis e (ii) um toxdéide de difteria
ou derivado do mesmo que permanece reactivo de forma
cruzada imunologicamente com toxdide de difteria.

A doen¢a meningocdcica ¢é preferentemente meningite,
mais preferentemente meningite Dbacteriana, e o mais
preferentemente meningite meningocdcica. Assim, a invencgdo
pode ser utilizada para proteger contra infecgdes
meningocdcicas que causam meningite.

Onde o antigénio de pré-imunizagdo é um derivado de um
toxdide de difteria que permanece reactivo de forma cruzada
imunologicamente com Dt, entao esse derivado é
preferentemente CRM197.

O paciente pré-imunizado

O paciente a ser imunizado fol pré-imunizado com: (a)
um toxdide de difteria ou derivado do mesmo que permanece
reactivo de forma cruzada imunologicamente com toxdide de
difteria; e/ou (b) um conjugado de (1) um sacdrido capsular
de um organismo diferente de Neisseria meningitidis e (ii)
um toxdide de difteria ou derivado do mesmo que permanece
reactivo de forma cruzada imunologicamente com toxdide de
difteria. A pré-imunizacgdo tipica terd incluido: um
antigénio de toxdide de difteria; um conjugado de sacarido
capsular de Hib wutilizando um toxdéide de difteria ou
portador CRM197; e/ou um conjugado de sacdrido capsular
pneumocdcico utilizando um toxdide de difteria ou portador
CRM197.



O paciente receberd pelo menos uma (por exemplo, 1, 2,
3 ou mails) dose do(s) antigénio(s) de pré-imunizacao, e
essa dose (ou as anteriores de doses multiplas) serao
administradas ao paciente pelo menos sels (por exemplo, 6,
9, 12, 15, 18, 21, 24, 36, 48, 60, 120, 180, 240, 300 ou
mais) meses antes da imunizagdo com ©0s conjugados
meningocédcicos de acordo com a invengdao. Num grupo de
pacientes preferido, a pré-imunizagdo ocorre dentro de 3
anos desde o nascimento, por exemplo, dentro de 2 anos
desde o nascimento, dentro de 1 ano desde o nascimento,
dentro de 6 meses desde o nascimento, ou mesmo dentro de 3
meses, 2 meses ou 1 més desde o nascimento.

O paciente a ser imunizado de acordo com a inveng¢ao
tipicamente serd um ser humano. O ser humano geralmente
terd pelo menos I més de idade, por exemplo, pelo menos 2
meses de idade, pelo menos 3 meses de idade, pelo menos 4
meses de idade, pelo menos 6 meses de idade, pelo menos 2
anos de idade, pelo menos 5 anos de idade, pelo menos 11
anos de idade, pelo menos 17 anos de idade, pelo menos 40
anos de 1idade, pelo menos 55 anos de i1dade, etc. Unm
conjunto preferido de pacientes tem pelo menos 6 meses de
idade. Outro conjunto preferido de pacientes estd no grupo
de idade de 2-55 anos de idade, e outro conjunto preferido
de pacientes estd no grupo de idade de 11-55 anos de idade.
Um conjunto adicional preferido de pacientes tem menos de
11 anos de idade, por exemplo, 2-11 anos de idade. Em todos
o0s casos, no entanto, independentemente da idade, o}
paciente serd pré-imunizado como definidos no presente
documento.

Onde o antigénio de pré-imunizacgdo é um toxdide de
difteria entdo o paciente tipicamente receberd o toxdide
como o antigénio ‘D’ numa D-T-P ou uma pré-imunizacg¢do D-T.
Tais imunizag¢des sdo tipicamente dadas a criancas recém-—
nascidas em idades de 2, 3, e 4 meses. Onde a imunizacgao

inclui uma vacina contra tosse convulsa, essa vacina pode
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ser uma c¢élula completa ou vacina celular contra tosse
convulsa (‘Pw’), mas é preferentemente uma vacina acelular
contra tosse convulsa (‘Pa’). Vacinas Pa de pré-imunizacgao
geralmente incluirdo wum, dois ou trés dos seguintes
antigénios Dbem conhecidos e bem caracterizados de B.
pertussis: (1) toxdide pertussis (‘PT’), destoxificado por
meios quimicos ou mutagénese de sitio dirigido, ©por
exemplo, o mutante ‘OK/129G’ [30]; (2) hemaglutinina
filamentosa (‘FHA’); (3) pertactina (também conhecida como
‘proteina de membrana externa de 69 kiloDalton’). Vacinas
acelulares contra tosse convulsa podem também incluir
aglutinogénio 2 e/ou aglutinogénio 3. O antigénio ‘T’ numa
pré-imunizacdo D-T-P é tipicamente um toxdide de tétano.

Onde o antigénio de pré-imunizagdao é um toxdide de
difteria entdo o paciente pode também ou alternativamente
ter recebido o toxdéide como a proteina portadora de uma
conjugado de proteina-sacdrido. Tais conjugados incluem o
conjugado de Hib’PRP-D’ [veja-se o Quadro 14-7 da ref. 32],
por exemplo, o produto ProHIBIT .

Onde o antigénio de pré-imunizacdo é CRM197 entdo o
paciente tipicamente serd pré-imunizado com um conjugado de
Hib e/ou um conjugado pneumocdcico multivalente. Tais
imunizag¢des sdo tipicamente dadas a criangas recém-nascidas
em idades de 2, 3, e 4 meses. Conjugados de Hib dque
utilizam um portador CRM197 incluem os conjugados ‘HbOC’
[Quadro 14-7 da ref. 32], por exemplo, o produto HibTITER™.
Conjugados pneumocdcicos que utilizam um portador CRM197
incluem as misturas PCV77-valente, por exemplo, a vacina
PrevNar™ [31]. O paciente pode também ter sido pré-
imunizado com um conjugado meningocédcico do sorogrupo C
(‘MenC’). Conjugados MenC que wutilizam portador CRM197
incluem Meninvact”/Menjugate™ [5] e Meningitec”™.
Preferentemente, no entanto, o paciente fol pré-imunizado
com Hib e/ou conjugado pneumocdcico, mas ndo com um

conjugado MenC. Se o paciente fol pré-imunizado com um



11

conjugado MenC entdo a vacina administrada de acordo com a
invenc¢do pode ou pode nao incluir um conjugado do sorogrupo
cC.

Onde a pré-imunizacgdao foli com um antigénio conjugado
entdo o paciente quase inevitavelmente também receberd uma
pequena quantidade de toxdéide de difteria livre (ou
derivado) como um resultado de contaminacdo de baixo nivel
do conjugado (por exemplo, causada por hidrdlise do
conjugado durante armazenamento), mas esta pequena
quantidade tipicamente ndo serd adequada para proporcionar
uma resposta imune significativa.

O toxdide de difteria é uma proteina bem conhecida e
bem caracterizada [por exemplo, veja-se o capitulo 13 da
ref. 32] que pode ser obtida pelo tratamento da exotoxina
de ribosilagdao de ADP de Corynebacterium difteriae com um
produto quimico inactivante, tal como formalina ou
formaldeido. CRM197 é também bem conhecido e bem
caracterizado [33-36], e fol amplamente utilizado como um
portador em vacinas de sacdarido conjugado. CRM197 e Dt
compartem muitos epitopos de portador.

O resultado da pré-imunizacdo é que o sistema imune do
paciente fol exposto aos antigénios de pré-imunizagdo. Para
a pré-imunizagdo com toxdéide de difteria (Dt), 1isto
geralmente significa que o paciente desenvolverd uma
resposta de anticorpo anti-Dt (tipicamente para dar uma
titulag¢do anti-Dt >0,01 UI/ml) e possuird linfdécitos B e/ou
T de meméria especificos para Dt isto é, pré-imunizagdo com
Dt é tipicamente adequada para provocar uma resposta imune
anti-Dt anamnéstica no paciente. Para a pré-imunizag¢do onde
Dt (ou derivado) é um portador para um sacdrido dentro de
um conjugado entdoc a pré-imunizacdo desenvolverd uma
resposta anti-sacdrido e o paciente possuird linfdcitos B
e/ou T de membéria especificos para o sacdrido isto ¢&, a
pré-imunizac¢cdo ¢é tipicamente adequada para provocar uma

resposta imune anti-sacdrido anamnéstica no paciente. A
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pré-imunizacdo foil preferentemente adequada para provocar
imunidade protectora no paciente, por exemplo, contra a
doencga difteria.

Assim, os pacientes a serem imunizados de acordo com a
inveng¢do sdo distintos dos pacientes em geral, uma vez que
sao membros de um subconjunto da populagdac geral cujos
sistemas i1mune Jj& montaram uma resposta imune @ aos
antigénios de pré-imunizagdo, tal que a imunizagdo de
acordo com a invengdo com um conjugado meningocdcico que
inclui um portador de toxdéide de difteria (ou derivado)
provoca uma resposta imune diferente no subconjunto do que
a resposta em pacientes que nao anteriormente montaram uma
resposta imune aos antigénios de pré-imunizacgao. Os
pacientes que foram pré-imunizados com Dt (ou derivado)
como o portador de um conjugado (particularmente de um
conjugado de Hib) 530 preferidos. Os pacientes
particularmente preferidos foram pré-imunizados com Dt (ou
derivado) como o portador de um conjugado e também com Dt
como um imunogénio nao conjugado.

O paciente pode ter sido pré-imunizado com outros
antigénios além de serem pré-imunizados com um toxdide de
difteria (ou derivado), em forma conjugada ou nao

conjugada. Tals antigénios incluem, mas naoc sdoc limitadas

a: antigénio(s) de pertussis - veja-se anteriormente;
toxéide de tétano -~ veja-se anteriormente; Haemophilus
influenzae tipo B - veja-se anteriormente; antigénio de

superficie da hepatite B (HBsAg); poliovirus, tal como uma
vacina do virus da pdlio inactivado (IPV); Streptococcus
pneumoniae - veja-se anteriormente; 1influenza virus; BCG;
antigénios do virus da hepatite A; virus do sarampo; virus
da papeira; virus da rubéola; virus da varicela; etc.

