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PROTEINA 2086 DE N. MENINGITIDIS, BEM COMO
FORMULAGOES QUE INIBEM A AGREGAGAO INDUZIDA POR
SILICONE DE UM CONJUGADO DE POLISSACARIDEO-PROTEINA,
A AGREGAGAO INDUZIDA POR SILICONE DE UMA COMPOSICAO
DE PEPTIDASE CS5A ESTREPTOCOCICA E A AGREGAGCAO
INDUZIDA POR SILICONE DE UMA COMPOSIGAO DE PROTEINA
2086 DE N. MENINGITIDI. A presente invencédo refere-se a uma
necessidade continua na técnica para melhorar a estabilidade de
composi¢des imunogénicas, tais como conjugados de polissacarideo-
proteina e imunogénios de proteina. A invengdo se refere,
amplamente, as novas formulagdes as quais estabilizam e inibem a
precipitacdo de composi¢cdes imunogénicas. Mais particutarmente, a
invengdo descrita aqui antes se dirige a uma necessidade na técnica
por formulagdes as quais estabilizam e inibem a formac¢éo de particula
(por exemplo, agregacéo, precipitagdo) de composi¢des imunogénicas
as quais sdo processadas, desenvolvidas, formuladas, fabricadas e/ou
armazenadas em meios recipientes, tais como fermentadores,
biorreatores, frascos, sacos, seringas, rolhas de borracha, tubulagéo e
similares.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengéo para "FORMULACOES
AS QUAIS ESTABILIZAM CONJUGADOS DE POLISSACARIDEO-PROTE-
I'NA,} COMPOSICOES DE PEPTIDASE C5A ESTREPTOCOCICA E COMPO-

'SIGAO DE PROTEINA 2086 DE N. MENINGITIDIS, BEM COMO FORMULA-
" COES QUE INIBEM A AGREGAGAO INDUZIDA POR SILICONE DE UM

CONJUGADO DE POLISSACARIDEO-PROTEINA, A AGREGAGAO INDUZI-
DA POR SILICONE DE UMA COMPOSICAO DE PEPTIDASE C5A ESTREP-
TOCOCICA E A AGREGACAO INDUZIDA POR SILICONE DE UMA COMPO-
SICAO DE PROTEINA 2086 DE N. MENINGITIDIS".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invencao refere-se, de modo geral, aos campos de

-imunologia, bacteriologia, formulagdo de vacina, estabilidade de proteina e

desenvolvimento de processo. Mais particularmente, a invengao se refere as
novas formulagdes as quais inibem a precipitagdo de composi¢des imuno-
génicas.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

E geralmente aceito na técnica biofarmacéutica que aperfeigoa-

mento da estabilidade de uma composi¢cao imunogénica (por exemplo, um
imunogénio de proteina, um conjugado de polissacarideo-proteina) € um
objetivo necessario e altamente desejavel. Por exemplo, uma composi¢ao
imunogénica deve parecer fresca, elegante e profissional quando adminis-
trada a um paciente. Quaisquer alteragdes na estabilidade e/ou aparéncia
fisica da composicao imunogénica, tal como alteragdo de cor, turvagao ou
escurecimento, podem fazer com que um paciente ou consumidor perca a
confianga no produto. Além disso, em virtude do fato de muitas formulagcdes
imunogénicas serem distribuidas em recipientes com multiplas doses, uni-
formidade do teor de dose do ingrediente ativo (por exemplo, um conjugado
de polissacarideo-proteina) ag longo do tempo deve ser assegurada (por
exemplo, uma solucao turva pdde levar a um padrao de dosagem nao uni-
forme). Adicionalmente, a composigéo imunogénica deve ser ativa por toda
sua vida util "esperada”, em que qualquer decomposigéo da composigao i-

munogénica em uma forma inativa ou de outro modo indesejada (por exemplo,
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um agregado) diminui a concentragao total do produto.

Varios relatos na literatura tém sugerido que a estabilidade de
uma composi¢cao imunogénica em particular (por exemplo, um imunogénio
de proteina, um conjugado de polissacarideo-proteina) é, pelo menos em
parte, dependente da proteina especifica ou proteina-veiculo (Ho et al.,
2001; Ho et al., 2002; Bolgiano et al., 2001). Por exemplo, anélise de estabi-
lidade de polissacarideos meningocécicos C (MenC) e polissacarideo de
Haemophilus influenzae do tipo b (Hib), conjugados a um toxoide do tétano
(TT) ou uma proteina-veiculo CRM,g7, revelou diferentes perfis de estabili-
dade dependentes da proteina-veiculo (Ho et al.,, 2002). Em outro estudo
(Ho et al., 2001), conjugados de MenC-CRM;g7 de dois fabricantes diferentes
foram analisados (Ho et al., 2001), em que os conjugados de MenC-CRM;g7
diferiam quando a sua quimica de conjugag¢ado e comprimento do polissaca-
rideo conjugado (ambos tendo a mesma proteina-veiculo, CRMig7). Dados

desse estudo ainda indicaram que fatores tais como quimica de conjugagéo

_ (por exemplo, aminagao redutiva diretamente ou via um grupo espacgador

quimico), numero de sitios de conjugag¢ao, comprimento da cadeia de polis-
sacarideo, pH, tampao de armazenamento, temperatura(s) de armazena-
mento e ciclos de congelamento/descongelamento também influenciam a
estabilidade de uma composi¢ao imunogénica.

Assim, quando de desenvolvimento de uma formulagao para
uma composi¢cao imunogénica, muitos fatores devem ser considerados para
assegurar um produto seguro, estavel, robusto e com custo eficaz. Tais con-
sideragcdes incluem, mas nao estdo limitadas a, estabilidade quimica da
composicao imunogénica (por exemplo, hidrélise de sacarideos, despolime-
rizagcao de polissacan’deos, protedlise ou fragmentagao de proteinas), estabi-
lidade fisica/térmica da composicao imunogénica (por exemplo, agregacao,

precipitacao, adsorgao), compatibilidade da composi¢cao imunogénica com o

~ sistema de recipiente/vedagéo, interagées entre a composicdo imunogénica

e ingredientes inativos (por exemplo, tampoes, sais, excipientes, crioproteto-
res), o processo de fabricacao, a forma de dosagem (por exemplo, liofilizada,

liquida), as condicdes ambientais encontradas durante transporte, armaze-
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namento e manipulacao (por exemplo, temperatura, umidade, for¢cas de cisa-
Ihamento) e o0 extensao de tempo entre a fabricacao e uso.

Foi sugerido na técnica que 6leo de silicone, o qual induz a alte-
ragbes conformacionais secundarias e terciarias em proteinas, poderia ser
responsavel pela agregacao/precipitacdo observada em determinados pre-
parados farmacéuticos de proteina (Jones et al., 2005). Por exemplo, varios
relatos na década de 1980 implicaram a liberacao de déleo de silicone de se-
ringas plasticas descartaveis como o agente causador na agregag¢ao de in-
sulina humana (Chantelau e Berger, 1985; Chantelau et al.,, 1986; Chante-
lau, 1989; Bernstein, 1987; Baldwin, 1988; Collier e Dawson, 1985). Chante-
lau et al. (1986) observaram que, apoés trés ou mais extragdes de um prepa-
rado para dez doses de insulina (usando uma seringa descartavel siliconiza-
da), o frasco comecgava a ficar turvo em virtude de contaminagao pelo dleo
de silicone, desse modo, resultando em agregacao e desativagao da insulina
(Chantelau et al., 1986). De forma paradoxal, o 6leo de silicone € um com-
ponente necessario de seringas plasticas, uma vez que ele serve 'para lubri-
ficar o émbolo de borracha e facilitar a transferéncia do émbolo para baixo
do corpo da seringa (isto é, o éleo de silicone melhora a capacidade de fluxo
em uma seringa da formulagao). '

Além disso, o uso de dleo de silicone nao esta limitado a serin-
gas, uma vez que ele é usado como um revestimento para frascos de vidro
para minimizar a adsor¢ao de proteina, como um lubrificante para prevenir
conglomeracao de rolhas de borracha durante procedimentos de enchimen-
to, como um lubrificante critico para a processabilidade/usinabilidade de ve-
dacoes elastoméricas e de vidro e como um lubrificante para facilitar a pene-
tracao de uma agulha em rolhas de borracha em frascos. Adicionalmente, a
siliconizacao de seringas, frascos de vidro, rolhas de borracha e semelhan-
tes ndo é um processo bem controlado, nem padronizado e, como tal, ha um
alto grau de variabilidade do teor de 6leo de silicone de um lote para outro.

Portanto, ‘hé uma necessidade continua na técnica por formula-
¢oes as quais intensificam a estabilidade e inibem a precipitacdo de compo-
sicées imunogénicas.
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SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencao se refere, amplamente, as novas formula-
cOes as quais estabilizam e inibem a precipitagao de composi¢gdes imunogé-
nicas. Mais especificamente, em determinadas modalidades, a presente in-
vencao é dirigida a novas formulagbes as quais inibem a precipitacao de
composi¢des imunogénicas compreendidas em meios recipiente. Em uma
modalidade especifica, a invengao é dirigida a novas formulagées as quais
estabilizam composi¢cdes imunogénicas contra interagdes com dleo de sili-
cone, forgcas de cisalhamento, agitagao pelo transporte e semelhantes.

Assim, em determinadas modalidades, a invengao é dirigida as
formulagcdes as quais estabilizam um conjugado de polissacarideo-proteina,
a formulacao compreendendo (i) uma solugao salina com pH tamponado, em
que o tampao tem um pka de cerca de 3,5 a cerca de 7,5, (ii) um tensoativo
e (iii) um ou mais conjugados de polissacarideo-proteina. Em uma modali-
dade especifica, a formulagao de conjugado de polissacarideo-proteina esta
compreendida em um meio recipiente. Em determinadas modalidades, o
meio recipiente é selecionado de um ou mais do grupo consistindo em um
frasco, uma rolha para frasco, uma vedagao para frasco, uma vedacéao de
vidro, uma vedacao de borracha, uma vedagao plastica, uma seringa, uma
rolha de seringa, um émbolo de seringa, um frasco, um béquer, um cilindro
graduado, um fermentador, um biorreator, tubulagao, um tubo, um saco, um
pote, uma ampola, um cartucho e uma caneta descartavel. Em determinadas

modalidades, 0 meio recipiente € siliconizado.

Em determinadas modalidades, a solucdo salina com pH tampo-
nado das formulagdes tem um pH de 5,5 a 7,5. Em outras modalidades, o
tampao é fosfato, succinato, histidina ou citrato. Em determinadas modalida-
des, o tampao é succinato em uma concentracao finalde 1 mM a 10 mM e
um pH de 5,8 a 6,0, Em uma modalidade particular, a concentracao final do
tampao de succinato € de 5 mM. Em outras modalidades, o sal na solugao
salina com pH tamponado compreende cloreto de magnésio, cloreto de po-
tassio, cloreto de s6dio ou uma combinagdao dos mesmos. Em uma modalidade

particular, o sal na solu¢ao salina com pH tamponado é cloreto de sédio.
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Em outra modalidade, o tensoativo das formulagbes € selecio-
nado do grupo consistindo em polissorbato 20 (Tween®20), polissorbato 40
(Tween®40), polissorbato 60 (Tween®60), polissorbato 65 (Tween®65), polis-
sorbato 80 (Tween®80), polissorbato 85 (Tween®85), Triton® N-101, Triton®
X-100, oxtoxinol 40, nonoxinol-9, trietanolamina, oleato polipeptidico de trie-
tanolamina, hidroxiestearato de polioxietileno-660 (PEG-15, Solutol H15),
polioxietileno-35-ricinoleato (Cremophor EL®), lecitina de soja e um poloxa-
mero. Em uma modalidade particular, o tensoativo & polissorbato 80, Em
outra modalidade, a concentragao final do polissorbato 80 na formulagao é
de pelo menos 0,01% a 10% de polissorbato 80 em peso/volume da formu-
lacdo. Em outras modalidades, a concentrag¢do final do polissorbato na for-
mulacdo é 0,01% de polissorbato 80 em peso/volume da formulagao. Em
ainda outras modalidades, a concentragao final do polissorbato 80 na formu-
lagdo é de 0,05% de polissorbato 80 em peso/volume de formulacdo. Em
outra modalidade, a concentragao final do polissorbato 80 na formulagao é
de 0,1% de polissorbato 80 em peso/volume da formulagao. Em determina-
das modalidades, a concentragao final do polissorbato 80 na formulagdo é
de 1,0% de polissorbato 80 em peso/volume da formulagdo. Em-ainda outras
modalidades, a concentracao final do polissorbato 80 na formulagao é de
10,0% de polissorbato 80 em peso/volume da formulagao.

Em outra modalidade, 0 conjugado de polissacarideo-proteina
compreende um ou mais polissacarideos pneumocdcicos. Em determinadas
modalidades, o um ou mais polissacarideos pneumocécicos sao um polissa-
carideo de S. pneumoniae sorotipo 4, um polissacarideo de S. pneumoniae
sorotipo 6B, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 9V, um polissaca-
rideo de S. pneumoniae sorotipo 14, um polissacarideo de S. pneumoniae
sorotipo 18C, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 19F, um polis-
sacarideo de S. pneumoniae sorotipo 23F, um polissacarideo de S. pneu-
moniae sorotipo 1, um polissacarideo de. S. pneumoniae sorotipo 3, um po-
lissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 5, um polissacarideo de S. pneumo-
niae sorotipo 6A, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 7F e um po-

lissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 19A. Em determinadas modalidades,
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a proteina da formulagdo de conjugado de polissacarideo-proteina é sele-
cionada do grupo consistindo em CRM;g7, um toxoide do tétano, um toxoide
do célera, um toxoide de coqueluche, toxoide termicamente labil de E. coli
(LT), um toxoide de pneumolisina, proteina A da superficie pneumocdcica
(PspA), proteina A de adesina pneumocdcica (PsaA), uma peptidase C5a de
Streptococcus, proteina D de Haemophilus influenzae, ovalbumina, hemoci-
anina do caramujo megathura crenulata (KLH), albumina de soro bovino
(BSA) e derivado de proteina purificado de tuberculina (PPD).

Em uma modalidade especifica, a formulagdo de conjugado de
polissacarideo-proteina € uma formulagcdo de conjugado pneumocdcico 7-
valente (7vPnC) compreendendo um polissacarideo de S. pneumoniae soro-
tipo 4 conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S.
pneumoniae sorotipo 6B conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polis-
sacarideo de S. pneumoniae sorotipo 9V conjugado a um polipeptideo de
CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 14 conjugado a um
polipeptideo de CRM,g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 18C
conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumo-
niae sorotipo 19F conjugado a um polipeptideo de CRMig7 € um polissacari-
deo de S. pneumoniae sorotipo 23F conjugado a um polipeptideo de
CRMjg7.

Em outra modalidade especifica, a formulagao de conjugado de
polissacarideo-proteina € um conjugado pneumocécico 13-valente (13vPnC)
compreendendo um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 4 conjugado
a um polipeptideo de CRM1g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo
6B conjugado a um polipeptideo de CRMig7, um polissacarideo de S. pneu-
moniae sorotipo 9V conjugado a um polipeptideo de CRMg7, um polissaca-
rideo de S. pneumoniae sorotipo 14- conjugado a um polipeptideo de
CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 18C conjugado a um
polipeptideo de CRMg97, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 19F
conjugado a um polipeptideo de CRM197, um polissacarideo de S. pneumo-
niae sorotipo 23F conjugado a um polipeptideo de CRMig7, um polissacari-
deo de S. pneumoniae sorotipo 1 conjugado a um polipeptideo de CRMygy,
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um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 3 conjugado a um polipepti-
deo de CRM,g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 5 conjugado a
um polipeptideo de CRM,g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo
6A conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S. pneu-
moniae sorotipo 7F conjugado a um polipeptideo de CRMg7 € um polissaca-
rideo de S. pneumoniae sorotipo 19A conjugado a um polipeptideo de
CRMygy7.

Em outras modalidades, a formulagao ainda compreende um ou

mais polissacarideos meningocdcicos, uma ou mais proteinas antigénicas

‘meningocdcicas ou uma combinagdao dos mesmos. Em ainda outras modali-

dades, a formulagcao ainda compreende um ou mais polissacarideos estrep-
tocécicos, uma ou mais proteinas antigénicas estreptocécicas ou uma com-
binagdo dos mesmos.

Em determinadas modalidades, a formulagcao ainda compreende
um ou mais adjuvantes. Adjuvantes exemplificativos adequados sao descri-
tos aqui abaixo.

Em outras modalidades, a invencgao é dirigida as formulacdes as
quais estabilizam uma composicao de peptidase C5a estreptocécica (SCP),
a formulacao compreendendo (i) uma solugéo salina com pH tamponado, em
que o tampao tem um pka de cerca de 3,5 a cerca de 6,5, (ii) um tensoativo
e (iii) uma peptidase C5a estreptocédcica. Em uma modalidade especifica, a
formulacédo de SCP esta compreendida em meios recipientes. Em determi-
nadas modalidades, o meio recipiente é selecionado de um ou mais do gru-
po consistindo em um frasco, uma rolha para frasco, uma vedacao para
frasco, uma vedagao de vidro, uma vedagao de borracha, uma vedacgéao
plastica, uma seringa, uma rolha de seringa, um émbolo de seringa, um fras-
co, um béquer, um cilindro graduado, um fermentador, um biorreator, tubula-
¢ao, um tubo, um saco, um pote, uma ampola, um cartucho e uma caneta
descartavel.

