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(57) Resumo: METODOS PARA A PREPARACAO DE
CONJUGADOS IMUNOGENICOS MULTI VALENTES COMPLEXQOS A
presente invencdo refere-se a métodos para a preparagdo de
conjugados imunogénicos multivalentes complexos que incluem a
reagao simultédnea de diversos polissacarideos imunogénicos distintos
com pelo menos uma proteina para a produgdo dos conjugados
imunogénicos multivalentes complexos. A reagéo simultanea envolve a
reagao de um grupo hidra- zida em um reagente com um grupo éster
de aldeido ou cianato no outro reagente
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CAMPO DA INVENCAO |
A presente invengao refere-se aos métodos para a produgéo de

conjugados imunogénicos multivalentes, e aos conjugados feitos por tais
métodos. |

'REIVINDICACAO DE PRIORIDADE

10

15

Este pedido de patente reivindica o beneficio do Pedido U.S.
Provisério N° 60/783.490, depositado em 17 de margo de 2006, que & aqui
incorporado por referéncia em sua totalidade. |
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido de patente estd relacionado com o WO
2005/014037 depositado em 6 de agosto de 2004, e WO 2005/037320, de-

positado em 6 de agosto de 2004, ambos aqui incorporados por referéncia -

em suas totalidades.

20

25

30

ANTECEDENTES DA INVENCAQO

Polissacarideos bacterianos (PSs) sdo antigenos T- |
independentes que induzém imunidade de curto prazo em criangas mais ve-
lhas e em adultos, mas frequentemente ndo em criangas mais jovens. PSs
sao incapazes de se ligar as moléculas do complexo de histocompatibilidade
principal, 0 que é necessario para a apresentagao de antigeno e estimulagao
de linfocitos T auxiliares. PSs sdo capazes de estimular linfécitos B para a
producd@o de anticorpos sem o auxilio de linfocitos T auxiliares. Em conse-
qléncia da estimulagdo T-independente dos linfécitos B, hd uma auséncia
de memoéria de indugado apos imunizagao por esses antigenos.

Antigenos polissacaridicos T-indepéndentes podem ser conver-
tidos em antigenos T-dependentes por adesdo covalente dos polissacari-
deos as moléculas de proteina. Células B que se ligam ao componente po-
lissacaridico da vacina conjugada podem ser ativadas por células. T auxilia-
res especificas para peptideos que sao parte da'pr'oteina veiculo conjugada.
A resposta de células T auxiliares & proteina veiculo serve para aumentar a
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produgao de anticorpos ao 'polissacarl’deo} Vacinas conjugadas-PS sdo hi-
bridos de polissacarideo-proteina formados pela adesdo covalente de uma
proteina a um PS. A modificagdo quimica do PS antes da adeséo ¢ tipica-
mente necessaria, pois a maioria dos PSs bacterianos nativos néo pode ser
ligada quimicamente a uma proteina sem primeiro passar por alguma modifi-
cac¢do quimica ("ativagdo"). |

A adesao a proteina faz com.que os PSs tenham acesso a pro-
priedadé imunolégica de diversos epitopos de células T da proteina. Esses

epitopos de células T interagem com células T auxiliares CD4, facilitando

enormemente uma resposta de anticorpo ao polissacarideo anexado. A res-
posta dependente de célula T auxiliar a um conjugado resulta tanto em anti-
corpos sericos 1gG quanto em memoria imunoldgica, até mesmo em crian-
cas peq'uenas, por exemplo, criangas abaixo de dois anos de idade. Adicio-
nalmente, a imunogenicidade do ‘PS-conjugado, em contraste com o PS na-

tivo, € menos dependente do tamanho do PS conjugado. Consequentemen-

te, conjugados preparados com PS ou oligossacarideos podem ter imunoge-

nicidade similar. ‘

Ha muitas reagées de conjugacgao que foram empregadas para a
ligagdo de forma covalente de polissacarideos a proteinas. Trés desses mé-
todos mais comumente empregados incluem: 1) aminagéo redutiva, em que
0 grupo aldeido ou cetona em um compdnente,da reagao reage com O grupo
amino ou hidrazida no outro componente, e a ligagao dupla C=N formada é
subsequientemente reduzida a uma ligagdo simples C-N por um agente redu-
tor; 2) conjugacao por cianilagdo, em que o polissacarideo é ativado por
brometo de cianogénios (CNBr) ou por tetrafluoroborato de 1-ciano-4- dimeti-
lamoniopiridinio (CDAP) para a introdugao de um grupo cianato ao grupo
hidroxila, que forma uma ligagdo covalente com o grupo amino ou hidrazida
mediante a adigdo do componente protéico; e 3) uma reagao de carbodiimi-
da, em que a carbodiimida ativa o grupo carboxila em um componente da
reagao de conjugagéo, e o0 grupo carbonila ativado reage com o grupo amino
ou hidrazida no outro componente. Essas reagdes também sdo frequente-

mente empregadas para ativar os componentes do conjugado, antes da rea-
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¢cao de Conjugagéo.
As vacinas conjugadas de Haemophilus influenzae tipo b (Hib)

representam as primeiras vacinas conjugadas de PS-proteina produzidas

para uso clinico. Robbins e outros em 1980 utilizaram o processo biotecno-
l6gico de anexag¢&o quimica de sacarideos de Hib aos veiculos.pfotéicos, um
conceito desenvoivido 50 anosvar'\tes. Vide Avery et al., J. Exp. Med. 1929;
50: 533-SSO; Schneerson et al, J. Exp. Med. 1980; 152: 361-376. Ha agora

~quatro vacinés conjugadas de Hib diferentes Iicenciadas nos Estados Uni-

dos, cada uma diferente e cada uma possuindo suas préprias caracteristicas
fisicas, quimicas e imuholégicas, como resumido na Tabela A. Foi publicada
uma revisao detalhada da quimica de conjugacao e do controle de qualidade
usados nessas vacinas. Vide Kniskem et al., "(Conjugation: design, chemis-
try, and analysis" em Ellis et al., "Development and clinical uses of Haemo-
philus b conjugate vaccinnes". Nova York: Marcel Dekker, 1994: 37-69.
Tabela A

Vacina* Tamanho do sa- | Proteina veiculo | Espagador (vin-
_ | carideo _ _ culador)
PRP-D (Con- | Polissacarideo | Toxoéide diftérico | Espagador de 6
naught) carbonos (ADH)
HbOC (Wyeth- | Oligossacarideo | Proteina diftérica | Nenhum (amida)
Dederle) (CRM)
PRP-OMPC = | Pequeno polis- | Proteina menin- | Tioéter (bigené-
(Merck) sacarideo gococica rica)
PRP-T (Aventis | Polissacarideo | Toxéide tetanico | Espagador de 6
Pasteur) carbonos (ADH)

0 primeiro conjugado de Hib comercial, conjugado de fosfato de
polirribosilribitol - toxdide diftérico (PRP-D), consiste em PS de Hib com ta-
manho parcialmente reduzido anexado por meio de um espagador de seis
carbonos, diidrazida de écido adipico (ADH), ao toxdide diftérico com o uso
do o procedimento de Schneerson et al., J. Exp. Med. 1980; 152: 361-376. O
derivado de ADH do toxdide diftérico foi obtido nesse método por reagéo
com ADH na presencga de cloridrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etil car-
bodiimida (EDC). O PS de Hib foi entéo ativado por criagao de grupos ciana-
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to nos grupos hidroxila com o uso de CNBr. O PS ativado foi conjugado ao
ADH-toxdide (conjugagdo por cianilagao), mas 0 processo criou uma ligagao
instavel, e o conjugado tinha solubilidade problemas.

A quimica de co'njug'agé'o de Robbins foi postériormente modifi-
cada de forma que o espac¢ador de ADH é adicionado primeiro ao polissaca-
rideo, que é entdo conjugado a proteina'purificada na presenga de EDC (re-
acdo de carbodiimida). Vide Chu et al., Infect. 'Immun. 1983; 40: 245-256;
Schneerson et al. Infect. Immun. 1986, 52: 519-528. Essa modificagdo au-
mentou a eficiéncia da conjugacao e a solubilidade do produto. A vacina
Conjugada de fosfato de polirribosilribitol - proteina tetanica (PRP-T) utiliza a
quimica aperfeigoada para ligar de forma covalente o polissacarideo de Hib
ao toxéide tetanico (vide Tabela 1). |

A vacina de conjugado de toxdide diftérico mutante com reagdo
cruzada com fosfato de polirriboéilribitol (PRP-CRM), também denominado
conjugado de oligossacarideo de Haemophilus b (HbOC), ndo contém PS de

‘Hib. Em vez disso, ela utiliza oligossacarideos de cerca de 20 unidades de

repeticao derivados pdr oxidacdo com periodato da funcionalidade glicol na
porgao ribitol. Os oligossacarideos oxidados sao entao anexados diretamen-
te a CRMg7, uma forma mutante atdxica de toxina diftérica na presenga de

_cianoboroidreto de sodio (aminagdo redutiva). Vide Anderson et al., J. Im-

munol. 1989; 142: 2.464-8; e Anderson, Infect. Immun. 1983, 39: 233-238.
Nesse método de conjugacéo, verificou-se que a proporg¢éo de oligossacari-
deo para proteina era critica para a resposta de anticorpo 6tima. Vide Knisk-
ern et al., "Conjugation: design, chemistry, and analysis" em Ellis et al., "De-
velopment and clinical uses of Haemophilus b conjugate vaccinnes". Nova
York: Marcel Dekker, 1994: 37-69; Anderson et al., J. Immunol. 1989; 142:
2.464-8. -

Comparadaé com outras vacinas conjugadas de Hib, a vacina
conjugada de polissacarideo de Hib-complexo de proteinas da membrana
externa de Neisseria meningitidis (PRP-OMPC) possui vérias propriedades
Unicas. O transportador protéico ndo é um componente da vacina de difteria,
tétano e pertussis (DTP), mas consiste em vesiculas da membrana externa
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meningdcécica com Iipopolissacaﬁdeos removidos as quais sdo anexados
PS de Hib com tamanho reduzido por' meio de uma ligagao tioéter. Vide
Marburg et al., J. Amer. Chem. Soc. 1986; 108: 5.282-5287; Kniskern et al.,
"Conjugation: deéign, chemistry,vand analysis" em Ellis et al., "Development
and clinical uses of Haemophilus b conjugate vaccinnes". Nova York: Marcel
Dekker, 1994: 37-69; Anderson et al., J. Immunol. 1989; 142: 2.464-8. Nesse
prbcesso, vinculadores separados s30 anexados tanto a. proteina quanto ao

- polissacarideo de Hib, seguido por fusdo dos vinculadores, para formar uma
- ligagao tioéter.

Neisseria rheningitidis € uma causa importante de meningite e
sepsis ’bacterianas em todo o mundo. Meningococos patogéniéos sdo enve-
lopados por uma céapsula de polissacarideo que é anexada a superficie da
membrana externa do organismo. Treze sorogrupos diferentes de meningo-
cocos foram identificados com base na especificidade imunolégica do polis-
sacarideo capsular (Frasch, C. E., et al. 1985). Desses treze sorogrupos,
cinco causam a maioria das doengas meningocdcicas; esses incluem os so-
rbgrupos A, B, C, W135 e Y. O sorogrupo A é responsavel pela maior parte
das doengas epidémicas. Os sorogrupos B, C e Y causam a maior parte das |
doencas endémicas e de surtos localizados. As defesas do hospedeiro con-
tra mehingococos invasivos dependem da bacteridlise mediada por comple-
mento. Os anticorpos séricos que sdo responsaveis pela bacteridlise media-
da por complemento sao dirigidos, em grande parte, contra o polissacarideo
capsular externo. |

~As vacinas convencionais baseadas no polissacan’deo meningo-
cécico despertam uma resposta imunolégica contra o polissacarideo capsu-
lar. Esses anticorpos sao capazes de bacteridlise mediada por complemento .
dos meningococos sorogrupo especificos. As vécinas_ de polissacarl’deo me-
ningocécico demonstraram ser eficazes em criangas e adultos. No entanto, a
eficacia era limitada em criancas pequenas e criangas jovens, e as doses
subsequentes do polissacarideo em populagdes mais jovens despertaram
uma resposta de reforgo fraca ou ausente. |

Foram émpregadas diversas abordagens para ativagdo do PS



meningocdcico e para conjugagdo, como resumido na Tabela B. Cada modo
de ativacao possui o potencial para alterar epitopos importantes, até mesmo
quando relativamente poucos sitios sdao ativados na molécula de PS. A ati-
vagao com periodato do PS ‘meningocécico do grupo C,.por exemplo, produz
a quebra da cadeia, com a geracao de unidades de sacarideos menores
com grupos aldeido terminais que poderh ser ligadas a proteina por meio de
aminacgao redutiva. Richmond et al., J. Infect. Dis. 1999; 179: 1.569-72.

Tabela B

Método Tamanho | Proteina Espaga- Proc_edime‘nto Usada
' do sacari- | veiculo dor em seres
deo humanos
N2 1 Reduzido | Toxéide | Nenhum | Forma de aldeido Nao
Aminacgao tetanico de PS combinada '
redutiva - com proteina na
presenga de cia-
no-boroidreto de
_ sodio
Ne 2 "Nativo = | Toxéide | Nenhum | PS e proteina Nao
Carbodii- tetanico combinados na
mida - ' presenca de car-
bo-diimida, e de-
pois bloqueados
. , com etanolamina
Ne 3 Oligos- | CRMyg; | Acido | Terminal redutivo | Sim
Ester ativo® | sacarideo adipico | aminado do oli- '
| | gos-sacarideo
conjugado a pro-
teina por acido
adipico (NHS).
Ne 4 Reduzido | CRM;g7; | Nenhum | Forma de aldeido Sim
Aminagao de PS combinada
redutiva com proteina na
presencga de cia-
no-boroidreto de
sédio
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Método Tamanho |Proteina| Espaga- | Procedimento Usada

do sacari- | veiculo dor em seres
deo ' humanos
Ne 5 De-OAc- | Toxdide | Nenhum | Forma de aldeido|  Sim
Aminagéo PSP tetanico de PS combinado
redutiva ' A | com proteinana |

presencga de cia-
no-boroidreto de
sodio

" a. Diéster de hidroxisuccinimida de acido adipico

" b. PS de deacetililato s6 relatado para grupo menvingocécico c

Estudos iniciais sobre a produgdo e otimizagdo de conjugados
méningocécicos do grupo C foram relatados bem antes da comercializagao
dos conjugados de Hib. Vide Beuvery et al., Infect. Inmun. 1982; 37: 15-22;
Beuvery et al., Infect. Immun. 1983'; 40: 39-45; Beuvery et al., J. Infect. - 1983;
6: 247-55; Jennings, et al., J. Immunol. 1981; 127: 1.011-8.

Duas metddologias diferentes de conjugacdo foram relatadas

. para ligacdo quimica do PS do grupo C a um transportador protéico. Vide

Jennings et al., J. Immunol. 1981; 127:1011-8; Beuvery et al., Infect. Immun.
1983; 40: 39-45. A primeira abordagem emprega PS despolimerizado parci-
almente, que é ativado por criagdo de grupos aldeido terminais por meio da
oxidagdo com periodato (Método N° 1 na Tabela 2). Os aldeidos s&o entao
reagidos por meio de aminagao redutiva com grupos amino livres na protei-
na, principalmente lisinas, na presenga de cianoboroidreto de sédio. Vide
Jennings et al., J. Immunol. 1981; 127: 1.011-8. Nesse método, a ativagao
ocorre em um sitio especifico de des-O-acetilagdo no PS do grupo C.
~ A segunda abordagem utiliza a reacdo de carbodiimida (Método
N¢ 2 na Tabela 2) paraligar de forma covalente grupos carboxilicos no PS
de alto peso molecular aos grupos e-amino de lisina na proteina veiculo. Os
sitios de ativagdo nesse método sdo mais aleatérios, comparado com a ati-
vagao com periodato. | |
Os conjugados meningocécicos do grupo C préparadOs por es-
ses dois métodos foram avaliados em animais. Vide Beuvery et al., Dev.
Biol. Stand. 1986; 65: 197-204; e Beuvery et al., J. Infect. 1983; 6:247-55. Os
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conjugados estimularam respostas tanto células T-independentes quanto
células T-dependentes com a imunizag¢ao inicial. Vide Beuvery et al., J. In-
fect. 1983; 6. 247-55. Estudos demonstraram que o PS deve, no entanto,
estar ligado de forma covalente a proteina veiculo pafa inddzir uma resposta
de anticorpos de célula T-dependente. ,

Os primeiros meningocécicoé do grupo A e do grupo C conjuga-
dos a serem usados em experimentos clinicos foram preparados por Chiron
Vaccines e foram relatados em 1992 (Método N© 3'na'TabeIa 2). Vide Cos-

tantino et al., Vaccine 1992; 10: 691- 8. O método de conjugacéo era basea-

do na ativagéo seletiva do grupo terminal de pequenos oligossacarideos
produzido por hidrélise de acido leve, seguida por acoplamento a uma prote-
ina por meio de um espagador de hidrocarboneto. O mutante atéxico da to-
xina diftérica, CRM, foi usado como o transportador protéico. Para ativar os

oligossacarideos para conjugag¢do, um grupo amino era adicionado a extre-

" midade do oligossacarideo, e depois reagido com o N-hidroxissuccinimida

diéster de acido adipico para criar um éster ativo. Esse éster ativo foi entao
ligado de forma covalente aos grupos €-amino de lisina na proteina CRM;gy,
criando o conjugado. |

~ Métodos convencionais para a preparagao de vacinas conjuga-
das de PS-proteina nao utilizam quimica de hidrazida na reagio de conjuga-

- ¢ao de aminagao redutiva, muito embora hidrazida na forma de ADH tenha

sido usada na ativacdo do polissacarideo. Esses métodos de técnicas esta-
belecidas utilizam grupos €-amino de residuos de lisina na proteina para re-
acao com grupos funcionais em PSs ativados, por exemplo, grupos aldeido
(aminagdo redutiva) e grupos carboxila. A eficiéncia da reagéo é baixa, tipi-
camente apenas cerca de 20%. A reagdo também requer dois a trés dias
para que a conjugacgao esteja completada, necessitando do uso de etapas
de purificacdo para separar 0 conjugado do PS nao-reagido. Vide Guo et al.
"Protein-polysaccharide conjugation" em: Pollard et al., "Methods in Molecu-
lar Medicine", Vol. 66: "Meningococcal Vaccines: methods and Protocols",
Humana Press, Totowa, NJ, 2001, pg 49-54. Ha diversas explanagdes que
foram propostas para os baixos rendimentos observados. Primeiro, o grupo
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£-amin6 de lisina (pKa = 1 0,5) pbssui baixa reatividade nas condi¢des de
conjugagao (pH 6,5-7,4). Vide Inman et al., Biochemistry 1969; 8. 4074-
4.082. Em s_égundo lugar, a maioria dos métodos de conjugacdo emprega
toxéides como as proteinas veiculo. Os toxoides s&o derivados de toxinas
por detoxificagdo com formaldeido, que se combina com os giupos amino-
das toxinas, deixando um ndmero limitado de grupos amino disponivel para
a Conjugagéo. Em terceiro lugar, a solubilidade reduzida da proteina ativada

~edo Conjugado proteina-PS resultantes pode levar a précipitagéo.