O paciente pode ter sido pré-imunizado ou nao com um
ou mais conjugados meningocdcicos. Em algumas formas de
realizacdo preferidas, no momento em que um paciente

primeiro recebe um conjugado meningocdcico, Jja foli pré-
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imunizado <c¢om Dt (ou derivado). Em outras formas de
realizacdo, um conjugado meningocdédcico é administrado a um
paciente que ja& foil pré-imunizado com tanto (i) Dt ou um
derivado como (ii) um conjugado meningocdcico.

Os conjugados

A invencgdo imuniza pacientes com sacdridos conjugados.
A conjugacao é utilizada para aumentar a imunogenicidade de
sacédridos, uma vez que converte os mesmos de antigénios
independentes de T a antigénios dependentes de T, assim
permitindo a sensibilizacdo para memdria Iimunoldgica. A
conjugacgdo é particularmente util para vacinas pedidtricas
[por exemplo, ref. 37] e é uma técnica bem conhecida [por
exemplo, revista nas refs. 38 a 46].

A composigdo wutilizada de acordo com a invengédo
compreende pelo menos dols conjugados meningocdcicos, em
que cada conjugado compreende uma proteina portadora de
toxdéide de difteria (ou derivado), e o sacarido capsular.
Os sacdaridos capsulares sdo escolhidos de sorogrupos
meningocécicos A, C, W135 e Y, tal que as composigdes
incluem sacdridos de 2, 3, ou todos 4 destes quatro
50rogrupos. As composig¢des especificas compreendem
sacaridos de: sorogrupos A & C; sorogrupos A & W135;
sorogrupos A & Y; sorogrupos C & W135; sorogrupos C & Y;
sorogrupos W135 & Y; sorogrupos A & C & W135; sorogrupos A
& C & Y; sorogrupos A & W135 & Y; sorogrupos C & W135 & Y;
sorogrupos A & C & W1I35 & Y. As composig¢des incluindo
sacdridos de todos os quatro sorogrupos sdo o0s mais
preferidos.

Os sacdridos capsulares de cada um destes quatro
sorogrupos sdo bem caracterizados. O sacdrido capsular de
meningococos de sorogrupo A é um homopolimero de N-acetil-
D-manosamina-l1-fosfato (al-b)-ligado, com O-acetilacgéo
parcial nas posigdes C3 e C4. Os grupos acetilo podem ser
substituidos com grupos de Dbloqueio para prevenir a

hidrélise [47], e tals sacaridos modificados sdao ainda
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sacdridos de sorogrupo A dentro do significado da presente
invengdo. O sacdrido capsular de sorogrupo C & um
homopolimero de d&cido sidlico (a 2 — 9)-ligado (acido N-
acetil neuraminico, ou ‘NeuNAc’). A maioria das estirpes de
sorogrupo C tem grupos O-acetilo em C-7 e/ou C-8 dos
residuos do &cido sidlico, mas aproximadamente 15% de
isolados c¢linicos nao possuem estes grupos O-acetilo
[48,49]. A estrutura de sacdrido é escrita como -9)-Neu p
NAc 7/8 OAc—(a2-. O sacarido de sorogrupo WI135 & um
polimero de unidades de dcido sidlico-disacdrido galactose.
Como o sacarido de sorogrupo C, tem O-acetilacdo varidvel,
mas nas posigbes 7 e 9 do acido sidlico [50]. A estrutura é
escrita como: —4)-D-Neupb5Ac(7/90Ac)-o—(2-6)-D-Gal-o—(1l-. O
sacarido de sorogrupo Y é similar ao sacdrido de sorogrupo
W135, excepto que a unidade de repetigdo de dissacérido
inclui glucose ao invés de galactose. Como 0O S0Orogrupo
W135, tem varidvel O-acetilacdo nas posicgdes 7 e 9 do acido
sidlico [50]. A estrutura do sorogrupo Y é escrita como:
—4)-D-Neup5Ac(7/90Ac) —a—(2-6) -D-Glc—o—(1-.

Os sacdridos utilizados de acordo com a invengdo podem
ser O-acetilados <como foi descrito anteriormente (por
exemplo, com o mesmo padrdo de O-acetilagdo como visto em
sacaridos capsulares nativos), ou podem ser parcialmente ou
totalmente des-O-acetilados numa ou mais posi¢des dos anéis
de sacdrido, ou podem ser hiper-O-acetilados em relagdo aos
sacédridos capsulares nativos.

Os sacaridos utilizados de acordo com a invencdo sdo
preferentemente mais curtos que os sacdridos capsulares
nativos vistos em bactérias. Assim, os sacaridos séo
preferentemente despolimerizados, com a despolimerizacgdo
ocorrendo apds a purificacdo, mas antes da conjugacgao. A
despolimerizac¢ao reduz o comprimento da cadeia dos
sacdridos. Um método de despolimerizacdo preferido envolve
a utilizacdo de perdxido de hidrogénio [9]. O perdxido de

hidrogénio é adicionado a um sacdrido (por exemplo, para
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dar uma concentracgdo final de H;0, de 1%), e a mistura é
entdo incubada (por exemplo, em aproximadamente 55°C) até
que uma redugdo desejada do comprimento da cadeia tenha
sido alcangada. Outro método de despolimerizagdo envolve
hidrélise de acido [10]. Outros métodos de despolimerizagdo
sdo conhecidos ao perito. Os sacdridos wutilizados para
preparar conjugados para utilizagdo de acordo com a
invengdo podem ser obteniveis por qualquer destes métodos
de despolimerizacdao. A despolimerizacao pode ser utilizada
a fim de proporcionar um comprimento éptimo da cadeia para
a imunogenicidade e/ou para reduzir o comprimento da cadeia
para o manejo fisico dos sacdridos.

As proteinas portadoras tipicas para utilizagdo em
conjugados sao toxdides ou toxinas bacterianas, tal como
toxina de difteria (ou seu mutante CRMjs7) e toxina do
tétano. Outras proteinas portadoras conhecidas incluem a
proteina de membrana exterior de N. meningitidis, péptidos
sintéticos, proteinas de <choque térmico, proteinas de
pertussis, citocinas, linfocinas, hormonas, factores de
crescimento, proteinas artificiais que compreendem
miltiplos epitopos de célula T CD4" humana de varios
antigénios derivados de patogénio, ©proteina D de H.
influenzae, ©proteina de superficie pneumocdcica PspA,
proteinas de absorg¢ao de ferro, toxina A ou B de C.
difficile, etc. De acordo com a invenc¢do, no entanto, os
conjugados meningocdcicos incluem uma proteina portadora de
toxdéide de difteria (ou derivado, tal como CRM197). A
conjugagao covalente é preferida.

E possivel utilizar mais de uma proteina portadora nas
composi¢des. Assim, proteinas portadoras diferentes podem
ser utilizadas para sorogrupos diferentes, por exemplo,
sacdridos de sorogrupo A poderiam ser conjugados a CRM197
enquanto sacdridos de sorogrupo C poderiam ser conjugados a
toxéide de difteria. E também possivel utilizar mais de uma

proteina portadora para um antigénio de sacdrido
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particular, por exemplo, sacdridos de sorogrupo A poderiam
ser em dois grupos, com algum conjugado a CRM197 e outro
conjugado a toxdide de difteria. Em geral, no entanto, ¢
preferido utilizar a mesma proteina portadora para todos os
sacaridos meningocdcicos na composigao, e mais
preferentemente para todos os sacdridos (isto é, incluindo
quaisquer conjugados nao meningocdcicos que podem estar
presentes). E preferido que as composicdes da invencdo nédo
incluam qualquer proteina portadora de toxdide de tétano.
Onde a composicdao inclui uma proteina portadora de toxdide
de difteria entdo ¢é preferido que ndo inclua qualquer
proteina portadora de CRM 197.

Uma Unica proteina portadora poderia portar mais de um
antigénio de sacdrido [51]. Por exemplo, uma uUnica proteina
portadora poderia ter conjugada & mesma sacdridos dos
sorogrupos A e C. Para alcangar este objectivo, os
sacdridos podem ser misturados antes da reaccgdo de
conjugagao. Em geral, no entanto, ¢é preferido gque tenha
conjugados separados para cada sorogrupo. Os conjugados sao
preferentemente misturados para dar substancialmente uma
razdo 1:1:1:1 (medida como massa de sacarido), por exemplo,
a massa de cada sacdarido de sorogrupo estd dentro de +10%
uma da outra. Uma quantidade tipica de antigénio
meningocdcico por sorogrupo numa composicdo é entre 1 Ug e
20 Wg, por exemplo, entre 2 e 10 Ug por sorogrupo, ou
aproximadamente 4 Ug. Como uma alternativa a uma razao
1:1:1:1, uma dose dupla de sorogrupo A pode ser utilizada
(2:1:1:1).

Os conjugados com uma razdo de sacdrido:proteina (p/p)
de entre 1:15 (isto é, proteina em excesso) e 15:1 (isto &,
sacdrido em excesso), preferentemente entre 1:10 e 10:1,
mais preferentemente entre 1:5 e 5:1, sdo preferidos.
Proteina portadora em excesso ¢ preferida. Os conjugados
com razdo de sacdrido:proteina de aproximadamente 1:12 ou

aproximadamente 1:6 ou aproximadamente 1:3 sdo preferidos,
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particularmente onde o portador é Dt. Uma razdo 1:3 é a
mais preferida.

Os conjugados podem ser utilizados em conjunto com
proteina portadora livre [52]. Quando uma dada proteina
portadora estd presente tanto em forma livre como conjugada
numa composic¢ao da inveng¢do, no entanto, a forma nao
conjugado ¢é preferentemente ndao mais de 5% da quantidade
total da proteina portadora na composigdo como um todo, e
mais preferentemente presente em menos de 2% em peso. De
maneira similar, sacdrido ndo conjugado é preferentemente
ndo mais de 15% em peso da quantidade total de sacarido.