Em outras modalidades, a solugao salina com pH tamponado da
formulagdo tem um pH de 5,5 a 7,5. Em outras modalidades, o tampao é
succinato, histidina, fosfato ou citrato. Em uma modalidade especifiéa, o}
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tampao é succinato em uma concentracao final de 1 mM a 10 mM e um pH
de 5,8 a 6,0. Em outra modalidade especifica, a concentracéo final do tam-
pao de succinato é de 5 mM. Em ainda outras modalidades, o sal na solugao
salina com pH tamponado compreende cloreto de magnésio, cloreto de po-
tassio, cloreto de sédio ou uma combinacao dos mesmos.

Em determinadas modalidades, o tensoativo nas formulagdes é
selecionado do grupo consistindo em polissorbato 20 (Tween®20), polissor-
bato 40 (Tween®40), polissorbato 60 (Tween®60), polissorbato 65 (Twe-
en®65), polissorbato 80 (Tween®80), polissorbato 85 (Tween®85), Triton® N-
101, Triton® X-100, oxtoxinol 40, nonoxinol-9, trietanolamina, oleato polipep-
tidico de trietanolamina, hidroxiestearato de polioxietileno-660 (PEG-15, So-
lutol H15), polioxietileno-35-ricinoleato (Cremophor EL®), lecitina de soja e
um poloxamero. Em uma modalidade especifica, o tensoativo é polissorbato
80. Em determinadas modalidades, a concentragao final do polissorbato 80
na formulacdo é de 0,01% a 10% de polissorbato 80 em peso/volume da
formulagcdao. Em ainda outras modalidades, a concentra¢ao final do polissor-
bato 80 na formulacao é de 0,01% de polissorbato 80 em peso/volume da
formulagdo. Em outras modalidades, a concentracéo final do polissorbato 80
na formulacao é 0,05% de polissorbato 80 em peso/volume da formulagéo.
Em ainda outras modalidades, a concentragao final do polissorbato 80 na
formulagao é 0,1% de polissorbato 80 em peso/volume da formulagdo. Em
outra modalidade, a concentragao final do polissorbato 80 na formulagao é
1,0% de polissorbato 80 em peso/volume da formulagdo. Em ainda outra
modalidade, a concentragao final do polissorbato 80 na formulagao é 10,0%
de polissorbato 80 em peso/volume da formulagao.

Em determinadas modalidades, a composi¢dao de SCP ainda
compreende um ou mais polipeptideos selecionados do grupo consistindo
em um polipeptideo estreptocdcico,-um polipeptideo pneumocaocico, um poli-
peptideo meningocécico e um polipeptideo estafilocécico. Em ainda outras
modalidades, a composicao de SCP ainda compreende um ou mais polissa-
carideos selecionados do grupo consistindo em um polissacarideo estrepto-

cocico, um polissacarideo pneumococico, um polissacarideo meningocdcico
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e um polissacarideo estafilocécico.

Em outra modalidade, a formulagao ainda compreende um ou
mais adjuvantes. Adjuvantes exemplificativos adequados sao descritos aqui
abaixo.

Em outra modalidade, a inveng¢ao é dirigida as formulagdes as
quais inibem a precipitagao induzida por silicone de um conjugado de polis-
sacarideo-proteina compreendido em um meio recipiente de silicone, a for-
mulagado compreendendo (i) uma solugdo salina com pH tamponado, em que
o tampao tem um pka de cerca de 3,5 a cerca de 7,5, (ii) um sal de aluminio
e (iii) um ou mais conjugados de polissacarideo-proteina. Em determinadas
modalidades, o meio recipiente siliconizado é selecionado de um ou mais do
grupo consistindo em um frasco, uma rolha para frasco, uma vedagao para
frasco, uma vedagdo de vidro, uma vedacao de borracha, uma vedagéao
plastica, uma seringa, uma rolha de seringa, um émbolo de seringa, um fras-
co, um béquer, um cilindro graduado, um fermentador, um biorreator, tubula-
cdo, um tubo, um saco, um pote, uma ampola, um cartucho e uma caneta
descartavel.

Em outras modalidades, a solugdo salina com pH tamponado da
formulacdo tem um pH de 5,5 a 7,5. Em outras modalidades, o tampéao é
succinato, histidina, fosfato ou citrato. Em uma modalidade especifica, o
tampao é succinato em uma concentragao final de 1 mM a 10 mM e um pH
de 5,8 a 6,0, Em outra modalidade especifica, a concentragao final do tam-
pao de succinato € de 5 mM. Em ainda outras modalidades, o sal na solugao
salina com pH tamponado compreende cloreto de magnésio, cloreto de po-
tassio, cloreto de sédio ou uma combinagdao dos mesmos. Em uma modali-
dade particular, o sal na solugéao salina com pH tamponado é cloreto de sé6-
dio.

Em outras modalidades, o sal de aluminio é hidréxido de alumi-
nio, fosfato de aluminio ou sulfato de aluminio. Em uma modalidade especi-
fica, o sal de aluminio é fosfato de aluminio. |

Em- determinadas modalidades, a formulagao ainda compreende

polissorbato 80 (Tween® 80). Em uma modalidade especifica, a concentra-
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cao final do polissorbato 80 na formulacao é de pelo menos 0,01% a 10% de
polissorbato 80 em peso/volume da formulagao.

Em outra modalidade, o conjugado de polissacarideo-proteina
compreende um ou mais polissacarideos pneumocécicos. Em determinadas
modalidades, 0 um ou mais polissacarideos pneumocécicos sao um polissa-
carideo de S. pneumoniae sorotipo 4, um polissacarideo de S. pneumoniae
sorotipo 6B, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 9V, um polissaca-
rideo de S. pneumoniae sorotipo 14, um polissacarideo de S. pneumoniae
sorotipo 18C, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 19F, um polis-
sacarideo de S. pneumoniae sorotipo 23F, um polissacarideo de S. pneu-
moniae sorotipo 1, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 3, um po-
lissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 5, um polissacarideo de S. pneumo-
niae sorotipo 6A, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 7F € um po-
lissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 19A.

Em determinadas modalidades, a proteina da formulagdo de
conjugado de polissacarideo-proteina é selecionada do grupo consistindo
em CRM,g97, um toxoide do tétano, um toxoide do cdlera, um toxoide de co-
queluche, toxoide termicamente labil de E. coli (LT), um toxoide de pneumo-
lisina, proteina A da superficie pneumocdcica (PspA), proteina A de adesina
pneumocdcica (PsaA), uma peptidase C5a de Streptococcus, proteina D de
Haemophilus influenzae, ovalbumina, hemocianina do caramujo "keyhole
limpet" (KLH), albumina de soro bovino (BSA) e derivado de proteina purifi-
cado de tuberculina (PPD).

Em uma modalidade particular, a formulacdao de conjugado de
polissacarideo-proteina € uma formulagcao de conjugado pneumocdcico 7-
valente (7vPnC) compreendendo um polissacarideo de S. pneumoniae soro-
tipo 4 conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S.
pneumoniae sorotipo 6B conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polis-
sacarideo de S. pneumoniae sorotipo 9V conjugado a um polipeptideo de
CRMyg7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 14 conjugado a um
polipeptideo de CRMg7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 18C

conjugado a um polipeptideo de CRMg7, um polissacarideo de S. pneumo-
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niae sorotipo 19F conjugado a um polipeptideo de CRMyg7 € um polissacari-
deo de S. pneumoniae sorotipo 23F conjugado a um polipeptideo de
CRMiyg7.

Em outra modalidade especifica, a formulacdo de conjugado de
polissacarideo-proteina é um conjugado pneumocdcico 13-valente (13vPnC)
compreendendo um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 4 conjugado
a um polipeptideo de CRM;q7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo
6B conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S. pneu-
moniae sorotipo 9V conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polissaca-
rideo de S. pneumoniae sorotipo 14 conjugado a um polipeptideo de
CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 18C conjugado a um
polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 19F
conjugado a um polipeptideo de CRM1g7, um polissacarideo de S. pneumo-
niae sorotipo 23F conjugado a um polipeptideo de CRMig7, um polissacari-
deo de S. pneumoniae sorotipo 1 conjugado a um polipeptideo de CRMg7,
um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 3 conjugado a um polipepti-
deo de CRM,g7, um polissacarideo de S.'pneumoniae sorotipo 5 conjugado a
um polipeptideo de CRMyg7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo
6A conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S. pneu-
moniae sorotipo 7F conjugado a um polipeptideo de CRM;g7 € um polissaca-
rideo de S. pneumoniae sorotipo 19A conjugado a um polipeptideo de
CRMjg7.

Em outras modalidades, a formulagao ainda compreende um ou
mais polissacarideos meningocécicos, uma ou mais proteinas antigénicas
meningocdcicas ou uma combinagao dos mesmos.

Em ainda outras modalidades, a formulagdao ainda compreende
um ou mais polissacarideos estreptocécicos, uma ou mais proteinas antigé-
nicas estreptocécicas ou uma combinagédo dos mesmos.

Em determinadas modalidades, a formulagao ainda compreende
um ou mais adjuvantes. Adjuvantes exemplificativos sdo descritos aqui abai-
X0.

Em outras modalidades, a presente invencao é dirigida as formu-
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lacGes as quais inibem a precipitagdo induzida por silicone de uma composi-
cdo de peptidase C5a estreptocécica (SCP) compreendida em um meio re-
cipiente siliconizado, a formulagado compreendendo (i) uma solugao salina
com pH tamponado, em que o tampao tem um pka de cerca de 3,5 a cerca
de 6,5, (i) um sal de aluminio e (iii) uma peptidase C5a estreptococica. Em
determinadas modalidades, o meio recipiente é selecionado de um ou mais
do grupo consistindo em um frasco, uma rolha para frasco, uma vedagao
para frasco, uma vedagao de vidro, uma vedagéo de borracha, uma vedagao
plastica, uma seringa, uma rolha de seringa, um émbolo de seringa, um fras-
co, um béquer, um cilindro graduado, um fermentador, um biorreator, tubula-
¢do, um tubo, um saco, um pote, uma ampola, um cartucho e uma caneta
descartavel.

Em outra modalidade, a solugdo salina com pH tamponado da
formulagdo tem um pH de 5,5 a 7,5. Em outras modalidades, o tampé&o é
succinato, histidina, fosfato ou citrato. Em uma modalidade especifica, o
tampao é succinato em uma concentragéo final de 1 mM a 10 mM e um pH
de 5,8 a 6,0. Em outra modalidade, o sal na solugdo salina com pH tampo-
nado compreende cloreto de magnésio, cloreto de potassio, cloreto de sédio
ou uma combinagdo dos mesmos.

Em determinadas modalidades, a formulagdo ainda compreende
polissorbato 80 (Tween® 80). Em uma modalidade especifida, a concentra-
c¢ao final do polissorbato 80 na formulagdo é de pelo menos 0,01% a 10% de
polissorbato 80 em peso/volume da formulagao.

Em ainda outras modalidades, a composicdo de SCP ainda
compreende um ou mais polipeptideos selecionados do grupo consistindo
em um polipeptideo estreptocdcico, um polipeptideo pneumocécico, um poli-
peptideo meningocécico e um polipeptideo estafilococico.

Em outras- modalidades, a composicéo de SCP ainda compre-
ende um ou mais polissacarideos selecionados do grupo consistindo em um .
polissacarideo estreptocécico, um polissacarideo pneumocdécico, um polis-
sacarideo meningocdcico e um polissacarideo estafilococico.

Em ainda outras modalidades, a formulagdo ainda compreende
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um ou mais adjuvantes. Adjuvantes exemplificativos sdo descritos aqui abai-
XO.

Em outras modalidades, a invengao é dirigida as formulag¢des as .
quais estabilizam uma composi¢do de proteina 2086 de N. meningitidis, a
formulagdo compreendendo (i) uma solugdo salina com pH tamponado, em
que o tamp&o tem um pka de cerca de 3,5 a cerca de 6,5, (ii) um tensoativo
e (iii) uma proteina 2086 de N. meningitidis. Proteinas 2086 de N. meningiti-
dis exemplificativas sdo descritas aqui abaixo. Em uma modalidade especifi-
ca, a formulacdo de proteina 2086 de N. meningitidis estda compreendida em
um meio recipiente. Em determinadas modalidades, o meio recipiente € se-
lecionado de um ou mais do grupo consistindo em um frasco, uma rolha para
frasco, uma vedagdo para frasco, uma vedacédo de vidro, uma vedacao de
borracha, uma vedagao plastica, uma seringa, uma rolha de seringa, um
émbolo de seringa, um frasco, um béquer, um cilindro graduado, um fermen-
tador, um biorreator, tubulagdo, um tubo, um saco, um pote, uma ampola,
um cartucho e uma caneta descartavel.

Em outra modalidade, a solucdo salina com pH tamponado da

formulacdo tem um pH de 5,5 a 7,5. Em outras modalidades, o tampéao €

‘succinato, histidina, fosfato ou citrato. Em uma modalidade especifica, o

tampao é succinato em uma concentragdo final de 1 mM a 10 mM e um pH
de 5,8 a 6,0. Em outra modalidade especifica, a concentracdo final do tam-
pdo de succinato é de 5 mM. Em outra modalidade, o sal na solugao salina
com pH tamponado compreende cloreto de magnésio, cloreto de potassio,
cloreto de sédio ou uma combinagdo dos mesmos.

Em determinadas modalidades, o tensoativo nas formulaces é
selecionado do grupo consistindo em polissorbato 20 (Tween®20), polissor- -
bato 40 (Tween®40), polissorbato 60 (Tween®60), polissorbato 65 (Twe- -
en®65), polissorbato 80 (Tween®80), polissorbato 85 (Tween®85), Triton® N- -
101, Triton® X-100, oxtoxinol 40, nonoxinol-9, trietanolamina, oleato polipep-
tidico de trietanolamina, hidro'xiestearato de polioxietileno-660 (PEG-15, So-
lutol H15), polioxietileno-35-ricinoleato (Cremophor EL®), lecitina de soja e

um poloxamero. Em uma modalidade especifica, o tensoativo é polissorbato
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80. Em determinadas modalidades, a concentragao final do polissorbato 80
na formulacdo é de 0,01% a 10% de polissorbato 80 em peso/volume da
formulacdo. Em ainda outras modalidades, a concentragéo final do polissor-
bato 80 na formulagdo é de 0,01% de polissorbato 80 em peso/volume da
formulacdo. Em outras modalidades, a concentragéo final do polissorbato 80
na formulacdo é de 0,05% de polissorbato 80 em peso/volume da formula-
¢ao. Em ainda outras modalidades, a concentragéo final do polissorbato 80
na formulacéo é de 0,1% de polissorbato 80 em peso/volume da formulagao.
Em outra modalidade, a concentracao final do polissorbato 80 na formulacao
é de 1,0% de polissorbato 80 em peso/volume da formulagédo. Em ainda ou-
tra modalidade, a concentracao final do polissorbato 80 na formulagdo é
10,0% de polissorbato 80 em peso/volume da formulagao.

Em determinadas modalidades, a composicdo de proteina 2086
de N. meningitidis ainda compreende um ou mais polipeptideos seleciona-
dos do grupo consistindo em um polipeptideo estreptocécico, um polipepti-
deo pneumocécico, um polipeptideo meningocécico e um polipeptideo estafi-
locdcico. Em ainda outras modalidades, a composicéo de proteina 2085 de
N. meningitidis ainda compreende um ou mais polissacarideos selecionados
do grupo consistindo em um polissacarideo estreptocécico, um polissacari-
deo pneumocdcico, um polissacarideo meningocécico e um polissacarideo
estafilocécico.

Em outra modalidade, a formulagdo ainda compreende um ou
mais adjuvantes. Adjuvantes exemplificativos sdo descritos aqui abaixo.

Em outras modalidades, a presente invengéo é dirigida as formu-
lacGes as quais inibem a precipitagdo induzida por silicone de uma composi-
¢ao de proteina 2086 de N. meningitidis compreendida em um meio recipien-
te siliconizado, a formulagdo compreendendo (i) uma solugéo salina com-pH
tamponado, em que o tampao tem um pka de cerca de 3,5 a cerca de 6,5,
(i) um tensoativo e (iii) uma proteina 2086 de N. meningitidis. Em determi-

nadas modalidades, o meio recipiente é selecionado de um ou mais do gru-

*po consistindo em um frasco, uma rolha para frasco, uma vedagédo para

frasco, uma vedacdo de vidro, uma vedagdo de borracha, uma vedagao
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plastica, uma seringa, uma rolha de seringa, um émbolo de seringa, um fras-
co, um béquer, um cilindro graduado, um fermentador, um biorreator, tubula-
¢do, um tubo, um saco, um pote, uma ampola, um cartucho e uma caneta
descartavel.

Em outra modalidade, a soiugdo salina com pH tamponado da
formulagdo tem um pH de 5,5 a 7,5. Em determinadas modalidades, o tam-
pdo é succinato, histidina, fosfato ou citrato. Em determinadas modalidades,
o tamp3do é succinato em uma concentragao final de 1 mM a 10 mM e um pH
de 5,8 a 6,0. Em outra modalidade, o sal na solu¢céo salina com pH tampo-
nado compreende cloreto de magnésio, cloreto de potassio, cloreto de sodio
ou uma combinagao dos mesmos.