Conseqijentemente, sdo desejados métodos para sintese e fa-
bricagdo de vacinas cdnjugadas de polissacarideo-proteina em altos rendi-
mentos. Também séo desejaveis métodos nos quais a reagao evolua em
uma taxa rapida, com producdo reduzida de subprodutos indesejados, € com
quantidades reduzidas de proteina e polissacarideo nao-reagidos permane-
cendo ao final da reagao. _

As vacinas baseadas em PSs existentes sdo de uso limitado em

criangas jovens e nao fornecem protegdo duradoura em adultos. Dessa for-

ma, existe a necessidade de uma vacina conjugada de prdteina-PS capaz

de conferir protecdo de longo prazo contra doengas em criangas e adultos
em risco para o desenvolvimento de, por exemplo, meningite bacteriana,

pneumonia, tétano e outras infecgdes bacterianas. Os conjugados proteina-

PS da modalidade preferida' podem ser empregados para a preparacgdo de

formulagbes de vacina capazes de conferir prote¢ao de longo prazo as cri-

angas pequenas, criangas e adultos. |

A administracdo de vacinas muItivaIentes’(ou combinadas), que

contém vacinas multiplas, se tornou mais prevalecente recentemente em

fungdo das vantagens econdmicas e logisticas, além de uma melhor aceita- -
¢ao do paciente na aplicagdao no campo. Tendéncias similares estdo ocor-
rendo para as vacinas conjugadas. Exemplos tipicds desse tipo de vacina
conjugada combinada s&o Prevnar (Wyeth Lederle), a vacina pneumocdécica
conjugada heptavalente, e Menactra (Aventis Pasteur), a vacina conjugada

meningocdcica tetravalente.
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SUMARIO DA INVENCAO
~ Séo aqui descritos métodos para a produgdo de conjugados i-
munogénicos multivalentes complexos, incluindo vacinas conjugadas.

Em uma modalidade, é descrito um método para a produgao de
um conjugado imunogénico multivalente complexo, que compreende:

- reagdo de diversos polissaéarideos imunogénicos distintos com
um agente oxidante, resultando em uma mistura' de diversos polissacarideos
imunogénicos distintos ativados por aldeido;

- reagao de pelo menos uma proteina com hidrazina, carboidra-
zida, cloreto de hidrazina, uma diidrazida, ou uma mistura destas, sob condi-
¢Oes suficientes para produzir uma solugao de pelo menos uma proteina
ativada por hidrazida; , |

- contato da mistura dos diversos polissacarideos imunogénicos
distintos ativados por aldeido corh pelo mends uma proteina ativada por hi-
drazida em um pH de cerca de 5 a cerca de 8, de tal forma que os diversos

‘polissacarideos imunogénicos ativados por aldeido distintos simultaneamen-

te.reajam com pelo menos uma proteina ativada por hidrazida, resultando
em um conjugado multivalente complexo que inclui pelo menos uma ligagéo
dupla C=N formada entre cada polissacarideo imunogénico distinto anexado
e a proteina; e ,

- redugao de substancialmehte todas as ligagdes duplas C=N do
conjugado multivalente complexo em ligagdes C-N, resultando em um produ-
to conjugado imunogénico multivalente complexo. | |

Em uma modalidade adicional, é descrito um método para a
produgéo de um conjugado imunogénico multivalente complexo, que com-
preende:

- reag¢do de diversos pdlissacan’deos imunogénicos distintos com
um agente de cianilagao, resultando em uma mistura de diversos polissaca-
rideos imunogénicos ativados por cianato distintos;

- reagédde pelo menos uma proteina com hidrazina, carboidra-
zida, dicloreto de hidrazina, uma diidrazida, ou uma mistura destas, sob con-
dicdes suficientes para produzir uma solugao de pelo menos uma proteina
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ativada por hidrazida; e
- contato da mistura dos diversos polissacarideos imunogénicos

-ativados por‘ cianato distintos com pelo menos uma proteina ativada por hi-

drazida em um pH de cerca de 6 a cerca de 8, de tal forma que os diversos
polissacarideos imunogénicos ativados por cianato distintos simultaneamen-
te reajam com pelo menos uma proteina ativada por hidrazida, resultando

em um conjugado imunogénico multivalente complexo que inclui pelo menos

-uma ligagéo C-N formada entre cada polissacarideo 'imunogénico distinto

anexado e a proteina.

Em outra,rhodalidade, é descrito um método para a produgéo de
um conjugado imunogénico multivalente complexo, que compreende:

- reagcdo de uma proteina com 1-amino-2,3-propanodiol (ADPQO)
na presenca de cloridrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etil carbodiimida em
um pH de cerca de 6 a cerca de 7, resultando em uma solugao de uma pro-
teina modificada por ADPO;

- 'reagéo da proteina modificada pbr ADPO com um agente oxi-
dante, resultando em uma solugdo de uma proteina ativada por aldeido;

- contato de uma mistura dos diversos polissacarideos imunogé-'
nicos ativados por hidraZida distintos com a proteina ativada por aldeido em
um pH de cerca de 5 a cerca de 8, de tal forma que os diversos polissacari-
deos imunogénicos_ativados. por hidrazida distintos simultaneamente reajam
com pelo menos uma proteina ativada por aldeido, resultando em um conju-
gado multivalente complexo que inclui pelo menos uma ligacdo dupla C=N
formada entre cada polissacarideo imunogénico distinto anexado e a protei-
na; e

- redugdo de substancialmente todas as ligagoes duplas C=Ndo
conjugado multivalente complexo em ligagdes C-N, resultando em um produ-
to conjugado imunogénico multivalente complexo.

Também sdo aqui descritos métodos para a preparagao de uma
proteina ativada por hidrazida, que compreendem:

- reacéo de uma proteina com hidrézina,- carboidrazida, cloreto

de hidrazina, uma diidrazida, ou uma mistura destas, na presenca de: (i)
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uma carbodiimida e (ii) pelo menos um aminoacido, pelo menos um pepti-
deo, ou uma mistura de pelo menos um aminoacido e pelo menos um pepti-
deo.

Uma modalidade adicional aqui descrita para a producao de um
conjugado imunogénico multivalente complexo inclui:

(a) o contato de pelo menos um primeiro polissacarideo imuno-
génico ativado por aldeido distinto com pelo mehos uma proteina ativada por

hidrazida, sob condi¢des suficientes para formar um primeiro intermediario

conjugado, dev tal forma que se forme pelo menos uma ligacdo dupla C=N

entre o primeiro polissacarideo imunogénico distinto e a proteina;

(b) o contato de pelo menos um segundo polissacarideo imuno-
génico ativado por aideido distinto com o primeiro intermediério conjugado,
de tal forma que se forme pelo menos uma ligagdo dupla C=N entre o se-
gundo polissacarideo imunogénicb distinto e a proteina; e

(c) redugao de substancialmente todas as ligagdes duplas C=N
em ligagdes C-N, resultando em um produto conjugado imunogéhico multiva-
lente complexo (a redu'géo é, de preferéncia, uma etapa unica, de tal forma
que toas as Iigégées duplas C=N sejam substancialmente reduzidas simul-
taneamente); _

_ em que a reatividade do primeiro polissacarideo imunogénico
ativado por aldeido distinto com a proteina ativada por hidrazida € menor do
que a reatividade do segundo polissacarideo imunogénico ativado por aldei-
do distinto com a proteina ativada por hidrazida. |

Os objetivos, caracteristicas e vantagens citados anteriormente
e outros ficardo mais evidentes a partir da descricdo detalhada que sera a-
presentada a seguir, que prossegue com referéncia as figuras anexas.
BREVE DESCRICAQ DOS DESENHOS '

Figura 1 - Perfis de HPLC (280 nm, por uma coluna Superose 6)
de produto de ativagéo de toxoide tetanico (TTH) com hidrazina ou diidrazida
de acido adipico (ADH), catalisada por varias concentragoes de' EDC e tem-
pos de reagdo. As condigdes de reagao sao: (A) hidrazina, EDC a 24 mM por
4 horas; (B) hidrazina, EDC a 12 mM, de um dia para o outro; (C) ADH, EDC
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a 36 mM por 4 horas; (D) ADH, EDC a 48 mM por 2 horas. O produto possui
peso molecular muito alto para passar através da coluna e ndo mostra sinal
de TTH no pérfil (A). No perfil (B), somente uma pequena fragao do produto
passa através dé coluna e mostra um pico-sombra para TTH em 34 minutos.
Nos perfis (C) e (D), o produto passa através da coluna e mostra um pico.
para TTH em 34 minutos. ‘

| Figura 2 - Perfis de HPLC (280 nm, por uma coluna Superose 6)

~de produto de ativagdo de toxdide tetanico (TTH) com hidrazina ou diidrazida
- de acido adl’pico (ADH), catalisada por varias concentragoes de EDC na pre-

senga de diferentes concentragbes de lisina e tempos de reagado. As condi-
¢Oes de reagao s&o: (A) hidrazina, 24 mM de EDC, 36 mM lisina por 2 horas;
(B) hidrazina, EDC a 12 mM, lisina a 144 mM por 2 horas; (C) ADH, EDC a
12 mM, lisina a 36 mM po’r 1 hora; e (D) ADH, EDC a 12 mM, lisina a 72 mM
por 4 horas. Somente uma pequena fragdo do produto passa através da co-

luna e mostra um pico-sombra em 34 minutos no perfil (A). O produto passa

através da coluna e mostra um pico importante em 34 minutos para moné-

mero e um pico menor em 31 minutos para dimero nos perfis' (B), (C) e (D).

Figura 3 - Perfis de HPLC (280 nm, por uma coluna Superose 6) |
de produto de ativagao dé toxodide tetanico (TTH) com hidrazina ou diidrazida
de acido adipico (ADH), catalisada por varias concentragdes de EDC na pre-
senca de acido glutémico a 72 mM por varios tempos de reagdo. As outras
condi¢des de reagao sao: (A) hidrazina, EDC a 24 mM por 1 hora; (B) hidra-
zina, EDC a 48 mM por 1 hora; (C) ADH, EDC a 24 mM por 1 hora; e (D)
ADH, EDC a 48 mM por 2 horas. O produto passes atr_avés da coluna e mos-
tra um pico importante em 34 minutos para mondmero e um pico menor em
31 minutos para dimero.

Figura 4 - Perfis de HPLC (280 nm, por uma coluna Linear Wa-
ters Ultrahidrogel) de (A) toxéide tetanico ativado (TI'H) e (B) conjugado mul-
tivalente polissacarideo-toxdéide tetanico combinado sintetizado (Conj.) pfe-
parado pelo método de conjugagdo A. Mediante conjugagdo a mistura de
polissacarideo ativado, o sinal de proteina muda'def peso molecular baixo
(17,5 minutos) para peso molecular alto (13,5 minutos).
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Figura 5 - Detec¢ao por ELISA do componente de polissacari-

deo conjugado contido na vacina conjugada multivalente combinada sinteti-
zada (B) na Figura 4. Apenas espécies que contém protel’na (ou seja, conju-
gados e TTH livre) nas frag6es de HPLC aderiram a placa de ELISA durante
revestimento. Os polissacarideos conjugados foram subseqlentemente de-
tectados por anti-soros especificos para' cada respectivo PS, mas nao rea-
gem de forma cruzada com o toxdide tetanico. Foi detectado um pico impor-
tante em 12-15 minutos superpondo o sinal de proteina de (B) na Figura 4
para todos os quatro polissacarideos. '
" Figura 6 - Perfis de HPLC (280 nm, por uma coluna Linear Wa-
ters Ultrahidrogel) de (A) toxdide tetanico ativado (TTH) e (B) conjugado mul-
tivalente polissacarideo-toxdide tetanico combinado sintetizado (Conj.) pre-
parado pelo método de conjugac¢do B. Mediante conjugacao a mistura de
polissacarideo ativado, o sinal dé proteina muda de peso molecular baixo
(17,5 minutos) para peso molecular alto (13,5 minutos). Havia algum TTH
livre nao-conjugado restante na mistura de produto.

Figura 7 - 'Detecgéo por ELISA do componente de polissacari-
deo conjugado 'na vacina conjug_ada multivalente combinada sintetizada de
(B) na Figura 6. Apenas espécies que contém proteina (ou seja, conjugados
e TTH livre) das fracdes de HPLC aderiram a placa de ELISA durante reves-
timento, e os polissacarideos conjugado.s foram subsequlentemente detecta-
dos por anti-soros especificos para cada respectivo PS, mas eles néo rea-
gem de forma cruzada com o toxéide tetanico. Foi detectado um pico impor-
tante em 12-15 minutos superpondo o sinal de proteina de (B) na Figura 6
para todos os quatro polissacarideos. '

Figura 8 - Perfis de HPLC (280 nm, por uma coluna Linear Wa-
ters Ultrahidrogel) de (A) toxdide tetanico ativado (TTH) e (B) conjugado mul-
tivalente polissacarideo-toxdide tetdnico combinado sintetizado (Conj.) pre-
parado pelo método de conjugacao C. Mediante conjugacdo a mistura de
polissacarideo ativado, o sinal de proteina muda de peso molécular baixo
(17,5 minutos) para peso molecular alto (13,5 minutos). Havia algurh TTH
livre ndo-conjugado restante na mistura de produto.
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Figura 9 - Detecgao por ELISA do componente de polissacari-
deo conjugado na vacina conjugada multivalente combinada sintetizada de
(B) na Figuré 8. Apenas espeécies que contém proteina (ou seja, conjugados
e TTH livre) das fragc")es de HPLC aderiram a placa de ELISA durante reves-
timento, e os polissacarideos conjugados foram subseqﬁentemehté detecta-
dos por anti-soros especificos para cada respectivo PS, mas eles nao rea-
gém de forma cruzada com o toxéide tetanico. Foi detectado um pico impor-

tante em 12-15 minu'tos superpondo o sinal de proteiné de (B) na Figura 8
para todos 0S quafro polissacarideos.

Figura 10 i Perfis de HPLC (280 nm, por uma coluna Linear Wa-
ters Ultrahidrogel) de (A) toxoide tetanico ativado (TTH) e (B) conjugado mul-
tivalente polissacarideo-toxdide tetanico combinado sintetizado (Conj.) pre-
parado pelo método de conjugagdo A. Mediante conjugagdo a mistura de
polissacarideo ativado, o sinal de proteina muda de peso molecular baixo
(17,5 minutos) para peso molecular alto (13,5 minutos).

Figura 11 - Detecgdo por ELISA do componente de polissacari-

d'eo conjugado na vacina conjugada multivalente combinada sintetizada de

(B) na Figura 10. Apenas espécies que contém proteina (ou seja, conjuga-
dos e TTH livre) das fragdes de HPLC aderiram a placa de ELISA durante
revestimento, e o0s polissacarideos conjugados foram subsequentemente
detectados por anti-soros e'specificos para cada respectivo PS, mas eles nao
reagem »de forma cruzada com o toxdide tetanico. O sinal de ELISA elevado
foi detectado em 12-19 minutos para todos os quatro pdlissacan’deos. O si-
nal de ELISA elevado em 12-15 minutos estava superposto ao sinal de pro-
teina de (B) na Figura 10, enquanto o sinal de ELISA elevado em 15-19 mi-
nutos era causado por conjugados residuais de pequeno peso molecular.
Figura 12 - Perfis de HPLC (280 nrh, por uma coluna Linear Wa-
ters Ultrahidrogel) de (A) toxdide tetanico ativado ('ITH) e (B) conjugado mul-
tivalente polissacarideo-toxdide tetanico combinado sintetizado (Conj.) pre-
parado pelo método de conjugacdo B. Mediante conjugacdo a mistura de
polissacarideo ativado, o sinal de proteina muda de peso molecular baixo
(17,5 minutos) para peso molecular alto (13,5 minutos). Havia TTH livre nao-
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conjugado substancial restante na mistura de produto.
, Figura 13 - Detecgao por ELISA do componente de polissacari-
deo conjugado na vacina conjugada multivalente combinada sintetizada de
(B) na Figura 12. Apenas eépécies que contém proteina (ou seja, conjuga-

5 dos e TTH livre) das fragbes de HPLC aderiram & placa de ELISA durante
revestimento, e os polissacarideos cohjugados foram subsequentemente
detectados por anti-soros especificos para cada ‘respectivo PS, mas eles nao

reagem de forma cruzada com o toxdide tetanico. O sinal de ELISA elevado

foi detectado em 12-18 minutos para todos 0s quatro polissacarideos. O si-
hal de ELISA elevado em 12-15 minutos estava superposto ao sinal de pro-
teina de (B) na Figura 12, enquanto o sinal de ELISA elevado em 15-18 mi-

10
nutos era causado por conjugados residuais de pequeno peso molecular.

Figura 14 - Deteccdo por ELISA do componente de polissacari-
deo conjugado na vacina conjugada multivalente combinada sintetizada do

15 lote TTHACWY061126. Uma amostra de conjugado de 25 pl contendo 0,05
‘'mg/ml de proteina (toxdide tetanico) e 0,0125 mg/ml de cada um de PS de
Mn A, C,W135e Y foi analisada por HPLC. Apenas espécies que contém
proteina (ou seja, conjugadosv e TTH livre) das fragées de HPLC aderiram a
placa de ELISA durante revestimento, e os polissacarideos conjugados fo-
ram subseqientemente detectados por anti-soros especificos para cada
respectivo PS, mas eles ndao reagem de forma cruzada com o toxdide tetani-
co (simbolos sélidos). A incorporagao significativa de PS de Mn A, W135e Y
no conjugado é indicada por seus respectivos sinais de ELISA, quando com-
parado com o PS de Mn C de sinal de ELISA fraco. Isso foi atribuido a reati-
vidade mais fraca de PS de Mn C ativado na conjugag¢éo ao TTH, quando

25
comparado com o PS ativado de Mn A, W135 e Y. Essa observagao é con-
sistente com 0s dados de imunogenicidade do conjugado que mostram uma

20

eficacia menor para Mn C. Uma amostra da mistura de polissacarideo nativo
também foi analisada em paralelo (simbolos abertos). Apenas o PS de Mn A
nativo mostra sinal fraco, comparado com o conjugado nessa detecgao por

30

ELISA. :
Figura 15 - Detecgdo por ELISA do componente de polissacari-
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deo cohjugado na vacina conjugéda multivalente combinada sintetizada do
lote TTH2C/A/WY070209. Uma amostra de conjugado de 25 pl contendo
0,05 mg/ml de proteina (toxdide teténico) e 0,0125 mg/ml de cada um de PS
de Mn A, C, W135 e Y foi analisada por HPLC. Apenas espécies que contém
5 proteina (ou seja, conjugados e TTH livre) das fragdes de HPLC aderiram &
placa de ELISA durante revesfimento, e os polissacarideos conjugados fo-
rafn subseqﬂentemen‘te' detectados ’ por anti-soros especificos para cada
respectivo PS, mas eles ndo reagem de forma cruzada com o toxdide tetani-
co (simbolos' solidos). Uma amostra da mistura de polissacarideo nativo
10 também foi analisada ém paralelo (simbolos abertos). A incorporagao signifi-
cativa de todos os quatro PSs no conjugado é indicada por'seus respectivos
sinais de ELISA, quando comparados com seus PSs nativos. A reatividade
mais fraca do PS de Mn C ativado na conjugagéo ao TTH mostrada na Figu-
ra 14 foi compensada com uma dose mais elevada (dupla, nesse caso) e
pela exposi¢ao precoce ao TTH, antes da reagdo com PS ativado de Mn A,

" 15

Wi135eY.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
Como aqui usados, os termos no singular "um", “uma‘, "o0" e "a"

incluem seus referentes no plural, a menos que o contexto indique claramen-

te de forma diferente. Da mesma forma, a palavra "ou" visa incluir "e", a me-

nos que o contexto indique claramente de forma diferente. Além disso, como

20
aqui usado, o termo "compreende" significa "inclui’. Desse modo, "que com-

preende A ou B" significa que inclui A, B, ou A e B. Deve-se entender ainda
que todos os tamanhos de nucleotideo ou todos os tamanhos de aminoaci-
do, e todos os valores de peso molecular ou de massa molecular, dados pa-
ra 4cidos nucléicos ou polipeptideos ou para outros compostos, s&o aproxi-
mados e séo fornecidos para fins descritivos. 'Embora métodos e materiais
similares ou equivalentes aqueles aqui descritos poséam ser usados na pra-
tica ou testes da presente descricdo, métodos e materiais adequados serao

25

descritos abaixo. Além disso, os materiais, métodos e exemplos sdo apenas
ilustrativos, e nao visam ser limitantes. Os métodos e processos aqui descri-

30
tos ndo tém seu desempenho limitado em quaisquer sequéncias ou etapas



10

20

25

30

18

especificas, a menos que observado de forma diferente. Por exemplo, a ati-
vagdo dos polissacarideos pode ocorre antes ou depois, ou em paralelo a
ativacao das proteinas.