Qualquer reacgdao de conjugacao adequada pode ser
utilizada, com qualquer linker adequado onde for
necessario.

O sacdarido serd tipicamente activado ou funcionalizado
antes da conjugagcao. A activagao pode envolver, por
exemplo, reagentes de cianilagdao tal como CDAP (por
exemplo, tetrafluoroborato de l-ciano-4-dimetilamino
piridinio [53, 54, etc.]). Outras técnicas adequadas usam
carbodiimidas, hidrazidas, ésteres activos, norborano,
dcido p-nitrobenzdico, N-hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC,
TSTU; veja—-se também a introdugdo a referéncia 44).

Ligagdes via um grupo linker podem ser feitas
utilizando qualquer procedimento conhecido, por exemplo, os
procedimentos descritos nas referéncias 55 e 56. Um tipo de
ligacgao envolve aminac¢ao redutora do polissacdarido,
acoplando o grupo amino resultante com uma extremidade de
um Iinker de grupo de &cido adipico, e entdo acoplando uma
proteina as outras extremidades do linker de &cido adipico
grupo [42, 57, 58]. Outros linkers incluem B-propionamido
[59], nitrofenil-etilamina [60], haletos de halocacilo [61],
ligac¢des glicosidicas [62], acido 6—aminocaprdico [63], ADH
[64], fracgdes Cy, a Cip [65] etc. Como uma alternativa a
utilizacdo de um Iinker, a ligagdo directa pode ser

utilizada. As ligagdes directas a proteina podem
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compreender a oxidagdo do polissacdrido seguida por
aminac¢do redutora com a proteina, como foil descrito, por
exemplo, nas referéncias 66 e 67.

Um processo que envolve a introdugdo de grupos amino
no sacarido (por exemplo, por meio da substituigao de
grupos =0 terminais com -NH;) seguida por derivatizagdo com
um diéster adipico (por exemplo, diéster N—
hidroxisuccinimido de 4&cido adipico) e a reacgdao com
proteina portadora é preferida.

Num método de conjugacdo preferido, um sacarido ¢é
feito reagir com dihidrazida de &cido adipico. Para
sorogrupo A, carbodiimida pode também ser adicionada neste
estdglio. Apds um periodo de reacgdo, cianoborohidreto de
sédio é adicionado. Sacdrido derivatizado pode entdo ser
preparado, por exemplo, por meio de ultrafiltracgdo. O
sacdrido derivatizado ¢é entdo misturado com proteina
portadora (por exemplo, com um toxdide de difteria), e
carbodiimida ¢é adicionada. Apds um periodo de reacgdo, o
conjugado pode ser recuperado. Detalhes adicionais deste
método de conjugagdo podem ser encontrados na referéncia
10. Os conjugados obteniveis por este método sdo conjugados
preferidos para utilizagdo de acorde com a invengdo, por
exemplo, conjugados que compreendem um portador de toxdédide
de difteria e um Ilinker de &cido adipico.

Os conjugados 530 preferentemente preparados
separadamente e entdo misturados. Apdés a mistura, a
concentracao dos conjugados misturados pode ser ajustada,
por exemplo, com solugdo salina tamponada com fosfato,
livre de pirogénios estéril. Cada conjugado, antes da
mistura, preferentemente contém ndo mais de 15Ug de
portador.

O resultado de administrar conjugados meningocdcicos
de acordo com a invencdo é preferentemente que, para cada
sorogrupo administrado, o paciente desenvolve uma resposta

de anticorpo bactericida sérico (SBA), com o aumento em
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titulacdo de SBA (em comparagdo com © paciente pré-
imunizado antes de receber os conjugados misturados
meningocdcicos) sendo pelo menos 4 vezes, e preferentemente
pelo menos 8 vezes. O teste de SBA é um correlato padréo
para protecgdo contra meningococos. Detalhes adicionais de
correlatos soroldgicos para vacinas meningocdcicas sao
dados na referéncia 68.
Componentes antigénicos adicionais de composigbes
utilizadas de acordo com a invengéo
Além de conjugados meningocdcicos, as composigdes
utilizadas de acordo com a inveng¢do podem opcionalmente
incluir 1, 2 ou 3 dos seguintes antigénios adicionais:
1. Um sacédrido capsular conjugado de S. pneumoniae
[por exemplo, capitulo 23 de ref. 32; refs. 69-71].
Prefere-se incluir sacdridos de mais de um sorotipo de
S. pneumoniae. Por exemplo, misturas de polissacdridos
de 23 sorotipos diferentes sdo amplamente utilizados,
como sdo vacinas conjugadas com polissacdridos de entre
5 e 11 sorotipos diferentes [72]. Por exemplo, PrevNar™
[31] contém antigénios de sete sorotipos (4, 6B, 9v, 14,
18C, 19F, e 23F) com cada sacdrido individualmente
conjugado a CRM197 por meio de amina¢ao redutora, com
2Ulg de cada sacdarido por 0,5 ml de dose (4Ug de
sorotipo 6B), e com conjugados adsorvidos sobre um
adjuvante de fosfato de aluminio. Onde conjugados
pneumocdédcicos sdo incluidos em composigdes para
utilizagdo com a invengdo, a composicao preferentemente
inclui pelo menos os sorotipos 6B, 14, 19F e 23F.
2. Um sacdrido capsular conjugado de H. influenzae B
[por exemplo, capitulo 14 da ref. 32].
A proteina portadora para o conjugado podem ser CRM197,
Dt, um toxdéide de tétano ou um complexo de membrana
externa de N. meningitidis. A fracgdo de sacédrido do
conjugado pode ser um polissacarido (por exemplo,

fosfato de poliribosilribitol (PRP) comprimento
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completo), mas prefere-se despolimerizar 03
polissacdridos capsulares para formar oligossacdridos
(por exemplo, MW desde ~1 até ~5 kDa). Um conjugado
preferido de Hib compreende um oligossacdrido ligado
covalentemente a CRM197 via um Iinker de &cido adipico
[73,74]. A administracao do antigénio de Hib
preferentemente resulta numa concentragao anticorpo
anti-PRP de > 0,15ug/ml, e mals preferentemente >
1lug/ml. Onde uma composigdo inclui um antigénio de
sacdrido Hib, preferentemente também ndo inclui um
adjuvante de hidréxido de aluminio. Se a composigéo
inclui um adjuvante de fosfato de aluminio entdo o
antigénio de Hib pode ser adsorvido ao adjuvante [75] ou
pode nao ser adsorvido [27]. A prevengdao de adsorg¢ao
pode ser alcangada por meio da selecgdo do pH correto
durante a mistura de antigénio/adjuvante, um adjuvante
com uma carga de ponto de zero apropriada, e uma ordem
apropriada de mistura para os varios antigénios
diferentes numa composicgao [76].

3. Um antigénio de proteina de Neisseria
meningitidis sorogrupo B [por exemplo, ref. 77].

A composicao pode compreender um ou mails destes
antigénios adicionais.

Tais antigénios podem ou podem ndo ser adsorvidos a um
sal de aluminio.

Se 0s conjugados meningocdcicos estao a ser
administrados numa série de doses entdoc nenhuma, alguma ou
todas as doses podem incluir estes extra antigénios.

As composic¢cdes que contém os conjugados meningocdcicos
preferentemente nao incluem toxdide de tétano.
Preferentemente, ndo incluem antigénios de ©pertussis.
Preferentemente, ndo incluem antigénio de superficie do
virus da hepatite B. Preferentemente, nao incluem
poliovirus. Uma composicdo preferentemente contém ndo mais

de 50 ug de toxdide de difteria por conjugado
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meningocdcico, e mais preferentemente ndo mais de 50Ug de
toxdéide de difteria para todos os conjugados meningocdcicos
combinados.

A composigdo de vacina

A composi¢ao utilizada de acordo com a 1invengao
incluird tipicamente um portador farmaceuticamente
aceitdavel. Tals portadores incluem qualquer portador dJue
por si  mesmo nao induz a produgdo de anticorpos
prejudiciais ao individuo gque recebe a composigdo.
Portadores adequados sao tipicamente macromoléculas
grandes, lentamente metabolizadas tais como proteinas,
polissacédridos, &cidos poliléacticos, &cidos poliglicédlicos,
aminodcidos poliméricos, copolimeros de aminodcido,
sucrose, trealose, lactose, e agregados de lipidos (tais
como goticulas de &6leo ou lipossomas). Tails portadores sao
bem conhecidos a aqueles de técnicos ordindrios na
especialidade. As vacinas podem também conter diluentes,
tais como agua, solugéo salina, glicerol, etc.
Adicionalmente, substédncias auxiliares, tals como agentes
molhantes ou emulsificantes, substédncias de tamponamento de
PH, e similares, podem estar presentes. Solugdo salina
fisiolégica tamponada com fosfato livre de pirogénio
estéril é um portador tipico. Uma discussdo minuciosa de
portadores farmaceuticamente aceitdvels e excipientes estéd
disponivel na referéncia 78.

As composic¢des utilizadas de acordo com a invengao
podem incluir um antimicrobiano, particularmente se
embaladas num formato de doses maltiplas.

As composigdes utilizadas de acordo com a invengao
podem compreender detergente, por exemplo, um  Tween
(polisorbato), tal como Tween 80. Detergentes estdo
geralmente presentes em niveis baixos, por exemplo, <0,01%.

As composigdes utilizadas de acordo com a invengao
podem incluir sais de sdédio (por exemplo, cloreto de sddio

e/ou fosfato de sdédio). Estes podem ser utilizados para a
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tonicidade. Uma concentragdo de 10+2 mg/ml de NaCl ¢é
tipica, por exemplo, aproximadamente 8,8 mg/ml. Uma
concentracgdo de 1,2 mg/ml de fosfato de sédio é tipica.

As composig¢des utilizadas de acordo com a invengao
incluirdo geralmente um tampdo, por exemplo, um tampao
fosfato.