Em determinadas modalidades, a formulagdo ainda compreende
polissorbato 80 (Tween®80). Em uma modalidade especifica, a concentragdo
final do polissorbato 80 na formulagédo é 0,01% a 10% de polissorbato 80 em
peso/volume da formulagao.

Em ainda outras modalidades, a composi¢gao de proteina 2086
de N. meningitidis ainda compreende um ou mais polipeptideos seleciona-
dos do grupo consistindo em um polipeptideo estreptocécico, um polipepti-
deo pneumocdcico, um polipeptideo meningocdécico e um polipeptideo estafi-
locécico.

Em determinadas modalidades, a composi¢ao de proteina 2085
de N. meningitidis ainda compreende um ou mais polissacarideos seleciona-
dos do grupo consistindo em um polissacarideo éstreptocécico,‘ um polissa-
carideo pneumocdcico, um polissacarideo meningocécico e um polissacari-
deo estafilocécico.

Em ainda outra modalidade, a formulagao ainda compreende um
ou mais adjuvantes. Adjuvantes exemplificativos sao descritos aqui abaixo.

Qutras caracteristicas e vantagens da inveng¢ao serao evidentes
a partir da descrigdo detalhada a seguir das modalidades da mesma e a par-
tir das reivindicagdes. |
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 mostra a estabilidade das formulagbes de peptidase
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C5a estreptocdcica (SCP) (enchida em seringas) antes e ap6s dois dias de
ligeira agitagdo (60 cpm) em um agitador orbital horizontal. Os dados apre-
sentados na FIG. 1A é a estabilidade em dois dias da SCP formulada sem
qualquer Tween® 80 (isto é, 0%), enquanto que os dados na FIG. 1B é a es-
tabilidade em dois dias da SCP formulada com Tween® 80 a 0,025%. Os
tampoes usados nas formulagdes mostrados na FIG. 1A e FIG. 1B sao solu-
cao salina tamponada com succinato (SBS), solugéo salina tamponada com
fosfato (PBS) e tris(hidroximetil)aminometano (TRIS).

A Figura 2 mostra a perda de antigenicidade total de 13vPnC
formulada com AIPO4 (0,25 mg/ml) e enchida em uma seringa BD Hypak,
apos duas horas, oito horas e vinte e quatro horas de agitagdo a 500 rpm e
2-8°C.

A Figura 3 mostra a perda de antigenicidade total de 13vPnC
formulada com AIPQO, (0,25 mg/ml) e enchida em uma seringa nao siliconi-
zada, apds duas horas, oito horas e vinte e quatro horas de agitacao a 500
rpm e 2-8°C.

A Figura 4 mostra a perda de antigenicidade total de 13vPnC
formulada com AIPO, (0,25 mg/ml) e enchida em uma seringa Vetter, apos
duas horas, oito horas e vinte e quatro horas de agitacao a 500 rpm e 2-8°C.

A Figura 5 mostra a perda de antigenicidade total de 13vPnC
formulada com AIPO,4 (0,25 mg/ml) e enchida em uma seringa Schott Top-
Pac, apds duas horas, oito horas e vinte e quatro horas de agitagcao a 500
rpom e 2-8°C.

A Figura 6 mostra a perda de antigenicidade total de 13vPnC
formulada com (FIG. 6A) e sem (FIG. 6B) AIPO4 (0,25 mg/ml) e enchida em
uma seringa BD Baked, apds duas horas, oito horas e vinte e quatro horas
de agitagao a 500 rpm e 2-8°C.

- A Figura 7 mostra a perda de antigenicidade total de-13vPnC
formulada-com (FIG. 7A) e sem (FIG. 7B) AIPO4 (0,25 mg/ml) e enchida em
uma seringa BunderGlas PS2, apds duas horas, oito horas e vinte e quatro
horas de agitagcao a 500 rpm e 2-8°C.
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAQO

A presente invencéo se dirige a uma necessidade continua na
técnica de aperfeicoar a estabilidade de composicdes imunogénicas, tais
como conjugados de polissacarideo-proteina e imunogénios de proteina.
Assim, a presente invencdo se refere, amplamente, as novas formulagoes de
tensoativo e/ou novas formulagdes de sal de aluminio as quais estabilizam e
inibem a precipitagdo de composi¢gdes imunogénicas. Mais particularmente,
a invencao descrita aqui depois se dirige a uma necessidade na técnica por
formulagcbes as quais estabilizam e inibem a formagao de particula (por e-
xemplo, agregacdo, precipitagdo) de composicbes imunogénicas as quais
sédo processadas, desenvolvidas, formuladas, fabricadas e/ou armazenadas
em meios recipientes, tais como fermentadores, biorreatores, frascos, sacos,
seringas, rolhas de borracha, tubulagao e semeihantes.

Conforme apresentado acima no Antecedente da Invengao, va-
rios fatores influenciam a estabilidade de compdsigées imunogénicas inclu-
indo, mas néo limitado a, estabilidade quimica da composicao imunogénica,

estabilidade fisica/térmica da composicao imunogénica, compatibilidade da

- composi¢do imunogénica com o sistema de vedacgao/recipiente, interagoes

entre a composicdao imunogénica e ingredientes inativos (por exemplo, tam-
pdes, sais, excipientes, crioprotetores), processos de fabricagdo, forma de
dosagem, condi¢cdes ambientais encontradas durante transporte, armaze-
namento e manipulacao (por exemplo, temperatura, umidade, forcas de cisa-
Ihamento) e a extensao de tempo entre a fabricagao e uso.

A estabilidade de uma composicao imunogénica da invencao é
prontamente determinada usando métodos os quais sdo bem-conhecidos e
rotineiros para aqueles versados na técnica. Por exemplo, uma composi¢cao
imunogénica é avaliada com relagao a estabilidade, agregag¢éao, imunogeni-
cidade, formagédo de particula, perda de proteina (concentragdo) e seme-
Ihantes-através de métodos incluindo, mas nao limitado a, disperséao de luz,
densidade optica, centrifugacao em velocidade de sedimentacéo, centrifuga-
cdo em equilibrio de sedimentagao, dicroismo circular (CD), ensaio de Lo-

wry, ensaio com acido bicinconinico (BCA), ligagao de anticorpo e semelhan-
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tes.

Conforme apresentado em detalhes aqui, a presente invencéo
se. refere aos resultados inesperados e surpreendentes de que formulagéo
de uma composicdo imunogénica com um tensoativo, tal como Tween® 80,
intensifica significativamente a estabilidade e inibe a precipitacdo de uma
composi¢do imunogénica. Por exemplo, foi observado na presente invengao
(por exemplo, veja Exemplo 2), que um conjugado pneumocacico 13-valente
(13vPnC), formulado em solugéo salina tamponada e enchido em uma se-
ringa com uma unica dose, comegaria a se precipitar de solugdo dentro de
dez minutos a 2-8°C quando de ligeira agitacdo via um agitador orbital hori-
zontal (o agitador orbital horizontal foi usado para simular as condi¢des tipi-
cas de processo, transporte e armazenamento de uma composigdo imuno-
génica de 13vPnC). Contudo, surpreendentemente, foi observado que a
13vPnC, formulada em solucdo salina tamponada e Tween® 80 a 0,001%,
enchida em uma seringa com uma unica dose e ligeiramente agitada a 2-
8°C, era estavel durante vinte e cinco dias sem nenhum sinal visivel de pre-
cipitacdo (dados ndo mostrados). Assim, esses dados demonstraram que a
adicdo de um tensoativo (por exemplo, Tween® 80) a uma formulagdo de
composi¢do imunogénica intensifica a estabilidade da composi¢do imunogé-
nica.

Um segundo estudo de estabilidade da 13vPnC ainda confirmou
que a adicao de um tensoativo a formulagéb intensificou significativamente a
estabilidade da 13vPnC. Por exemplo, a estabilidade (isto é, avaliada atra-
vés de medicéo da alteragdo na antigenicidade da 13vPnC) de uma formula-
cdo de 13vPnC com Tween® 80 a 0,05% (Tabela 1) e sem Tween® 80
(0,0%, Tabela 1) foi avaliada durante um periodo de tempo de duas horas.
Conforme mostrado na Tabela 1, houve uma diminui¢ao significativa na anti-

genicidade dos polissacarideos dos treze sorotipos (formulados sem Tween®

~ 80) dentro do ensaio de duas horas. Muito dramaticamente, contudo, a for-

mulacdo de 13vPnC compreendendo Tween® 80 a 0,05% (Tabela 1), de-
monstrou estabilidade robusta por todo o ensaio de antigenicidade de duas

horas. Foi também observado que a 13vPnC formulada em garrafas de vidro
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de 250 mL com Tween® 80 a 0,01% ou Tween® 80 a 0,05% poderia suportar
forcas de cisalhamento significativas induzidas via turbilhonamento das for-
mulag¢des durante trinta minutos a 2-8°C, com pouca ou nenhuma perda na
antigenicidade (por exemplo, veja Exemplo 2, Tabela 2).

Em outros experimentos (Exemplo 3), foi demonstrado que a
estabilidade de uma composicdo de peptidase C5a estreptocécica (SCP)
imunogénica foi grandemente intensificada quando formulada com um ten-
soativo, tal como Tween® 80. Por exemplo, conforme mostrado na FIG. 1A,
apds dois dias de turbilhonamento, uma SCP (55 ng/ml) formulada em tam-
pao de succinato a 5 mM (pH de 6,0), um tamp&o de fosfato a 10 mM (pH de
7,0 e 7,4) ou um tampéo de Tris a 10 mM (pH de 7,5), houve uma diminui¢ao
significativa (por exemplo, mais de 90%) na concentragdo de SCP. Contudo,
conforme mostrado na FIG. 1B, a adi¢do de Tween® 80 a 0,025% as formu-
lacbes de SCP/succinato, SCP/fosfato e SCP/Tris, antes de turbilhonamento
durante dois dias, inibiu completamente a perda de SCP, a qual foi observa-
da na FIG. 1A.

Uma composigdo imunogénica de 13vPnC da invencéo também
pode ser formulada com ou sem um adjuvante, tal como fosfato de aluminio
(AIPQ4). Assim, em uma série distinta de experimentos (Exemplo 4), compo-
‘sigbes imunogénicas de 13vPnC foram formuladas em tamp&o de succinato
a5 mM (pH de 5,8), NaCl a 0,85% e AIPO, (0,25 mg de aluminio/ml), sem a
adicdo de um tensoativo (por exemplo, nenhum Tween® 80 foi incluido na
formulacao).

Nesses experimentos, a composi¢cdo imunogénica de 13vPnC
(formulada na presenca de AIPOg) foi enchida em véarios meios recipientes
siliconizados e nao siliconizados (por exemplo, veja Tabela 3) e submetida a

condigdes simuladas de transporte de manipulagao via -agitacao a 2-8°C. Foi

.. observado nesses experimentos (Exemplo 4) que o0 meio recipiente com

~maior teor de silicone exibiu um maior grau de formagac de particula de
13vPnC e maior percentual de perda de antigenicidade de 13vPnC. Uma
analise por FTIR das particulas indicou que as particulas consistiam em pro-

teina e silicone (dados nao mostrados) e que cerca de 85% da 13vPnC es-
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tao ligados ao AIPO4, em que os 15% restantes eram 13vPnC livre (n&o li-
gada ao AIPO4) em solugao.

Em outro experimento comparando composi¢ées imunogénicas
de 13vPnC formuladas com e sem AIPQ,, as quais foram, entdo, enchidas
em seringas idénticas, foi observado que a 13vPnC formulada sem AIPO,
sustentou maiores perdas de antigenicidade do que a 13vPnC com AIPOg4
nas seringas testadas (veja, por exemplo, FIG. 6 e FIG. 7).

Assim, a invengao conforme apresentado aqui, é dirigida as no-
vas formulac¢des as quais estabilizam e inibem a agregac¢éao ou precipitagao
de composi¢bes imunogénicas, tais como conjugados de polissacarideo-
proteina (por exemplo, uma 13vPnC) e imunogénios de proteina (por exem-
plo, uma. peptidase C5a estreptocdcica, proteina 2086 de N. meningitidis)
contra os varios fatores os quais influenciam a estabilidade de composi¢des
imunogénicés (por exemplo, forcas de cisalhamento, agitacdo quando de
transporte, :inte'ragées com oleo de silicone, adsor¢ao, processos de fabrica-
cao, temperatura, umidade, exfenséo de tempo entre fabricagao e uso, etc.).

Em determinadas modalidades, a invengédo é dirigida a uma for-
mulacdo a qual estabiliza um conjugado de polissacarideo-proteina, a formu-
lacdo compreendendo uma solugdo salina com pH tamponado, em que o
tampao tem um pka de cerca de 3,5 a cerca de 7,5, um tensoativo € um ou
mais conjugados de polissacarideo-proteina. Em outras modalidades, a for-
mulacdo de conjugado de polissacarideo-proteina esta compreendida em
um meio recipiente. Em outra modalidade, a invengéo ¢ dirigida a uma for-
mulacdo a qual estabiliza uma composi¢do de peptidase Cba estreptococica
(SCP), a formulagdo compreendendo uma solugéo salina com pH tampona-
do, em que o tampdo tem um pka de cerca de 3,5 a cerca de 6,5, um ten-
soativo e uma peptidase C5a estreptocécica. Em determinadas modalida-

des, a formulacdo de SCP esta compreendida em um meio recipiente. Em

- outra modalidade, a invencéo é dirigida a uma formulacdo a qual estabiliza

uma composicdo de proteina 2086 de N. meningitidis, a formulagao compre-
endendo uma solugéo salina com pH tamponado, em que o tampé&o tem um
pka de cerca de 3,5 a cerca de 7,5, um tensoativo e uma proteina 2086 de
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N. meningitidis. Em determinadas modalidades, a formulagdo 2086 menin-
gocdcica esta compreendida em um meio recipiente.

Em determinadas modalidades, a invengao ¢ dirigida a uma for-
mulagdo a qual inibe a precipitacdo induzida por silicone de um conjugado
de polissacarideo-proteina compreendido em um meio recipiente siliconiza-
do, a formulagdo compreendendo uma solugédo salina com pH tamponado,
em que o tamp&do tem um pka de cerca de 3,5 a cerca de 7,5, um sal de a-
luminio e um ou mais conjugados de polissacarideo-proteina. Em outra mo-
dalidade, a invencéo é dirigida a uma formulagdo a qual inibe a precipitagao
induzida por silicone de uma composi¢cao de peptidase C5a estreptocdcica
(SCP) compreendida em um meio recipiente siliconizado, a formulagao com-
preendendo uma solugdo salina com pH tamponado, em que o tampao tem
um pka de cerca de 3,5 a cerca de 6,5, um sal de aluminio e uma peptidase
C5a estreptocécica. Em determinadas modalidades, a invengéo é dirigida a
uma formulagdo a qual inibe a precipitacdo induzida por silicone de. uma
composicdo de proteina 2086 de N. meningitidis compreendida em um meio
recipiente siliconizado, a formulagdo compreendendo uma solugéo salina
com pH tamponado, em que o tampéao tem um pka de cerca de 3,5 a cerca
de 7,5, um sal de aluminio e uma proteina 2086 de N. meningitidis.

Em ainda outras modalidades, a inveng¢ao é dirigida a uma for-
mulacdo que otimiza a estabilidade de antigeno e ligagcdo percentual a um
adjuvante de sal de aluminio (por exemplo, AIPO,) de uma proteina 2086 de
N. meningitidis, a formulagdo compreendendo uma solugéo salina com pH
tamponado, em que o tampao tem um pka de cerca de 3,5 a cerca de 7,5,
um tensoativo, um sal de aluminio e uma proteina 2086 de N. meningitidis.
Em determinadas modalidades, a formulagdo estd em um meio recipiente.

Conforme definido aqui, os termos "precipitacao", "precipitado”,
"formacéo de particula", "turvacdo" e "agregagao” podem ser usados permu-

tavelmente e se destinam a se referir a qualquer interagao fisica ou reagao

quimica a qual resulta na "agregacao" de um conjugado de polissacarideo-

proteina ou um imunogénio de proteina (ou polipeptideo). O processo de

agregacao (por exemplo, agregagao de proteina) € bem conhecido (mas nao
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bem compreendido) e descrito na técnica e é, frequentemente, influenciado
por numerosos estresses fisico-quimicos, incluindo calor, pressao, pH, agi-
tacdo, forgas de cisalhamento, congelamento/descongelamento, desidrata-
cao, metais pesados, compostos fendlicos, 6leo de silicone, desnaturantes e
semelhantes.

Conforme definido aqui, um "conjugado de polissacarideo-
proteina", um "conjugado pneumocdcico”’, um “conjugado pneumocaocico 7-
valente (7vPnC)", um "conjugado pneumocécico 13-valente (13vPnC)", uma
"composicdo imunogénica de peptidase C5a estreptococica (SCP)" e "uma
composicao imunogénica de proteina 2086 de N. meningitidis" da invengéao
inclui formulagdes liquidas, formulacdes liquidas congeladas e formulagoes
sélidas (por exemplo, congeladas a seco ou liofilizadas).
A. TENSOATIVOS

Conforme apresentado acima, a inveng¢ao é dirigida as formula-

¢bOes as quais estabilizam e inibem a agregacédo de composigdes imunogéni-
cas contra os varios fatores os quais influenciam a estabilidade de composi-
¢Oes imunogénicas (por exemplo, forcas de cisalhamento, agitagdo quando
de transporte, interagcbes com o6leo de silicone, adsor¢cado, processos de fa-
bricagdo, temperatura, umidade, extensdo de tempo entre fabricagédo e uso,

etc.). Em determinadas modalidades, a invencao é dirigida as formulacbes

- compreendendo um tensoativo.