A fim de facilitar a revisdo dos varios exemplos desta descri¢ao,
sdo fornecidas as seguintes explicagdes de termos especificos:”

"Animal" inclui organismos vértebrados multicelulares vivos, uma
categoria que inclui, por exemplo, mamiferos e passaros. O termo "mamife-
ro" inclui mamiferos tanto humanos quanto nao-humanos. Da mesma forma,
o termo "individuo” inclui individuos tanto humanos quanto veterinarios, por
‘exemplo, seres humanos, primatas nao-humanos, cachorros, gatos, roedo-
res, cavalos e vacas.

‘Um "antigeno" é um composto, uma compdsigéo ou uma subs-
tancia q'ue podem ser ligados especificamente pelos produtos da imunidade
humoral ou celular especifica, pdr exemplo, uma molécula de anticorpo ou
um receptor de célula T. Antigenos podem ser qualquer tipo de molécula
bioldgica, incluindo, por exemplo, metabdlitos intermediarios simples, aguca-
res (pof exemplo, oligdssacarideos), lipideos e hormdnios, além de macro-
moléculas como, por exemplé, carboidratos complexos (por exemplo, polis-
sacarideos), fosfolipideos, acidos nucléicos e proteinas. Categorias comuns
de antigenos incluem, sem limitacdo, antigenos virais, antigenos bacteria-
nos, antigenos fungicos, antigenos de p'rotozoérios e outros antigenos para-
sitarios, antigenos tumorais, antigenos envolvidos em doengas auto-imunes,
alergia e rejeicao de enxertos, toxinas, e outros antigenos diversos. |

Um "veiculo" é uma molécula imunogénica a qual um hapteno
ou um antigeno, por exemplo, um polissacarideo, pode ser ligado. Quando
ligada a um veiculo, a molécula ligada pode se tornar mais imunogénica.
Veiculos sdo escolhidos para aumentar a imunogenicidade da molécula liga-
da e/ou para despertar anticorpos contra o veiculo que sejam benéficos em
termos diagnédsticos, analiticos e/ou terapéuticos. A ligagao covalente de
uma molécula a um'vel'c}ulo confere imunogenicidade aumentada e depen-
déncia as células T (Pozsgay et al., PNAS 96: 5.194-97, 1999; Lee et al., J.
Immunol. 116: 1.711-18, 1976; Dintzis et al., PNAS 73: 3.671-75, 1976). Vei-
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culos l]feis incluem veiculos poliméricos, que podem ser naturais (por exem-
plo, proteinas de bactérias ou virus), materiais semi-sintéticos ou sintéticos
que contém um ou mais grupos funcionais aos quais uma porgao do reagen-
te pode ser anexada. ,

Exemplos de produtos bacterianos para uso como veiculos in-
cluem toxinas bacterianas comb por exemplo, PA de B. anthracis (incluindo

fragmentos que contém pelo menos um epitopo antigénico e analogos ou

~derivados capazes de despertar uma resposta |munolog|ca) LF e LeTx, e

outras toxinas e toxéides bacterianos, por exemplo, toxina/toxdide tetanico,
toxina/toxéide diftérico, exotoxina/toxodide de P. aeruginosa, toxina/toxoide de
pertussis e exotoxina/toxdide de C. perfringens. Proteinas }virais, por exem-
plo, antigeno de superficie e antigeno central do virus da hepatite B, também
podem ser usados como veiculos. -

Uma "ligagcao covalente" é uma ligagao interatémica entre dois
atomos, caracterizada pelo compartiihamento de um ou mais pares de elé-

trons pelos atomos. Os termos "ligado de forma covalente" e "unidos de for-

“ma covalente" referem-se a transformacgao de duas moléculas separadas em

uma molécula contigua.

Um "epitopo" € um determinante antigénico. Esses sdo grupos
quimicbs ou seqléncias peptidicas contiguas ou ndo-contiguas em uma mo-
lécula que sdo antigénicos, ou seja, que despertam uma resposta imunolégi-
ca especiﬁca. Um anticorpo se liga a um epitopo antigénico em particular
com base na estrutura tridimensional do anticorpo e no epitopo correspon-
dente (du cognato). _

"Ligado", "unido", conjugado” ou "anexado" refere-se a uniao por
ligagdo covalente de um polissacarideo a uma proteina veiculo. A unido por -
ligagao covalente pode ser direta ou indireta, por exemplo, ligada por meio
de uma molécula espagadora. |

Um "conjugado imunogénico multivalente complexo" ou "vacina
conjugada multivalente complexa" compreende mais de um epitopo antigé-
nico. Em uma primeira modalidade, os conjugadbs’ imunogénicos multivalen-

tes complexos aqui descritos incluem misturas de diferentes moléculas, cada
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molécula compreendendo diferentes polissacarideos imunogénicos distintos,
em que cada polissacarideo imunogénico distinto diferente esta conjugado a
um transportador protéico separado. Em uma segunda modalidade, os con-
jugados imunogénicos multivalentes complexos aqui descritos incluem molé-
culas nas quais diversos polissacarideos imunogénicos distintos estao con-
jugados a uma unica molécula de proteina ou uma unica constru¢ao de pro-

5
teina (cuja propria construgdo de proteina inclui mais de uma proteina dife-
rente). Uma terceira modalidade inclui uma mistura dos conjugados da pri-

 meira modalidade e dos conjugados da ségunda modalidade. Um exemplo
10 da primeira modalidade pode ser apresentado como uma mistura das dife-

rentes estruturas representadas por:
| ‘ P'-PS; P'-PS%; eP'-PS?
em que P' é uma proteina veiculo; e PS', PS2 e PS® sdo, cada um, polissa-

carideos imunogénicos distintos.
Um exemplo da segunda modalidade pode ser descrito como

' 15
uma estrutura representada por:
| PS' - P! - PS?
’ I
ps?

em que P' é uma proteina veiculo; PS', PS2 e PS® sdo0, cada um, polissaca-
rideos imunogénicos distintos que estdo anexados de forma covalente a P'.
A proteina e o polissacarideo nas férmulas acima podem ser

20 unidades estruturais singulares ou plurais, € ha pelo menos uma ligagdo

formada entre a proteina e o polissacarideo.
Uma "resposta imunoldgica" é uma resposta de uma célula do

Sistema imunolégico, por exemplo, uma célula B, célula T, macréfago ou po-
limorfonuclear, a um estimulo. Uma resposta imunolégica pode incluir qual-
quer célula do corpo envolvida em uma resposta de defesa do hospedeiro,
por exemplo, uma ceélula epitelial que secreta interferon ou uma citocina.
Uma resposta imunolégica inclui, sem limitagdo, uma resposta-imunolégica

25

inata ou inflamagéo.
- "Conjugado ou composigdo imunogénica” € um termo aqui utili-
zado para significar uma composi¢ao util para estimular ou despertar uma

30
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resposta imunoldgica especifica (ou resposta imunogénica) em um vertebra-
do. Em algumas modalidades, a resposta imunogénica é protetora ou forne-
ce imunidade protetora, na medida em que permite que o animal vertebrado
resista melhor a progresséio da infecgao ou doenga pelo organismo contra o
qual a composi¢cdo imunogénica é dirigida. Um exemplo espeél’fico de um
tipo de composicao imunogénica é uma vacina.

Um "imunégeno" refere-ée a um composto, uma composicao ou

- substancia que é capaz, sob condigdes apropriadas, de estimular a produ-
- ¢ao de anticorpos ou de uma resposta de células T-em um animal, incluindo

composicdes que sao injetadas ou absorvidas em um animal.

- Um "polissacarideo imunogénico distinto" inclui um polissacari-
deo que desperta uma resposta imunoldgica que difere da resposta imuno-
l6gica despertad‘a por outro tipo de polissacarideo. Polissacarideos imuno-
génicos distintos podem ter dois ou mais polissacarideos de diferentes bac-
térias encapsuladas. Por exemplo, um polissacarideo pneumocécico € um
polissacarideo imunogénico distinto comparado com um polissacarideo me-
hingocécico. Polissacarideos imunogénicos distintos também incluem dois
ou mais polissacarideos de diferentes sorogrupos ou sorotipos. Por exemplo, |
um polissacarideo meningocécico do sorogrupo A é um polissacarideo imu-
nogénico distinto comparado com um polissacarideo meningocécico do so-
rogrupo B. | |

“Inibicdo ou tratamento de uma doenga" inclui a inibicdo do de-
senvolvimento total de uma doenga ou condigao, por exémplo, em um indivi-
duo que esteja em risco para uma doenga, por exemplo, antraz. "Tratamen-
to" refere-se a uma intervengao terapéutica que atenua um sinal ou sintoma
de uma doenga ou condi¢ao patolégica apds ela ter comegado o seu desen- -
volvimento. Como aqui usado, o termo "atenua’, com referéncia a uma do-
enca, condicdo patoldégica ou sintoma, refere-se a qualquer efeito benéfico
observavel do tratamento. O efeito benéfico pode ser evidenciado, por e-
xemplo, por um surgimento retardado de sintomas clinicos da doenga em um
individuo suscetivel, uma redugao da gravidadé de alguns ou de todos os

sintomas clinicos da doenga, em um retardo da progressao da doenga, uma
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redugdo no nimero de recidivas da doenca, uma melhora da satide geral ou
do bem-estar do individuo, ou por outros parametros bem-conhecidos na

técnica que séo especificos para a doenga em particular.
Um "peptideo” inclui uma molécula na qual as unidades estrutu-
5 rais sdo pelo menos dois residuos de aminoacidos que estdo unidos em con-
" junto por meio de ligagdes amida. Um peptideo inclui um dipeptideo, um tri-
peptideo ou um oligopeptideo. O termo "residuo” ou "residuo de aminoacido"
inclui referéncia a um aminoacido que ésteja incorporado em um peptideo.
| Uma "quantidade terapeuticamente eficaz’ refere-se a uma
! 10 quantidade de um agente especificado suficiente para obter um efeito dese-
/ ~ jado em um individuo tratado com este agente. Por exemplo, ela pode ser a
quantidade de um polissacarideo conjugado multivalente util no aumento da
resisténéia, prevengao, melhora e/ou tratamento de uma infecgdo e doenga
causadas por uma infeccao bactevriana em um individuo. Idealmente, a quan-
15 . tidade terapeuticamente eficaz de um agente é uma quantidade suficiente
‘para aumentar a resisténcia, evitar, melhorar e/ou tratar infec¢do e doenga
causadas por infecg:éd em um individuo, sem causar um efeito citotoxico
substancial no individuo. A qu'ant,idade eficaz de um agente util para aumen-
tar a resisténcia, evitar, melhorar e/ou tratar infec¢do e doenga causadas por
infeccdo em um individuo dependera do individuo tratado, da gravidade da

20
enfermidade e do modo de administracdo da composicao terapéutica.
Uma vacina é uma composicao farmacéutica que desperta uma
resposta imunoldgica profilatica ou terapéutica em um individuo. Em alguns
casos, a resposta imunoldgica € uma resposta protetora. Tipicamente, uma
25 vacina desperta uma resposta imunoldgica antigeno-especifica a um antl’ge-
no de um patégeno, por exemplo, um patégeno bacteriano ou viral, ou a um
constituinte celular correlacionado a uma condigdo patolégica. Uma vacina
pode incluir um polinucleotideo, um peptideo ou polipeptideo, um polissaca-
rideo, um virus, uma bactéria, uma célula ou um ou mais constituintes celu-
30 lares. Em alguns casbs, o virus, bactéria ou célula pode ser inativado ou a-
tenuado .para evitar ou reduzir a probabilidade de infecgdo, mantendo-se a
imunogenicidade do constituinte da vacina.
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Séao descritos novos métodos para a preparagdo de conjugados
imunogénicos multivalentes complexos e vacinas conjugadas. Em uma mo-
dalidade, osAconjugados multivalentes e as vacinas conjugadas s&o sinteti-
zados por conjugagéo de mis_tur_as de mais de um polissacarideo em uma
propor¢cao desejada dos polissacarideos componentes a pelo menos uma
proteina veiculo, com o uso do método de quimica de hidrazida. Por causa

da alta eficiéncia da quimica de hidrazida na conjugacgao, os polissacarideos

~sd0 conjugados eficazmente a(s) proteina(s) veiculo(s), de forma que os
- produtos complexos sintetizados de vacina conjugada resultantes, sem ne-

cessitar de procedimentos de purificacdo trabalhosos e complicados como,
por exémplo, cromatografia e/ou precipitagdo com sulfato de aménio, sao
eficazes na indugdo de anticorpos em camundongos contra cada polissaca-
rideo componenfe. Os métodos de certas modalidades aqui descritas simpli-
ficam a preparagdo de vacinas conjugadas multivalentes por utilizacdo de
reagOes de conjugagao simultineas em uma unica mistura ou batelada de
reagao que inclui pelo menos dois polissécarideos imunogénicos distintos.
Essa reagao simultanea em batelada unica elimina a necessidade de multi-
plos processos de sintese em paralelo para cada componente polissacaridi- |
co da vacina conjugada, como empregado em métodos convencionais para
a produgao de vacinas conjugadas multivalentes. Em outras palavras, de
acordo com métodos convencionais, cada componente individual de polissa-
ca_rl’deo‘conjugado € preparado por um processo separado, e depois 0s
componentes polissacaridicos conjugados individuais resultantes sdo mistu-
rados em conjunto em uma unica formulagao de dosagem (vide, por exem-
plo, U.S. 2005/0002948 A1, paragrafo [0033]). A sintese de conjugados mul-
tivalentes e vacinas de acordo com os métodos da invengédo atualmente a-
presentados ira reduzir significativamente os custos de prbdugéo e facilitar a
aplicagcao no campo de vacinagao, beneficiando, deséa forma, enormemente
a saude publica. |
Nos métodos atualmente descritos, a alta eficiéncia quimica é
aplicada a sintese combinada de vacinas conjugéd'as multivalentes, uma vez

que todos os componentes de polissacarideos ativados séo capazes de for-



10

15.

20

25

30

24

mar um conjugado com a proteina ativada, como detectado por HPLC em
conjunto com ELISA, com o uso dos respectivos anticorpos PS especificos
para detecgao.

Em certas modaﬁdades, polissacarideos menos reativos séo ini-
cialmente reagidos com a proteina ativada. Os polissacarideos mais reativos
sdo entdo subsequentemente reagidos'com 0 conjugado intermediario de
PS/proteina menos reativo. Os polissacarideos menos reativos sao reagidos
primeiro, para fornecerem um tempo de reagao mais longo sem competi¢ao
dos polissacarideos mais reativos, de forma que uma quantidade maior dos
polissacarideos menos reativos seja conjugada.

A reatividade relativa de um polissacarideo ativado com uma
proteina ativada refere-se a taxa de reagdo e/ou a quantidade de polissaca-
rideo cohjugada-. Uma maior taxa de reacdo e/ou uma maior quantidade de
conjugacao obtida séo indicativaé de um polissacarideo mais reativo. A rea-
tividade de um polissacarideo ativado dep'ende de pelo menos varios fato-
res: do grau de ativagdo (quanto mais grupos funcionais anexados, maior a
reatividade); do comprimento da cadeia (no mesmo grau de ativagdo, uma
cadeia mais longa que contém mais grupos funcionais possui uma reativida-
de maior); e da estrutura do polissacarideo (impedimento estérico, estabili-
dade estrutural etc.). _

No caso especifico de conjugagao por aminacéo redutiva, o grau
de ativagédo do polissacarideo é controlado pelo agente de ativagéo (por e-
xemplo, NalO,), pela temperatura, pelo tempo de reagéo e pela estrutura do
polissacarideo. O agente de ativagdo quebra a cadeia do polissacarideo de
Mn C, mas ndo dos polissacarideos de Mn A, Mn W 135 e Mn Y. No caso
especifico de conjugagdo por cianilagdo, o grau de ativagdo do polissacari-
deo é controlado pelo agente de ativagao, pelo pH, pelo tempo de reagéao e
pela densidade de grupo hidroxila do polissacarideo. Os polissacarideos de
Mn A e Mn C possuem uma densidade de hidroxila mais baixa em relagao
aos polissacarideos de Mn W135 e Mn Y. Verificou-se que, em geral, a rea-
tividade de polissacarideos ativados de Mn C e Mn A é mais baixa em rela-

¢ao a reatividade de polissacarideos de Mn W135 e Mn Y.
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Como descrito anteriormente, também ¢ aqui descrito um novo

método para ativagdo de uma proteina veiculo que inclui a reagao de uma

proteina corh hidrazina, carboidrazida, dicloridrato de hidrazina, uma diidra-

zida (por exemplo, succinil diidrazida ou diidrazida de acido adipico), ou uma
mistura destes, na presencga de: (i) cloridrato de 1-[3-(dimetilamiho)propil]-s-‘
etil carbodiimida e (ii) pelo menos um aminodacido, pelo menos um peptideo,

ou uma mistura de pelo menos um aminoacido e pelo menos um peptideo. O

“novo método de ativacdo de proteina pode ser usado para a conjugac¢éo a

polissacarideos para vacinas conjugadas monovalentes ou para misturas de
polissacarideos para Vacinas conjugadas multivalentes (ou multivalentes
complexas), como descrito abaixo. Aminodcidos Uteis incluem aminoacidos
de proteinas na forma alfa-L (ou isdmero, normalmente denominados L-
aminoacidos). Outros aminoécidos incluem na forma alfa-D (D-aminoacidos),
na forma beta (beta-aminoéacidos), na forma gama, na forma delta e na for-
ma épsilon etc. Aminodacidos ilustrativos incluem lisina, arginina, histidina,
gllcma serina, treonina, acido glutamico, c:|ste|na e misturas destes. As fai-
xas de concentragdo amplas, preferidas e mais preferidas para 0s aminoaci-
dos presentes na composigdo de ativagdo sdo 1-500 a mM, 20-300 a mM e |
36-144 a mM, respectivamente.

Embora sem se prender a uma teoria, acredita-se que os amino-
acidos também possam ser incorporados & molécula de proteina como a
hidrazina durante a reagdo de ativagdo. Os residuos de aminoacidos incor-
porados podem possivelmente perturbar o ambiente de hidratagao da prote-
ina e também gerar impedimento estérico, levando évprevengéo da agrega-
¢ao e precipitagao da proteina.

" Em um exemplo, esse método inclui a introdugéo de pelo menos
um grupo hidrazida na proteina veiculo por rea¢éo da _prdteina cOm excesso
de hidrazina, carboidrazida, succinil diidrazida ou ADH, catalisada por uma
carbodiimida sob condigdes controladas, incluindo: 1) o tempo de reacdo, 2)
a concentracdo de EDC, e 3) a concentragdo de aminoacido ou mistura de
aminoacidos na reagao. A proteina ativada por hidrazida transportadora re-

sultante pode ser mantida soltivel em pH neutro por um periodo de tempo



10

15

20

25

30

26

prolongado (por exemplo, por pelo menos cerca de um ano).