As composic¢cdes utilizadas de acordo com a invengao
podem compreender um &lcool de acgucar (por exemplo,
manitol) ou um dissacarido (por exemplo, sucrose ou
trealose), por exemplo, em aproximadamente 15-30 mg/ml (por
exemplo, 25 mg/ml), particularmente se sdo para serem
liofilizados ou se incluem material que fol reconstituido a
partir de material liofilizado. As composi¢des preferidas,
no entanto, naoc sao liofilizadas isto &, todos o©s
conjugados meningocdcicos estdo presentes em forma aquosa,
desde o estdgio de embalamento até o estdagio de
administracao.

As composigdes serao geralmente administradas
directamente a um paciente. A distribuicdo directa pode ser
conseguida por injeccgao parentérica (por exenplo,
subcutaneamente, intraperitonealmente, intravenosamente,
intramuscularmente, ou ao espag¢o 1intersticial de um
tecido), ou por administrag¢ao rectal, oral, vaginal,
tépica, transdérmica, intranasal, ocular, aural, pulmonar
ou outra mucosa. Prefere-se a administra¢do intramuscular
(por exemplo, & coxa Ou ao brag¢o superior). A injecgdo pode
ser via uma agulha (por exemplo, um agulha hipodérmica),
mas a injecgdo livre de agulha pode alternativamente ser
utilizada. Uma dose intramuscular tipica é 0,5 ml.

Os conjugados meningocdcicos de multiplos sorogrupos
sdo administrados em mistura dentro de uma Unica
composigdo. A composi¢dao pode ser administrada como uma
unica dose, ou pode ser administrada mais de uma vez numa
programagdao de doses multiplas. As doses multiplas podem

ser utilizadas numa programa¢do de imunizac¢do primdria e/ou
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numa programa¢do de imunizac¢do de reforg¢o. Uma programagao
de dose primaria pode ser seguida por uma programac¢cdo de
dose de reforgo dos conjugados meningocdcicos. A
sincroniza¢do adequada entre doses de sensibilizacgdo (por
exemplo, entre 4-16 semanas), e entre sensibilizacdo e
refor¢o, pode ser determinada rotineiramente. Os conjugados
podem convenientemente ser administrados ao mesmo tempo
como outras vacinas, por exemplo, ao mesmo tempo que uma
vacina D-T-P, ou ao mesmo tempo que uma vacina de conjugado
pneumocdécico, ou ao mesmo tempo que uma vacina de
influenza, ou ao mesmo tempo que uma vacina MMR ou MMRV.
Estas vacinas serdao geralmente administradas separadamente,
mas durante a mesma visita do médico.

As infecg¢bes bacterianas podem afectar vdrias areas do
corpo e assim composi¢gdes podem ser preparadas em varias
formas. Por exemplo, as composic¢des podem ser preparadas
como injectdvels, como suspensdes ou solugdes liquidas. As
formas sdlidas adequadas para solugdo em, ou suspensao em,
veiculos 1liquidos antes da i1injeccao podem também ser
preparadas (por exemplo, uma composicdo liofilizada). A
composig¢do pode ser preparada para administracgdo tdpica,
por exemplo, como uma pomada, creme ou pd. A composigao
pode ser preparada para administrag¢do oral, por exemplo,
como um comprimido ou cépsula, ou Ccomo um  xarope
(opcionalmente aromatizado) . A composigao pode ser
preparada para administrac¢dao pulmonar, por exemplo, como
uma inalagédo, wutilizando um pé £fino ou um spray. A
composigcdo pode ser preparada como um supositédrio ou
pessdrio. A composicao pode ser preparada para
administra¢do nasal, aural ou ocular, por exemplo, como
spray, gotas, gel ou pd [por exemplo, refs 79 & 80]. Em
geral, no entanto, os conjugados meningocdcicos sao
formulados para injec¢do intramuscular.

As composigdes utilizadas de acordo com a invengao

podem ou podem nao incluir um adjuvante de wvacina. Os
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adjuvantes que podem ser utilizados em composigbes da
invencgdo incluem, mas ndo saoc limitados a:
A, Composig¢cbes que contém minerais

As composigdes que contém minerais adequadas para
utilizag¢do como adjuvantes na invengdo incluem sais
minerais, tails como sais de aluminio e sais de cédlcio. A
invengdo incluil sais minerais tais como hidréxidos (por
exemplo, oxihidréxidos), fosfatos (por exemplo,
hidroxifosfatos, ortofosfatos), sulfatos, etc. [por
exemplo, veja-se capitulos 8 & 9 de ref. 81], ou misturas
de compostos minerais diferentes, com os compostos tomando
qualquer forma adequada (por exemplo, em gel, cristalina,
amorfa, etc.), e com adsorcgao sendo preferida. As
composig¢des que contém minerais podem também ser formuladas
como uma particula de sal de metal [82].

Fosfatos de aluminio sdo particularmente preferidos, e
um adjuvante tipico é hidroxifosfato de aluminio amorfo com
P0O,/Al razdo molar entre 0,84 e 0,92, incluidos em
aproximadamente 0,6 mg de A1%/ml. A adsorcdo com uma dose
baixa de fosfato de aluminio pode ser wutilizada, por
exemplo, entre 50 e 100ug de Al%" por conjugado por dose.
Onde uma composic¢ao inclui conjugados de multiplas espécies
bacterianas entdo ndo todos os conjugados necessitam ser
adsorvidos.

B. Emulsées de Oleo

As composicgdes de emulsdao de 6leo adequadas para
utilizacao como adjuvantes na invengdo incluem enulsdes
esqualeno-dgua, tais como MF59 [Capitulo 10 da ref. 81;
veja-se também ref. 83] (5% de Esqualeno, 0,5% de Tween 80,
e 0,5% de Span 85, formuladas em particulas submicrdnicas
utilizando um microfluidificador). O adjuvante completo de
Freund (CFA) e adjuvante incompleto de Freund (IFA) podem
também ser utilizados.

C. Formulag¢bes de saponina [capitulo 22 de ref. 81]
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As formulac¢des de saponina podem também ser utilizadas
como adjuvantes na 1inven¢dao. As saponinas sdao um grupo
heterdélogo de glicdsidos de esterol e glicédsidos de
triterpendides que sdao encontrados na casca, folhas,
caules, raizes e mesmo nas flores de uma ampla variedade de
espécies de plantas. A saponina da casca da drvore Quillaia
saponaria Molina fol amplamente estudada como adjuvantes. A
saponina pode também ser comercialmente obtida de Smilax
ornata (sarsaprilla), Gypsophilla paniculata (véu de
noiva), e Saponaria officianalis (raiz de sabdo). As
formulag¢des de adjuvante saponina 1incluem Zformulac¢des
purificadas, tais como QS$21, bem como formulag¢gdes de
lipidos, tais como ISCOMs. QS21 ¢é comercializado como
Stimulon™.

As composigdes de saponina foram purificadas
utilizando HPLC e RP-HPLC. As fracgdes purificadas
especificas utilizando estas técnicas foram identificadas,
incluindo QS7, Qs17, Qs18, Q0S21, QH-A, QH-B e QH-C.
Preferentemente, a saponina é QS21. Um método de produgao
de 0S21 é revelado na ref. 84. As formula¢des de saponina
podem também compreender um esterol, tal como colesterol
[85].

As combinac¢des de saponinas e colesterdis podem ser
utilizadas para formar ©particulas unicas denominadas
complexos de imunoestimulagdo (ISCOMs) [capitulo 23 da ref.
8l]. ISCOMs tipicamente também incluem um fosfolipido tal
como fosfatidiletanolamina ou fosfatidilcolina. Qualquer
saponina conhecida pode ser utilizada em ISCOMs.
Preferentemente, o ISCOM inclul um ou mais de QuilA, QHA &
QHC. ISCOMs sdo descritos ainda nas refs. 85-87.
Opcionalmente, 0os ISCOMS podem ser desprovidos de
detergente adicional [88].

Umna revisdo do desenvolvimento de saponina a base de
adjuvantes pode ser encontrada nas refs. 89 & 90.

D. Virossomas e particulas semelhantes a virus
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Virossomas e particulas semelhantes a virus (VLPs)
podem também ser utilizadas como adjuvantes na 1invencgdo.
Estas estruturas geralmente contém uma ou mails proteinas de
um virus opcionalmente combinado ou formulado com um
fosfolipido. S&o geralmente ndao patogénicos, nado replicam-
se e geralmente ndoc contém qualquer do genoma viral. As
proteinas virals podem ser recombinantemente produzidas ou
isoladas de todos os virus. Estas proteinas virais
adequadas para utilizagdao em virossomas ou VLPs incluem
proteinas derivadas de influenza virus (talis como HA ou
NA), virus da Hepatite B (tal como proteinas de core ou
cdpside), virus da Hepatite E, virus do sarampo, virus
Sindbis, Rotavirus, virus da Doencga de Pé-e—-Boca,
Retrovirus, wvirus Norwalk, virus do Papiloma humano, VIH,
fagos de ARN, fago Qf (tal como proteinas de revestimento),
fago GA, fago fr, fago AP205, e Ty (tal como
retrotransposon Ty proteina pl). VLPs sao discutidos
adicionalmente nas refs. 91-96. Os virossomas sdo
discutidos adicionalmente, por exemplo, na ref. 97.

E. Derivados bacterianos ou microbianos

Adjuvantes adequados para wutilizag¢do na invencgao
incluem derivados bacterianos ou microbianos tais como
derivados ndo téxicos de lipopolissacdrido enterobacteriano
(LPS), derivados de Lipido A, oligonucledtidos
imunoestimuladores e toxinas de ribosilagdo de ADP e
derivados destoxificados dos mesmos.

Os derivados nédo téxicos de LPS incluem lipido A
monofosforilo (MPL) e 3-O-desacilado MPL (3dMPL). 3dMPL é
uma mistura de lipido A 3 des-O-acilado monofosforilo com
4, 5 ou 6 cadeias aciladas. Uma forma de “particula
pequena” preferida de lipido A monofosforilo 3 Des-0-
acilado é revelada na ref. 98. Tais “particulas pequenas”
de 3dMPL sdo pequenas o suficiente para serem esterilizadas
por filtracgdo através de uma membrana de 0,22um [98].