Um tensoativo (ou um agente superficie-ativo) € geralmente de-

finido como (a) uma molécula ou composto compreendendo um grupo ou

vporgéo hidrofilica e um grupo ou porgao lipofilica (hidrofébica) e/ou (b) uma

molécula, substancia ou composto que diminui ou reduz a tensao de superfi-
cie de uma solugdo. Conforme definido aqui, um "tensoativo" da presente
invencao é qualquer molécula ou composto que diminui a tenséo de superfi-
cie de uma formulagao de composigao imunogénica.

Um tensoativo usado em uma formulagao da presente invengao
compreende qualquer tensoativo ou qualquer combinacao de tensoativos a
qual estabiliza e inibe a agregagdao de uma composi¢do imunogénica descri-

ta aqui. Assim, um tensoativo da invencao inclui, mas ndo esta limitado a,
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polissorbato 20 (Tween®20), polissorbato 40 (Tween®40),A polissorbato 60
(Tween®60), polissorbato 65 (Tween®65), polissorbato 80 (Tween®80), polis-
sorbato 85 (Tween®85), Triton® N-101, Triton® X-100, oxtoxinol 40, nonoxi-
nol-9, trietanolamina, oleato polipeptidico de trietanolamina, hidroxiestearato
de polioxietileno-660 (PEG-15, Solutol H15), polioxietileno-35-ricinoleato
(Cremophor EL®), lecitina de soja, poloxdmero, hexadecilamina, octadecila-
mina, ésteres de octadecil aminoacidos, lisolecitina, brometo de dimetil-
dioctadecilaménio, metdxi-hexadecilglicerol, polidis pluronic, poliaminas (por
exemplo, pirano, sulfato de dextrano, poli IC, carbopol), peptideos (por e-
xemplo, peptideo e dipeptideo de muramila, dimetilglicina, tuftsina), emul-
sdes oleosas, géis minerais (por exemplo, fosfato de aluminio) e complexos
de estimulacdo imune (ISCOMS).

Aqueles versados na técnica podem determinar prontamente um
tensoativo ou combinacdo de tensoativo adequada através de medi¢ao da
tensdo de superficie de uma formulacao de composicdo imunogénica em
particular na presenga e auséncia do(s) tensoativo(s). alternativamente, um
tensoativo é avaliado qualitativamente (por exemplo, inspecéo visual de for-
macéo de particula) ou quantitativamente (por exemplo, dispersdo de iuz,
centrifugacdo em velocidade de sedimentagdo, densidade Optica, antigenici-
dade) com relagcao a sua capacidade de reduzir, inibir ou prevenir a agrega-
cdo de uma composi¢do imunogénica.

B. MEIO RECIPIENTE _
Em determinadas modalidades, a invengao é dirigida as formu-

lacdes de composi¢des imunogénicas compreendidas em um meio recipien-
te. Conforme definido aqui, um "meio recipiente" da presente inveng¢éao inclui |
qualquer composi¢cdo de matéria a qual é usada para "conter’, "manter",
"misturar", "compor", "distribuir’, "injetar", "transferir", "nebulizar", etc. uma
composi¢do imunogénica durante pesquisa, processamento, desenvolvimen-
to, formulacéo, fabricagdo, armazenamento e/ou administragdo. Por exem-
plo, um meio recipiente da presente ihvengéo inclui, mas néo esta limitado a,
vidro de laboratério em geral, frascos, béqueres, cilindros graduados, fer-

mentadores, biorreatores, tubulagOes, tubos, sacos, potes, frascos, veda-
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coes de frascos (por exemplo, uma rolha de borracha, uma tampa de rosca),
ampolas, seringas, rolhas para seringas, émbolos de seringa, vedagdes de
borracha, vedacdes de plastico, vedacgdes de vidro e semelhantes. Um meio
recipiente da presente invengao nao esta limitado pelo material de fabrica-
cao e inclui materiais tais como vidro, metais (por exemplo, aco, ago inoxida-
vel, aluminio, etc.) e polimeros (por exemplo, termoplasticos, elastdmeros,
termoplasticos-elastomeros).

O versado na técnica apreciara que 0s meios recipientes apre-
sentados acima ndo se destinam a ser uma lista exaustiva, mas servem me-
ramente como orientagdo para o técnico com relagao a variedade de meios
recipientes os quais sdo usados para conter, manter, misturar, compor, dis-
tribuir, injetar, transferir, nebulizar, etc. um imunogénio ou composi¢do imu-
nogénica durante pesquisa, processamento, desenvolvimento, formulagéo,
fabricacdo, armazenamento e/ou administragdo da composi¢céo. Meios reci-
pientes adicionais considerados para uso na presente invengao podem ser
encontrados em catdlogos publicados de vendedores e fabricantes de equi-
pamento para laboratério, tais como United States Plastic Corp. (Lima, OH),
VWR® (West Chester, PA), BD Biosciences (Frankiin Lakes, NJ), Fisher Sci-
entific International Inc. (Hampton, NH) e Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Assim, as novas formulacdes da presente invengdo sdo particu-
larmente vantajosas pelo fato de que elas estabilizam e inibem a precipita-
cdo de formulagdes imunogénicas compreendidas em um meio recipiente
através dos varios estagios de pesquisa, processamento, desenvolvimento,
formulacéo, fabricagdo, armazenamento e/ou administragdo da composigao.
As novas formulacdes da invengdo ndo apenas estabilizam composigdes
imunogénicas contra estresses fisicos/térmicos (por exemplo, temperatura,
umidade, forgas de cisalhamento, etc.), elas também intensificam a estabili-
dade e inibem a precipitacdo de composi¢des imunogénicas contra fatores
ou influéncias negativas, tais como incompatibilidade da composi¢cao imuno-
génica com o sistema de vedacao/recipiente (por exemplo, meio recipiente
siliconizado). 5

Assim, as novas formulagdes da presente invengao sao particu-
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larmente Uteis na estabilizagdo do imunogénio (isto €, um conjugado de po-

lissacarideo-proteina, uma proteina ou antigeno polipeptidico) contra a pre-
cipitagao induzida por silicone e a precipitagdo descrita acima. Por exemplo,
o Pedido U.S. copendente No. 60/795.098, depositado em 26 de Abril de
2006, especificamente incorporado aqui por referéncia, descreve a agrega-
cdo de composigdes imunogénicas na presenca de dleo de silicone encon-
trado sobre meios recipientes, tais como seringas, frascos de vidro, rolhas
de borracha e semelhantes, em que a adicao de um tensoativo ao meio reci-
piente previne a agregacao induzida por 6leo de silicone dessas composi-
¢des imunogénicas.

C. ADJUVANTES E VEICULOS/EXCIPIENTES FARMACEUTICOS

Em determinadas modalidades, as composi¢cdes imunogénicas

da invengdo sao ainda formuladas com um adjuvante. Um adjuvante & uma
substancia que intensifica a resposta imune quando administrada junto com
um imunogénio ou antigeno. Foi mostrado que uma série de citocinas ou
linfocinas tém atividade de modulagdao imune e, assim, podem ser usadas
como adjuvantes incluindo, mas nao limitado, as interleucinas 1-a, 1-3, 2, 4,
5, 6,7, 8, 10, 12 (veja, por exemplo, Patente U.S. No. 5.723.127), 13, 14, 15,
16, 17 e 18 (e suas formas mutantes), aos interferons-a, B e v, fator de esti-
mulacdo de coldnia de granuldcito-macréfago (GMCSF, veja, por exemplo,
Patente U.S. No. 5.078.996 e Numero de Acesso ATCC 39900), fator de es-
timulacao de colonia de macrofago (MCSF), fator de estimulagdo de colénia
de granulécito (GCSF) e os fatores de necrose de tumor o e B. Ainda outros
adjuvantes Uteis na presente invengao incluem quimiocinas incluindo, sem
limitacao, MCP-1, MIP-1a, MIP-13 e RANTES.

Em determinadas modalidades, um adjuvante usado para inten-
sificar uma resposta imune de uma formula¢gdo de composi¢cao imunogénica
inclui, sem limitagcdo, MPL® (monofosforil lipidio A 3-O-deacilado; Corixa,
Hamilton, MT), o qual é descrito na Patente U.S. No. 4.912.094, a qual é in-
corporada por referéncia aqui. Também adequados para uso como adjuvan-
tes sdo analogos sintéticos de lipidio A ou compostos de fosfato de aminoal-
quil glicosamina (AGP) ou derivados ou analogos dos mesmos, 0s quais es-
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tdo disponiveis da Corixa (Hamilton, MT) e os quais sao descritos na Patente
dos Estados Unidos No. 6.113.918, a qual é aqui incorporada por referéncia.
Um de tais AGPs é 2-[(R)-3-Tetradecanoiloxitetradecanoilamino] etil 2-Dedxi-
4-O-fosfono-3-0O-[(R)-3-tetradecanoiloxitetradecanoil]-2-[(R)-3-
tetradecanoiloxi tetradecanoil-amino]-B-D-glicopiranosideo, o qual € também
conhecido como 529 (formalmente conhecido como RC529). Esse adjuvante
529 é formulado como uma forma aquosa ou como uma emulsdo estavel
(RC529-SE).

Ainda outros adjuvantes incluem éleo mineral e emulsdes aquo-
sas, sais de aluminio (alume), tais como hidroxido de aluminio, fosfato de -
aluminio, sulfato de aluminio, etc., Amphigen, Avridine, L121/esqualeno, D-
lactideo-polilactideo/glicosideo, polidis pluronic, dipeptideo de muramila,
Bordetella morta, saponinas, tal como Stimulon® QS-21 (Antigenics, Framin-
gham, MA.), descritas na Patente U.S. No. 5.057.540, a qual & aqui incorpo-
rada por referéncia e particulas geradas a partir das mesmas, tais como |S-
COMS (complexos de imunoestimulagdo), ISCOMATRIX (CSL Limitada,
Parkville, Australia), descrito na Patente U.S. No. 5.254.339, Mycobacterium
tuberculosis, lipopolissacarideos bacterianos, polinucleotideos sintéticos, tais
como oligonucleotideos contendo um motivo CpG (Patente U.S. No.
6.207.646, a qual é incorporada aqui por referéncia), IC-31 (Intercell AG, Vi-
ena, Austria), descrito nas Patentes Européias Nos. 1.296.713 e 1.326.634,
uma toxina de coqueluche (PT) ou uma toxina termicamente labil de E. coli
(LT), particularmente LT-K63, LT-R72, PT-K9/G129; veja, por exemplo, Pu-
blicacdes de Patente Internacional Nos. WO 93/13302 e WO 92/19265, in-
corporadas aqui por referéncia.

Também uteis como adjuvantes (e proteinas veiculo) sao toxinas
do célera e mutantes das mesmas, incluindo aquelas descritas no Pedido de
Patente Internacional publicado numero WO 00/18434 (em que o acido glu-
tamico na posicao 29 é substituido por outro aminoacido (outro que nao aci-
do aspartico), de preferéncia uma histidina). Toxinas de CT similares ou mu-
tantes sdo descritos no Pedido de Patente Internacional publicado numero
WO 02/098368 (em que a isoleucina na posi¢ao de aminoacido 16 é substi-
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tuida por outro aminoacido, quer sozinha ou em combinagao com a substitu-
icdo da serina na posigdo de aminoacido 68 por outro aminoacido; e/ou em
que a valina na posi¢gao de aminoacido 72 é substituida por outro aminoaci-
do). Outras toxinas de CT sao descritas no Pedido de Patente Internacional
publicado numero WO 02/098369 (em que a arginina na posi¢ao de aminoa-
cido 25 é substituida por outro aminoacido; e/ou um aminoacido é inserido
na posicao de aminoacido 49; e/ou dois aminoacidos sao inseridos nas posi-
¢Oes de aminoacido 35 e 36).

Em determinadas modalidades, as formulagbes de composicao
imunogénica compreendem um diluente, excipiente farmaceuticamente acei-
tavel ou um veiculo farméceuticamente aceitavel. Em uma modalidade, o
diluente farmaceuticamente aceitavel é agua estéril, agua para inje¢ao, solu-
cdo salina isotdnica estéril ou um tampao bioldgico. Os conjugados de polis-
sacarideo-proteina e/ou imunogénicos de proteina sdo misturados com tais
diluentes ou veiculos de uma maneira convencional. Conforme usado aqui, a
expressao "veiculo farmaceuticamente aceitavel" se destina a incluir qual-
quer e todos os solventes, meios de dispersao, revestimentos, agentes anti-
bacterianos e antifingicos, agentes isotdnicos e para retardo de absorgao e
semelhantes, compativeis com a administracao a seres humanos ou outros
hospedeiros vertebrados. O veiculo apropriado é evidente para aqueles ver-
sados na técnica e dependera, em grande parte, da via de administracdo.

Por exemplo, excipientes que podem estar presentes na formu-
lacdo de composi¢cdo imunogénica sdao conservantes, estabilizantes quimi-
cos e agentes de suspensao ou dispersao. Tipicamente, estabilizantes, cbn-
servantes e semelhantes sdo otimizados para determinar a melhor formula-
cdo para eficacia no recipiente objetivado (por exemplo, um ser humano).
Exemplos de conservantes incluem clorobutanol, sorbato de potassio, acido
sérbico, didxido de enxofre, galato de propila, os parabenos, etil vanilina,
glicerina, fenol e paraclorofenol. Exemplos de ingredientes de estabilizagcéo
incluem casaminoacidos, sacarose, gelatina, vermelho de fenol, N-Z amina,
difosfato de monopotassio, lactose, hidrolisato de lactalbumina e leite em po.

Em determinadas modalidades, uma formulagdo de composicao
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imunogénica é preparada para administracdo a seres humanos na forma,
por exemplo, de liquidos, pds, aerosséis, comprimidos, capsulas, comprimi-
dos ou capsulas entérico-revestidas ou supositorios. Assim, as formulagoes
de composigdo imunogénica podem também incluir, mas néao estao limitadas
a, suspensodes, solugdes, emulsdes em veiculos oleosos ou aquosos, pastas
e formulagdes com liberagao sustentada implantaveis ou biodegradaveis.

As composi¢cdes imunogénicas da presente invengado nao estao
limitadas pela selegao dos veiculos, diluentes e excipientes fisiologicamente
aceitaveis convencionais, tais como solventes, tampobes, adjuvantes ou ou-
tros ingredientes uteis em preparados farmacéuticos dos tipos descritos aci-
ma. O preparo dessas composi¢cdes farmaceuticamente aceitaveis, a partir
dos componentes descritos acima, tendo isotonicidade de pH, estabilidade e
outras caracteristicas convencionais apropriadas, esta dentro da capacidade
da técnica.

D. IMUNOGENIOS

Em determinadas modalidades, uma formulagcao de conjugado

de polissacarideo-proteina da inven¢gao compreende um ou mais polissaca-
rideos pneumocécicos. Em outras modalidades, uma formulagdo de conju-
gado de polissacarideo-proteina da invengdd compreende um ou mais polis-
sacarideos estreptocdcicos. Em ainda outras modalidades, uma formulagéo
de conjugado de polissacarideo-proteina da invengdo compreende um ou
mais polissacarideos meningocdcicos. Em ainda outras modalidades, uma
formulacdo de conjugado de polissacarideo-proteina da invengdo compre-
ende uma combinagdao de um ou mais polissacarideos pneumocadcicos, um
ou mais polipeptideos pneumocécicos, um ou mais polissacarideos estrep-

tocécicos, um ou mais polipeptideos estreptocdcicos, um ou mais polissaca-

" rideos meningocdécicos e/ou um ou mais polipeptideos meningocécicos.

Conforme definido aqui antes, o termo "polissacarideo” se desti-
na a incluir qualquer elemento~sacaridico antigénico (ou unidade antigénica)
comumente usado nas técnicas de vacina bacteriana e imunoldgica incluin-
do, mas nao limitado a, um "sacarideo", um "oligossacarideo”, um "polissa-

carideo", um "lipossacarideo", um "lipo-oligossacarideo (LLOS)", um "lipopo-
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lissacarideo (LPS", um "glicosilato”, um "glicoconjugado" e semelhantes.

Em uma modalidade particular da invengao, o um ou mais polis-
sacarideos pneumocécicos sao um polissacarideo de S. pneumoniae soroti-
po 4, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 6B, um polissacarideo
de S. pneumoniae sorotipo 9V, um polissacarideo de S. pneumoniae soroti-
po 14, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 18C, um polissacarideo
de S. pneumoniae sorotipo 19F, um polissacarideo de S. pneumoniae soro-
tipo 23F, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 1, um polissacarideo
de S. pneumoniae sorotipo 3, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo
5, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 6A, um polissacarideo de S.
pneumoniae sorotipo 7F e um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo
19A.