Métodos convencionais para a sintese e fabricacdo de vacinas
conjugadas de polissacarideo-proteina tipicamente empregam reagbes de
conjugagao com baixa eficiéncia (tipicamente cerca de 20%). Isso significa
que até 80% do polissacarideo ativado adicionado sdo perdidos. Além disso,
tipicamente € necessario um processo Cromatogréfico para purificagao dos
conjugados do PS néo-conjugado. Os métodos sintéticos das modalidades

preferidas utilizam a propriedade quimica caracteristica de grupos hidrazida

em um reagente para reagir com grupos ésteres de aldeido ou cianato no

outro reagente com um rendimento de conjugado aumentado (tipicamente
de até cerca de 60%).

, Quando a reagdo de conjugagéao evolui com maior eficiéncia de
conjugacéo, a quantidade de proteina e polissacarideo ndo-conjugados que
permanece apés a reacao pode éer suficientemente baixa de modo a tornar

sua remogdo desnecessaria. Conseqiientemente, o processo de purificagao

‘do produto conjugado pode ser simplificado, por exemplo, a uma etapa de

diafiltragéo para a remogao de subprodutos de moléculas pequenas. A rea-
¢do de conjugacao baseada em hidrazida pode ser realizada até o término
dentro de um a trés dias em concentragdes de reagente de cerca de 1 a cer-
ca de 50, particularmente cerca de 1 a cerca de 40 mg/ml, ou cerca de 1 a
cerca de 50 mg/ml, em propor¢des de peso de PS/proteina de cercade 1:5a
cerca de 5:1, de preferéncia de cerca de 1:2 a cerca de 2: 1 e, principalmen-
te, cerca de 1:1, embora em certas modalidades possam ser preferidas pro-
por¢bes maiores ou menores. A reagdao de conjugacdo é, de preferéncia,
realizada em temperaturas de cerca de 4°C a cerca de 40°C, de preféréncia
de cerca de 4, 10, 15, ou 20°C a'cerca de 25, 30, ou 35°C, e em um pH de
cerca de 6 a cerca de 8,5, de preferéncia de cerca de 6,1, 6,2, 6,3, 6,4, ou
6,5 a cerca de 6,6, 6,7,6,8,6,9,7,0,7,1,7,2,73,74,75,76,7,7,7,8,7,9,
8,0, 8,1, 8,2, 8,3 ou 8,4, com as condigbes 6timas variando de acordo com o
polissacarideo. Conséqﬂentemente, a vacina conjugada pode sér fabricada
com custos menores quando é empregada uma reagdo de conjugacéo ba-

seada em hidrazida.



10

15

20

25

30

27

Para superar certas desvantagens dos métodos convencionais

para a sintese de vacinas conjugadas, é fornecido um método para conjuga-

¢&o de PSs as proteinas veiculo com o uso de quimica de hidrazida em rea-

¢Oes de conjugagao por aminagéo redutiva e cianilagao. Grupos de hidrazida
que possuem a estrutura -NH-NH, sao introduzidos nos grupos carboxila dos.
residuos de acido aspartico elou acido glutdmico de moléculas de proteina
pdr reacao de carbodiimida com _hidrazina, ADH, carboidrazida, ou dihidreto

-de succinil. Em uma modalidade, a proteina ativada é mantida soluvel em

- um pH de cerca de 10 a cerca de 11,5, de preferéncia de cerca de 10,1,

10,2, 10,3 ou 10,4acérca de 10,6, 10,7, 10,8, 10,9, 11,0, 11,1, 11,2, 11,3 ou
11,4 e, principalmente, cerca de 10,5, com um tampao a uma concentragao
de cerca de 3 ou menos a cerca de 10 mM ou mais, de preferéncia de cerca
de 4ou5mMa cerca de 6, 7, 8, ou 9; mM, antes da conjugagao. Tampdes
adequados incluem, sem limitacdo, NayCOj, acido 3 (cicloexilamino)-1-

propanossulfénico (CAPS) e acido (2-(N-cicloexilamino)etano sulfénico

(CHES). Em outra modalidade, a proteina ativada € mantida soluvel em pH

neutro ou aproximadamente neutro (por exemplo, pH de cerca de 7 a cerca
de 7,5) por ativagdo da proteina na presenga de pelo menos um aminoécido, |
como descrito acima e exémplificado com mais detalhe abaixo.

A proteina ativada é entdo reagida com polissacarideo ativado
contendo grupos aldeido (aminagéo redutiva) ou cianato (conjugagdo por
cianilagéo) em um pH de cerca de 6 a cerca dé 8,5, de preferéncia de cerca
de 6,1, 6,2, 6,3, 6,4 ou 6,5 a cerca de 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, 7;0, 71,72,7,3,7,4,
75,786,777, 7,8, 7,9, 80 na presenga de um tampéo a uma concentragao
de cerca de 100 mM ou menos a cerca de 200 mM, de preferéncia de cerca
de 110, 120, 130, 140 ou 150 mM a cerca de 160, 170, 180 ou 190 mM.
Tampdes adequados incluem, sem limitagao, 'N-(2-h_idroxietil)piperazina-N'-
(acido 2-etanossulfénico) (HEPES), solugdo salina témponada com fosfato
(PBS), é&cido 2-morfolinopropanossulfénico (MOPS) e &cido N,N-bis(2-
hidroxietil)-2-aminoetanossulfénico (BES).

Alternativamente, o PS pode ser fuhci'onalizado com grupos hi-
drazida. O PS ativado pode ser conjugado, em pH 6,5-7,5 com um tampao
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forte, a proteinas ativadas contendo grupos aldeido (aminag¢ao redutiva). A
proteina € mantida solivel em um pH de cerca de 10,5 com um tampao fra-
co, até o ponto de conjugacgédo. Por causa da maior reatividade de grupos
hidrazida (pKa - 2,6) compa'rados com o grupo épsilon-amino de lisina (pKa
= 10,5) em condicdes neutras/levemente acidas, e da solubilidade do conju-
gado aumentada com o uso de protel’na' ativada mantida solivel em um pH
em torno de 10,5 antes da conjugagao, o rendirhento da reacao de conjuga-
¢ao é grandemente aumentado. |

Os conjugados preparados pof esses métbdos sdo imunogéni-
603 em animais experimentais, como demonstrado em experimentos em
camundongos. Além disso, a rea¢do de conjugag¢ao pode ser realizada efici-
entemente sem cianoboroidreto de sédio, evitando, dessa forma, a introdu-
¢ao de ion cianeto no prodUto conjugado. A reagao pode ser realizada sob
condi¢Oes de pH levemente écidb ou neutro a 4°C por 1-3 dias ou em tem-
peratura ambiente de um dia para o outro, e ndo em dias como nos métodos
convencionais de conjugacdo por aminag:éo redutiva. Isso novamente asse-
gura a produgao de vacina conjugada com alto rendimento para polissacari-
deos instaveis como, por exemplo, aqueles de Haemophilus influenzae tipo
b, Streptococcus pneumonia tipo 19F e Neisseria meningitidis grupo A. Os
meétodos de modalidades preferidas podem ser empregados para a produ-
¢ao de vacinas conjugadas multivalentes complexas menos dispendiosas,
promovendo grandemente, dessa forma, a saude publica.

O polissacarideo

O termo "polissacarideo”, como aqui usado, € um termo amplo e
€ usado em seu significado comum, incluindo, sem limitagao, sacarideos que
compreendem diversas unidades de repetigéo, incluindo, sem limitagao, po-
lissacarideos que possuem 50 ou mais unidades de repeti¢ao, e oligossaca-
rideos que possuem 50 ou menos unidades de repetigéo‘. Tipicamente, os
polissacarideos possuem de cerca de 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 ou
95 unidades de repetig:éo a cerca de 2.000 ou mais unidades de. repeticao e,
de preferéncia, de cerca de 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 600,
700, 800, 900 ou 1.000 unidades de repeticao até cerca de 1.100, 1.200,
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1.300, 1.400, 1.500, 1.600, 1.700, 1.800 ou 1.900 unidades de repeti¢ao.
Oligossacarideos tipicamente possuem de cerca de 6, 7, 8, 9 ou 10 unidades

de repetigao a cerca de 15, 20, 25, 30 ou 35 a cerca de 40 ou 45 unidades

de repeticao. ‘
Polissacarideos adequados para uso nas modalidades preferi-
das incluem polissacarideos e oligossacarideos de bactérias encapsuladas.

Os polissacarideos e oligossacarideos podem ser de qualquer fonte, por e-

- xemplo, eles podem ser derivados de bactérias de ocorréncia natural, bacté-

~ rias desenvolvidas por engenharia genética, ou podem ser produzidos sinte-

ticamente. Os polissacarideos e oligossacarideos podem ser submetidos a
uma ou mais etapas de processamento, antes da ativagéo, por exemplo,
purificagao, funcionalizagao, despolimerizagcdo com 0 uso de condi¢gdes oxi-
dativas leves, desacetila¢éo, e similares. Também podem ser empregadas
etapas pds-processamento, se desejado. Qualquer método adequado co-

nhecido na técnica para sintese, preparagao e/ou purificagcao de polissacari-

deos e oligossacarideos adequados pode ser empregado.

Polissacarideos e oligossacarideos para uso em modalidades
preferidas incluem polissacarideos pneumocdcicos, por exemplo, dos soro-
grupos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C,
19A, 19F, 20, 22F, 23F e 33F; polissacarideos meningocdcicos dos soroti-
pos A, B, C, W135 e Y, fosfato de polirribossilribitol de polissacarideo de Ha-
emophilus influenzae do tipo b, polissacarideos estreptocécicos do grupo B
dos sorotipos Ill e V, e polissacarideo Vi de Salmonella typhi. Outros polis-
sacarideos de sorotipos pneumocdcicos e estreptocécicos do grupo B e so-
rogrupos meningocécicos também sdo adequados para uso na invengao,
bem como outros antigenos de polissacarideo e oligossacarideo T- .
independentes, por exemplo, polissacarideos ou oIigossaCarl’deos derivados
de estreptococos do grupo A, estafilococos, enteroéocos, K/ebsiellé pneu-
moniae, E. coli, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus anthracis. Embora po-
lissacarideos e oligossacarideos bacterianos sejam particularmente preferi-
dos, lipopolissacarideos e lipooligossacarideos bacterianos gram-negativos
e seus derivados de polissacarideo e oligossacarideo e polissacarideos e
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oligossacarideos virais também podem ser empregados.

Polissacarideos com fésforo da cadeia lateral e/ou fésforo na
estrutura central sdo adequados para uso em modalidades preferidas. As
reagbes de conjugacéo de modalidades preferidas sao particularmente ade-
quadas ao uso com polissacarideos que possuem fésforo na estrutura cen-
tral. Esses polissacarideos sdo sensiveis a fragmentacao e a degradacgao e,
portanto, a condicao de reagdo em temperatura baixa (4°C) e a rapidez da
reagao de conjugacgao resultam em um conjugado de maior qualidade em
funcao da redUgéo da degradagéao do polissacarideo. '

ApGs o término de quaisquer etapas de pré-processamento, 0
polissacarideo ou oligossacarideo é submetido a uma etapa de "ativagao". O
termo "ativagao" refere-se a um tratamento quimico do polissacarideo para o
fornecimento de grupos quimicos capazes de reagir com a proteina. Em uma
modalidade particularmente preférida, a ativagcao envolve a funcionalizagédo
do polissacarideo ou do oligossacarideo com grupos aldeido, grupos cetona
Ou grupos cianato que sao reagidos com grupos hidrazida em uma proteina
funcionalizada. Alternafivamente, o polissacarideo ou oligossacarideo pode
ser funcionalizado com grupos hidrazida que sao reagidos com grupos alde-
ido ou grupos cetona em uma proteina funcionalizada.

_ De acordo com uma modalidade, uma mistura de mais de um
polissacarideo pode ser ativada simultaneamente por reagao com um Unico
agente de ativagdo (ou uma mistura de agentes de ativagdo) em etapa de
batelada unica. Por exemplo, uma mistura de polissacarideos de Mn A, Mn
C, Mn W135 e Mn Y pode ser reagida com um agente de funcionalizagdo de
aldeido em uma reagédo de batelada unica. De acordo com outra modalida-
de, cada polissacarideo individual pode ser ativado por reagao com um a-
gente de ativagdo em um processo separado. Os polissacarideos ativados
separadamente podem entdo ser misturados em conjunto, antes da etapa de
conjugacgao, de forma que os polissacarideos ativados possam ser simulta-
neamente conjugado's em um processo unico.

~ Qualquer reagdo de funcionalizagdo adequada pode ser empre-

gada para ativar o polissacarideo ou oligossacarideo com grupos cianato.
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De preferéncia, o polissacarideo ou oligossacarideo é reagido com tetrafluo-
roborato de 1-ciano-4-dimetilamoniopirid‘:’nio na presenga de trietilamina.
Oualquer reagao de funcionalizagédo adequada pode ser empre-
gada para ativar o polissacarideo ou oligossacarideo com grupos aldeido.
Certos polissacarideos e oligossacarideos possuem grupos aldeido termi-
nais que podem participar da reacao de conjugac¢ado. Caso o polissacarideo
ou oligossacarideo seja ativado com grupos aldeido, uma reagao preferida

“envolvera a reagdo com um agente oxidante, por exemplo, NalO,4. Agentes
- oxidantes possuem o potencial para fragmentar o polissacarideo ou oligos-

sacarideo. A fragmentagéo indesejada pode ser evitada ou controlada por
meio da selegao do agente oxidante em particular e da cohcentragéo do a-
gente oxidante empregada. Grupos cetona também sao capazes de reagir
com hidrazida e,' portanto', a ativagéo do polissacarideo ou do oligossacari-
deo com grupos cetona pode ser empregada em certas modalidades.
Qualquer reagao de funcionalizagdo adequada pode ser empre-

gada para ativar o polissacarideo ou oligossacarideo com grupos hidrazida.

Uma reacéo de funcionalizagéo preferida é a aminagao redUtiva, em que o
polissacarideo ou oligossacarideo é reagido com NalO4 em uma reagao de |
ativagdo com periodato para a geracao de grupos aldeido, que sédo entao
reagidos com hidrazina e diidrazida de acido adipico, seguido por redugao
subsequente com NaBH.. Alternativamente, pode ser empregada uma rea-
cao de conjugagéo por cianilagao, em que o polissacarideo ou o oligossaca-
rideo é reagido com brometo de cianogénio ou tetrafluoroborato de 1-ciano-
4- dimetilamoniopiridinio para introduzir um grupo cian}ato, que é subsequen-

temente reagido com hidrazina e diidrazida de acido adipico. Também pode

“ser empregada uma reagédo de carbodiimida, em que o polissacarideo ou o

oligossacarideo é reagido com diidrazida de acido adipico na presenca de
cloridrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etil carbodiimida.

Uma solugao fortemente tamponada (em pH de cerca de 6,5 a
cerca de 8, a uma concentracdo elevada de tampao de cerca de 100 mM a
cerca de 200 mM) de polissacarideo ativado é,'d'e preferéncia, empregada

na reagdo de conjugacdo na forma de uma solugio fortemente tamponada.
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Qualquer tampao adequado pode ser empregado, de preferéncia um tampao
como, por exemplo, N-(2-Hidroxietil) piperazina-N'-(acido 2-etanossulfénico)
ou solugéo salina tamponada com fosfato.

A proteina |

O polissacarideo ou oligossacarideo ativado é acoplado a uma
proteina para gerar uma vacina conjug'ada. Proteinas adequadas incluem
toxinas bacterianas que sao veiculos imunologiéamente eficazes que foram
tornados $Seguros por meios quimicos ou genéticos para administragao a um
individuo. Exemplos incluem toxinas bacterianas inativadas, por exemplo,
foxéide diftérico, CRM1g7, toxdide tetanico, toxdide de pertussis, LT de E.
coli, ST de E. coli e exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa. Proteinas da
membrana externa bacteriana como, por exemplo, compiexo ¢ da membrana
extema'(OMPC), porinas, protel'nas de ligacdo de transferrina, pneumdlise,
proteina pneumocdcica de superfbl'cie A (PspA), proteina pneumocdcica ade-
sina (PsaA) ou proteinas pneumocdcicas de superficie BVH-3 e BVH-11
também podem ser usadas. Outras proteinas, por exemplo, ant'l'geno prote-
tor (PA) de Bacillus anthracis e fator de edema detoxificado (EF) e fator letal
(LF) de Bacillus anthracis, oValbumina, hemocianina keyhole limpet (KLH),
albumina sérica humana, albumina sérica bovina (BSA) e derivado de prote-
ina purificada de tuberculina (PPD) também podem ser usados. As proteinas
sao preferivelmente proteinas atéxicas e nao-reatogénicas e passiveis de
obtengdo em quantidade e pureza suficientes que sejam factiveis pelos mé-
todos de conjugacao de modalidades preferidas. Por exemplo, a toxina difté-
rica pode ser purificada de culturas de Corynebacterium diphtheriae e quimi-
camente detoxificada com o uso de formaldeido para gerar uma proteina
adequada.

Fragmentos das toxinas ou toxdides nativos, que contém pelo
menos um epitopo de célula T, também sao uteis, bem como complexos pro-
téicos da membrana externa, além de certos analogos, fragmentos e/ou
fragmentos de anéldgos das varias proteinas listadas acima. As proteinas
podem ser obtidas de fontes naturais, podem ser produzidas por tecnologia

recombinante, ou por métodos sintéticos como sdo conhecidos na técnica.
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Andlogos podem ser obtidos por varios meios, por exemplo, certos aminoa-

cidos podem ser substitutos para outros aminoacidos em uma proteina, sem

perda apreciavel de capacidade de ligagao interativa com.estruturas como,

por exemplo, regides de ligagdo de antigeno de anticorpos ou sitios de liga-
¢do em moléculas de substrato. Outras proteinas também podém ser em-
pregadas, tais como aquelas que contém grupos acido glutdmico ou acido
aspartico expostos na superficie.

| Q'ualquer reagao de funcionalizagao adequéda pode ser empre-

- gada para ativar a proteina com grupos hidrazida. Métodos convencionais

para a preparagao de proteinas modificadas por hidrazida incluem catalise
por EDC e um processo em duas etapas com a utilizagao de iodoacetato de
N-succinimidila e tiol hidrazida por meio de grupos €-amino de lisina da pro-
teina. Vide King et al., Bidchemistry 1986; 25: 5.774-5.779. Proteinas modifi-
cadas preparadas por~catélise por EDC tipicamente precisam ser fraciona-

das a fim de que se tornem adequadas para 0 USO em conjugacgao, € 0O pro-

cesso em duas etapas é trabalhoso. Consequentemente, geralmente nao se

prefere empregar esses metodos para a preparagéao da prot'eina modificada
por hidrazida. No entanto, em certas modalidades, tais métodos podem ser
aceitaveis ou até mesmo desejaveis.

De preferéncia, grupos hidrazida sao introduzidos em proteinas
por meio dos grupos carboxila de residuos de acido aspartico e acido gluta-
mico na proteina com 0 uso de uma reag¢ao de carbodiimida, por exemplo,
por reacdo com hidrazina, carboidrazida, succinil diidrazida, diidrazida de
acido adipico, cloreto de hidrazina (por exemplo, dicloridrato de hidrazina) ou
quaisquer outras diidrazidas na presenga de EDC. EDC é empregada como
catalisador para ativar e modificar o reagente de proteina com hidrazina ou a -
diidrazida. Qualquer carbodiimida hidrossoluvél, incluindo EDC, pode ser
usada como catalisador. As proteinas catalisadas pof EDC geralmente pos-
suem uma tendéncia para polimerizar e precipitar. Vide Schneerson et al.,
Infect. Immun. 1986, 52: 519-528; Shafer et al., Vaccine 2000; 18(13): 1.273-
1.281; e Inman et al., Biochemistry 1969; 8: 4.074-4.082. A agregacao e pre-
cipitacdo da proteina ativada depende, em parte, de seu pH ambiente. Con-
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seqlientemente, a tendéncia para polimerizar e precipitar pode ser controla-
da mantendo-se essas proteinas modificadas por hidrazida soluveis em uma
solugdo tamponada. Trocando-se o tampao da mistura de reagdo com a fina-
lidade de manter a proteina ativada em um pH de cerca de 10,5, a proteina
ativada permanece sollvel e estavel para conjugagdo. Qualquer tampéao a-
dequado pode ser empregado. De preferéncia, é empregado um tampao
fraco como, por exemplo, Na,COs3, a uma concéntragéo baixa de cerca de 3
mM a cerca de 10 mM.