Outros derivados de LPS nao téxicos incluem miméticos de
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lipido A monofosforilo, tais como derivados de aminocalquilo
glucosaminida fosfato, por exemplo, RC-529 [99,100].

Os derivados de Lipido A incluem derivados de lipido A
de Escherichia coli tal como OM-174. OM-174 é descrito, por
exemplo, nas refs. 101 & 102.

Oligonucledétidos imuncestimuladores adequados para
utilizacao como adjuvantes na inveng¢dao incluem sequéncias
de nucledtidos que contém um motivo CpG (uma sequéncia de
dinucledétidos que contém uma citosina ndo metilada ligada
por uma ligacdo de fosfato a uma guanosina). ARNs de cadeia
dupla e oligonucledtidos que contém sequéncias
palindrdémicas ou poli(dG) também mostraram que @ sao
imunoestimuladoras.

0Os CpG’s podem incluir modificag¢des/andlogos de
nucledtidos tais como modificag¢des de fosforotioato e podem
ser de cadeia dupla ou de cadeia simples. As referéncias
103, 104 e 105 revelam substituig¢des de andlogos possiveis,
por exemplo, a substituicdao de guanosina com 2’'-desoxi-7-
deazaguanosina. O efeito adjuvante de oligonucledétidos CpG
¢ discutido ainda nas refs. 106-111.

A sequéncia de CpG pode ser direccionada a TLR9, tal
como o motivo GICGTT ou TTCGIT [112]. A sequéncia CpG pode
ser especifica para induzir uma resposta imune Thl, tal
como um CpG-A ODN, ou pode ser mais especifica para induzir
uma resposta de célula B, tal CpG-B ODN. CpG-A e CpG-B ODNs
sao discutidos nas refs. 113-115. Preferentemente, o CpG é
um CpG—-A ODN.

Preferentemente, o oligonucledtido CpG é construido de
modo que a extremidade 57 seja acessivel para o
reconhecimento do receptor. Opcionalmente, duas sequéncias
de oligonucledtidos CpG podem ser unidas nas suas
extremidades 3’ para formar “imundémeros”. Veja-se, por
exemplo, refs. 112 & 116-118.

As toxinas de ribosilagdao de ADP bacterianas e

derivados destoxificados das mesmas podem ser utilizados
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como adjuvantes na inven¢dao. Preferentemente, a proteina é
derivada de E. coli (enterotoxina 1ldbil por calor de E.
coli “LT"), cblera (“cTt"y, ou pertussis (“PT"). A
utilizacdo de toxinas de ribosilagdo de ADP destoxificadas
como adjuvantes de mucosa é descrita na ref. 119 e como
adjuvantes parentéricos na ref. 120. A toxina ou toxdide ¢é
preferentemente na forma de um holotoxina, que compreende
tanto a subunidade A como a B. Preferentemente, a
subunidade A contém uma mutacgao de destoxificacgao;
preferentemente a subunidade B nao é mutada.
Preferentemente, o adjuvante é um mutante de LT
destoxificado tal como LT-K63, LT-R72, e LT-G192. A
utilizacdo de toxinas de ribosilagdo de ADP e derivados
destoxificados das mesmas, particularmente LT-K63 e LT-R72,
como adjuvantes podem ser encontrados nas refs. 121-128. A
referéncia numérica para substituig¢des de aminocacidos &
preferentemente com base nos alinhamentos das subunidades A
e B de toxinas de ribosilacdo de ADP indicadas na ref. 129.
F. Imunomoduladores humanos

Imunomoduladores humanos adequados para utilizacgdo
como adjuvantes na invengdoc incluem citocinas, tais como
interleucinas (por exemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-12 [130], etc.) [131], interferdes (por exemplo,
interferao-y), factor de estimulagdo de coldnias de
macréfagos, e factor de necrose tumoral.
G. Bioadesivos e Mucoadesivos

Biocadesivos e mucoadesivos podem também ser utilizados
como adjuvantes na inveng¢do. Os Dbiocadesivos adequados
incluem microesferas de 4dcido hialurdénico esterificadas
[132] ou mucoadesivos tails como derivados de ligagédo
cruzada de poli(acido acrilico), polivinil dlcool,
polivinil pirrolidona, polissacdridos e
carboximetilcelulose. Quitosano e derivados do mesmo podem
também ser utilizados como adjuvantes na invengdao [133].

H Microparticulas
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As microparticulas podem também ser utilizadas como
adjuvantes na inveng¢do. As microparticulas (isto &, uma
particula de ~100 nm a ~150 um em didmetro, mais
preferentemente ~200 nm a ~30 um em didmetro, e o mais
preferente ~500 nm a ~10 um em didmetro) formadas a partir
de materiais que sao biodegraddveis e ndo tdéxicos (por
exemplo, um poli(éacido o-hidroxi), um acido
polihidroxibutirico, um poliortoéster, um polianidrido, um
policaprolactona, etc.), com poli(lactida-co-glicdlido) sao
preferidos, opcionalmente tratadas para ter uma superficie
carregada negativamente (por exemplo, com SDS) ou uma
superficie carregada positivamente (por exemplo, com um
detergente catidnico, tal como CTAB).

1. Lipossomas (Capitulos 13 & 14 da ref. 81)

Os exemplos de formulag¢des de lipossoma adequados para
utilizacao como adjuvantes sdo descritos nas refs. 134-136.
J. Formulagdes de éter de polioxietileno e éster de
polioxietileno

Os adjuvantes adequados para utilizagdo na invengao
incluen éteres de polioxietileno e ésteres de
polioxietileno [137]. Tais formulag¢des 1incluem ainda
tensicactivos de éster de sorbitano de polioxietileno em
combinag¢do com um octoxinol [138] bem como tensicactivos de
éster ou éteres de alquil polioxietileno em combinac¢do com
pelo menos um tensicactivo adicional ndo idénico tal como um
octoxinol [139]. Os éteres de polioxietileno preferidos sao
seleccionados do seguinte grupo: éter de polioxietileno-9-
laurilo (lauret 9), éter de polioxietileno-9-esteorilo,
éter de polioxietileno-8-esteorilo, éter de polioxietileno-
4-laurilo, éter de polioxietileno-35-laurilo, e éter de
polioxietileno-23-laurilo.

L. Péptidos de muramilo

Exemplos de péptidos de muramilo adequados para

utilizag¢do como adjuvantes na invengdo 1incluem N-acetil-

muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-
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normuramil-L-alanil-D-isoglutamina (nor—MDP), e N—
acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2—-(1"-2"-
dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina MTP-
PE) .

K Polifosfazeno (PCPP)

As formulagdes de PCPP sdao descritas, por exemplo, nas
refs. 140 e 141.

M. Compostos de Imidazoquinolona.

Exemplos de compostos de imidazoquinolona adequados
para utilizag¢do adjuvantes na inveng¢do incluem Imiquamod e
seus homdlogos (por exemplo, “Resiquimod 3M”), descritos
adicionalmente nas refs. 142 e 143.

N. Compostos de tiosemicarbazona.

Exemplos de compostos de tiosemicarbazona, bem como
métodos de formulagao, fabrico, e rastreio para todos os
compostos adequados para utilizacdo como adjuvantes na
invengdo incluem aqueles descritos na ref. 144. As
tiosemicarbazonas sdo particularmente eficazes na
estimulacdo de células mononucleares de sangue periférico
humano para a produg¢do de citocinas, tal como TNF-«o.

O. Compostos de triptantrina.

Exemplos de compostos de triptantrina, bem como
métodos de formulagdo, fabrico, e rastreio para todos os
compostos adequados para utilizacdo como adjuvantes na
invengao incluem aqueles descritos na ref. 145. Os
compostos de triptantrina sdo particularmente eficazes na
estimulacdo de células mononucleares de sangue periférico
humano para a produgao de citocinas, tal como TINE-o.

A 1invencdo pode também compreender combinag¢des de
aspectos de um ou mais dos adjuvantes identificados
anteriormente. Por exemplo, as seguintes composi¢des de
adjuvante podem ser utilizado na invenc¢do: (1) uma saponina
e um emulsdo de d6leo-em-dgua [146]; (2) uma saponina (por
exemplo, 0S21) + um derivado de LPS ndo téxico (por

exemplo, 3dMPL) [147]; (3) uma saponina (por exemplo, QS21)
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+ um derivado de LPS ndo téxico (por exemplo, 3dMPL) + um
colesterol; (4) uma saponina (por exemplo, 0S21) + 3dMPL +
IL-12 (opcionalmente + um esterol) [148]; (5) combinac¢des
de 3dMPL com, por exemplo, QS21 e/ou emulsdes de dleo—em—
adgua [149]; (6) SAF, que contém 10% de esqualeno, 0,4% de
Tween 80™, 5% de polimero em bloco Pluronic L121, e thr-
MDP, ou microfluidizado em um emulsdo submicrdédnica ou
submetido a vértex para gerar uma emulsdao de tamanho de
particula maior. (7) sistema adjuvante Ribi™ (RAS), (Ribi
Immunochem) que contém 2% de esqualeno, 0,2% de Tween 80, e
um ou mals componentes de parede celular bacteriana do
grupo que consiste em monofosforilipido A (MPL), dimicolato
de trealose (TIDM), e esqueleto de parede celular (CWS3),
preferentemente MPL + CWS (Detox™); (8) um ou mals sais
minerais (tal como um sal de aluminio) + um derivado ndo
téxico de LPS (tal como 3dMPL); e (9) um ou mais sais
minerais (tal como um sal de aluminio) + um oligonucledtido
imunoestimulante (tal como um sequéncia de nucledtidos
incluindo um motivo CpG).

Outras substancias que agem como agentes
imunoestimulantes sdao reveladas no capitulo 7 da ref. 81.