Em determinadas modalidades, uma formulagao de conjugado
de polissacarideo-proteina € uma formulagéo de conjugado pneumocdcico
7-valente (7vPnC) compreendendo um polissacarideo de S. pneumoniae
sorotipo 4 conjugado a um polipeptideo de CRM1g7, um polissacarideo de S.
pneumoniae sorotipo 6B conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polis-
sacarideo de S. pneumoniae sorotipo 9V conjugado a um polipeptideo de
CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 14 conjugado a um
polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 18C
conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumo-
niae sorotipo 19F conjugado a um polipeptideo de CRM1g97 € um polissacari-
deo de S. pneumoniae sorotipo 23F conjugado a um polipeptideo de
CRMjo7.

Em determinadas modalidades, uma formulagao de conjugado
de polissacarideo-proteina é uma formulagdo de conjugado de polissacari-
deo-proteina é um conjugado pneumocdcico 13-valente (13vPnC) compre-
endendo um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 4 conjugado a um
polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 6B
conjugado a um polipeptideo de CRMg7, um polissacarideo de S. pheumo-
niae sorotipo 9V conjugado a um polipeptideo de CRM97, um polissacarideo

de S. pneumoniae sorotipo 14 conjugado a um polipeptideo de CRM1g7, um
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polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 18C conjugado a um polipeptideo
de CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 19F conjugado a
um polipeptideo de CRM1g97, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo
23F conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S.
pneumoniae sorotipo 1 conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polissa-
carideo de S. pneumoniae sorotipo 3 conjugado a um polipeptideo de
CRM;g97, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 5 conjugado a um
polipeptideo de CRM;g97, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 6A
conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumo-
niae sorotipo 7F conjugado a um polipeptideo de CRMjg7 € um polissacari-
deo de S. pneumoniae sorotipo 19A conjugado a um polipeptideo de
CRMjg7.

Polissacarideos sdo preparados através de métodos-padréo co-
nhecidos por aqueles versados na técnica. Por exemplo, os polissacarideos
capsulares apresentados na presente invencao sao preparados a partir dos
sorotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F e 23F de Streptococ-
cus pneumoniae, em que cada sorotipo € desenvolvido em um meio basea-
do em soja e os polissacarideos individuais sao, entéao, purificados através
de centrifugacao, precipitagao, ultrafiltracdo e cromatografia em coluna. Si-
milarmente, polissacarideos estreptococicos (por exemplo, um ou mais po-
lissacarideos (ou oligossacarideos) de um Streptococcus B-hemolitico, tal
como Streptococcus do grupo A, Streptococcus do grupo B, Streptococcus
do grupo C e Streptococcus do grupo G) e sacarideos meningocdcicos (por
exemplo, um lipo-oligossacarideo (LOS) ou lipopolissacarideo (LPS) de N.
meningitidis) sao preparados a partir de sorotipos ou sorogrupos clinicamen-

te relevantes, usando técnicas e métodos gerais conhecidos por aqueles

versados na técnica. Os polissacarideos sao, entdao, quimicamente ativados -

(por exemplo, via aminagao redutiva) para tornar os sacarideos capazes de
reagdo com a proteina-veiculo. Uma vez ativado, cada polissacarideo capsu-
lar é separadamente conjugado a uma proteina-veiculo (por exemplo,
CRM;g7) para formar um glicoconjugado (ou, alternativamente, cada polissa-

carideo capsular é conjugado a mesma proteina-veiculo) e formulado em



10

15

20

25

30

31

uma formulagao com dosagem unica.

A ativacao quimica dos polissacarideos e subsequente conjugac¢éo
a proteina-veiculo (isto €, um conjugado de polissacarideo-proteina) sao ob-
tidos através de meios convencionais. Veja, por exemplo, Patentes U.S.
Nos. 4.673.574 e 4.902.5086.

Proteinas veiculo sdo, de preferéncia, proteinas que sao nao toxi-
cas e nao reatogénicas e obteniveis em uma quantidade e pureza suficien-
tes. Proteinas veiculo deverdo ser passiveis de procedimentos-padrao de
conjugacdo. Em uma modalidade particular da presente invencdo, CRMyg7 €
usada como a proteina-veiculo.

CRM;97; (Wyeth, Sanford, NC) é uma variante nao téxica (isto é,
toxoide) de toxina de difteria isolada de culturas da cepa C7 de Corynebacte-
rium diphtheria (P197) crescida em casaminoacidos e meio baseado em ex-
trato de levedo. CRMg7 é purificada através de ultrafiltragdo, precipitacao
com sulfato de aménio e cromatografia de troca de ions. Alternativamente,
CRM;gy; é preparada recombinantemente de acordo com a Patente U.S. No.
5.614.382, a qual é aqui incorporada por referéncia. Outros toxoides de difte-
ria sdo também adequados para uso como proteinas-veiculo.

Em outras modalidades, uma proteina-veiculo da inven¢do é uma
peptidase C5a estreptocécica enzimaticamente inativa (SCP) (por exemplo,
uma ou mais das variantes de SCP descritas na Patente U.S. 6.951.653,
Patente U.S. 6.355.255 e Patente U.S. 6.270.775).

Outras proteinas veiculo adequadas incluem toxinas bacterianas
inativadas, tais como toxoide do tétano, toxoide de coqueluche, toxoide do
colera (por exemplo, CT E29H, descrito no Pedido de Patente internacional

- WO2004/083251), LT de E. coli, ST de E. coli e exotoxina A de Pseudomo-

nas aeruginosa. Proteinas da membrana externa bacteriana, tais como com+
plexo ¢ da membrana externa (OMPC), porinas, proteinas de ligagao a trans- -
ferrina, pneumolisina, proteina A da superficie pneumocécica (PspA), protei-
na de adesina pneumocdcica (PsaA) ou proteina D de Haemophilus influen-
zae também podem ser usadas. Outras proteinas, tais como ovalbumina,

hemocianina do caramujo megathura crenulata (KLH), albumina de soro bo-
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vino (BSA) ou um derivado de proteina purificado de tuberculina (PPD) tam-
bém podem ser usados como proteinas veiculo.

Apds conjugacao do polissacarideo capsular a proteina-veiculo, os
conjugados de polissacarideo-proteina sédo purificados (enriquecidos com
relacdo a quantidade de conjugado de polissacarideo-proteina) através de
varias técnicas. Essas técnicas incluem operacdes de concentra-
cao/diafiltracdo, precipitagao/eluigao, cromatografia em coluna e filtracédo
profunda.

Apds os glicoconjugados individuais serem purificados, eles sao
compostos para formular a composicao imunogénica da presente invencgao.
formulagcao dos conjugados de polissacarideo-proteina da presente invengéao
pode ser realizada usando métodos reconhecidos na técnica. Por exemplo,
os 13 conjugados pneumocadcicos individuais podem ser formulados com um
veiculo fisiologicamente aceitavel para preparar a composi¢cao. Exemplos de
tais veiculos incluem, mas nédo estdo limitados a, agua, solugao salina tam-
ponada, polidis (por exemplo, glicerol, propileno glicol, polietileno glicol liqui-
do) e solucgdes de dextrose.

Em outras modalidades, a invengao é dirigida as formulagdes as
quais estabilizam uma composi¢ao imunogénica de peptidase C5a estrepto-
cocica (SCP), em que as formulagdes compreendem uma solugdo salina
com pH tamponado, em que o tamp&o tem um pka de cerca de 3,5 a cerca
de 6,5, um tensoativo e uma peptidase C5a estreptocécica. A peptidase C5a
€ uma protease de serina altamente conservada e é expressa em todos os
Estreptococos B-hemoliticos (por exemplo, Grupos estreptocécicos A, B, C e
G). Por exemplo, a sequéncia de nucleotideo que codifica uma peptidase
Cb5a de estreptococo do Grupo B (GBS) é 98% idéntica a sequéncia de nu-
cleotideo que codifica uma peptidase C5a de estreptococo do Grupo A
(GAS). Assim, em determinadas modalidades da inven¢ao, uma composigcao
imunogénica contra infeccdo causada por Estreptococos p-hemoliticos com=
preende um imunogénio (ou antigeno) de peptidase C5a.

Em uma modalidade particular, uma peptidase C5a da invengao é
uma peptidase C5a estreptocédcica enzimaticamente inativa (por exemplo,
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uma ou mais das variantes de SCP descritas na Patente U.S. 6.951.653,
Patente U.S. 6.355.255 e Patente U.S. 6.270.775, cada uma das quais es-
pecificamente incorporada aqui por referéncia). Em outra modalidade espe-
cifica, a SCP usada nas novas formulagdes de composi¢cao imunogénica da
invencao é clonada de um estreptococo do Grupo B. Em outra modalidade, a
sequéncia de SCP de estreptococo do Grupo B sofreu mutagdo genética
para torna-la proteoliticamente inativa (veja, por exemplo, Patentes U.S.
6.951.653; 6.355.255 e 6.270.775) e é expressa como uma proteina recom-
binante em E. coli.

Em outra modalidade, a invengdo é dirigida as formulacdes as
quais estabilizam uma composi¢cao imunogénica de proteina 2086 de N. me-
ningitidis, em que as formulagdes compreendem uma solug¢édo salina com pH
tamponado, em que o tampao tem um pka de cerca de 3,5 a cerca de 7,5,
um tensoativo € uma proteina 2086 de N. meningitidis. As proteinas 2086 de
N. meningitidis sdo codificadas por uma rede de leitura aberta (ORF) de se-
quéncia de acido nucleico identificada como "ORF 2086" (por exemplo, veja
Publicacao lhternacional No. WO 03/063766 A2 (Pedido Internacional No.
PCT/US02/32369), Publicagdo Internacional No. WO 04/094596 A2 (Pedido
Internacional No. PCT/US04/011901) e Publicagdo Internacional No. WO
04/065603 A2 (Pedido Internacional No. PCT/US04/000800), cada um espe-
cificamente incorporado aqui por referéncia). Em uma outra modalidade, a
invencao é dirigida as formulagdes que otimizam a estabilidade de antigeno
e ligacdo percentual a um adjuvante de sal de aluminio (por exemplo, AIPOy)
de uma proteina 2086 de N. meningitidis, em que as formula¢gdes compreen-
dem uma solugao salina com pH tamponado, em que o tampao tem um pka
de cerca de 3,5 a cerca de 7,5, um tensoativo, um sal de aluminio e uma
proteina 2086 de N. meningitidis. o

Todas as patentes e publica¢gdes citadas aqui sdo aqui incorpora-
das por referéncia.
E. EXEMPLOS

Os exemplos a seguir sao realizados usando métodos-padrao,

0s quais sao bem-conhecidos e rotineiros para aqueles versados na técnica,
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exceto onde de outro modo descrito em detalhes. Os exemplos a seguir sao
apresentados para fins ilustrativos e nao deverao ser construidos de qual-
quer forma como limitando o escopo da presente invengao.

EXEMPLO 1

FORMULACOES IMUNOGENICAS COMPREENDENDO Tween® 80 A
0,001%-0,05% ESTABILIZAM E PREVINEM A AGREGACAO DO IMUNO-
GENIO

O conjugado de polissacarideo-proteina usado nesse exemplo foi
um conjugado de polissacarideo pneumocécico 13-valente (13vPnC) com-
preendendo polissacarideos capsulares de S. pneumoniae sorotipos 4, 6B,
9V, 18C, 19F, 14, 23F, 1, 3, 5, 6A, 7F e 19A, cada um dos quais foi conjuga-
do a CRM;g7. Os polissacarideos capsulares foram preparados através de
métodos-padrao conhecidos por aqueles versados na técnica. resumidamen-
te, cada sorotipo de polissacarideo pneumocdcico foi crescido em um meio
baseado em soja, os polissacarideos individuais foram, entdo, purificados
através de centrifugag¢ao, precipitagao, ultrafiltracado e cromatografia em co-
luna. Os polissacarideos purificados foram quimicamente ativados para con-
jugacao e cada polissacarideo foi separadamente conjugado a proteina-
veiculo CRMg7 para formar um glicoconjugado e formulado em uma formu-
lacdo com uma unica dosagem.

A ativagao quimica dos polissacarideos e subsequente conjugag¢ao
a proteina-veiculo foram realizadas através de meios convencionais (por
exemplo, veja Patente U.S. No. 4.673.574 e 4.902.506). CRM;g; (Wyeth,
Sanford, NC) é uma variante nao toxica (isto &, toxoide) de toxina de difteria
isolada de culturas da cepa C7 de Corynebacterium diphtheria (P197) cres-
cida em casaminoacidos e meio baseado em extrato de levedo. CRM,g7 é
purificada através de ultrafiltracao, precipitagdo com sulfato de--aménio e
cromatografia de troca de ions.

Os experimentos de antigenicidade descritos abaixo foram realiza-
dosv__através de mistura das amostras de 13vPnC com um de treze antissoros
(Ab) especificos para cada um dos sorotipos de polissacarideo e deteccao
dos complexos imunes via medi¢cdes por dispersao luminosa sobre um sis-
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tema Array® 360 (Beckman Coulter, Inc.; Fullerton, CA). As medicoes de
dispersao luminosa detectadas para cada um dos treze sorotipos foram, en-
tdo, comparadas com uma curva padrao e reportadas como antigenicidade
(ng/mL).

Seringas (BD Hypak SCF®) e rolhas para seringa (BD Hypak
S_CF®) foram adquiridas da BD Biosciences (Franklin Lakes, NJ). Frascos de
boro-silicato transparentes (VWR TraceClean®, 40 mL) com vedacdes reves-
tidas de Teflon® foram adquiridos da VWR® (West Chester, PA). Polissorba-
to 80 (Tween® 80) foi adquirido da J.T. Baker (Mallinckrodt Baker, Inc.; Phil-
lipsburg, NJ). Solucdo salina tamponada era succinato (5 mM) e NaCl
(0,85%) em um pH de 5,8.

A 13vPnC foi formulada (volume total de 500 mL) em diferentes
concentragdes de tensoativo (Tween®80; 0,001%, 0,005%, 0,01% e 0,05%,
peso/volume) como segue: solugao salina a 0,85% (NaCl a 150 mM) foi adi-
cionada a um béquer de vidro Pyrex® de um litro, seguido por tampao de
succinato a 50 mM (concentracao final de 5 mM) e a 13vPnC. A concentra-
cao final de cada conjugado de sorotipo foi de 4,4 ng/mL (exceto quanto ao
sorotipo 6B, a qual era de 8,8 ng/mL). A formulagao de 13vPnC foi, entao,
dividida em cinco frascos de vidro separados (50 mL por frasco), em que
Tween® 80 a 0,0%, 0,001%, 0,005%, 0,01% ou 0,05% (peso/v) foi adiciona-
do a um dos cinco frascos e cada solucéo filtrada através de um filtro Dura-
‘pore® de 0,22 um (Millipore; Billerica, MA). Subsequentemente, 0,65 mL de
cada solucdo foram enchidos em uma seringa de vidro BD HYPAK® SCF®
de 3 mL separada com rolhas cinzas w4432 (BD Medical Pharmaceutical
Systems; Franklin Lakes, NJ) e as seringas colocadas em um agitador orbital
horizontal (60 cpm) durante 100 horas a 2°C a 8°C.

Foi observado, através de inspecao visual (dados nao mostra-
dos),.que a 13vPnC formulada na auséncia de Tween® 80 (isto &, 0,0%) co-
mecgou-=a precipitar de solugao dentro de dez minutos a 2-8°C quando de li-
geira agitacao via um agitador orbital horizontal. Em contraste, a 13vPnC
formulada em Tween® 80 a 0,001%, 0,005%, 0,01% ou 0,05% e ligeiramente
agitada a 2-8°C era estavel durante até vinte e cinco dias sem nenhum sinal
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visivel de precipitacao (dados ndao mostrados). Assim, esses dados demons-
traram que a adicao de um tensoativo (por exemplo, Tween® 80) a uma for-
mulagao de composi¢cao imunogénica intensifica a estabilidade da composi-
cao imunogénica.

Um segundo experimento de estabilidade da 13vPnC confirmou

.ainda que a adi¢ao de tensoativo a formulagao intensificou significativamente

a estabilidade da 13vPnC. Nesse experimento, a 13vPnC foi formulada com
e sem Tween® 80 a 0,05%. A 13vPnC formulada sem Tween® 80 (isto &,
0,0%) foi preparada como segue: solugdo salina a 0,85% (NaCl a 150 mM)
foi adicionada a um béquer de vidro Pyrex® de um litro, seguido por tampao
de succinato a 50 mM (concentracao final de 5 mM) e a 13vPnC, em um vo-
lume total de 500 mL. A formulagdo 13vPnC com 0,05% de Tween® 80 foi
preparada da seguinte maneira: 0,85% de solugao salina (Nacl a 0,05 mM)
foi adicionada a um béquer de vidro Pyrex® de um litro, seguido de tampao
succinato a 50 mM (concentracao final de 5mM), 0,05% de Tween®80 e o
13vPnC, em um volume total de 500 ml. A concentragéao final de cada conju-
gado de sorotipo nas formulagdes de 500 mL era de 4,4 ng/mL (exceto
quanto ao sorotipo 6B, a qual era de 8,8 ng/mL). As formulagdes de 500 mL
foram homogeneizadas via um homogeneizador com rotor/estator a 6.000
rpm (2-8°C) durante 120 minutos. O processo de homogeneizagao criou uma
interface de ar-liquido (com bolhas de ar).