A proteina modificada por hidrazida tamponada pode entdo ser

empregada na preparagao de conjugados de proteina-polissacan’deo,- sem

precipitacdo quando adicionados ao polissacarideo ativado em um pH de
cerca de 6 a 8,5, de preferéncia de cerca de 6,5 a cerca de 8. Qualquer rea-
¢ao de fUncionaIizagéo adequada pode ser empregada para ativar a proteina
com grupos aldeido. De-preferénbia, a proteina é reagida com 1-amino-2,3-
propanodiol na presenca de EDC, seguida por oxidacdo com NalO.,. Aguca-
res amino como, por exemplo, glicoSamina, galactosamina, e similares, po-
dem ser usados no Iugar de 1-amino-2,3-propanodiol. Nessa reagao, EDC
também é empregada como cétal,isador para ativar e modificar o reagente de
proteina com o aminodiol por meio dos grupos carboxila de residuos de aci-
do aspartico e acido glutamico da proteina.

A proteina também pode ser ativada na presen¢a de um amino-
acido ou de misturas de aminoacidos, como descrito acima, e mantida solu-
vel em pH neutro de cerca de 7 a cerca de 7,5. |
Preparacédo de Conjugados por aminacéo redutiva

Conjugados podem ser preparados por meio da reagéao de gru-
pos aldeido e hidrazida (aminagdo redutiva). A reagao de conjugagao de a-
minagdo redutiva pode ser empregada para conjugar um reagente modifica-
do por hidrazida (proteina ou polissacarideo) ao outro componente que con-
tém grupos aldeido.

Na aminégéo redutiva convencional, a reagdo entre aldeido e
amino grupos é reversivel e desfavoravel, de tal forma que o cianoboroidreto

de sédio é necessario para facilitar a conjugagao por converséo da ligagao
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dupla CéN em uma ligacédo simplés C-N para tornar todo o evento de amina-
¢ao redutiva irreversivel. Em contraste, a reagao de conjugacdo de amina-
¢ao redutiva de modalidades preferidas evolui sem o auxilio de cianoboroi-
dreto de sodio, por causa da alta eficiéncia da reagéo de hidrazida-aldeido.
Ao final da reacao de conjugacao de aminacao redutiva, o boroidreto de sé-
dio ou outro redutor adequadd é. empregado para reduzir a ligacdo dupla
C¥N em uma liga¢ao simples C-N, bem como para reduzir quaisquer grupos

“aldeido residuais em grupos alcool. A reacdo de conjugagdo de aminacédo

* redutiva de modalidades preferidas evita a contaminagéo do conjugado re-

sultante com cianeto, ufn subproduto do cianoboroidreto de sodio.

~ Para reduzir a precipitagéo da proteina ativada durante a reacéo
de conjugacdo, a proteina ativada estd, de preferéncia, na forma de uma
solugéao fracamente tamp'onada a-uma baixa concentragcdo de tampao de
cerca de 3 mM a cerca de 10 mM, que é adicionada a uma solugao de polis-

sacarideo ativado fortemente tamponada (em um pH de cerca de 6,5 a cerca

de 7,5, com uma alta concentragao de tampéao de cerca de 100 mM a cerca

de 200 mM). De preferéncia, o pH da solugdo de proteina ativada é tampo-
nado até um pH de cerca de 10 pH a cerca de 11,5, principalmente até um |
pH de cerca de 10,5. A Solugéo de polissacarideo ativado €, de preferéncia,
fortemente tamponada até um pH de cerca de 6 pH a cerca de 8, principal-
mente, até um pH de cerca de 6,5 pH a cerca de 7,5. A reagdo de aminagéo
redutiva de hidrazida-aldeido evolui em uma taxa rapida, e o efeito precipi-
tante de‘ um pH abaixo de 10,5 (por exemplo, um pH tdo baixo quanto cerca
de 8,5 a cerca de 9,5) na proteina ativada € superado pelas propriedades

moleculares do reagente de polissacarideo ativado.

Preparacdo de conjugados por conjugacdo por cianilagéo

Os conjugados podem ser preparédos por meio da rea(;éo de
hidrazida e grupos cianato (conjugag¢ao por cianilagéo). A reagao de conju-
gagdo por cianilagao é eficiente e reversivel, favorecendo a formagéo do
produto. Em certas modalidades, sdo empregados agentes de bloqueio para
a remogao de grupos cianato residuais. No entaht'o, a adicao de um agente
de blogueio & mistura de reagéo retrocede a reagdo de conjugacgio e reduz o
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rendimento da conjugagdo em 5-12%. O efeito de varios agentes de blo-
queio sobre o rendimento foi investigado. O polissacarideo pneumocdcico
PS Pn 18C foi ativado com CDAP e depois conjugado ao toxdide tetanico
ativado por hidrazida (TTH) de um dia para o outro. Foram adicionadas cinco
aliquotas com agua ou um agente de bloqueio a 0,2 M. Apds incubagéo de 4
horas, as amostras foram analisadas pof HPSEC com o uso de uma coluna
Waters Ultrahidrogel 2000 com um monitor de 280 nm. O rendimento da
conjugaé;éo de cada amostra, fornecido na Tabela C, foi determinado com o
% da area do pico de conjugado em 15,5 minutos em felac;éo a proteina to-
fal, ou seja, o pico de conjugado mais o pico de TTH livre (em 22 minutos).
Embora em certas modalidades possa ser desejavel empregar agentes de
bloqueio para extinguir os grupos cianato residuais restantes, prefere-se ge-
ralmente evitar seu uso a fim de evitar a redugdo no rendimento de conjuga-
do.

Tabela C |
| Agente de bloqueio | Rendimento da | % de controle | % de redugao
 (a0,2M) ~ conjugagao _
Nenhum (controle) 75 , 100 0
ADH 63 84 16
Hidrazina v 70 93 ' 7
Glicina 66 . 89 11
Etanolamina 65 - 87 13

Para a remogéo de grupos cianato residuais no produto de con- _
jugacao sem utilizar um agente de bloqueio, o tempo de conjugag¢ao pode
ser prolongado. De preferéncia, a conjugag¢ao é realizada em uma tempera-
tura de cerca de 0°C a cerca de 5°C por cerca de 36 a cerca de 48 horas,
principalmente a cerca de 4°C por cerca de 36 horas, seguida por um adi-
cional de cerca de 18 a 24 horas em uma temperatura de cerca de 20°C a
cerca de 25°C, principalmente a cerca de 18 horas a cerca de 20 a 24°C, de
forma que os grupos cianato residuais reajam com agua e se decompo-
nham. Tefnpos de conjugacao mais longos ou mais curtos e/ou temperaturas
de conjugagéo méiores ou menores podem ser empregados, e sequéncias

diferentes de etapas em varios tempos e temperaturas podem ser efetuadas,
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como desejado. E desejavel, no entanto, efetuar a reagdo de conjugacéo,
pelo menos inicialmente, em temperaturas baixas, de preferéncia de cerca
de 0°C a cerca de 5°C, mais preferiyelmente a cerca de 4°C, de modo a re-

duzir o grau de precipitagdo do conjugado.

5 Com altos rendimentos da conjugac¢do e alta imunogenicidade
do produto de conjugacgdo, os processos de purificagdo como, por exemplo,
cromatografia em coluna e/ou 'precipi'tagéo com sulfato de aménio, do conju-
~gado de poliésacarideo nao-conjugado podem nao ser necesséarios. No en-
~ tanto, em certas modalidades, pode ser desejavel realizar uma ou mais eta-

10  pas de purificagéao.
Os conjugados
Ambos os reagentes contém multiplos grupos reativos por moié-

7

cula. Uma molécula de polissacarideo ativado pode reagir com e formar
mais de uma ligagdo com mais de uma molécula de proteina ativada. Da
mesma forma, uma molécula de proteina ativada pode reagir com e formar

i
o 15
mais de uma ligagao com mais de uma molécula de polissacarideo ativado.
Portanto, o produto conjugado € uma mistura de varias estrutu-

ras em trelica entrecruzadas do tipo matriz. Por exemplo, uma ligagdo sim-

ples pode estar presente, ou 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 ou mais ligagbes podem

20
estar presentes. O nimero médio de ligagbes entre um polissacarideo e uma
proteina pode ser ajustado, como preferido. O numero médio preferido de
ligagGes pode depender do tipo de polissacarideo, do tipo de proteina, do

método de conjugacgdo, das condigbes de reagdo, e similares. Geralmente,
25 uma média de 1 ligagado a cerca de 2, 3, 4 ou 5 ligagdes esta presente, de
modo a evitar interferéncia com a habilidade da proteina para estimular o
sistema imunoldgico por superconjugagao, e de forma a ndo causar mudan-
¢as na estrutura do polissacarideo. No entanto, em certas modalidades,

mais de 5 ligagbes podem ser toleradas ou até mesmo desejaveis.
- Como descrito anteriormente, conjugados multivalentes comple-

30
xo0s sé@o produzidos pelos métodos aqui descritos. O numero de polissacari-
deos imunogénicos distintos incluidos em um conjugado multivalente com-
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plexo néo € limitado, e pode variar de 2 a 28, de preferéncia 5 a 25 e, princi-
palmente, 15, em certas modalidades. O nimero de proteinas veiculo dife-
rentes incluidas em um conjugado multivalente complexo também nao é limi-
tado, e pode variar de 1 a 1'0 de preferéncia 4 a 6 e, principalmente, 5, em
5 certas modalidades. Por exemplo, uma molécula de proteina veiculo pode
~ serconjugada a2, 3, 4, 5, 6 etc polissaCarideos imunogénicos distintos. Um
conjugado da construg¢ao pode incluir uma estruiura em trelica que inclui du-
as ou mais moléculas de proteina diferentes conjugadas entresie 2, 3, 4, 5,
6 etc. polissacarideos imunogénicos distintos.
10 Apds conjugacgao, o conjugado pode ser purificado por qualquer
~ metodo adequado. A purificagdo é empregada para a remogéo de polissaca-
/ rideo n&o-reagido, proteina, ou subprodutos de pequena molécula da rea-
¢ao. Os métodos de purificagdo incluem ultrafiltragdo, cromatografia por ex-
! cluséao de tamanho, centrifugagéd por gradiente de densidade, cromatografia
/ 15 . por interagdo hidrofébica, fracionamento com sulfato de aménio, e similares,
como sdo conhecidos na técnica. Como discutido acima, as reagoes de con-
jugagéo de modalidades preferidas evoluem com rendimento maior, e geram
menos subprodutos de reacdo de pequena molécula indesejaveis. Conse-
guentemente, pode nao ser necessaria purificagao, ou apenas um pequeno
20 grau de purificagdo como, por exemplo, diafiltragdo, pode ser desejavel. O
conjugado pode ser concentrado ou diluido, ou processado em qualquer
forma adequada para uso em composi¢des farmacéuticas, como desejado.

Métodos de tratamento
sao administrados a um individuo em uma dose imunologicamente eficaz em
)

Conjugados preparados de acordo com a modalidade preferida

o5 ~ - .
uma forma adequada para evitar e/ou tratar doengas infecciosas. O termo
"individuo", como aqui usado, refere-se aos animais como, por exemplo
mamiferos. Por exemplo, mamiferos contemplados incluem seres humanos,

primatas, cachorros, gatos, carneiros, gado, cabras, porcos, cavalos, ca-

imi . "in-

H b
mundongos, ratos, coelhos, porquinhos-da-india, e similares. Os termos
dividuo”, "paciente" e "hospedeiro" sdo usados de forma intercambiavel

30
Como aqui usado, uma dose "imunologicamente eficaz" da vacina conjugada
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€ uma dose que é adequada para despertar uma resposta imunoldgica. A
dosagem especifica depende da idade, do peso e da condicdo médica do
individuo a ser tratado, bem como do método de administragcéo. Doses ade-
quadas podem sér facilmente determinadas por aqueles versados na técni-
ca. | .
Composi¢des farmacéuticas que compreendem vacinas conju-
gaidas de modalidades preferidas podem oferecer varias vantagens em rela-

¢80 as vacinas convencionais, incluindo imunogenicidade aumentada de

antigenos fracamente imunogénicos, redugdo potencial na quantidade de
antigeno usada, imuniZagées de reforgo menos freqientes, eficacia aumen-

tada, estimulagao preferencial de imunidade ou direcionamento potencial de

respostas imunoldgicas. As vacinas podem ser administradas a um individuo

por varias vias, como discutido abaixo, incluindo, sem limitagao, a via de
administragdo parenteral (por exemplo, por técnicas de injegdo e infusao

intra-cisterna), intradérmica, transmembranosa, transdérmica (incluindo tpi-

ca), intramuscular, intraperitoneal, i'ntravénosa, intra-arterial, intra-lesional,

schuténea, oral e intranasal (por exemplo, inalagdo). Vacinas conjugadas

podem ser administradas por inje¢do em bolo ou por infusdo continua, bem |
como por administracao iocalizada, por exemplo, em um local de doenca ou

de lesdo. A vacina conjugada pode ser opcionaimente administrada em um

veiculo farmacéutica ou fisiologicamente aceitavel.

O termo "vacina", como aqui usado, é um termo amplo e é usa-
do em seu significado comum, incluindo, sem Iimitagéo,'conjugados de mo-
dalidades preferidas ou de outros antigenos formulados com adjuvantes,
diluentes, excipientes; veiculos, e outras substancias farmaceuticamente
aceitaveis. O termo "farmaceuticamente aceitavel" é usado para se referir a
um material atdxico compativel com um sistema biolégico como, por exem-
plo, uma célula, cultura de células, tecido ou organismo.

Protocolos de imunizagao para uso com 0s conjugados de mo-
dalidades preferidas fornecem composicdes e métodos para a prevengao ou
tratamento de uma doenga, um disturbio e/ou uma infeccao em um indivi-

duo. O termo "tratamento", como aqui usado, é um termo amplo e é usado
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em seu significado comum, incluindo, sevm limitacao, tratamento curativo,
preventivo, profilatico, paliativo e/ou atenuante.

As composicdes de vacina sdo preferivelmente estéreis e con-
tém uma quantidade terapéUtica ou profilaticamente eficaz do conjugado em
uma unidade de peso ou volume adequada a administragao a um individuo.
O termo "veiculo farmaceuticamente acéitével", como aqui usado, significa
um ou mais enchimentos compativeis sélidos ou liquidos, diluentes ou subs-

tancias de encapsulagdo que sdo adequadas a administragdo em um indivi-

duo. O termo "veiculo" denota um ingrediente organico ou ihorgénico, natural

ou sintético, com o qual o ingrediente ativo € combinado para facilitar a apli-
cacgao. As caracteristicas do veiculo dependem da via de administragao. Ve-
iculos fisiologica e farmaceuticamente aceitaveis incluem diluentes, enchi-
mentos, sais, tampdes, estabilizantes, solubilizantes e outros materiais que
sa0 bem-conhecidos na técnica. |

Os componentes das composicdes farmacéuticas também sé&o

‘capazes de ser co-misturados com os conjugados da modalidade preferida,

e uns com os outros, de tal forma que nao haja interagdo que substancial-
mente prejudique a eficacia fa'rmacéutica desejada.

A formulagao das vacinas conjugadas de modalidades preferidas
em composigGes farmacéuticas pode ser obtida com a utilizagao de métodos
conhecidos na técnica. As composi¢oes de vacina também podem conter um
ou mais adjuvantes. Adjuvantes adequados incluem, por exemplo, adjuvan-

tes de aluminio, por exemplo, hidréxido de aluminio ou fosfato de aluminio, -

~ adjuvante de Freund, BAY, DC-chol, pcpp, monofosforil lipideo A, CpG, QS-

21, toxina colérica e formil metionil peptideo. Vide, por exemplo, "Vaccine
Design, the Subunit and Adjuvant Approach", 1995 (M. F. Powell e M. J.
Newman, eds., Plenum Press, N.Y.).

A dosagem de vacina conjugada a ser administrada a um indivi-
duo e o regime de administragdo podem ser determinados de acordo com
técnicas padronizadés bem-conhecidas por aqueles versados has técnicas
farmacéuticas e veterinarias, levando-se em conta fatores tais como o uso
pretendido, o antigeno em patrticular, o adjuvante (se presente), a idade, o
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sexo, 0'peso, a espécie, a condigdo geral, doencas e/ou tratamentos anterio-
res e a via de administracdo. Doses preliminares podem ser determinadas
de acordo com testes em animais, e o escalonamento de dosagens para
administragao em seres humanos é feito de acordo com praticas aceitaveis
na técnica como, por exemplo, experimentos padronizados de dbsagem. Por
exemplo, a dose terapeuticamente eficaz pode ser estimada inicialmente a
partir de testes do nivel de antic’orpoé séricos. A dosagem depende da ativi-

- dade éspecifit:a do conjugado, e pode ser determinada facilmente por expe-

- rimentagao de rotina.’

Na prética'de protocolos de imunizagdo para tratamento e/ou
prevencao de doencas especificadas, uma quantidade terapeuticamente efi-
caz de conjugado é administrada a um individuo. O termo "quantidade efi-
caz" significa a quantidad'e total de agente terapéutico (por exemplo, conju-
gado) ou de outro componente ativo que é suficiente para exibir um benefi-
cio significativo ao individuo como, por exemplo, resposta imunolégica au-
mentada, tratamento, cicatrizacao, preven¢éo ou melhora da condicao médi-
c‘a relevante (doenga, infeccdo, ou similares), ou um aumento da taxa de
tratamento, cicatrizacdo, prevengao ou melhora dessas condi¢coes. Quando
uma "quantidade eficaz® € aplicada a um agente terapéutico individual admi-
nistrado isoladamente, o termo refere-se somente aquele agente terapéutico.
Quando aplicado a uma cbmbinagéo,’ o termo refere-se as quantidades
combinadas dos ingredientes que resultam no efeito terapéutico, sejam eles
administrados em combinagédo, em série ou simultaneamente. Como aqui
usado, a frase "administragéo de quantidade eficaz" de um agente terapéuti-
co significa que o individuo é tratado com o(s) referido(s) agente(s) terapéu-
tico(s) em uma quantidade e por um periodo suficiente para induzir uma me- .
lhora e, de preferéncia, uma melhora sustentada, em pelo menos um indica-
dor que reflita a gravidade da doenga, infecgao ou distdrbio.