A utilizacgdao de um hidrdéxido de aluminio ou adjuvante
de fosfato de aluminio ¢é particularmente preferida, e
conjugados sdo geralmente adsorvidos a estes sals [por

exemplo, os exemplos 7 & 8 da ref. 9; exemplo J de ref.

10]. A mistura com sais de aluminio sem adsorc¢ac € também
possivel [27, 76]. Fosfato de cdlcio é outro adjuvante
preferido. O0Os conjugados podem ser misturados com (e

opcionalmente adsorvidos a) os adjuvantes separadamente e
entdo os conjugados podem ser misturados juntamente, ou os
conjugados podem ser misturados juntamente e entdo
misturados com adjuvante.

O pH das composig¢des utilizadas de acordo com a
invengao ¢é preferentemente entre 6 e 8, preferentemente

aproximadamente 7. O pH estdvel podem ser mantido por meio
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da utilizagdo de um tampdo. Onde uma composicdo compreende
um hidréxido de sal de aluminio, prefere-se a utilizacgdo de
um tampdo de histidina [150]. A composic¢do pode ser estéril
e/ou livre de pirogénio. As composi¢des podem ser isotédnica
com respeito a seres humanos.

As composigdes podem incluir um conservante (por
exemplo, tiomersal, 2-fenoxietanol), ou podem ser livres de
conservante. Composic¢des preferidas da invenc¢do nao incluem
qualquer material de mercurio, por exemplo, sdo livres de
tiomersal.

Para prevenir a interferéncia entre antigénios,
particularmente antigénio conjugados, € possivel incluir um
polimero polianidénico, tal como 4&cido poli-L-glutdmico
[1517].

As composigdes podem apresentar-se em frascos, ou
podem apresentar—-se em seringas pré-cheias. As seringas
podem ser proporcionadas com ou sem agulhas. Uma seringa
incluird uma uUnica dose da composig¢do, enquanto um frasco
podem  incluir uma unica dose ou doses multiplas.
Composi¢des injectdveis usualmente serdo solugdes liquidas
ou suspensdes. Alternativamente, podem apresentar-se em
forma sdélida (por exemplo, liofilizada) para solugdo ou
suspensdo em veiculos liquidos antes da injeccgdo.

As composic¢des podem ser embaladas em forma de dosagem
unitdria ou em forma de dosagem multipla. Para as formas de
dosagem multipla, os frascos sao preferidos a seringas pré-
cheias. Volumes de dosagem eficazes podem ser estabelecidos
rotineiramente, mas uma dose para seres humanos tipica da
composicdo para injecg¢do tem um volume de 0,5 ml.

Onde uma composicgdo € para ser preparado de maneira
extempordnea antes da wutilizacdo (por exemplo, onde um
componente apresenta-se em forma liofilizada) e apresenta-—
se como um kit, o kit pode compreender dois frascos, ou
pode compreender um seringa pré-cheia e um frasco, com o

conteudo da seringa sendo wutilizado para reactivar o
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conteudo do frasco antes de injecc¢do. Para composic¢des que
incluem um sacarido capsular do sorogrupo A entdo o
sacarido do sorogrupo A pode ser liofilizado, enqguanto
sacarido(s) dos outros sorogrupo(s) podem estar presentes
em forma liquida.

As composigdes compreenderao uma quantidade
imunologicamente eficaz dos conjugados meningocdcicos, bem
como quaisquer outros componentes, conforme seja
necessdrio. Por ‘quantidade imunologicamente eficaz’, se
quer dizer que a administragdo dessa quantidade a um
individuo, numa uUnica dose ou como parte de uma série,
provoca um resposta imune anti-meningocdcica protectora em
pacientes. Esta quantidade wvaria dependendo da saude e
condig¢do fisica do individuo a ser tratado, idade, o grupo
taxondémico do individuo a ser tratado (por exemplo, primata
nao humano, primata, etc.), a capacidade do sistema imune
do individuo de sintetizar anticorpos, o grau de protecgdo
desejado, a formulagdao da vacina, a avaliagdo do médico
responsavel da situacao médica, e outros factores
relevantes. E esperado que a quantidade esteja dentro de um
intervalo relativamente grande que pode ser determinado
através de ensaios de rotina, e um quantidade tipica de
cada antigénio meningocdécico por dose é entre 1 Ug e 20 Ug
por sorogrupo (medido em termos de sacdrido), por exemplo,
entre 2 e 10 Hg por sorogrupo. Prefere-se uma dose de
aproximadamente 4 Ug por sorogrupo (isto é, um total de 16
Hg numa mistura tetravalente).

A quantidade total de proteina portadora numa
composicdo preferentemente ndo excede 100 uUg/dose, por
exemplo, €& <90 Mg/dose, <80 LUg/dose, <70 udg/dose, <60
UWg/dose, <50 ug/dose, etc. A quantidade total de proteina
portadora numa composicdo geralmente serd pelo menos 10
lLg/dose.

Geral
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O termo “que compreende” abrange “que inclui” bem como

Y2 “

que consiste”, por exemplo, uma composigédo que
compreende” X pode consistir exclusivamente de X ou pode
incluir alguma coisa adicional, por exemplo, X + Y.

O termo “aproximadamente” em relagdo a um valor
numérico x significa, por exemplo, x = 10%.

A palavra “substancialmente” nao exclui
“completamente”, por exemplo, uma composicdo que é
“substancialmente livre” de Y podem ser completamente livre
de Y. Onde for necessdrio, a palavra “substancialmente”
podem ser omitida da definig¢do da invencao.

MODOS PARA LEVAR A CABO A INVEN(;AO
Falta de supressdo de portador utilizando mistura de
conjugado A/C/W135/Y tetravalente

Misturas de conjugados meningocdcicos para sorogrupos
A+C, C+W+Y ou A+C+W+Y podem ser preparadas como foil
descrito nas referéncias 9 e 10. Se for desejado, estes
podem ser misturados com hidréxido de aluminio ou
adjuvantes de fosfato de aluminio, como também foi descrito
nas referéncias 9 e 10. Estas vacinas tém CRM197 ou toxdide
de difteria (Dt) como a proteina portadora, ligada
covalentemente aos sacdaridos.

Pacientes que receberam vacinagdo D-T-P pedidtrica (
D-T-Pa ou D-T-Pw), incluindo aqueles que receberam vacinas
que contém D-T-P e outros antigénios (por exemplo, D-T-P-
Hib tetravalente, D-T-P-HBsAg tetravalente, D-T-P-Hib-HBsAg
pentavalente, D-T-P-Hib-HBsAg-IPV hexavalente, etc.) sédo
seleccionados para receber a mistura de conjugados que tem
um portador Dt. Este mistura tetravalente de conjugados é
imunogénica em seres humanos [9, 11, 13].

Pacientes que receberam vacinag¢do de Hib pedidtrica
(como um Hib monovalente, com ou sem D-T-Pa ou D-T-Pw; ou
como parte de uma combinagdo vacina tal como D-T-P-Hib
tetravalente, D-T-P-Hib-HBsAg pentavalente, D-T-P-Hib-
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HBsAg-IPV hexavalente, etc.) sao seleccionados para receber
a mistura de conjugados que tem um portador CRM197.

Um grupo controlo de pacientes ¢é seleccionado para
receber um das duas misturas de conjugado. Os pacientes de
controlo nado receberam previamente toxdide de difteria ou
CRM197, como antigénios separados ou como proteinas
portadoras em conjugados.

A capacidade dos conjugados tetravalentes para
provocar uma resposta i1mune no pacientes é avaliada. A
supressdo de portador ¢é indicada se os grupos de teste
mostram respostas imunes anti-meningocécicas
significativamente inferiores que o0s pacientes de controlo,
e em particular se os conjugados falham para provocar um
resposta de SBA util no pacientes.

Em ensaio c¢linico V59P2, conduzido em Finlédndia e
Alemanha com 620 individuos com idade de 12-16 meses, cinco
formulag¢des foram testadas. As vacinas utilizaram portador
CRM197 e um adjuvante de fosfato de aluminio [10]. Doses de
cada sorogrupo sacdrido, expressas como Hdg de massa de

sacdrido por 0,5 ml de dose, foram como segue:

Grupo |[MenA |MenC |MenW135 [MenY
1 10 10 10 10

2 0 10 10 10

3 10 5 5 5

4 5 5 5 5

5 2,5 12,5 12,5 2,5

Individuos receberam uma injec¢do no momento zero, e
25% dos individuos entdao receberam uma segunda dose da
vacina 4 semanas mais tarde.

Os soros de pacientes foram colhidos 1 més apds
administrag¢do da vacina e foram testados num ensaio de SBA
contra N. meningitidis de cada sorogrupo, utilizando
complemento humano. O aumento da titulagdo de SBA em

relacao a soros do tempo zero fol avaliado, com critérios
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sendo >1:4 e >1:8, Titulacgdes anti-cdpsula (GMT) foram
também medida para cada sorogrupo. Os resultados sao
mostrados no Quadro 1 a seguir.

Assim, as vacinas trivalente e tetravalente foram
ambas imunogénica em criancas na fase de aprender a andar.
Os conjugados sdo imunogénicos em doses de sacarido como
baixas como 2,5 Ug por conjugado. A resposta imune pode
ser reforcada, com grandes aumentos de titulagdao de SBA
ap6s a segunda dose. Nenhuma evidéncia de supressdo de
portador fol visto neste ensaio.

Falta de supressdo de respostas anti-Dt

Um estudo belga de 1999 [26] demonstrou imunidade
contra tétanos debilitada em bebés, persistindo no inicio
da inféncia, apdés o recebimento de um curso primdrio de
vacina de Hib conjugada a toxéide de tétano. A proteina
portadora do conjugado, portanto, teve um impacto
imunoldégico negativo. Em contraste, o efeito oposto foi
visto num estudo de vacinas de conjugado pneumocdcico
[152]. A possibilidade de que um conjugado meningocdcico
poderia interferir com a imunidade de difteria [153] foi
estudada utilizando um conjugado de sacdrido meningocdcico
do sorogrupo C a um portador CRM197 (Menjugate™).