A estabilidade da formulagao de 13vPnC com (Tabela 1) e sem
(Tabela 1) Tween® 80 a 0,05% foi avaliada durante um periodo de tempo de
duas horas como segue: amostras (20-30 mL) foram removidas a zero, trinta
e cento e vinte minutos das formulagcdes com Tween® 80 a 0,0% e 0,05%, as
amostras foram diluidas a 1:2 em diluente de proteina (diluente de proteina

-Array® 360 (Cat. No. 663630); Beckman Coulter Inc.; Fullerton, CA) e a anti-

genicidade de todos os treze sorotipos da 13vPnC foi avaliada (veja Tabela
1) sobre um sistema Array® 360. . -

Conforme é mostrado na Tabela 1, houve uma diminui¢ao signi-
ficativa na antigenicidade dos polissacarideos dos treze sorotipos (formula-

dos sem Tween® 80) dentro do ensaio de duas horas. Muito significativa-
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mente, contudo, a formulagdo de 13vPnC compreendendo Tween® 80 a
0,05% (Tabela 1) demonstrou estabilidade robusta sem nenhuma redugao

na antigenicidade através do ensaio de antigenicidade de.duas horas.

TABELA 1
ENSAIO DE ESTABILIDADE DE 13VPNC FORMULADA COM E SEM Twe-
en® 80

13vPnC sem Tween® 80

Sorotipo Antigenicidade Antigenicidade |Antigenicidade

0 minuto 30 minutos 120 minutos

1 4,8 pg/ml 4,2 ug/mi 2,4 pg/ml

3 4,8 pg/ml 4,1 pg/ml 1,7 pg/mi

4 5,8 yg/ml 5,0 yg/mi 3,1 pg/mi

5 3,4 yg/ml 3,0 pg/ml 2,0 pg/ml

6A 4,9 pg/ml 3,8 pg/mi 1,3 pg/ml

6B 10,0 pg/ml 5,6 pg/ml 1,4 yg/mi

7F 4,7 yg/ml 3,4 pg/ml 1,0 yg/ml

9V 5,6 pg/ml 4,7 ug/mi 2,5 pg/mi

14 7,6 pg/ml 6,4 pg/ml 3,0 pg/ml

18C 5,6 pg/mi 4,4 yg/ml 1,7 yg/mi

19A 6,4 ug/ml 4,5 pg/mi 1,9 pg/mi

19F 5,4 yg/ml 2,6 pg/ml 0,0 pg/ml

23F 4,5 pg/mil 2,8 pg/ml 0,9 pyg/ml

13vPnC com 0,05% de Tween® 80
Sorotipo Antigenicidade Antigenicidade |Antigenicidade
0 minuto 30 minutos 120 minutos

1 5,1 yg/ml 5,0 ug/mi 15,2 pg/mi

3 5,0 pg/mi 5,0 yg/ml 5,2Apg/ml

4 6,1 pg/ml . 6,1 yg/mi 6,2 ug/ml

5 3,6 pg/mi 3,6 pg/ml 3,7 pg/mi

6A 5,4 pg/mi 5,4 pg/mi 5,6 pg/mi
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|Sorotipo Antigenicidade Antigenicidade |Antigenicidade
0 minuto 30 minutos 120 minutos
6B 10,6 pg/mi 10,6 pg/mi 10,5 yg/ml
7F 5,3 pg/mi 5,2 ug/mi 5,3 yg/mi
9v 6,1 yg/mi 6,1 pg/ml 6,2 yg/ml
14 8,2 yg/mi 8,3 pg/ml 8,3 pg/ml
18C 6.2 pg/mi 6,1 pg/mi 6,2 ug/mi
19A 6,8 pg/mi 6,8 ug/mi 6,8 pg/mi
19F 6,1 ug/ml 6,2 ug/ml 6,0 pg/ml
23F 5,2 pg/ml 5,2 ug/ml 5,2 pg/mi

A formulacdo de 13vPnC/Tween® 80 foi ainda testada com rela-
cao a estabilidade contra forcas de cisalhamento elevado. Nesse experimen-
to, 100 mL de uma composicao de 13vPnC (4,4 ng/ml - sorotipos 1, 3, 4, 5,
6A, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 23F e 8,8 ug/mL de sorotipo 6B, tampao de
succinato a 5 mM, NaCl a 150 mM e 0,25 mg/mL de AIPO,) foram adiciona-
dos a trés garrafas de vidro de 250 mL compreendendo Tween® 80 a 0,0%,
0,01% ou 0,05%. As trés garrafas foram, entao, submetidas a turbilhona-
mento durante trinta minutos (2-8°C) sobre um aparelho de turbilhonamento
(Vortex-Genie® 2; Scientific Industries, Inc.; Bohemia, NY) e uma interface
de ar-liquido foi criada no ajuste de velocidade maxima. Apds trinta minutos,
amostras de 10-30 mL foram tomadas de cada garrafa, diluidas a 1:2 em
diluente de proteina Array® 360 e a antigenicidade dos treze sorotipos avali-
ada sobre um sistema Array® 360.

Conforme observado na Tabela 2, a 13vPnC formulada sem
Tween® 80 (0,0%) tinha uma diminuicdo média de 20% na antigenicidade
apos turbilhonamento. A 13vPnC formulada com Tween® 80 a 0,01% tinha
uma diminuicdo na antigenicidade oscilando de 2-10% (média de 8%) e a
13vPnC formulada com Tween® 80 a 0,05% tinha uma dimintigdo na antige-
nicidade oscilando de 0-8% (média de 3%). Assim, os dados apresentados
na Tabela 2 demonstram que a 13vPnC formulada com Tween® 80 a 0,01%
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ou 0,05% era significativamente estabilizada contra forgcas de cisalhamento,
com relacao a 13vPnC formulada na auséncia de Tween® 80.

TABELA 2

EFEITO DE ESTABILIZACAO DE TWEEN® 80 CONTRA FORCAS DE CI-
SALHAMENTO

Sorotipo |Antigeni- |Antigeni- |Antigeni- [Antigenici- |Antigenici- |Antigenici-
cidade cidade cidade dade tw80|dade tw80|dade tw80
tw80 a|tw80 a|tw80 aja 0,01% a 0,05 % a 0,05%
0,0% 0,0% 0,01% + turb. + turb.
+ turb.
1 4,7 yg/m! 3,6 pg/ml (4,8 pg/ml 14,3 pg/mi 4,7 pg/ml 4,6 pg/ml
3 4,6 pg/ml 3,4 pg/ml (4,7 pg/ml_{4,2 yg/mi 4,7 pg/ml 4,4 ug/mi
4 5,5 pg/ml_|4,4 pg/ml (5,9 ug/ml_|5,4 ug/ml 15,9 ug/ml 5,6 pg/ml
5 3,2 pyg/ml 12,5 pg/ml 3,5 pg/ml (3,2 pg/ml 3,3 pg/ml 3,3 yg/mi
6A 4,3 uyg/ml (3,6 ug/ml |4,6 pg/ml {4,5 ug/mi 4,7 ug/ml 4,8 ug/mi
6B 9,7 yg/ml 17,7 pg/ml_ 10,2 pg/ml{9,6 pg/mil 10,2 yg/mi_|10,1 pg/ml
7F 4,6 yg/ml 3,5 yg/ml (5,4 pg/ml {5,0 pyg/mi 5,4 yg/ml 5,3 ug/ml
9V 5,3 yg/ml 4,1 pg/ml |5,7 pg/ml_[5,1 yg/mi (5,6 yg/ml _ |5,3 pg/mi
14 6,8 yg/m! |5,4 yg/mi |7,3 pg/ml 16,7 yg/ml_ |7,4 yg/ml _ |6,8 pg/mi
18C 4,1 pg/mi 13,4 pg/mt 4,5 pg/ml (4,3 pg/mi 4,5 pg/ml 4,5 pg/ml
19A 5,1 pg/ml 14,2 pg/ml (5,5 pg/ml_[5,3 pg/mi 5,6 pg/ml 5,4 pg/ml
19F 4,8 yg/ml 3,6 pg/ml (5,2 pyg/ml (4,9 pg/mi 5,2 yg/mi 5,1 yg/ml
23F 3,0 yg/ml 12,4 pg/ml |3,4 pyg/ml 3,3 pg/ml 3,5 ug/ml 3,4 ug/ml
EXEMPLO 2

FORMULACOES COMPREENDENDO TENSOATIVO ESTABILIZAM E
PREVINEM A AGREGACAO DE PEPTIDASE C5A ESTREPTOCOCICA

A peptidase C5a estreptocédcica (SCP) usada nesse exemplo foi

expressa e purificada como segue. A SCP foi expressa recombinantemente
em E. coliusando um sistema induzive! por arabinose. Protocolos-padrdo de
fermentacao para E. coli usando meio definido isento de soro animal e sub-

sequente lise celular foram seguidos. SCP recombinante foi purificada da
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fracao soluvel do lisato de células através de saturagao com sulfato de amé-
nio a 60% (aproximadamente 3 M) enquanto se agitava durante 12-24 horas.
O lisato saturado foi centrifugado, o sobrenadante retido e carregado sobre
uma coluna de interagdo hidrofébica Phenyl Sepharose. O material ligado
foi, entdo, eluido com sulfato de aménio a 1 M, Tris-Cl a 20 mM, pH de 7,5,
concentrado e diafiltrado contra PBS, pH de 7,4. A SCP recombinante purifi-
cado (rSCP) foi diluida para ~10 mg/mL com PBS, pH de 7,4 e passada a-
través de um filtro Posidyne para remover a endotoxina, seguido por uma
filtracao final (0,2 mM) para esterilidade e armazenada congelada (-25°C).

A SCP purificada (55 ng/mL) foi, entdo, formulada com Tween®
80 a 0,025% ou sem Tween® 80 (0,0%) nos seguintes tampdes: tampao de
succinato a 5 mM em um pH de 6,0, tampao de fosfato a 10 mM em um pH
de 7,0, tampao de fosfato a 10 mM em um pH de 7,4 ou tampao de Trisa 10
mM em um pH de 7,5 e enchida em seringas BD Hypak SCF® separadas. As
seringas foram, entao, colocadas sobre um agitador orbital horizontal a 2-
8°C, agitadas a 180 cpm durante dois dias e a concentragdo de proteina
SCP determinadas através do ensaio de Lowry modificado.

Conforme mostrado na FIG. 1, a estabilidade da SCP foi gran-
demente intensificada quando formulada com Tween® 80. Por exemplo, a-
pos dois dias sobre o agitador orbital, a SCP formulada sem Tween® 80
(FIG. 1A) demonstrou uma diminuigao significativa (por exemplo, maior do
que 90%) na concentragao de SCP em cada um dos tampdes testados. Con-
tudo, conforme mostrado na FIG. 1B, a adicao de Tween® 80 a 0,025% as
formulacoes tampdes com SPC, antes de serem colocadas no agitador orbi-
tal durante dois dias, inibiu completamente a perda de SCP a qual foi obser-
vada na FIG. 1A.

A estabilidade ao armazenamento da formulacdo de SCP/Tween®
80 (0,025%) foi também avaliada a 25°C e 37°C durante oito semanas e seis
semanas, respectivamente (dados nao mostrados). Resumidamente, a SCP
(200 ng) foi formulada em tampao de succinato ou tampéo de fosfato como
segue: tampédo de succinato (5 mM, pH de 6,0) ou tampao de fosfato (15
mM, pH de 7,4), NaCl a 0,9% e Tween® 80 a 0,025%. A estabilidade das
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formulacées de SCP/Tween® 80 foi avaliada através de HPLC por excluséo
de tamanho, ensaio de proteina total de Lowry modificado e inspec¢éao visual
para precipitacdo. Foi observado nesse estudo que as formulagdes de
SCP/Tween® 80 (em qualquer tamp&ao) eram completamente estaveis a
25°C e 37°C durante todo o estudo de estabilidade (isto é, até oito semanas
€ seis semanas, respectivamente).
EXEMPLO 3
A INFLUENCIA DO MEIO RECIPIENTE SILICONIZADO SOBRE A ESTABI-
LIDADE DE 13vPnC

Experimentos anteriores indicaram (dados nao mostrados) que

composicoes imunogénicas de 13vPnC precipitaram e agregaram quando
enchidas em seringas de vidro de boro-silicato Becton Dickinson® (BD) Hy-
pak Tipo 1 pronta para uso (dose uUnica) tratadas com silicone Dow Corning®
grau médico DC 360 e revestidas com rolhas isentas de latex West 4432/50
(clorobutila) e tampa EZ Tip West 7025/65 (mistura sintética de isopreno
bromobutila; West Pharmaceutical®, Lionville, PA). Nesses experimentos, a
13vPnC foi formulada em tampao de succinato a 5 mM contendo NaCl a
0,85% e 4,4 ng/ml de S. pneumoniae sorotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 7F, 9V, 14,
18C, 19A, 19F e 23F e 8,8 ug/ml de S. pneumoniae sorotipo 6B, com e sem
0,25 mg/ml de fosfato de aluminio como um adjuvante. Foi observado que,
na auséncia de AIPQg4, os particulados de 13vPnC eram prontamente obser-
vaveis enquanto que, na presenga de-AlPO,4, os particulados de 13vPnC e-
ram significativamente diminuidas e mais dificeis de detectar.

No presente exemplo, uma série de recipientes e componentes de
vedagéo (isto €, meios recipientes) foram examinados para identificar quais
componentes estavam induzindo ou contribuindo para a formacgéo de parti-
culas de 13vPnC. Os meios recipientes testados compreendiam seringas,
rolhas e frascos e sdo listados abaixo na Tabela 3. As rolhas BD e West lis-
tadas na Tabela 3 foram siliconizadas, usando-o processo de Huber ou Jar.

o processb de Huber de siliconizagao é mais controlado e propor-
cionou 30 a 60 ng/cm? de silicone sobre a superficie da rolha, enquanto que

o processo de siliconizagdo de Jar resultou em 150 a 300 ng/cm? de silicone
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sobre a superficie da rolha. Baseado em calculos tedricos, cerca de 15% da .
area de superficie da rolha sdo expostos ao produto na seringa sugerindo
que, para os processos de Huber e Jar, entre 4,5 a 9 ug e 22,5 a 45 ug de
silicone sao extraiveis das rolhas, respectivamente.
Materiais
O silicone era Dow Corning® 360 Medical Fluid 1000 centistokes

(lote No. 0001846266). A 7vPnC foi formulada em tampao de succinato a 5
mM contendo NaCl a 0,85% e 4,4 ug/ml de S. pneumoniae sorotipos 4, 9,
14, 18C, 19F e 23F e 8,8 ng/ml de S. pneumoniae sorotipo 6B, com e sem
0,25 mg/mi de fosfato de aluminio. A 13vPnC foi formulada em tampao de
succinato a 5 mM contendo NaCl a 0,85% e 4,4 ug/ml de S. pneumoniae
sorotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F e 23F e 8,8 ng/ml de S.
pneumoniae sorotipo 6B, com e sem 0,25 mg/ml de fosfato de aluminio. S.
pneumoniae sorotipo 6B monovalente foi formulado (tampédo de succinato a
5 mM contendo NaCl a 0,85%, sem fosfato de aluminio) em uma concentra-
cao de 61 ng/ml para simular a concentragao total de sacarideo das formula-
¢oes de 13vPnC.
Métodos

A 7vPnC e 13vPnC foram formuladas conforme descrito acima e
35 ml de uma dada formulagédo foram adicionados a uma garrafa Nalgene®
de 250 ml transparente. Em cada garrafa Nalgene®, os componentes do
meio recipiente listados na Tabela 3 foram adicionados. As garrafas Nalge-
ne® foram, entdo, colocadas sobre um Agitador Orbital Labline® e agitadas
durante a noite a 50 rpm. Os resultados sao resumidos na Tabela 3.

Aparéncia visual. As garrafas Nalgene® contendo cada um dos

componentes de meio recipiente foram mantidas com luz fluorescente no
laboratério. Um trajeto de um feixe de luz (efeito de Tindel) passando através
das amostras permitiu a deteccao de particulados.

Ensaio de proteina. A proteina total e proteina ligada ao aluminio

foram determinadas através de medi¢cdo da concentragdo de proteina total
na composigao imunogénica formulada e da proteina associada ao pélete de

aluminio, respectivamente (uma aliquota da composicao imunogénica foi
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centrifugada e o pélete foi ressuspenso em solugao salina). Ensaios foram
realizados usando o ensaio de proteina de Lowry modificado de Pearce (ca-
talogo # 23240) com albumina de soro bovino como um padrao.
RESULTADOS

Na primeira série de experimentos, as composi¢des imunogéni-

cas de 13vPnC foram formuladas com AIPO, e expostas a uma série de
meios recipientes listados abaixo na Tabela 3. Foi evidente a partir dos da-
dos (Tabela 3) que os componentes do meio recipiente que foram tratados
com Oleo de silicone induziram a formacao de particulas brancas. Em con-
traste, nenhuma particula foi detectada na presencga das rolhas Daikyo® nao
siliconizadas (Daikyo Seiko, Ltda., Japao) e frascos Schott (Schott North
America Inc.; Lebanon, PA).