Uma melhora é considerada "sustentada" caso o paciente exiba
a melhora em pelo menos duas ocasides separadas por um periodo de tem-
po. O grau de melhora pode ser determinado com base, por exemplo, em

dados imunoldgicos ou em sinais ou sintomas de uma doenga, infecgdo ou
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disturbio. Varios indicadores que refletem a extensdo da doenga do paciente
podem ser avaliados para se determinar se a quantidade e o periodo do tra-
tamento sdo suficientes. O valor de base para o indicador ou indicadores
escolhidos pode ser estabelecido por exame do paciente antes da adminis-
tragcao da primeira dose do agente terapéutico, ou com base em valores es-
tatisticos gerados a partir de uma populat;éo de pacientes saudaveis. Caso o
agente terapéutico seja administrado para o trat:—imento de sintomas agudos,
a primeifa dose sera administrada logo' que for praticamente possivel. A me-
lhora é induzida por administragdo de agentes terapéuticos até que o indivi-
duo manifeste uma melhora em relagéo aos valores de base para o indica-
dor ou indicadores escolhidos. No tratamento de condigbes crbnicas, esse
grau de melhora é obtido administrando-se repetidamehte os agentes tera-
péuticos ao longo de um periodo de tempo, por exemplo, por um, dois ou
trés meses ou mais, ou indefinidamente. Uma unica dose pode ser suficiente
para tratar ou evitar certas condicdes. O tratamento pode ser continuado

‘indefinidamente no mesmo nivel ou em uma dose ou frequéncia reduzida,

independentemente da}condigéo do paciente, se desejado. Apds o tratamen-
to ter sido reduzido ou interrdmpido, ele pode mais tarde ser reiniciado no
nivel original, caso os sintomas reaparegam. ,

Geralmente, a quantidade de conjugado que fornece uma dose
eficaz ou uma dose terapeuticamente eficaz para vacinagao contra infecgcao
bacteriana é de cerca de | ug ou menos a cerca de 100 pg ou mais, de prefe-
réncia de cerca de 2, 3, 4,5, 6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50
Mg a cerca de 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90 ou 95 pg por kg de peso corpo-
ral. Uma dosagem eficaz pode necessitar de menos anticorpos caso o tempo
pés-infecgdo decorrido seja menor, na m'edida em que ha menos tempo para
que as bactérias proliferem. Uma dosagem eficaz também pode depender
da carga bacteriana no momento do diagnéstico. Mdltiplas inje¢ées adminis-
tradas ao longo de um periodo de dias podem ser consideradas para uso
terapéutico. | |

~ As vacinas conjugadas podem ser administradas como uma do-

se unica ou em uma série que inclui um ou mais reforgos. Por exemplo, uma
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crianga pequena ou uma crianca pode receber uma dose Unica precocemen-
te em sua vida, e depois pode receber uma dose de reforgo até 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10 ou mais anos mais tarde. A dose de reforgo gera anticorpos de
células B sensibilizadas, ou seja, uma resposta anamnéstica. Ou seja, a va-
cina conjugada desperta uma resposta funcional primaria de ahticorpo ele-
vada em crian¢as pequenas ou criangas, € é capaz de despertar uma res-

posta anamnéstica apés uma administragédo de reforgo, demonstrando que a

_resposta imuholégica protetora despertada pela vacina Conjugada é de longa

- duragao.

As vacina_s' conjugadas podem ser formuladas em preparagoes
liquidas para, por eXempIo, administragao oral, nasal, anal; retal, bucal, va-
ginal, peroral, intragastrica, mucosa, perlingual, alveolar, gengival, na muco-
sa olfatoria ou respiratéria. Formas adequadas para essa administragao in-
cluem suspensdes, xaropes e elixires. As vacinas conjugadas também po-
dem ser formuladas para administragdo injetdvel parenteral, subcutéanea,
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal ou intravenosa, liberagéo susten-
tada por implantes, ou administragdo por colirios. Formas édequadas para -
essa administragdo incluem suspensoes e emulsdes estéreis. Essas vacinas |
conjugadas podem estar‘misturadas com um veiculo, diluente ou excipiente
adequado como, por exemplo, dgua estéril, soro fisiologico, glicose, e simila-
res. As vacinas conjugadas também podem ser liofilizadas. As vacinas con-
jugadas podem conter substancias auxiliares como, por exemplo, agentes
umidificantes ou emulsificantes, agentes de tamponaménto do pH, aditivos
de gelificagdo ou de aumento da viscosidade, conservantes, agentes flavori-
zantes, agentes corantes, e similares, dependendo da via de administragéo
e da preparagao desejadas. Textos-padrao, por exemplo, "Remington: The .
Science and Practice of Pharmacy", Lippincott Williams & Wilkins; 202 edicao
(12 de junho de 2003) e "Remington's Pharmaceutical Sciences", Mack Pub.
Co.; 182 e 192 edi¢Oes (dezembro de 1985 e junho de 1990, respectivamen-
te), aqui incorporados por referéncia em sua totalidade, podem ser.consulta-
dos para a preparacao de preparagdes adequladas, sem experimentagao
desnecessaria. Tais preparacdes podem incluir agentes de formagdo de



20

25

30

44

complexos, ions metalicos, compostos poliméricos como, por exemplo, acido
poliacético, acido poliglicdlico, hidrogéis, dextrana, e similares, lipossomos,
microemulsdes, micelas, vesiculas unilamelares ou multilamelares, fantas-
mas de eritrécitos ou esferoblastos. Lipideos adequados para formulagao
lipossémica incluem, sem limitagdo, monoglicerideos, diglicerideos, sulfati-
das, lisolecitina, fosfolipideos, saponina; acidos biliares, e similares. A pre-
senga desses componentes adicionais pode influenciar o estado fisico, a
solubilidade, estabilidade, a taxa de lib'eragéo in vivo e a taxa de depuragao .

in vivo, e eles sdo, dessa forma, escolhidos de acordo com a aplicagao de-

sejada, de tal forma que as caracteristicas do veiculo sejam ajustadas a via

de administragédo selecionada.

As vacinas conjugadas s&o fornecidas preferivelmente como
suspensbes liquidas ou como produtos liofilizados. Preparagdes liquidas a-
dequadas incluem, por exemplo,'solugées aquosas isoténicas, suspensoes,
emulsbes ou composi¢des viscosas que sd0 tamponadas até um pH sele-
cionado. Preparacoes transdérmicas' incluem logGes, géis, sprays, pomadas
ou outras técnicas adéquadas. Caso a administracdo nasal ou respiratéria
(mucosa) seja desejada (por éxe_mplo, inalagao ou insuflacdo em aerossol),
as composicdes podem estar em uma forma e dispensadas por um dispen-
sador de spray por compressdo, um dispensador de bomba ou um dispen-
sador de aerossol. Aerossois estao norfnalmente sob pressao por meio de
um hidrocarboneto. Dispensadores de bomba podem preferivelmente dis-
pensar uma dose metrificada ou uma dose que possui um tamanho de parti-
cula em particular, como discutido abaixo.

Quando na forma de solugdes, suspensdes e geis, as formula-
¢Oes do conjugado podem tipicamente conter uma quantidade importante de
agua (preferivelmente agua purificada), além do ingrediente ativo. Quantida-
des menores de outros ingredientes como, por exemplo, agentes de ajuste
do pH, emulsificantes, agentes de dispersdo, agentes de tamponamento,
conservantes, agentés ufnidificante, agentes de gelificagdo, agentes coran-
tes, e similares, também podem estar presentes.

As composigdes sdo preferivelmente isotdnicas em relagao ao
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sangue ou a outro liquido do corpo do receptor. A isotonicidade das compo-

sicoes pode ser obtida com o uso de tartarato de sédio, propileno glicol ou

-outros solutos inorgéanicos ou organicos. O cloreto de sddio € particularmen-

te preferido. Agentes de tamponamento podem ser empregados, por exem-
plo, acido acético e seus sais, acido citrico e seus sais, acido bérico e seus
Sais, e acido fosforico e seus sais. Veiculos parenterais incluem solugdo de

cloreto de sédio, dextrose de’ Ringe'r, dextrose e cloreto de sodio, Ringer-

_lactato ou Oleos fixos. Veiculos intravenosos incluem reabastecedores de

liquidos e nutrientes, reabastecedores de eletrdlitos (como, por exemplo,
aqueles que se baselam em dextrose de Ringer), e similares.

A A viscosidade das composi¢coes pode ser mantida no nivel sele-
cionado com o uso de um agente espessante farmaceuticamente aceitavel.

Prefere-se metilcelulose pelo fato de ser facil e economicamente disponivel

e de ser um material facil de ser trabalhado. Outros agentes espessantes

adequados incluem, por exemplo, goma xantana, carboximetil celulose, hi-
droxipropil celulose, carbémero, e similafes. A concentragao preferida do
éspessante pode depender do agente selecionado. O pontd importante é o
uso de uma quantidade que possa obter a viscosidade selecionada. Compo- |
sicdes viscosas sdo normalmente preparadas a partir de solugbes pela adi-
¢ao desses agentes espessantes.

Um conservante farmaceuticamente aceitavel pode ser empre-
gado para aumentar o prazo de validade das composi¢des. Alcool benzilico
pode ser adequado, embora varios conservantes, incIUindo, por exemplo,
parabehos, timerosal, clorobutanol ou cloreto benzalc_énio, também possam
ser empregados. Uma concentragao adequada do conservante pode ser de
0,02% a 2%, com base no peso total, embora possa haver uma variagao -
apreciavel, dependendo do agente selecionado. _

A liberagdo pulmonar do conjugado também pode ser emprega-
da. O conjugado é liberado aos pulmdes de um mamifero durante a inalagao
e atravessa o revestimento epitelial do pulmao até alcangar a corrente san-
guinea. Uma ampla faixa de dispositivos mecanicos projetados para a libe-
racdo pulmonar de produtos terapéuticos pode ser empregada, incluindo,
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sem limitacdo, nebulizadores, inaladores de dose metrificada e inaladores de
pd, todos familiares aqueles versados na técnica. Esses dispositivos empre-

gam formulagdes adequadas a liberagao do conjugado. Tipicamente, cada

. formulagao é especifica para o tipo de dispositivo empregado, e pode envol-

ver o uso de um material propelente apropriado, além de diluentes, adjuvan-
tes e/ou veiculos uteis em terapia.
O conjugado é vantajosamente preparado para liberagao pulmo-

nar em forma particulada com um tamanho de particula médio de 0,1 pm ou

menos a 10 pm ou mais, mais preferivelmente de cerca de 0,2,0,3,0,4, 0,5,

0,6, 0,7, 0,8 ou 0,9 um a cerca de 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0,
5,5, 6,0,6,5, 7,0,7,5, 8,0, 8,5, 9,0, ou 9,5 ym para liberagdo pulmonar. Vei-
culos farmaceuticamente aceitaveis para liberagao pulmonar dos conjugados
incluem carboidratos como, por exemplo, trealose, manitol, xilitol, sacarose,
lactose e sorbitol. Outros ingrediéntes para uso em formulagées podem in-
cluir DPPC, DOPE, DSPC e IDOPC. Podem ser usados tensoativos naturais
ou sintéticos, incluindo polietileno glicol e dextranas, por exemplo, ciclodex-
trana. Sais biliares e outros intensificadores relacionados, alem de celulose e
derivados de celulose, e aminAoécidos, também podem ser usados. Liposso-
mos, microcapsulas, microesferas, complexos de inclusao e outros tipos de
veiculos também podem ser empregados.

Formulagbes adequadas pafa uso.com um nebulizador, de jato
ou ultra-sénico, tipicamente compreendem o conjugado dissolvido ou sus-
penso em agua, em uma concentragao de cerca de 0,01 ou menos a 100 mg
ou mais de conjugado por ml de solugéo, de preferéncia de cerca de 0,1, 1,
2,3,4,5,6,7, 8, 90u 10 mg a cerca de 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80, 85 ou 90 mg de conjugado por ml de solugdo. A formula-
¢ao também pode incluir um tampao e um agucar simples (por exemplo, pa-
ra estabilizagdo da proteina e regulagédo da pressdo osmética). A formulagao
para nebulizador também pode conter um tensoativo, para reduzir ou evitar a
agregacgao do conjugado induzida na superficie causada por atémizagéo da
solucéo na formacéo do aerossol.

Formulagbes para uso com um dispositivo inalador de dose me-
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trificadav geralmente compreendem um poé finamente dividido contendo o
composto da invengdo suspenso em um propelente com o auxilio de um
tensoativo. O propelente pode incluir propelentes convencionais como, por
exemplo, cloroflu'orocarbono, hidroclorofluorocarbonos, hidrofluorocarbonos,
e hidrocarbonetos, por exemplo, triclorofluorometano, diclorodifluorometano,
diclorotetrafluoretanol, e 1,1,1 ,2#tetrafluoretano, e combinacgdes destes.

Tensoativos adequados incluem trioleato de sorbitano, lecitina

-de soja e &cido oléico.

FOrmuIagc”)es para dispensa de um dispositivo inalador de pé
tipicamente compreendem um pé seco finamente dividido contendo o conju-
gado, opcionalmente incluindo um agente de formacgéo de volume, por e-
xemplo, lactose, sorbitol, sacarose, manitol, trehalose ou xilitol, em uma
quantidade que facilita a'disperséo do p6 pelo dispositivo, tipicamente de
cerca de 1 % do peso ou menos de 99 % do peso ou mais, da formulagéo,
de preferéncia de cerca de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, ou 50% do peso

a cerca de 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 ou 90% do peso da formulacgao.

Quando o conjugado é administrado por injecdo intravenosa,

cutanea, subcutanea ou outra injecao, a vacina conjugada esta, de preferén-

cia, na forma de uma solugdo aquosa isenta de pirogénio, parenteralmente
aceitavel. A preparagdo de solugdes parenteralmente aceitaveis com pH,
isotonicidade, es,tabilidade 'a'dequados, e similares, esta dentro dos conhe-
cimentos da técnica. Uma composicao farmacéutica preferida para injecao
preferivelmente contém um veiculo isoténico, por exemplb, injecao de cloreto |
de sodio, inje¢ao de Ringer, injecao de dextrose, inje¢ao de dextrose e clore-
to de sddio, injecdo de Ringer-lactato ou outros veiculos, como sé&o conheci-
dos na técnica. As composigc“)es farmacéuticas também podem conter esta- -
bilizantes, conservantes, tampdes, antioxidantes, ou outrds aditivos cpnheci-
dos por aqueles versados na técnica.

A duracado da inje¢do pode variar, dependendo de varios fatores,
e pode compreender uma injecdo Unica administrada ao longo de poucos
segundos ou menos, até 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17,18, 19, 20, 21, 22, 23 ou 24 horas ou mais de administracao intravenosa
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continua.

O conjugado pode ser administrado topicamente, sistemicamen-
te ou localmente, por meio de um liquido ou gel, ou como um implante ou
dispositivo. |

Os conjugados de -modalidades preferidas, ou os métodos de
conjugac¢ao de modalidades preferidas, ’podem ser Uteis na preparacéao de
vacinas para o tratamento de diversas infecgéés bacterianas, incluindo in-
feccdes ‘por Helicobacter pyloris, Borelia burgdorferi, Legionella pneumophi-
lia, Mycobacteria sps. (por exemplo, M. tubérculosis, M. avium, At. intracellu-
/are, M. kansaii, ML gordonae), Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoe-
ae, Neisseria meningitidis, Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes
(estreptococo do Grupo A), Streptococcus agalaciae (esfreptococo do Grupo
B), Stréptococcus (grupo viridans), Streptococcus faecalis, Streptococcus
bovis, Streptococcus (sps. anaerébicas), Streptococcus pneumoniae, Camp-
ylobacter sp. patogénica, Enterococcus sp., Haemophilus influenzae, Bacil-
lus anthracis, Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium sp., Erysipelo-
thrix rhusiopathiae, Clostridium perfringens, Clostridium tetani, Enterobacter
aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pasturella multocida, Bacteroides At.,
Fusobacterium nucleatum, Streptobacillus moniliformis, Treponema pallidum,
Treponema pertenue, Leptospira e Actinomyces israelli.

Certos métodos das modalidades preferidas também podem ter
utilizacdo na preparagao de vacinas para o tratamento ou a vacinagao de
individuos contra cancer, por exemplo, sarcomas e carcinomas de mamife-
ros, por exemplo, fibrossarcoma, mixossarcoma, lipossarcoma, condrossar-
coma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiossarcoma, endoteliossarcoma,
linfangiossarcoma, linfangioendoteliossarcoma, sinovioma, mesotelioma,
tumor de Ewing, leiomiossarcoma, rabdomiossarcoma, carcinoma de colon,
cancer pancreético, cancer de mama, cancer ovariano, cancer de prostata,
carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basais, adenocarci-
noma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma de glandulas seba-
ceas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma,

carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de célula renal, he-
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patoma, carcinoma de ducto biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma
embrionario, tumor de Wilms, cancer cervical, tumor testicular, carcinoma de
pulmao, carcinoma de pulmao de pequenas células, carcinoma de bexiga,
carcinoma epiteli.al, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craniofaringioma,
ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neurdnio acustico, oligoden--
droglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma, retinoblastoma; leuce-

mias como, por exemplo, leucemia linfocitica aguda e leucemia mielocitica

~aguda (mieloblastica, promielocitica, mielomonocitica, monocitica e eritro-

leucemia); leucemia crénica (leucemia mielocitica cronica (granulocitica) e
leucemia linfocitica cr_éhica,); e policitemia Vera, linfoma (doenga de Hodgkin
e doenca nao Hodgkin), mieloma muiltiplo, macroglobulinemia de Waldens-
trom e doencga da cadeia pesada, disturbios linfoproliferativos, incluindo sin-
drome Iinfoproliférativea autoimune (ALPS), leucemia linfoblastica cronica,
leucemia de células pilosas, leucemia linfatica cronica, linfoma de células T

periféricas, linfoma linfocitico pequeno, linfoma de células do manto, linfoma

folicular, linfoma de Burkitt, linfoma de células T positivo para o virus de Eps-

téin-Barr, linfoma histiocitico, doenga de Hodgkin, linfoma a'gressivo difuso,
leucemias linfaticas agudas, doenca linfoproliferativa gama T, linfoma cuta-
neo de células B, linfomé cutaneo de ceélulas T (ou seja, micose fungdide) e
sindrome de Szary.

Os conjugados podem ser administrados em combinagdao com
varias vacinas usadas atualmente ou em desenvolvimento, destinadas a in-
dividuos humanos ou nao-humanos. Exemplos de vacinas para individuos
humanos e dirigidas a doengas infecciosas, incluem a vacina combinada de
toxdides diftérico e tetanico; vacina de pertussis de célula inteira; a vacina
inativada de influenza; a vacina pneumocdcica 23-valente; a vacina viva de
sarampo; a vacina viva de caxumba; vacina viva de rubéola; vacina de tu-
berculose com bacilo de Calmette-Guerin | (BCG); vacina de hepatite A; va-
cina de hepatite B; vacina de hepatite C; vacina anti-rabica (por exemplo,
vacina de célula dipléide humana); vacina inativada de pdlio; vacina de po-
lissacarideo meningocécico; vacina conjugada rheningocécica quadrivalente;

vacina de virus vivo contra a febre amarela; vacina tiféide morta de célula
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inteira; vacina contra célera; vacina de virus morto contra encefalite japone-
sa B; vacina de adenovirus; vacina de citomegalovirus; vacina de rotavirus;
vacina de varicela; vacina contra antraz; vacina contra variola; e outras vaci-
nas comercialmente disponi\)eis e experimentais.