Criangas foram divididas em cinco grupos, que foram
imunizadas no primeiro ano de vida como segue: (1) quatro
doses de Menjugate™; (2) trés doses de Menjugate™, mais uma
dose de uma mistura bivalente ndo conjugado A/C; (3) trés
doses de HBsAg vacina entdo uma dose de Menjugate™; (4)
trés doses de vacina HBsAg entdo uma dose de uma mistura
bivalente ndo conjugado A/C; (5) controlos para receber
vacinas nao meningocdcicas. Todas as criangas também
receberam trés doses de vacina de difteria durante os
primeiro quatro meses de vida, mas ndo receberam um reforgo
contra difteria pré-escolar.

Pacientes receberam uma unica dose de Menjugate™ a 4

anos de idade, e foram feitas amostras de sangue pré- e
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pdés— (~30 dias) esta injeccao de Menjugate™. Os anticorpos
contra difteria foram medidos por meioc de ELISA e as
concentrag¢des médias geométricas foram avaliadas. A
percentagem de individuos com um nivel de anticorpo >0,1

UI/ml foi também avaliada. Os resultados foram como segue:
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Grupo |Pré-vacinacdo |Pés-vacinacgdo
GMC % 20,1 |GMC % 20,1

1 0,35 94% 9,00 |100%

2 0,18 87% 8,55 ]100%

3 0,20 81l% 2,82 |100%

4 0,10 51% 4,55 199%

As titulagdes de avaliagdo inicial anti-Dt foram
maiores em pacientes que previamente receberam Menjugate™
que naqueles que ndo (por exemplo, compare 0s Jgrupos 1 e
4). A andlise de regressdo simples revelou relagdes
lineares significativas entre o numero de doses Menjugate™
prévias (4, 3, 1 e 0 para os grupos 1, 2, 3 e 4,
respectivamente) e (a) titulagdes pré-vacinagdo anti-Dt e
(b) titulag¢des pds—-vacinacao anti-Dt.

Assim, existe uma persisténcia potenciada de imunidade
para difteria a 4 anos de idade em criangas que receberam
quatro doses de Menjugate™ na infancia. Além disso, existe
uma tendéncia para malores respostas de anticorpo anti-Dt
apdés um dose de reforgo de Menjugate™ em pacientes dque
receberam pelo menos trés doses de Menjugate™ como bebés.
Nenhuma evidéncia de 1interferéncia imunoldgica entre
conjugados meningocdcicos e imunidade contra difteria foi
encontrada.

Mistura bivalente de conjugado A/C ndo mostra interferéncia
com DTP

Uma mistura de sacdridos capsulares dos sorogrupos A e
C [8] fol administrada a bebés (5 a 11 semanas de idade) em
Niger [154] que ndo receberam previamente vacina DTIP. As
criangas receberam ou sacdridos ndo conjugados (50 Mg de
cada sorogrupo) ou sacédridos conjugados com Dt sem
adjuvante (4 Mg de cada), com seis diferente programas:

(1) Quatro doses de conjugado: 6 semanas, 10 semanas,

14 semanas, 9 meses.
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(2) Trés doses de conjugado: 6 semanas, 10 semanas, 14
semanas.

(3) Duas doses de conjugado: 14 semanas, 9 meses.

(4) Uma dose de conjugado: 14 semanas.

(5) Uma dose de conjugado: 9 meses.

(6) uma dose de ndo conjugado: 9 meses.

As criangas receberam vacinas DIP e polio oral a 6, 10
e 14 semanas, com um reforgco a 9 meses, e as vacinas
meningocdcicas foram administradas ao mesmo tempo como
estas vacinas existentes. Para avalliar as respostas
anamnésticas, foram também dadas as criancas uma vacina nao
conjugado a 24 meses.

As respostas de anticorpo bactericida sérico foram
medidas a 18 semanas (isto &, 4 semanas apds a terceira
vacinagdo de DIP/polio), a 10 meses (isto é, 1 més apds o
reforco do 9 més de DTP/polio) e 1 semana apds a
administragdo de material nao conjugado a 24 meses. As
percentagens de pacientes mostrando um aumento 2 128 vezes

em titulagdes de SBA foram como segue:

% 18 semanas| 10 meses | 24'/, meses
Programa | MenA | MenC | MenA | MenC | MenA | MenC
(1) 56 84 89 73 100 |95
(2) 56 86 6 9 96 82
(3) 68 64 85 85 100 |95
(4) 61 57 4 3 100 93
(5) 3 7 62 26 100 |99
(6) 2 2 5 11 97 52

Nao houve diferenga em respostas de anticorpo contra
toxdéide de difteria entre os seis grupos [8].

Assim, ndo houve evidéncia de interferéncia resultando
da wutilizacdo de toxdéide de difteria tanto como um
antigénio protector <como como um portador para oS

conjugados. Por exemplo, pacientes no grupo 5 receberam
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toxdéide de difteria em vacinas de DIP a 6, 10 e 14 semanas
antes de receber a primeira dose de conjugado
meningocdcico, mas mostraram uma resposta SBA  anti-
meningocdcica de >99% a 24 meses.
Nenhum impacto negativo sobre respostas anti-difteria

Como mencionado anteriormente, pacientes que receberam
vacinas de conjugado meningocdécico ao mesmo tempo como
vacinas DTP nao mostraram redugdo em respostas imunes
contra toxdéide de difteria. Em outro estudo, conjugados
meningocdcicos e DIP foram administrados em momentos
diferentes. Um programa de trés doses de DIP a 2, 3 e 4
meses de idade fol seguida por uma Unica dose de uma vacina
bivalente A/C com conjugados de Dt-sacdridos ou com
sacdridos ndo conjugados. Respostas imunes contra toxdide
de difteria foram medidos por meio de ELISA, e titulagdes

GM foram como segue:

Antigénios Pré-imunizagdo| Pés-imunizacgdo
Conjugado 0,05 21,2
Nao conjugado 0,06 0,06

Os sacédridos ndo conjugados ndo causaram qualquer
resposta anti-Dt (ndo surpreendentemente), mas os sacdridos
conjugados resultou numa forte resposta anti-DT. A
administracdo destes conjugados podem assim proporcionar
imunidade anti-difteria em pacientes naive, ou podem tomar
o lugar de um reforgo de Dt.

Serd compreendido que a invencgao é descrita
anteriormente por meio de exemplo somente e modificagdes
podem ser feitas enquanto permanece dentro do ambito da

invencgdo, que é definidos nas reivindicag¢des anexas.
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QUADRO 1- Resultados do ensaio V59P2

Grupo A C W135 Y
GMT (1 més apds 1 dose)
1 3,9 6,4 7,1 8,
2 2 6,1 8,3 8,
3 ;7 5,2 6,9 12
4 , 8 4,5 7,0 9,6
5 ’ 5,3 7,0 12
GMT (1 més apds 2 doses)
1 27 89 22 37
2 2 80 20 57
3 29 76 28 58
4 14 47 20 35
5 17 71 23 52
% pacientes com SBA >1:4 (1 més apdés 1 dose)
1 33 56 57 58
2 0 57 60 61
3 55 49 53 70
4 37 42 54 64
5 40 51 57 67
% pacientes com SBA 21:4 (1 més apds 2 doses)
1 100 100 96 96
2 0 100 73 92
3 91 96 95 95
4 84 96 88 96
5 80 100 80 92
% pacientes com SBA 21:8 (1 més apds 1 dose)
1 25 44 46 48
2 0 40 50 49
3 39 34 45 64
4 23 30 44 51
5 26 35 40 60
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(cont.)
Grupo A C W135 Y
% pacientes com SBA 21:8 (1 més apds 2 doses)

1 92 100 85 93

2 0 100 64 92

3 87 96 95 82

4 60 92 77 92

5 72 92 72 88
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REIVINDICACOES

1. Uma composic¢cdo que compreende: (a) um conjugado de (1)
sacdrido capsular do sorogrupo A de N. meningitidis e (11)
toxdéide da difteria ou seu derivado que permanece
imunologicamente reactivo de forma cruzada com toxdide da
difteria; (b) um conjugado de (i) sacdrido capsular de
sorogrupo C de N. meningitidis e (1i) toxdéide da difteria
ou seu derivado que permanece imunologicamente reactivo de
forma cruzada com toxdéide da difteria; (¢) um conjugado de
(1) sacdrido capsular de sorogrupo W135 de N. meningitidis
e (11) toxdide da difteria ou seu derivado que permanece
imunologicamente reactivo de forma cruzada com toxdide da
difteria; e (d) um conjugado de (i) sacdrido capsular de
sorogrupo Y de N. meningitidis e (i1i) toxdide da difteria
ou seu derivado que permanece imunologicamente reactivo de
forma cruzada com toxdéide da difteria, para utilizagdo num
método para imunizar um paciente humano contra uma doenca
causada por Neisseria meningitidis que compreende a etapa
em que se administra ao paciente humano a composigdo, em
que o paciente foli pré-imunizado com (a) um toxdide da
difteria ou seu derivado que permanece 1imunologicamente
reactivo de forma cruzada com toxdéide da difteria e/ou (b)
um conjugado de (1) um sacdrido capsular de um organismo
diferente de N. meningitidis e (i11) um toxdéide da difteria
ou seu derivado que permanece imunologicamente reactivo de

forma cruzada com toxdide da difteria.

2. Uma composigdo de acordo com a reivindicag¢do 1 para a
utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
composicdo compreende: (a) um conjugado de (1) sacdarido
capsular de sorogrupo A de N. meningitidis e (ii) toxdéide
da difteria; (b) um conjugado de (1) sacdrido capsular de

sorogrupo C de N. meningitidis e (i1i) um toxdide da



difteria; (c¢) um conjugado de (i) sacdrido capsular de
sorogrupo W135 de N. meningitidis e (ii) um toxdide da
difteria; e (d) um conjugado de (i) sacdrido capsular de
sorogrupo Y de N. meningitidis e (i1i) um toxdide da
difteria, e em que o paciente foli pré-imunizado com (a) um
toxéide da difteria e/ou (b) um conjugado de (i) um
sacdrido capsular de um organismo diferente de N.

meningitidis e (11) um toxdéide da difteria ou CRM197.