TABELA 3

EFEITO DE DIFERENTES COMPONENTES DO MEIO RECIPIENTE SO-
BRE A 13vPnC, FORMULADA SEM AIPO, '

Componentes do meio recipiente Numero de compo-|Aparéncia (ins-
nentes de meio reci-|pecao visual)

piente adicionados

Controle - 13vPnC sem AIPQ, Nenhum Sem particulado

Rolhas de Si cinza BD Hypak BSCF 1-3[10 Particulados
ml 4432/50 WWD

Rolhas de Si cinza processadas por Hu-{10 Particulados
ber BD Hypak BSCF 1-3 ml 4432/50

Rolhas prontas para esterilizar West 890 |10 Particulados
Rolhas de Si cinza BD Hypak BSCF 1-3|10 Particulados

ml W4416/50 1000 WWD _

Rolhas Helvoet 6213 10 Particulados
Rolhas para frasco Daikyo (rolhas par;l 10 Sem particulado

émbolo D777-1 B2-40 F451)

Corpos de seringa BD Hypak BSCF 1-3(4 Particulados

ml LLA EZGTC W7025/65
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Componentes do meio recipiente Numero de compo-(Aparéncia (ins-
nentes de meio reci-|pec¢ao visual)

piente adicionados

Rolhas Hypak NSCF 1-3 ml 4023/50 B2-{10 Sem particulado
40 Daikyo
Seringa E-Z Tampa com Ponta de Aper-[{10 Sem particulado

to W7025/65 EZ IITC

Frascos de vidro de 2 ml, 13 mm Schott|4 Sem particulado
Tipo 1

Oleo de silicone (Dow Chemical Medical|500 mL (1,43%) Particulados
Grade 360)

Seringas Schott TopPac 4 Sem particulado

O S. pneumoniae sorotipo 6B monovalente foi escolhido como
um modelo para o 13vPnC e foi formulado a 61,6 ug/ml (sem AIPOy4) para
simular a concentracao total de sacarideo na formulagao 13vPnC. Silicone
(fluido Médico Dow Corning 360) foi adicionado a aliquotas do 6B monova-
lente formulado na faixa de 2 ppm a 100 ppm. As misturas foram colocadas
em um agitador orbital Labline® por 2 horas a 50 rpm como indicado abaixo
na tabela 4, particulados brancos fibrosos foram observados em todas as
concentragdes de silicone (Si).

TABELA 4
EFEITO DA CONCENTRACAO DE SILICONE SOBRE A FORMACAO DE
PARTICULADOS

Concentracao de silicone Aparéncia (inspecao visual)

2 ppm (1 pl de Si a 500 mL de Formulagé&o) Particulados brancos semelhantes

a fibra

5 ppm (2,5 ul de Si a 500 mL de Formulagado) |Particulados brancos semelhantes

a fibra

10 ppm (5 pl de Si a 500 mL de Formulacéo) |Particulados brancos semelhantes

a fibra

15 ppm (7,5 ul de:Si a 500 mL de Formulagao) [Particulados brancos semelhantes
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Concentracao de silicone Aparéncia (inspecao visual)

a fibra

20 ppm (10 ul de Si a 500 mL de Formulagao) |Particulados brancos semelhantes

a fibra

100 ppm (2 pl de Si a 20 mL de Formulagdo) |Particulados brancos semelhantes

a fibra

A quantidade de silicone em formulagdes de 13vPnC (sem Al-
PQO,) foi também examinada. A concentragao de silicone foi determinada a-
través de Espectroscopia por Emissdo de Plasma DC (dados nao mostra-
dos). Nesse método, o conteudo de 25 seringas foi succinado e extraido
com duas porcoes de 50 ml de.uma mistura de ciclohexano/éalcool isopropili-
co. Os extratos foram combinados e evaporados. O residuo foi solubilizado e
testado conforme os métodos existentes para determinagao de silicone em
rolhas de borracha. Os resultados indicaram que entre 15,8 e 19,0 ug de
silicone sao extraiveis de cada seringa. Essa quantidade corresponde a
2,7% a 3,3% de silicone.

Em uma série de experimentos distintos, nos quais a 13vPnC foi
formulada na presenca de recipiente e submetida ao mesmo meio recipiente
apresentado na Tabela 3, foi elucidado que o silicone e a proteina "livre"
(13vPnC) em solugcdo eram responsaveis pela formacao dos particulados
(dados ndo mostrados). Analise por FTIR das particulas também indicou que
os particulados consistiam em proteina e silicone (dados nao-mostrados).
Foi determinado, nesses experimentos, que cerca de 85% da 13vPnC esta-
vam ligados ao AIPO4, em que os 15% restantes eram 13vPnC livre (nao
ligada ao AIPO,) em solugdo. Em contraste, foi observado que a 7vPnC for-
muladé com AIPQ, estava 100% ligada ao AIPO4 (dados nao mostrados).

Para elucidar o efeito da polissacarideo-proteina livre sobre a
formacao de particulas, 25 ml de ambos 13vPnC e 7vPnC foram transforma-
dos em aliquota e transferidos_ﬁa'ra um tubo para centrifuga de 50 ml. As
amostras foram centrifuga&as dt;rante 10 minutos a 3.000 rom e o sobrena-
dante foi cuidadosamente extraido e transferido para uma garrafa Nalgene®.
Dez rolhas siliconizadas (ARoIhas 4432) foram adicionadas a cada garrafa e
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colocadas sobre o agitador orbital a 50 rpm. Apds inspegéao visual cuidado-
sa, foi observado que o sobrenadante de 7vPnC nao exibia formagao de par-
ticulado, desse modo, permanecendo claro e incolor. Contudo, 0 sobrena-
dante de 13vPnC comecgou a mostrar baixos niveis de particulados na quarta
hora de observacao (dados ndo mostrados). Esse resultado sugeriu que o
polissacarideo-proteina em solugdo, em conjunto com silicone, é responsa-
vel pela formagao dos ﬁ;aniculados.

Para elucidar adicionalmente a contribuicdo do polissacarideo-
proteina livre em solugao para a formagao de particulados, sorotipos 4 e 6B
monovalentes de S. pneumoniae foram formulados em uma concentragao de
proteina oscilando de 25 ng/ml a 200 ug/ml na auséncia e na presenca de
AIPO4. Dez rolhas siliconizadas (Rolhas 4432) forém colocadas em cada
formulacdo as quais foram, entdo, colocadas sobre 6 agitador orbital a 50 rpm.
Conforme indicado abaixo na Tabela 5, particulados brancos semelhantes a
fiora foram observados para ambos os sorotipos monovalentes em todas as
concentragoes de proteina na auséncia de AIPO,. Contudo, na presenca de
AlIPQ,, particulados foram detectados em menores concentragdes para o soro-
tipo 4 (100 ng/ml) versus sorotipo 6B (200 ng/ml), dados nao mostrados.

TABELA S

EFEITO DA CONCENTRACAO DE PROTEINA SOBRE A FORMACAO DE
PARTICULAS

Aparéncia (inspecao visual)
Sem AIPO, Com AIPO,

25 ug/mL de 6B Particulados brancos semelhan-{Sem particulados
tes a fibra |

50 ug/mL de 6B Particulados brancos semelhan-[{Sem particulados
tes & fibra

75 ug/mL de 6B F’articuyl‘ados brancos semelhan-|Sem particulados
tés a fibra

100 ng/mL de 6B Particulados brancos semelhan-[Sem particulados
tes a fibra
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Aparéncia (inspecao visual)

Sem AIPO, Com AIPO,
200 ng/mL de 6B Particulados brancos semelhan-(Particulados bran-
tes a fibra cos semelhantes a
fibra

25 ug/mL de Tipo 4 |Particulados brancos semelhan-|Sem particulados
tes a fibra

50 ug/mL de Tipo 4 |Particulados brancos semelhan-{Sem particulados
tes a fibra

75 ng/mL de Tipo 4 |Particulados brancos semelhan-{Sem particulados

tes a fibra

100 ug/mL de Tipo 4 |Particulados brancos semelhan-|Particulados bran-

tes a fibra cos semelhantes a

fibra
200 ug/mL de Tipo 4 |Particulados brancos semelhan-|Particulados bran-
tes a fibra cos semelhantes a

fibra

EXEMPLO 4
ADJUVANTES DE ALUMINIO INIBEM A FORMACAQ DE PARTICULADOS
DE 13vPnC NA PRESENCA DE MEIOS RECIPIENTES SILICONIZADOS

Conforme apresentado acima no Exemplo 3, uma composigdo

imunogénica de 13vPnC é uma formulagdo liquida compreendendo 4,4
ng/ml de S. pneumoniae sorotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F,
23F e 8,8 ng/mL de tipo 6B em tampao de succinato a 5 mM (pH de 5,8) e
NaCl a 0,85%, a qual também pode ser formulada com ou sem um adjuvante
(por exemplo, um adjuvante de aluminio). A 13vPnC pode também ser for-
mulada com ou sem um adjuvante, tal como 0,25 mg de aluminio/ml| de fos-
fato de aluminio (AIPQOg). Foi observado no Exemplo 3 que a 13vPnC formu-

lada sem AIPO, e enchida em seringas Hypak SCF® (revestidas com émbo-

los Hypak) falhou na inspec¢éo visual em virtude da observacao de particula-
dos, em que outros estudos revelaram que os particulados eram, em parte,
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um resultado de interacdes de polissacarideo-proteina com silicone. No e-
xemplo a seguir, seringas (e émbolos) de varios vendedores foram avaliados
com formulagdes de 13vPnC, em que as condi¢des de transporte € manipu-
lagao foram simuladas via agitagéo (descrito abaixo).
Materiais

A 1§anC foi formulada em tampao de succinato a 5 mM con-
tendo NaCl a 0,85% e 4,4 ug/ml de S. pneumoniae sorotipos 1, 3, 4, 5, 6A,
7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F e 23F ¢ 8,8 ng/ml de S. pneumoniae sorotipo 6B,
com e sem 0,25 mg/ml de fosfato de aluminio. Os meios recipientes testados
sao listados abaixo na Tabela 6.
TABELA 6
MEIOS RECIPIENTES

Meio recipiente Descricao

1 Seringas Vetter Tipo 1 de vidro nédo tratado{Formato com 1 ml de com-

primento

2 Seringas Schott TopPac® | Seringas plasticas

3 Seringas BD Baked do Tipo 1 de vidro ndo|0,1 mg de silicone/corpo
tratado

4 Seringas BD Baked do Tipo 1 de vidro nao|0,04 mg de silicone/corpo
tratado

5 Seringas BD de alta viscosidade do Tipo 1|Seringas de 2,25 ml, 12500
de vidro n&o tratado cst de silicone

6 Séringas BD de alta viscosidade do Tipo 1|Seringas de 1,0 ml, 12500
de vidro nao tratado cst de silicone

7 Seringas BunderGlas, PS2 Tipo 1 de vidro|0,056 mg de silicone/corpo
nao tratado

8 Seringas BunderGilas, PS4 Tipo 1 de vidro|0,14 mg de silicone/corpo
nao tratado

1 Embolos West 4023/50 Flurotec® B2-40 _|Embolos Flurotec®

2 Embolos West 4023/50 Flurotec® B2-40 _|Embolos Flurotec®
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Meio recipiente ' Descricao

1 13vPnC com AIPQO, em seringas BD Hy-|Controle positivo, alto teor
pak com émbolos pronto para uso West|de silicone
4432 e tampas 7025/65 EZ Tip

2 13vPnC com AIPO, em seringas nao sili-|Controle negativo, n&o tra-
conizadas com émbolos West 4023/50|tado com silicone

Flurotec® B2-40

Métodos

Formulacdao e procedimento de enchimento. Listada abaixo
na Tabela 7 esta a receita para uma formulagao de 2 litros de 13vPnC. Re-
sumidamente, a solucao salina a 0,85% foi primeiro adicionada a um béquer
de vidro, seguido pelo tampédo de succinato a 5 mM (pH de 5,8) e, entao,
sequencialmente, cada um dos conjugados de sorotipo de S. pneumoniae. A
formulacgao foi, entdao, gentilmente misturada sobre uma placa de agitagao e
fitrada através de uma unidade de filtro Millipore® de 0,22 um. Para a for-
mulacdo compreendendo AIPO4, o AIPO4 (concentragao final de 0,25 mg/mi)
foi, entdo, adicionado e a formulagdo gentilmente misturada. As seringas de
teste foram, entao, enchidas (0,58 ml/seringa) e tampadas com émbolos.

Simulacao de transporte via agitacdao. Um aparelho de turbi-
Ihonamento VWR® Signature Digital Multitube (Catalogo No. 14005-826) foi
usado para agitar as amostras. As seringas enchidas com 13vPnC foram
colocadas horizontalmente e fixadas pelas duas placas de suporte do apare-
Iho de turbilhonamento. As amostras foram mantidas na posi¢ao horizontal e
agitadas a 500 rpm no modo de pausa a 2-8°C durante vinte e quatro horas.

Nefelometria. As antigenicidades sorotipo-especificas foram
determinadas através de um ensaio de nefelometria de taxa usando anticor-
pos tipo-especificos. Para 13vPnC com AIPQ,, o fosfato de aluminio foi so-
lubilizado atra\(és da adicdo de NaOHa1N a solugédo foi imediatamente neu-

tralizada pela adigéd‘ de acido citrico a 1M para 13vPnC sem AIPO4, nenhum

_procedimento de solubilidade e neutralizacéo foi realizado. O ensaio mede a

taxa de alteracao da intensidade de dispersao de luz derivada do complexo

de anticorpo-antigeno formado na amostra usando um nefeldmetro Beckman
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Componente Tam. de|Conc. Vol. |{Conc. Re-|13vPnC com|13vPnC sem
lote (L) |[(mg/mL) querida AIPO, AIPO,
(ug/mL) Volume (mL) |Volume
(mL)
sorotipo 1 2.000 0,506 4,4 17,39 17,39
sorotipo 3 2.000 0,256 4,4 34,38 34,38
sorotipo 4 2.000 0,530 4.4 16,60 16,60
sorotipo 5 2.000 0,515 4,4 17,09 17,09
sorotipo 6A 2.000 0,519 4,4 16,96 16,96
sorotipo 6B 2.000 0,489 8,8 35,99 35,99
sorotipo 7F 2.000 0,500 4.4 17,60 17,60
sorotipo 9V 2.000 0,521 4,4 16,89 16,89
sorotipo 14 2.000 0,518 4,4 16,99 16,99
sorotipo 18C 2.000 0,509 4.4 17,29 17,29
sorotipo 19A 2.000 0,511 4,4 17,22 17,22
sorotipo 19F 2.000 0,520 4,4 16,92 16,92
sorotipo 23F 2.000 0,511 4.4 17,22 17,22
Tampao .de suc-|2.000 50,0 5000 200,0 “1200,0
cinato em solugao
salina a 0,85%,
pH de 5,8
AIPO, 2.000 3,250 250 153,85 NA
Solucao salina 2.000 NA NA 1387,62 1541,46 -

RESULTADOS

-

Nesse estudo, seringas de diferentes vendedores, tendo diferen-

tes niveis de silicone (Tabela 6) foram submetidas a condicdes de agitacao

controladas. A antigenicidade total de cada sorotipo foi medida através do

ensaio de Nefelometria para amostras pré-agitacao e pods-agitacao. A perda
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de antigenicidade apds agitagao (percentual) foi calculada e é mostrada nas
figura 2 a figura 7.

Antes do estudo, as condi¢bes de agitacao foram otimizadas
baseado na perda de antigenicidade dos dois controles: (1) o controle com
pior caso (controle positivo, alto teor de silicone; FIG. 2) e (2) o controle com
melhor caso (controle negativo, sem silicone; FIG. 3). As condi¢des foram,
entéo,d’otimizadas de modo que a perda de antigenicidade fossé baixa no
controle positivo, ainda detectavel no controle negativo. Isso foi para assegu-
rar que a agitacdao nao fosse muito fraca para produzir precipitacdo nas se-
ringas, nem muito forte, de - modo que a precipitagcdo poderia ser causada por
outros fatores que nao a interagao com silicone (por exemplo, através de
forcas de cisalhamento). Assim, agitagdo a 500 rpm (modo de pausa) duran-
te vinte e quatro horas foi escolhida como a condi¢ao de agitacdo mais ade-
quada, enquanto que uma temperatura de 2-8°C e uma posigao horizontal
foram usadas para simular as condi¢des no transporte e manipulagdo do
produto em tempo real.

Os resultados do estudo sao resumidos como segue: as maiores
perdas de antigenicidade da 13vPnC formulada com AIPO4 ocorreram nas
seringas com maiores niveis de silicone (dados ndo mostrados). Por exem-
plo, das seringas listadas na Tabela 6, a seringa BD Hypak (controle 1), a
seringa BD Baked (seringa 3; 0,1 mg de silicone), a seringa BD de alta vis-
cosidade (seringa 5) e a seringa BunderGlas PS4 (seringa 8, 0,14 mg de
silicone) tinham, cada uma, um ou mais dos sorotipos de 13vPnC com mais
de 10% de perda de antigenicidade. As menores perdas de antigenicidade
da 13vPnC formulada com AIPO,4 ocorreram nas seringas com menores ni-
veis de silicone. Por exemplo, as seringas Vetter (FIG. 4) e as seringas plas-
ticas Schott TopPac (FIG. 5) eram mais similares as seringas nao siliconiza-
das (FIG. 2), ambas demonstrando menores perdas de antigenicidade para
13vPnC formulada com AIPOa. -

| A influéncia do fosfato de aluminio sobre a estabilizacdo da .
13vPnC e inibicdo da formagao de particula na presenca de seringas silico-

nizadas foi analisada em experimentos usando 13vPnC formulada com e
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sem 0,25 mg/ml de AIPO4, em que foram usadas seringas BD Baked com
baixo teor de silicone (seringa 4 na Tabela 6) e as seringas BunderGlas PS2
com baixo teor de silicone (seringa 7 na Tabela 6). As seringas BD Baked
com baixo teor de silicone (0,04 mg de silicone/corpo) tinham tipicamente,
menos de 10% de perda de antigenicidade para os sorotipos de 13vPnC
formulados com AIPO, (FIG. 6A), enquanto que a perda de antigenicidade
para os sorotipos de 13vPnC formulados sem AIPO, (FIG. 6B) tinham per-
das de antigenicidade oscilando de 5% (sorotipo 1) até cerca de 50% (soro-
tipo 23F). As seringas BunderGlas SP2 com baixo teor de silicone (0,056 mg
de silicone/corpo) tinham uma perda de antigenicidade de menos de 5-8%
(dependendo do sorotipo) para 13vPnC formulada com AIPO, (FIG. 7A), en-
quanto que a perda de antigenicidade para os sorotipos de 13vPnC formula-
dos sem AIPO, (FIG. 7B) oscilava de cerca de 5% a cerca de 30% (depen-
dendo do sorotipo).