Os conjugados podem ser fornecidos a um médico assistente ou
a outro profissional de salde na forma de um kit. O kit é uma embalagem
que abriga um recipiente que contém a vacina Conjugada e instrugbes para
adminisfragéo da vacina conjugada a um individuo. O kit também pode op-
cionalmente conter um ou mais outros age'_ntes terapéuticos. O kit pode op-
éionalmente conter uma ou mais ferramentas diagndsticas e instrugdes para
uso. Por exemplo, uma coquetel de vacinas contendo duas ou mais vacinas
pode ser incluido, ou composi¢des farmacéuticas separadas contendo dife-
rentes vacinas ou agentes terapéuticos. O kit também pode conter doses
separadas da vacina conjugada para administracdo serial ou sequencial. O
kit pode conter dispositivos de liberacao adequados, por exemplo, seringas,
dispositivos de inalacéo, e similares,‘juntamente com instrugdes para admi-
nistracao dos agentes ferapéuticos. O kit pode opcionalmente conter instru-
¢cOes para armazenamento, réconstituigéo (se aplicavel) e administragdo de
qualquer um ou todos os agentes terapéuticos incluidos. Os kits podem in-
cluir diversos recipientes que refletem o nimero de administragdes a serem
dadas a um individuo. Caso o kit contenha um primeiro e um segundo reci-
pientes, diversos destes poderao estar presentes.
Exemplos - MATERIAIS E METODOS

_ Materiais - O toxodide tetanico (TT) era de Lederle Vaccines, Pe-
arl River, NY e Serum Institute of India, Pune, india. Os polissacarideos dos
grupos meningocécicos A e C (PS de Mn A e PS de Mn C, respectivamente)
eram da Bio-Manguinhos, Rio de Janeivro, Brasil. PS de Mn A também foi
obtido de SynCo Bio Partners, Amsterdam, Holanda. PSs de Mn W135e Y
eram de Aventis Pasteur e Chiron. Hidrazina, carboidrazida, diidrazida de
acido adipico (ADH), hidrazida acética, cloridrato | de 13-
(dimetilamino)propil]-3-etil carbodiimida (EDC), N-(2-Hidroxietil)pipefazina-
N'-(acido 2-etanossulfénico) (HEPES), periodato de sédio, boroidreto de soé-
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dio, éianoboroidreto de sédio, tetrafluoroborato  de  4-ciano-
dimetilaminopiridio (CDAP) e 1-amino-2,3-propanodiol e varios aminoacidos
foram adquikidos de Sigma/Aldrich Chemical Company. Kits de ensaio de
TNBSA (acido 2,4,6-trinitrobenzenossulfénico) e BCA (&cido bicinconinico)
foram adquiridos de Pierce. |

Métodos - Como descrito anteriormente, é aqui descrito um mé-

todo para ativagao de proteinas com' grupos hidrazida catalisado por carbo-

~diimida na presenga de aminoécidos, mistura de aminoacidos, peptideos e

misturas de peptl’deos, e trés métodos gerais para a conjugagdo de polissa-

carideos e misturas de polissacarideos a proteinas. Os polissacarideos bac-
terianos usados para a conjugagé@o a proteina por esses métodos incluem
polissacarideos meningococicos dos sorogrupos A, C, W135e Y.

Ativacao de proteina com grupos hidrazida catalisada por carbodiimida na

presenca de aminoacidos, mistura de aminoacidos, peptideos e misturas de

peptideos

1. Proteina (toxdéide tetanico ou TT, 4 mg/ml, medido pelo ensaio

| de Lowry [26] ou pelo ensaio de BCA [35]) reagido com hidrazina a 0,36 M

ou diidrazida de acido adl'picd (ADH) na presenga de 12-72 mM de EDC, |
MES a 0,2 M, pH 5-6,5 e 0-144 mM de aminoacidos ou mistura de aminoaci-
dos por 1-24 horas.

2. A mistura de reagéo foi neutralizada com NaOH a 1 N e diali-
sada contra NaCl a 30 mM, HEPES a 10 mM, pH 7,5, 4°C.

3. Apés didlise, as amostras foram registradas quanto a forma-
¢ao de precipitado. |

4. As amostras foram armazenadas a 4°C por 1-8 semanas, a
formacéo de precipitado foi examinada e registrada.

5. As amostras que exibem pouco ou nenhum precipitado foram
analisadas por HPLC com uma coluna Superose 6.

6. A concentragdo de proteina é determinada por ensaio de BCA
[35], e a concentracdo de hidrazida é determinada por ensaio de TNBS [34].
O numero de grupos hidrazida por molécula de TT, ou seja, 0 grau de ativa-
¢do (DA), é calculado. '
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Método geral A para conjugacio - PS ou mistura de PS ativada por aldeido

que reagem com proteina ativada por hidrazida (conjugacao por aminacao

redutiva)

1. Foram usados dois métodos para ativar o tdxéide tetanico. O
toxdide teténico foi ativado com hidrazina ou diidrazida de acido adipico na
presenga de EDC em pH 5,5-6,5, e depois foi feita a troca do tampao com
NaCl 30 mM, NaxCO3z a 3 mM, pH em torno de 10,5. Alternativamente, o
toxdide tetanico foi ativado com hidrazina ou diidra'zida de acido adipico na
presenga de EDC em pH 5,5 e 0-144 mM de amino4cidos ou mistura de a-
Minoécido, e depois foi feita a troca do tampao com NaCl a-30 mM, HEPES
a 10 mM, pH 7,5, 4°C.

‘ 2. O polissacarideo ou uma mistura de polissacarideos (em uma
proporgéo de peso desejada dos polissacarideos componentes) foi ativado
com NalQy, e foi feita a troca do témpéo com HEPES a 10 mM, pH 7,5, 4°C.

3. TT ativado por hidrazida foi reagido com polissacarideo ou
mistura de polissacarideo ativada po'r aldeido em proporgbes de 2:1 a 1:2 e
uma faixa de concentragéo de 1-40 mg/ml de um dia para o outro, pH 6,5-
7,5, 4-40°C. |

4. NaBH, (dez vezes os moles dos grupos aldeido no reagente
inicial) foi entao adicionado por 6 horas até de um dia para o outro para re-
duzir a ligagcdo dupla C=N em ligacdo simples C-N, e também reduzir os
grupos aldeldo nao reagidos em alcool.

5 A solugao teve o tamp#o trocado por solugéo salina, HEPES a
10 mM, pH 7,5, EDTA'a 1 mM, com o uso de uma membrana com valor de
corte do peso molecular de 12-14 KDa. '.

6. O volume da amostra foi determinado.

7. A concentragao de proteina foi calculada com base na quanti-
dade de partida inicial medida pelo ensaio de Lowry [26] ou pelo ensaio de
BCA [35].

- 8. A conéentragéo de polissacarideo foi calculada cbm base na
quantidade de partida inicial medida por métodos de ensaio apropriados pa-
ra cada polissacarideo componente, antes da mistura, por exemplo, pelo
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ensaio de resorcinol [27] para PSs de Mn A e C, pelo ensaio de antrona [32]
para PSs de Mn W135 e Y, pelo ensaio de fosforo [33] para PS de Mn A, e

pelo ensaio de Purpald [31] para PSs de Mn W135e Y.

Método geral B para conjugacdo - PS ou mistura de PS ativada por cianato

que reagem com proteina ativada por hidrazida (conjugacao por 'Cianilacéo) :

1. Foram usados dois métodos para ativar o toxdide tetanico. O

toxoide teténico foi ativado com hidrazina ou diidrazida de &cido adipico na

_presenga de EDC em pH 5,5-6,5, e depois foi feita a troca do tampao com
- NaCl a 30 leI, Na,CO3; a 3 mM, pH em torno de 10,5. Alternativamente, to-

x6ide teténico foi ativédo com hidrazina ou diidrazida de acido adipico na
presenca de EDC em pH 5,5 e 0-144 mM de aminoéacidos ou mistura de a-
minoacidos, e depois foi feita a troca do tamp&o com NaCl a 30 mM, HEPES
a10mM,pH7,5,4°C. |

2. O polissacarideo ou uma mistura de polissacarideos (em uma

proporcdo de peso desejada dos polissacarideos componentes) foi ativado

com CDAP pbr 2-2,5 minutos a 20-24°C na presenga de trietilamina.

3. A 4°C, TT ativado por hidrazida foi reagido com polissacarideo
ou miétura de polissacarideos ativada por cianato em propor¢coes de 2:1 a
1:2 e uma faixa de concentragao de 0,2-1 mg/ml, pH 6,5-7,5.

4. Apos reacdo por 3 dias inteiros a 4°C (a incubagao prolonga-
da é para assegurar a decomposi¢ao dos' grupos cianato nao reagidos resi-
duais que sobraram), a solugéo teve o tampéo trocado por solugao salina,
HEPES a 10 mM, pH 7,5, EDTA a 1 mM, com o uso de uma membrana com
valor de corte do peso molecular de 12-14 KDa. |

5. O volume da amostra foi determinado.

6. A concentragao de proteina foi calculada com base na quanti- .
dade de partida inicial medida pelo ensaio de Lowry _[26]' ou pelo ensaio de
BCA [35].

7. A concentragdo de polissacarideo foi calculada com base na
quantidade de partida inicial medida por métodos de ensaio apropriados pa-
ra cada polissacarideo componente, antes da 'mistura, por exemplo, pelo
ensaio de resorcinol [27] para PSs de Mn A e C, pelo ensaio de antrona [32]
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para PSs de Mn W135 e Y, pelo ensaio de fésforo [33] para PS de Mn A, e
pelo ensaio de Purpald [31] para PSs de Mn W135 e Y.

O tempo de conjugagao para a reagao do método B para prepa-
rar vacinas multivalentes cdnjugadas combinadas sintetizadas sem uso de
um agente de bloqueio é de 3 dias inteiros a 4°C. Em fung¢éo do alto rendi-
mento da conjugacdo e da alta imunogehicidade do produto de cbnjugagéo,
€ necessario um processo de purificagéo.como,' por exemplo, cromatografia
em coluna e/ou precipitagao com sulfato de aménio dQ conjugado do polis-

sacarldeo nao-conjugado.

Metodo geral C para conjugacéo - mistura de PS ou PS ativado por hidrazida

que reagem com proteina ativada por aldeido (conjugacdo por aminac¢édo
redutiva) |

1. Foram usados dois métodos para ativar o toxdide tetanico. O
toxoide tetanico foi reagido com' 1-amino-2,3-propanodiol (APDO) na pre-
senca de EDC em pH 5,5-6,5, e depois.o tampao foi trocado com NaCl a 30

'mM, NaCO3z a 3 mM, pH em torno de 10,5, 4°C. TT-APDO foi reagido com

NalO4 para criar grupds aldeido, e depois foi feita a troca do tampao com
NaCl a 30 mM, ‘Na2C03 a3 mM, pH em torno de 10,5, 4°C. Alternativamen-
te, o toxdide tetanico foi reagido com 1-amino-2,3-propanodiol (APDO) na
presenca de EDC em pH 5,5-6,5 e 0-144 mM de aminoacidos ou mistura de
aminoacidos, e depois foi feita a troca do tampao com NaCl a 30 mM, HE-
PES a 10 mM, pH 7,5, 4°C. TT-APDO foi reagido com NalO4 para criar gru-
pos aldeido, e depois foi feita a troca do tampao com NaCl a 30 mM, HEPES
al0mM, pH 7,5, 4°C.

2. Foram usados trés métodos para a preparagao de polissaca-
rideo ou mistura de polissacarideos ativada por hidrazida (em uma propor-
¢ao de peso desejada dos polissacaru’déos componentes): a) PS ou mistura
de PS foi reagido com NalQO, e depois hidrazina ou diidrazida de acido adipi-
co com subsequlente redugdo com NaBH, (aminagdo redutiva); b) PS ou
mistura de PS foi ativado com CDAP e depois reagido com hidfazina ou dii-
drazida de &cido adipico (reagdo de conjugagdo por cianilagéo); e ¢) PS ou
mistura de PS foi reagido com hidrazina ou diidrazida de acido adipico na
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presenc}a EDC (reacao de carbodiimida). .

3. TT ativado por aldeido foi reagido com PS ou mistura de PSs
ativada por hidrazida em proporgdes de 2:1 a 1:2 e uma faixa de concentra-
caode 1-5 mg/mi por 18 horas, pH 6,5-7,5, 4-40°C.

4. NaBH, (dez vezes os moles do aldeido no reagehte inicial) foi.
entdo adicionado por 6 horas, de um dia para o outro, para reduzir a ligagao
dUpIa C=N em ligagéo simples C-N, e também reduzir 0s grupos aldeido nao

- reagidos em élcool.

5. A sdlugéo teve o tampéo trocado por solugdo salina, HEPESa
10 mM, pH 7,5, EDTA Ia 1 mM, com o uso de uma membrana com valor de
corte do peso molecular de 12-14 KDa.
6. O volume da amostra foi determinado.
_ 7.A éoncentragéo de proteina foi calculada com base na quanti-
dade de partida inicial medida pelo ensaio de Lowry [26] ou pelo ensaio de
BCA [35].

8. A concentragao de polissacarideo foi calculada com base na

| q'uantidade de partida inicial medida por métodos de ensaio 'apropriados pa-

ra cada polissacarideo componente, antes da mistura, por exemplo, pelo'
ensaio de resorcinol [27] para de Mn A e C PSs, pelo ensaio de antrona [32]

para Mn W135 e Y PSs, pelo ensaio de fésforo [33] para Mn A PS, e pelo

ensaio de Purpald [31] para Mn W135 e Y PSs. '

Ensaios fisico-quimicos de proteina ativada e produtos conjugados

Cromatografia por exclusdao de tamanho de alto rendimehto (HPSEQ)

~Amostras de proteinas, polissacarideos e produtos conjugados
(25 ul, 0,05-1 mg/ml) foram processadas através de uma coluna Waters Ul-
trahidrogel 2000 ou Ultrahidrogel Linear ou de uma coluna Superose 6 com
solugao salina, Tris a 10 mM, pH 7,5, EDTA a 1 mM a 0,5 ml/minuto em um
sistema Dionex HPLC com o uso do software Chromelean e um detector de
UV a 280 nm. O detector de UV a 280 nm monitora os sinais de espécies
que contém proteina, além de compostos que contém porgdes aromaticas. O
detector de RI mede os sinais de proteinas, poiis'sacarideos, conjugados e
sais. Quando as vacinas multivalentes conjugadas combinadas sintetizadas
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foram analisadas por HPLC, fragbes foram coletadas em cada minuto para
detecgao do conjugado de polissacarideo-proteina por ELISA.
Método de ELISA para deteccédo de conjugado de PS-proteina

Placas Immunolon 1 (Dynatech) foram revestidas com 20 pl de
cada fragdo de HPLC mais 80 pl de 1x PBS (um volume total de 100 pl de
solugdo de revestimento) por 3 horas. Somente as espécies que contém pro-
teina (ou seja, proteina livre conjugada e néo—cdnjugada) aderem a placa de
poliestiréno. Apés lavagem trés vezes com 150 pl de tampao de lavagem
(PBS com Twéen 20 0,05%, NaN3 0,02%), 100 pl do respecﬁvo anti-soro PS-
éspecifico (mas que néo reage de forma cruzada com a proteina veiculo)
(1/100 -1/250, diluido com tampéao contendo PBS, 5% de soro de bezerro
recém-nascido, NaNs 0,02%) foram adicionados a cada cavidade. Apos in-
cubagéd de um dia para o outro, a placa foi lavada trés vezes e incubada
com 100 pl de Fc de 1gG de cabra anticamundongo conjugado com fosfato
alcalino (diluigao de 1/10.000 em tamp&o de diluigdo) por trés horas. Apds

‘lavagem (3 x 150 pl), as placas foram incubadas com 100 p! de fosfato de p-

nitrofenila (1 mg/mlem Tris a 1 M, pH 9,8, MgCl, a 0,3 mM) por 30-180 mi-
nutos, e as leituras de ELISA a 405 nm foram medidas com uma leitora de
placas. Apds subtrair o valor fundo, a leitura representa o conjugado de PS
em cada fragao, uma vez que o PS livre ndo-conjugado nao cola ou adere a
placa durante o revestimento da placa. A presenga de todas as espécies do
polissacarideo componente nas vacinas multivalentes conjugadas combina-

das sintetizadas foi, dessa forma, demonstrada.

Imunogenicidade de conjugados de polissacarideo-proteina em camundon-

gos
Imunizacdo de camundongos

A menos que especificado, éamundongos (NIH-Swiss; grupos de
5 ou 10) foram imunizados com 1 pg/dose de cada polissacarideo (em mis-
tura de PS ou nos conjugados preparados pelos Métodos de conjugacao A,
B e C) nos dias 0, 14 ¢ 28 com anti-soros coletados no 42° di-a. ELISA foi
realizado para determinagéo dos niveis de anticorpos contra os respectivos

polissacarideos nativos.
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Método de ELISA para determinacéo de titulacao de anticorpos

Placas Immunolon 1 (Dynatéch) foram revestidas com 100 pl de

-solugao de revestimento contendo polissacarideo (5 pg/ml para Mn A, C,

W135 ou Y) por 18 horas. Apos lavagem trés vezes com 150 pl de tampao
de lavagem (PBS com Tween 20 0,05%, NaN3 0,02%), 100 pl de amostras
com especificidade de anti-sord_ e soro de referéncia (com 3.200 unidades/ml

de anticorpo anti-polissacarideo atribuidas arbitrariamente; duplicata) em

- uma diluicdo serial de duas vezes partindo de 1/200 (diiuido com tampao de

diluigao contendo PBS, 4% de soro de bezerro recém-nascido, 0,02% de
NaN3; com 2 pg/ml de polissacan’deo da parede celular em casos pneumoco-
cicos) foram adicionados a cada cavidade. Apos incubagéo de um dia para o
outro, as placas foram lavadas trés vezes e incubadas com 100 ul de Fc de
IgG de cabra ahticamundongo conjugado com fosfato alcalino (diluicao de
1/10.000 em tampéo de diluigéo) por duas horas. Apds lavagem (3 x 150 pl),
as placas foram incubadas com 100 pl de fosfato de p-nitrofenila (1 mg/ml

em Tris a 1 M, pH 9, MgCl, a 0,3 mM) por 30-45 minutos, e a reagéo foi in-

térrompida com 50 plde NaOH a 1 N. As leituras de ELISA foram medidas a
405 nm com uma leitora de placas, e os niveis de anticorpos antipolissacari- |
deo das amostras de anti-soro foram calculados a partir de suas leituras de
ELISA e da curva-padrao do soro de referéncia co-testado na mesma placa.
A média geométrica do nivel de anticorpo para cada grupo de camundongos
foi calculada.

Ensaio bactericida para determinacdo da funcionalidade bioldgica de anti-

corpo (titulacao bactericida)

A fungao bioldgica do anticorpo induzido foi determinada por en-
saio bactericida dos anti-soros induzidos contra a cepa bacteriana homéloga -
de acordo com o método em [Maslanka S.E.; Gheesling L.L., Libutti D.E.,
Donaldson K.B., Harakeh H.S., Dykes J.K. et al. "Standardization and a mul-
tilaboratory comparison of Neisseria meningitidis serogroup A and C serum
bactericidal assays. The Multilaboratory Study Group". Clin. Diagn. Lab. Im-
munol. 1997; 4(2): 156-167] com pequenas modificagées. Resumidamente,

as bactérias foram inicialmente cultivadas de um dia para o outro em uma
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placa com infusao cérebro-coracao (BHI)/soro normal de cavalo 5% (NHS), e
depois transferidas para uma placa fresca e cultivadas por 4-5 horas. Foi

preparada uma suspensao bacteriana com 80% de transmitancia a 530 nm

- em DPBS a partir da cultura fresca de 4-5 horas, e ela foi diluida até 50-80

unidades formadoras de colénia (CFU)/25 pl com DPBS (diluigdo de aproxi-
madamente 1:50.000). O complemento'foi descongelado em temperatura
ambiente, enquanto se preparava a diluigao baéteriana, e ela foi armazena-
da em gélo até ser usada. Em uma placa de cultura de tecido de 96 cavida-

des, uma série de diluicdes de duas vezes de amostras de teste e de contro-

le foi feita com DPBS contendo MgCl> a 0,5 mM e CaCl, a' 0,9 mM. Foram
adicionados 25 Ml de suspensdo bacteriana a cada cavidade, seguidos por
25 pl de complemento (Lote N° 34426-A, Pel-Freez, Rogers, Aakansas). A-
pos incUbagéo a 37°C por 30 minutos sem CO,, 10 pl de suspensdo bacteri-
ana de cada cavidade foram plaqueados. As colonias foram contadas apos
incubagao de um dia para o outro a 37°C com CO5 5%. A titulagao bacterici-

da é a maior diluicdo da amostra de teste que gera uma redugéo de 50% em

CFU, quando comparado com a cavidade de controle contendo complemen-
to sem anti-soro. |
EXEMPLOS ESPECIFICOS

Ativacéo de proteina com hidrazina ou hidrazida catalisada por carbodiimida

sob condicdes controladas que incluem o tempo de reacédo, a concentracao

de EDC e a concentracdo de aminoacidos e da mistura de aminoacidos

Foi relatado que a reacdo de proteina com hidrazina ou diidrazi-
da catalisada por EDC tende a causar agregac¢ao e precipitacao do produto.
Foram exploradas varias condicdes de reagdo para a reagdo de 4 mg/ml de
TT com hidrazina a 0,36 M ou ADH a fim de obter o produto de reagao sem
precipitagao. |

Reacao de ativacao na auséncia de aminoacido

Na auséncia de aminoacido, a reagao foi realizada na presenca
de EDC a 12-48 mM por 1-24 horas. A mistura de reagao teve o. tampao tro-
cado com NaCl a 30 mM, HEPES a 10 mM, pH 7,5, e foi armazenada a 4°C.
Alguns produtos dessas reagdes formaram precipitado durante a reagao ou
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~ apds armazenamento do produto dialisado a 4°C por 1-8 semanas. O grau

de ativagdo (DA; numero de grupos hidrazida por molécula de TT) das a-
mostras restantes foi determinado e listado na Tabela 3. Os perfis de HPLC
de alguns desseé produtos sdo mostrados na Figura 1.