3. Uma composigdo de acordo com a reivindicag¢do 1 para a
utilizacdo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
composicdo compreende: (a) um conjugado de (1) sacarido
capsular de sorogrupo A de N. meningitidis e (ii) CRM197;
(b) um conjugado de (i) sacdrido capsular de sorogrupo C de
N. meningitidis e (ii) CRM197; (c¢) um conjugado de (1)
sacdrido capsular de sorogrupo W135 de N. meningitidis e
(ii) CRM197; e (d) um conjugado de (1) sacdarido capsular de
sorogrupo Y de N. meningitidis e (ii) CRM197, e em que o
paciente foli pré-imunizado com um conjugado de (i) um
sacdrido capsular de um organismo diferente de N.

meningitidis e (ii) CRM197 ou um toxdide da difteria.

4. A utilizacdo de: (a) um conjugado de (1) sacdarido
capsular de sorogrupo A de N. meningitidis e (ii) toxdéide
da difteria ou seu derivado que permanece imunologicamente
reactivo de forma cruzada com toxdide da difteria; (b) um
conjugado de (i) sacdrido capsular de sorogrupo C de N.
meningitidis e (11) toxdide da difteria ou seu derivado que
permanece imunologicamente reactivo de forma cruzada com
toxdéide da difteria; (c¢) um conjugado de (i) sacdarido
capsular de sorogrupo W135 de N. meningitidis e (ii)
toxdéide da difteria ou derivado do mesmo que permanece
reactivo imunoclogicamente de forma cruzada com toxdide da
difteria; e (d) um conjugado de (i) sacdrido capsular de

sorogrupo Y de N. meningitidis e (1i) toxdéide da difteria



ou seu derivado que permanece imunologicamente reactivo de
forma cruzada com toxdéide da difteria, no fabrico de um
medicamento para imunizar um paciente humano contra uma
doen¢a causada por Neisseria meningitidis, em que ©O
paciente fol pré-imunizado com (a) um toxdéide da difteria
ou seu derivado que permanece imunologicamente reactivo de
forma cruzada com toxdéide da difteria e/ou (b) um conjugado
de (i) sacdrido capsular de um organismo diferente de N.
meningitidis e (1i) um toxdéide da difteria ou seu derivado
que permanece imunologicamente reactivo de forma cruzada

com toxdide da difteria.

5. A utilizacgdo de acordo com a reivindicacdo 4, em que a
utilizacdo é de: (a) um conjugado de (1) sacdrido capsular
de sorogrupo A de N. meningitidis e (1i) toxdide da
difteria; (b) um conjugado de (i) sacdrido capsular de
sorogrupo C de N. meningitidis e (ii) toxdide da difteria;
(¢c) um conjugado de (1) sacédrido capsular de sorogrupo W135
de N. meningitidis e (1ii) toxdéide da difteria; e (d) um
conjugado de (i) sacdrido capsular de sorogrupo Y de N.
meningitidis e (i1i1i) toxdéide da difteria, e em que o
paciente fol pré-imunizado com (a) um toxdéide da difteria
e/ou (b) um conjugado de (i) um sacdrido capsular de um
organismo diferente de N. meningitidis e (ii) um toxdéide da
difteria ou CRM197.

6. A utilizacgdo de acordo com a reivindicacao 4, em que a
utilizacdo é de: (a) um conjugado de (i) sacdrido capsular
de sorogrupo A de N. meningitidis e (ii) CRM197; (b) um
conjugado de (i) sacdrido capsular de sorogrupo C de N.
meningitidis e (i1i) CRM197; (c¢) um conjugado de (1)
sacadrido capsular de sorogrupo W135 de N. meningitidis e
(1i1) CRM197; e (d) um conjugado de (1) sacdarido capsular de
sorogrupo Y de N. meningitidis e (ii) CRM197, e em que o

paciente foi pré-imunizado com um conjugado de (i) um



sacdrido capsular de um organismo diferente de N.

meningitidis e (ii) CRM197 ou um toxdide da difteria.

7. A  composigao de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 1 a 3 para a utilizagdo dessa reivindicagao,
ou a utilizacgao de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 4 a 6, em que os conjugados sdao misturados
para dar um razdo 1:1:1:1 ou 2:1:1:1 (medido como massa de

sacdarido) .

8. A composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagbées 1 a 3 e 7 para a utilizacdo dessa
reivindicag¢do, ou a utilizag¢do de acordo com qualquer uma
das reivindicacgdes 4 a 7, em que cada antigénio
meningocdcico por dose se encontra compreendido entre 2 e

10 pg por sorogrupo (medido em termos de sacdrido).

9. A  composigao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3 e 7 a 8 para a utilizacdao dessa
reivindicag¢do, ou a utilizagdo de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 4 a 8, em que o paclente fol pré-
imunizado com uma vacina que compreende um toxdide da

difteria.

10. A composigdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3 e 7 a 9 para a utilizacao dessa
reivindicag¢do, ou a utilizacdao de acordo com qualqguer uma
das reivindicagdes 4 a 9, em que o paclente fol pré-

imunizado com uma vacina que compreende um conjugado Hib.

11. A composigédo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3 e 7 a 10 para a utilizacgdo dessa
reivindicagdo, ou a utilizacgdo de acordo com qualquer uma

das reivindicagbes 4 a 10, em que o paclente fol pré-



imunizado com uma vacina que compreende pelo menos um

conjugado pneumocdcico.

12. A composigdo de acordo <com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3 e 7 a 11 para a utilizagdo dessa
reivindicag¢do, ou a utilizacdo de acordo com qualqguer uma
das reivindicag¢des 4 a 11, em que o paciente fol pré-
imunizado pelo menos sels meses antes do método ou

utilizacédo.

13. A composigdo de acordo com a reivindicagdo 12 para a
utilizacdo de acordo com a reivindicagdao 12, ou a
utilizac¢do de acordo com a reivindicagdao 12, em que o
paciente foli pré-imunizado pelo menos 8 anos antes do

método ou utilizagéao.

14. A composigao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3 e 7 a 13 para a utilizacdo dessa
reivindicag¢do, ou a utilizacdo de acordo com qualquer uma
das reivindicag¢bes 4 a 13, em que a pré-imunizacdo ocorre

no espac¢o de 1 ano apds o nascimento do paciente.

15. A composigéo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3 e 7 a 14 para a utilizagdo dessa
reivindicagdo, ou a utilizag¢do de acordo com qualquer uma
das reivindicacbes 4 a 14, em gque o sacaridos nos
conjugados meningocdcicos (a) a (d) foram despolimerizados
de modo que sdo mails curtos que os sacaridos capsulares

nativos Jque ocorrem em meningococos.

6. A composigdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3 e 7 a 15 para a utilizagdo dessa
reivindicagdo, ou a utilizacgdo de acordo com qualquer uma

das reivindicagdes 4 a 15, em que os conjugados



meningocdcicos  compreendem toxdéide da difteria  como

proteina transportadora e um Ilinker de &cido adipico.

17. A composigdo de acordo com a reivindicagdo 16 para a
utilizagdo de acordo com a reivindicagao 16, ou a
utilizacao de acordo com a reivindicagdo 16, que compreende
nao mais do que 60 pg de toxdide da difteria como proteina

transportadora.

18. A composigédo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3 e 7 a 17 para a utilizacgdo dessa
reivindicag¢do, ou a utilizac¢do de acordo com qualquer uma
das reivindicag¢des 4 a 17, em que a composigaoc ou o
medicamento compreende ainda um sacdrido capsular conjugado

de Streptococcus pneumoniae.

19. A composigéao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3 e 7 a 18 para a utilizacdo dessa
reivindicag¢do, ou a utilizacdo de acordo com qualquer uma
das reivindicag¢des 4 a 18, em que a composicaoc ou o
medicamento compreende ainda um sacdrido capsular conjugado

de Haemophilus influenzae tipo B.

20. A composi¢cdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3 e 7 a 19 para a utilizagdo dessa
reivindicag¢do, ou a utilizacdao de acordo com qualqguer uma
das reivindicagdes 4 a 19, em que a composigdao ou o
medicamento compreende ainda um antigénio proteico do

sorogrupo B de Neisseria meningitidis.

21. A composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3 e 7 a 20 para a utilizacgdo dessa
reivindicagdo, ou a utilizacgdo de acordo com qualquer uma

das reivindicag¢des 4 a 20, em que a composigaoc ou o



medicamento inclui um adjuvante de hidréxido de aluminio

e/ou um adjuvante de fosfato de aluminio.

22. A composi¢cdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3 e 7 a 21 para a utilizagdo dessa
reivindicag¢do, ou a utilizacdao de acordo com qualqguer uma
das reivindicagdes 4 a 21, em que a doencga causada por

Neisseria meningitidis é meningite meningocdcica.

23. A composicdo de acordo com qualquer uma das
reivindicag¢des 1 a 3 para a utilizagdo dessa reivindicacao,
ou a utilizacdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 4 a 6, em que:

-0 paciente foli pré-imunizado, pelo menos cinco anos antes
do método ou utilizagdo, com uma vacina que compreende um
toxdéide da difteria;

-0s conjugados meningocdcicos compreendem toxdide da
difteria como proteina transportadora e, opcionalmente, um
linker de acido adipico;

-08 conjugados meningocdédcicos estdo presentes numa
concentracao de 38 pg/ml (medida como sacdrido
meningocdcico) por sorogrupo;

-a razao de peso sacdrido:proteina transportadora para cada
conjugado é 1:3;

-a composic¢cdo ou o medicamento inclui 96 pg/ml de toxdide
da difteria;

-a composicdo ou o medicamento inclui 1,2 mg/ml de fosfato
de sdédio; e

a composicdo ou o medicamento inclui 8,8 mg/ml de cloreto

de sdédio.
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