Assim, esses dados, tomados juntos, indicam que: (1) a perda
de antigenicidade de 13vPnC foi maior nas seringas com maiores niveis de
silicone e (2) a 13vPnC formulada sem AIPO, sustentou maiores perdas de
antigenicidade do que a 13vPnC com AIPO4 em todas as seringas testadas.
EXEMPLO 5
FORMULACOES COMPREENDENDO TENSOATIVO OTIMIZAM A LIGA-
CAO DE _PROTEINAS ANTIGENICAS MENINGOCOCICAS A ADJUVAN-
TES DE SAL DE ALUMINIO

A proteina 2086 de N. meningitidis recombinante lipidada

(rI_P2086) usada nesse exemplo foi expressa e purificada como segue. A
ri_P2086 foi expressa recombinantemente em E. coli utilizando uma sequén-
cia lider nativa. Protocolos-padrao de fermentagao para E. coli usando meio
definido isento de soro animal e subsequente lise celular foram seguidos.
Proteina 2086 de N. meningitidis recombinante lipidada foi purificada a partir
do pélete-de membrana com Tris-HCl a 50 mM/EDTA a 5 mM/sarcosila a
1%, pH de 8. Esse extrato de sarcosila foi ajustado com Zwittergent 3-14
(Z3-14) a 1% e submetido a dialise contra um excesso de 30 vezes de Tris-
HCl a 50 mM/EDTA a 5 mM/Z3-14 a 1%. O extrato de rl_P2086 submetido a
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dialise foi precipitado com etanol a 90% para remover a sarcosila restante er
solubilizado com Tris-HCl a 50 mM/EDTA a 5 mM/Z3-14 a 1%, pH de 8. Ma-
terial insoluvel foi removido através de centrifugagcdo, o sobrenadante foi
passado sobre uma coluna de cromatografia de troca de anions e rl_P2086
foi coletada na fracao néao ligada. O material ndo ligado foi, entao, submetido
a dialise duas vezes contra um excesso de 30 vezes de NaAc a 25 mM/Z3-
'14 a 1%, pH de 4,5 e passado sobre uma coluna de cromatografia de troca
de cations. A rl_P2086 foi eluida com um gradiente de NaCl a 0-0,3 M e ar-
mazenada congelada (-25°C).

A rl_P2086 purificada foi, entao, formulada com NaCl a 150 mM,
Tween®80 a 0,020%, 0,25 mg/mL de AIPO,4 e nos seguintes tampdes: tam-
pao de fosfato a 10 mM em um pH de 7,0 e tampé&o de succinato a 5 mM em
um pH de 6,0. A Tabela 8 compara o percentual de ligacdo de proteina ao
adjuvante AIPO,.
TABELA 8
LIGACAO DE RLP2086 AO ADJUVANTE

Tampao , Conc. Total de|Proteina ligada
proteina a AlIPOy4 (%)
(ug/mL)
Tampéao de fosfato a 10 mM, pH de 7,0{400 68

contendo NaCl a 150 mM, 0,02% de polis-
sorbato 80 e 0,25 mg de Al/mL de AIPO,

120 82

Tampao de succinato a 5 mM, pH de 6,0{400 81
contendo NaCl a 150 mM, 0,02% de polis-
sorbato 80 e 0,25 mg de A/mL de AIPO,

120 100
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REIVINDICACOES

1. Formulacao, a qual estabiliza um conjugado de polissacari-
deo-proteina, caracterizada pelo fato de que compreende: (i) uma solugéo
salina com pH tamponado, em que o tampao tem um pka de cerca de 3,5 a
cerca de 7,5, (ii) um tensoativo e (iii) um ou mais conjugados de polissacari-
deo-proteina.

2. Formulacao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que a formulacao de conjugado de polissacarideo-proteina esta
compreendida em um meio recipiente selecionado de um ou mais do grupo
consistindo em um frasco, uma rolha para frasco, uma vedagao para frasco,
uma vedacgao de vidro, uma vedagdo de borracha, uma vedacéo plastica,
uma seringa, uma rolha de seringa, um émbolo de seringa, um frasco, um
béquer, um cilindro graduado, um_fermentador, um biorreator, tubulagao, um
tubo, um saco, um pote, uma ampola, um cartucho e uma caneta descarta-
vel.

3. Formulagcao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que o meio recipiente ¢é siliconizado.

4. Formulagao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que o tampao é succinato em uma concentracéao final de 1 mM a
10 mM e um pH de 5,8 a 6,0. |

5. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que o tensoativo € polissorbato 80.

6. Formulagao de acordo com a reivindicagao 5, caracterizada
pelo fato de que a concentracao final do polissorbato 80 na formulagao é de
pelo menos 0,01% a 10% de polissorbato 80 em peso/volume da formula-
¢ao.

7. Formulaga@o de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo fato de que o conjugado de polissacarideo-proteina compreende um ou
mais polissacarideos pneumocacicos.

8. Formulacdo de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo fato de que ainda compreende um ou mais polissacarideos meningoco-

cicos, uma ou mais proteinas antigénicas meningocécicas ou uma combinagao
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dos mesmos.

9. Formulagado de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada
pelo fato de que ainda compreende um ou mais polissacarideos estreptocé-
cicos, uma ou mais proteinas antigénicas estreptocécicas ou uma combina-
¢ao dos mesmos.

10. Formulagao de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo fato de que a formulagdo de conjugado de polissacarideo-proteina é
uma formulacao de conjugado pneumocécico 7-valente (7vPnC) compreen-
dendo um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 4 conjugado a um poli-
peptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 6B con-
jugado a um polipeptideo de CRM,g97, um polissacarideo de S. pneumoniae
sorotipo 9V conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de
S. pneumoniae sorotipo 14 conjugado a um polipeptideo de CRMyg7, um po-
lissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 18C conjugado a um polipeptideo de
CRM,97, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 19F conjugado a um
polipeptideo de CRM;97 € um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 23F
conjugado a um polipeptideo de CRM;o7.

11. Formulacao de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo fato de que a formulacao de conjugado de polissacarideo-proteina é um
conjugado pneumocdcico 13-valente (13vPnC) compreendendo um polissa-
carideo de S. pneumoniae sorotipo 4 conjugado a um polipeptideo de
CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 6B conjugado a um
polipeptideo de CRM,g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 9V
conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um polissacarideo de S. pneumo-
niae sorotipo 14 conjugado a um polipeptideo de CRM,g7, um polissacarideo
de S. pneumoniae sorotipo 18C conjugado a um polipeptideo de CRMg7, um
polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 19F conjugado a um polipeptideo
de CRM,g97, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 23F conjugado a
um polipeptideo de CRM,g97, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 1
conjugado a um polipeptideo de CVRM197, um polissacarideo de S. pneumo-
niae sorotipo 3 conjugado a um polipeptideo de CRM,g7, um polissacarideo

de S. pneumoniae sorotipo 5 conjugado a um polipeptideo de CRM;g7, um
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polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 6A conjugado a um polipeptideo
de CRM,g7, um polissacarideo de S. pneumoniae sorotipo 7F conjugado a
um polipeptideo de CRMg7 € um polissacarl’deo de S. pneumoniae sorotipo
19A conjugado a um polipeptideo de CRMg7.

12. Formulagado de acordo com a reivindicagao 1, caracterizada
pelo fato de que a formulagao ainda compreende um adjuvante.

13. Formulagao de acordo com a reivindicagao 12, caracterizada
pelo fato de que o adjuvante é fosfato de aluminio.

14. Formulagdo, a qual estabiliza uma composi¢cao de peptidase
Cbha estreptococica (SCP), caracterizada pelo fato de que compreende: (i)
uma solugdo salina com pH tamponado, em que o tampao tem um pka de
cerca de 3,5 a cerca de 6,5, (ii) um tensoativo e (iii) uma peptidase C5a es-
treptocdcica.

15. Formulagao de acordo com a reivindicagédo 14, caracterizada
pelo fato de que a formulagdo de SCP esta compreendida em um meio reci-
piente selecionado de um ou mais do grupo consistindo em um frasco, uma
rolha para frasco, uma vedacao para frasco, uma vedag¢ao de vidro, uma
vedacgao de borracha, uma vedacgao plastica, uma seringa, uma rolha de se-
ringa, um émbolo de seringa, um frasco, um béquer, um cilindro graduado,
um fermentador, um biorreator, tubulagcao, um tubo, um saco, um pote, uma
ampola, um cartucho e uma caneta descartavel.

16. Formulagao de acordo com a reivindicagao 15, caracterizada
pelo fato de que o meio recipiente é siliconizado.

17. Formulagdo de acordo com a reivindicagao 14, caracterizada
pelo fato de que o tampao é succinato em uma concentragao finalde 1 mM a
10 mM e um pH de 5,8 a 6,0.

18. Formulagao de acordo com a reivindicagdo 14, caracterizada
pelo fato de que o tensoativo é polissorbato 80.

19. Formulacao de acordo com a reivindicagao 18, caracterizada
pelo fato de que a concentragao final do polissorbato 80 na formulagéo é de
pelo menos 0;0'1 % a 10% de polissorbato 80 em peso/volume da formula-

¢ao.
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20. Formulacao de acordo com a reivindicagéao 14, caracterizada
pelo fato de que a composicdo de SCP ainda compreende um ou mais poli-
peptideos selecionados do grupo consistindo em um polipeptideo estrepto-
cécico, um polipeptideo pneumocdcico, um polipeptideo meningocdcico e
um polipeptideo estafilocdcico.

21. Formulacdo de acordo com a reivindicagao 14, caracterizada
pelo fato de que a composi¢do de SCP ainda compreende um ou mais polis-
sacarideos selecionados do grupo consistindo em um polissacarideo estrep-
tocdeico, um polissacarideo pneumocdcico, um polissacarideo meningococi-
co e um polissacarideo estafilococico.

22. Formulagio de acordo com a reivindicagao 14, caracterizada
pelo fato de que a formulagédo ainda compreende um adjuvante.

. 23. Formulagéo de acordo com a reivindicagdo 22, caracterizada
pelo fato de que o adjuvante é hidréxido de aluminio, fosfato de aluminio ou
sulfato de aluminio.

24. Formulagdo, a qual inibe a agregagéo induzida por silicone
de um conjugado de polissacarideo-proteina compreendido em um meio re-
cipiente siliconizado, caracterizada pelo fato de que compreende: (i) uma
solucao salina com pH tamponado, em que o tamp&o tem um pka de cerca
de 3,5 a cerca de 7,5, (ii) um sal de aluminio e (iiij) um ou mais conjugados
de polissacarideo-proteina.

25. Formulagéo de acordo-com a reivindicagao 24, caracterizada
pelo fato de que o tampao é succinato em uma concentragéo final de 1 mM a
10 mM e um pH de 5,8 a 6,0.

26. Formulagao de acordo com a reivindicagao 24, caracterizada
pelo fato de que ainda compreende polissorbato 80 (Tween® 80), em que a
concentracgao final do polissorbato 80 na formulagdo é de pelo menos 0,01%
a 10% de polissorbato 80 em peso/volume da formulagéao.

27. Formulacao de acordo com a reivindicagao 24, caracterizada
pelo fato de que o conjugado de polissacarideo-proteina compreende um ou
mais polissacarideos pneumocdcicos.

28. Formulagéé de acordo com a reivindicagao 24, caracterizada
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pelo fato de que ainda compreende um ou mais polissacarideos meningoco-
cicos, uma ou mais proteinas antigénicas meningocécicas ou uma combina-
cao dos mesmos.

29. Formulagéo de acordo com a reivindicagao 24, caracterizada
pelo fato de que ainda compreende um ou mais polissacarideos estreptoco-
cicos, uma ou mais proteinas antigénicas estreptocécicas ou uma combina-
¢cao dos mesmos.

30. Formulagio de acordo com a reivindicagéo 24, caracterizada
pelo fato de que a formulagdo ainda compreende um adjuvante.

31. Formulagio a qual inibe a agregac¢éao induzida por silicone de
uma composicédo de peptidase C5a estreptocdcica (SCP) compreendida em
um meio recipiente siliconizado, caracterizada pelo fato de que compreende
(i) uma solugédo salina com pH tamponado, em que o tamp&o tem um pka de
cerca de 3,5 a cerca de 6,5, (ii) um tensoativo e (iii) uma peptidase C5a es-
treptocdcica. '

32. Formulacgao de acordo com a reivindicagdo 31, caracterizada
pelo fato de que o tampao é succinato em uma concentragéo finalde 1 mM a
10 mM e um pH de 5,8 a 6,0.

33. Formulag¢édo de acordo com a reivindicagao 31, caracterizada .
pelo fato de que ainda compreende polissorbato 80 (Tween® 80), em que a
concentracéo final do polissorbato 80 na formulagédo é de pelo menos 0,01%
a 10% de polissorbato 80 em peso/volume da formulagao.

34. Formulagdo de acordo com a reivindicagdo 31, caracterizada
pelo fato de que a composigdo de SCP ainda compreende um ou mais poli-
peptideos selecionados do grupo consistindo em um polipeptideo estrepto-
cécico, um polipeptideo pneumocdcico, um polipeptideo meningocdcico e
um polipeptideo estafilocécico.

35. Formulacdo de acordo com a reivindicagao 31, caracterizada
pelo fato de que a composicdo de SCP ainda compreende um ou mais polis-
sacarideos selecionados do grupo consistindo em um polissacarideo estrep-
tocécico, um polissacarideo pneumocécico, um polissacarideo meningococi-

co e um polissacarideo estafilocdcico.
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36. Formulagao de acordo com a reivindica¢do 31, caracterizada
pelo fato de que a formulagao ainda compreende um adjuvante.

37. Formulagédo, a qual estabiliza uma composi¢cédo de proteina
2086 de N. meningitidis, caracterizada pelo fato de que compreende (i) uma
solucéo salina com pH tamponado, em que o tampao tem um pka de cerca
de 3,5 a cerca de 7,5, (ii) um tensoativo e (iii) uma proteina 2086 de N. me-
ningitidis.

38. Formulagédo de acordo com a reivindicagao 37, caracterizada
pelo fato de que o tensoativo é polissorbato 80. |

39. Formulagdo de acordo com a reivindicagao 37, caracterizada
pelo fato de que a formulagdo ainda compreende um adjuvante de sal de
aluminio.

40. Formulacao, a qual inibe a agregag¢ao induzida por silicone
de uma composicao de proteina 2086 de N. meningitidis compreendida em
um meio recipiente siliconizado, caracterizada pelo fato de que compreende
(i) uma éolugéo salina com pH tamponado, em que o tampao tem um pka de
cerca de ?;,5 a cerca de 6,5, (ii) um tensoativo e (iii) uma proteina 2086 de N. '

meningitidis.
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RESUMO

 Patente de Invengio: "FORMULAGOES AS QUAIS ESTABILIZAM CONJU-

GADOS DE POLISSACARIDEO-PROTEINA, COMPOSIGOES DE PEPTI-.
DASE C5A ESTREPTOCOCICA E COMPOSIGAO DE PROTEINA 2086 DE
N: MENINGITIDIS, BEM COMO FORMULAGOES QUE INIBEM A AGRE-

‘GAQ[\O‘ INDUZIDA POR SILICONE DE UM CONJUGADO DE POLISSACA-

RIDEO-PROTEINA, A AGREGAQAO INDUZIDA POR SILICONE DE UMA
COMPOSIQAO DE PEPTIDASE C5A ESTREPTOCOCICA EA AGREGAQAO B

INDUZIDA POR SILICONE DE UMA COMPOSI(}AO DE PROTEINA 2086 DE .

N. MENINGITIDI” _ S

A presente mvengao refere- se a uma neceSS|dade contmua na
técnica para melhorar a estabilidade de composrgoes imunogénicas, tais
como ‘conjugados de pollssaca(ldeo protelna e imunogénios_de proteln_a. A
invengao se refere amplémente as novas formulagdes as quais estabilizai'n
e inibem a precnpltagao de composngoes imunogénicas. Mais partlcularmen-
te, a.invengao. descnta aquu antes se dmge a uma necessudade na técnica
por formulag:oes as quals estabilizam e inibem a formagdo de partlcula (por

- exemplo agregagao precnpltagao) de composugoes imunogénicas. as -quais
sao processadas desenvolvndas formuladas fabricadas e/ou armazenadas .

em meios recipientes, tais como fermentadores, blorr_eatores, frascos, sacos,

~ seringas, rolhas de borracha, tubulagéo e similares. -
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