Tabela 3. Grau de ativacio (DA: numero de grupos hidrazida por molécula.

de TT) para toxodide tetdnico ativado resultado de varias condicoes de ativa-

¢do na auséncia de aminoacido.

[EDC] 'Tempo' de feagéo para hidra- Tempo de reagao para ADH

(mM) ' - zina (horas) . (horas)

1 2 4 24 1 2 4 24
12 2 - - 92 49 - - .
18 - - (110)  (81)  (99)
24 - (83) (90) (107) - - - -
36 (77)  (96) ~(102) (112) - - 75 66
48 - - - - . 76 77  (103)

a. DA nao é determinado para amostra que exibe precipitado.

~ b. O numero entre parénteses é o valor do DA da amostra sem precipitagao,

mas que apresenta redugao substancial do sinal de proteina no perfil de H-
PLC (Figura 1, Perfis A e B). o

Reacao de ativacdo na presenca de lisina, arginina, histidina, glicina, serina,

treonina e mistura de aminoacidos de lisina, arginina, histidina, glicina, seri-

na, treonina, acido glutimico e cisteina

A reacéo do toxdide tetanico (4 mg/ml) com hidrazina a 0,36 M e
ADH catalisada por EDC a 12 e 24 mM na presenga de 36, 72 e 144 mM de
aminoacido lisina, arginina, treonina, serina, glicina, histidina ou uma mistura
de aminodacidos composta de molaridade igual de lisina, arginina, treonina,
serina, incina, histidina, acido glutamico e cisteina foi realizada por 1,2,4e
24 horas. O grau de ativagao (DA) dos produtos da reagdo sem precipitagao
foi determinado e listado na Tabela 4. Os perfis de HPLC de alguns desses
produtos sdo mostrados na Figura 2.
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Tabela 4. Grau de ativacdo (Da: numero de grupos hidrazida por molécula

de TT) para toxdide tetanico ativado resultado de varias condicbes de ativa-

cao na presenca de aminoacido lisina, arginina, treonina, serina, glicina, his-

. tidina ou mistura de aminoacidos. .

[EDC] [Lys] Tempo de reacao para hi-
(mM)  (mM) drazina (horas)

Tempo de reagao para

ADH (horas)

1 2 4 24 1 2 4 24
12 =~ 36 -8 - - - 47 - - -
72 - - - - 39 40 57 -
144 32 - - - 34 43 43 58
24 36 - (95 (88) (93) - - (92) (90)
72 - -~ (103) (106) - - - -
| 144 - . . . - . . -
[EDC]' [Arg]  Tempo de reagao para hi- Tempo de reagéovpara
(mM)  (mM) drazina (horas) ADH (horas)
_ 1 2 4 24 1 2 4 24
12 36 - - - - 48 - - -
72 - - - - 40 46 56 -
144 36 - - - 36 42 48 57
24 36 - (86) (83) (92) - - (87) (93)
72 - - (105) (101) - - - -
144 - - . - - - - -
[EDC] ([Thr] Tempo de reagéo para hi- - Tempode reagao para
(mM)  (mM) drazina (horas) ADH (horas)
1 2 4 24 1 2 4 24
12 36 - - - - 47 - - -
72 - - - - 3 46 52 -
144 35 - - - 32 42 46 48
24 36 - (112) (88) (96) - - (87) (88)
72 - - - - - - - -

144 - - ] ;
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[Ser] Tempo de reagao para hi- Tempo de reagao para
(mM)  (mM) drazina (horas) ADH (horas)
1 2 4 24 1 2 4 24
12 36 - - . - 47 - -
72 32 - - - 39 43 51 57
144 35 - - - 41 40 44 47
24 36 - (114 (8) (91) - - (91)  (93)
| 72 - - : - - - - -
144 - - - - - - - -
[EDC] [Gly] Tempo de reacé@o para hi-  Tempo de reagado para
(mM)  (mM) drazina (horas) ADH (horas)
' 1 2 4 24 1 2 4 24
12 36 . - - - 49 - - -
72 35 - - - 37 45 47 54
144 32 32 32 33 3 40 39 47
24 36 - - . - . - - (82
72 - - - - - - . .
144 - - - - . - - -
[EDC] [His] Tempo de reagao para hi- Tempo de reagéo para
(mM)  (mM) drazina (horas) ADH (horas)
1 2 4 24 1 2 4 24
12 36 41 - - - 44 46 58 -
72 28 36 46 . 27 35 41 46
| 144 21 27 30 39 24 30 33 40
24 36 - (85) - - - - -
72 - - . - 22 - - -
144 65 - 48 . 40 44 58 -
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[EDC] [Mis] Tempo de reagao para hi- Tempo de reagao para -
(mM)  (mM) drazina (horas) - ADH (horas)
1 2 4 24 1 2 4 24
12 36 40 - - - 45 51 62 -

72 12 12 13 17 19 17 18 22
144 10 8 9 13 13 13 14 17

24 36 - . - - 48 - . .
| 72 - . - : - - - -
144 26 29 27 - 50 58 64 80

a. DA nao é determinado para amostra que exibe precipitado.

b. O nimero entre parénteses é o valor do DA da amostra sem precipitacao,
mas que apresenta redugao substancial do sinal de proteina no perfil de H-
PLC (Figura'2, Perfil A). |

Reacéo de ativacdo na presenca de acido glutdmico (e acido aspartico)

A reagéo do toxéide tetanico (4‘ mg/ml) com hidrazina a 0,36 M e
ADH catalisada por ED_C a2, 24, 48 e 72 mM na presenca de 36, 72 e 144
mM de acido glutamico foi realizada por 1, 2, 4 e 24 horas. O grau de ativa-
¢ao (DA) dos produtos da reagdao sem precipitacdo foi determinado e listado
na Tabela 5. Os perfis de HPLC de alguns desses produtos sdo mostrados
na Figura 3. , »
Tabela 5. Grau de ativacdo (DA; numero de grupos hidrazida por molécula

de TT) para toxdide tetdnico ativado resultado de varias condicoes de ativa-
cao na presenca de acido glutdmico.

- [EDC] [Glu] Tempo de reagéo para hi- Tempo de reagéo para
(mM)  (mM) drazina (horas) ADH (horas)
1 2 4 24 1 2 4 24
12 36 19 21 26 27 35 35 35 39
72 16 7 6 8 21 21 20 25
144 5 5 12 15 16 17 18 21
24 36 33 35 -2 - 41 37 39 41
72 23 23 25 30 36 37 36 41
144 17 20 16 23 30 29 33 34
48 36 - - - - - - - -




10

15

20

25

63

[EDC] [Glu] Tempo de reagéo para hi- Tempo de reagao paré
(mM)  (mM) drazina (horas) ADH (horas)

' 1 2 4 24 1 2 4 24

72 . 49 - - - - 54 49 59
144 25 26. 27 33 38 39 40 44
72 36 - (98)° (80) (92) - - -
72 i ) ) i R _ ] -

144 34 3 37 - 46 46 46 53

"a.DAndo é d'eterminado para amostra que exibe precipitado.

b. O nimero entre parénteses é o valor do DA da amostra sem precipitagao,
mas que apresenta redugdo-substancial do sinal de proteina no perfil de H-
PLC. |

Conjugacao de misturas de polissacarideos a proteinas

Método A [Conjugado dos Grupos A, C, W135 — Meningocdcicos multivalen-

tes sintetizados combinados e polissacarideos y-toxodide tetanico] lote
ACWY040228a1

Ativacao de TT para conter qupos'hidrazida

1. Toxdide tetanico (4,2 mg/ml) foi ativado com hidrazina a 0,42
M na preseng¢a de EDC a 20 mM, MES a 0,1 M, pH 65 a 20-24°C.

2. Apds reagao por 4 horas, o pH da mistura de reagao foi ele-
vado até 7,5-10 com NaOH a 1 N para interromper a reagao.

3. A mistura de reagéo teve o tampéo trocado com NaCl a 30
mM, Na,CO3; a 3 mM, pH em torno de 10,5 a 4°C com o uso de uma mem-
brana de didlise de 12-14 KDa. |

Ativacao da mistura de PSs de Mn A, C, W135e Y para conter grupos aldei-

do

1. A mistura de PSs de Mn A, C, W135 e Y (10 mg/ml, PS total; -
2,5 mg/ml, cada PS componente) foi reagida com 6 mM de NalO, a 20-24°C
por 4 horas. , |

2. A amostra foi dialisada contra HEPES a 10 mM, pH 7,5 a 4°C
com o uso de uma membrana de dialise de 12-14 KDa. :
Conjugacao de mistura de PS ativado de Mn A, C W135 e Y ao TT ativado

1. Aliquota de TT contendo hidrazida (0,4 mg) foi ajustada até 10
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mg/ml por liofilizagao e dissolugao em O,O4Im| de agua.

2. Aliquota de mistura de PS de Mn A, C, W135 e Y contendo
aldeido foi ajustada até 10 mg/ml por liofilizagao e dissolugao em 0,04 ml de
HEPES a 0,2 M pH 7,5, EDTA a 30 mM.

3. Adicionada a solugdao de TT ativado a um volume igual da
mistura de PS ativado de Mn e turbilhonada.

4. Incubada a mistura de reacao a. 20-24°C de um dia para o
outro. | |

5. A mistura de reacao foi tratada com 6 pl. de NaBH; a 1 M (10
Vezes o equivalente molar em relagao a concentragao inicial de -aldeido no
PS ativado) por 6 horas.

o 6. A solucao teve o tampao trocado por solu¢éo salina, HEPES a
10 mM, pH 7,5, EDTA a 1 mM, 4°C, com o uso de uma membrana com valor
de corte do peso molecular de 12;14 KDa.

7. O volume do conjugado dialisado foi determinado, e as con-

‘centragdes da proteina (TT) e de cada polissacarideo (Mn A, C; W135 e Y)

foram calculadas a partir das massas inseridas.

Caracterizacdo do conjugado multivalente combinado sintetizado lote

ACWY040228a1

A Figura 4 mostra o perfil de eluicdo por HPSEC (monitorado a
280 nm) do conjugado lote ACWY040228a1. A mudanga do sinal de proteina
de 17,5 para 13 minutos foi observada com a conjugacgao, e pouca proteina
livre ndo-conjugada restava apés conjugagdo. O polissacarideo conjugado -
de cada sorogrupo meningocécico A, C, W135 ou Y em cada fragao do perfil
de HPLC foi detectado por ELISA com respectivos anticorpos especificos
para cada polissacarideo (Figura 5). |
Imunogenicidade do conjugado multivalente _combinado sintetizado lote
ACWY040228a1

O conjugado foi usado para imunizar grupos de 10 camundon-

gos com polissacarfdeo nativo como controle a 1 pg de polissacarideo/dose
nos dias 0, 14 e 28. As médias geométricas dos niveis induzidos de anticor-
pos (unidades/ml) duas semanas apds a 32 injegao determinadas por ELISA
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sao: Mh A 11 (1, 195; 1 intervalo-de confianga SD), MnC, 672 (328, 1.379);
Mn W135, 72 (32, 162); e Mn Y, 298 (105, 844) para o grupo de controle, e

Mn A, 9.291 (3.535, 24.421), Mn C, 4.080 (1.694, 9.824); Mn W135, 17.450

(9.502, 32.050); e Mn Y, 114.429 (60.462, 216.566) para as bateladas de
conjugado, presumindo-se 3.200 }unidades/ml para o soro de referéncia de
cada PS de sorogrupo (Tabela 6). Os conjugados induziram 6-845 vezes

mais anticorpo anti-PS de Mn especifico em camundongos, quando compa-

“rados com o controle de PS de Mn nativo. As médias geométricas da titula-

~ ¢do bactericida induzida duas semanas apds a 32 inje¢do determinadas por

ensaio bactericida s@o: Mn A, 329 (113, 598; 1 intervalo de confianga SD),
MnC, 329 (163, 668); Mn W135, 2.743 (1.851, 4.066); e Mn Y, 12.958
(10.197, 16.559) para o grupo de controle, e Mn A, 9.699 (3.373, 27.895),
Mn C, 1.657 (854, 3.214); Mn W135, 6.625 (2.076, 21.143); e Mn Y, 77.262
(32.824, 181.863) para a batelada de conjugado (Tabela 6b). Os conjugados

induziram 2,4-29 vezes mais titulacao bactericida em camundongos, quando

comparados com o controle de PS de Mn nativo.

Tabela 6a. A média geométrica dos niveis® de anticorpos anti-PS de Mn com

1 intervalo de confianca SD de grupos de camundongos (10 camundong@‘

por grupo) duas semanas apds a 32 imunizacdo com 1 pyg/dose de cada um
dos PS de Mn no conjugado multivalente lote ACWY040228a1
Polissacarideo ~ Mistura de PS Lote ACWY040228a1 Aumento

nativo : (vezes)
A 11 (1, 195) 92,91 (3.535, 24.421) 845
C 672 (328,1.379)  4.080 (1.694, 9.824) 6
W135 72 (32, 162) 17.450 (9.502, 32.050) 242
Y 298 (105, 844)  114.429 (60.462, 384

216.566)

a. Comparado com um soro de referéncia de cada PS com um nivel de anti-
corpo anti-PS de Mn presumido de 3200 unidades/ml

Tabela 6b. A média geométrica da titulacdo bactericida com 1 de intervalo de

confianca SD de grupos de camundongos (10 camundongos por grupo) duas

semanas apos a 32 imunizacéo com 1 pg/dose de cada um dos PSs de Mn
no conjugado multivalente lote ACWY040228a1
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Polissacarideo  Mistura de PS Lote ACWY040228af1 "Aumento

nativo _ (vezes)
A 329 (113,958)  9.699 (3.373, 27.895) 29
C 329 (163, 668) 1.657 (854, 3.214) 5
W135 ~ 2.743(1.851,  6.625 (2.076, 21.143) 2,4
4.066). - |
Y 12.995 (10.197, 77.262 (32.824, 6
16.559) ~181.863)

Método B [Conjugado dos Grupos A, C, W135 — Meningocdcicos multivalen-

tes sintetizados combinados e polissacarideos y-toxoide tetanico] lote

- ACWY040723B5

Ativagéo de TT para conter grupos hidrazida

1. Tbxéide tetanico (4,2 mg/ml) foi ativado com hidrazina a 0,42
M na presenga de EDC a 20 m‘M, MES a 0,1 M, pH 6,5 a 20-24°C.

2. ApGs reagao por 4 horas, o pH da mistura de reagéb foi ele-
vado até 7,5-10 com NaOH a 1 N para intefromper a reagao.

3. A mistura de réacéo teve o tampao trocado com NaCl a 30
mM, Na,CO3z a 3 mM, pH em torno de 10,5 a 4°C com o uso de uma mem-
brana de dialise de 12-14 KDa.
Ativacdo da mistura de PS de an A, C, W135 e Y para conter grupos cianato

1. Mistura de PS de Mn A, C, W135 e Y (0,04 rhl, 10 mg/ml, PS
total; 2,5 mg/ml, cada PS componenté) foi ativada com 5 pl CDAP (100

mg/ml em acetonitrila) por 2-2,5 minutos a 20-24°C na presenga de 5 pl trie-

tilamina a 0,2 M. | ' '_
2. O polissacarideo ativado foi misturado com 0,625 ml de HE-

PES a 0,2 M gelado, pH 7,5, EDTA a 30 mM, e usado imediatamente para

conjugacao.

Conjugagdo da mistura de PSs ativados de Mn A, C, W135 e Y ao TT ativa-

do

1. O polissacarideo ativado foi adicionado a 0,25 mg de TT ati-
vado (gelado, 0,0065 ml, 3,84 mg/ml); vortex. |
2. Incubada a mistura de reagao a 4°C com agitagdo suave por 3

dias inteiros (a incubacdo prolongada é para assegurar a decomposi¢céo dos
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grupos cianato residuais néo reagidos que sobram).

3. A solugdo teve o tampao trocado por solugéo salina, HEPES a

10 mM, pH 7,5, EDTA a 1 mM, com o uso de uma membrana com valor de

corte do peso molecular de 12-14 Kda.
4. O volume do conjugado dialisado foi determinadb, e as con-
centragbes da proteina (TT) e de cada polissacarideo (Mn A, C, W135 e Y)

foram calculadas a partir das massas inseridas.

.CaraCterizacéo do conjugado multivalente combinado sintetizado " lote
- ACWY040723B5

A Figura 6‘mostra os perfis de eluigdo por HPSEC (monitorados
a 280 nm) do conjugado lote ACWY040723B5. A mudanca do sinal de prote-
ina de 17,5 para 14,5 minutos foi observada com a conjugagéo, € uma quan-
tidade significati\)a de proteina livre ndo-conjugada foi deixada apds a conju-
gacédo. O polissacarideo conjugado de cada sorogrupo meningocécico A, C,
W135 ou Y em cada fragao do perfil de HPLC foi detectado por ELISA com

respectivos ahticorpos especificos para cada polissacarideo (Figura 7).

Imunogenicidade do conjugado multivalente combinado sintetizado lote
ACWY040423B5 |

O conjugado foi usado para imunizar grupos de 10 camundon-
gos com polissacarideo nativo como controle a 1 pg de polissacarideo/dose
nos dias 0, 14 e 28. As médias geométricas dos niveis induzidos de anticor-
pos (uni_dades/ml) duas semanas apos a 32 injegao determinadas por ELISA
sdo: Mn A, 11 (1, 195; 1 intervalo de confianga SD), MnC, 672 (328, 1.379);
Mn W135, 72 (32, 162); e Mn Y, 298 (105, 844) para o grupo de controle, e
Mn A, 5214 (2.532, 10.739), Mn C, 6.430 (1.797, 23.008); Mn W135, 8.211
(490, 137.609); € Mn Y, 81.833 (26.489, 252.808) para as bateladas de con- .
jugado, presumindo-se 3.200 unidades/ml para' 0 soro _de'referéncia de cada
PS de sorogrupo (Tabela 7). Os conjugados induziram 10-474 vezes mais
anticorpo anti-PS de Mn especifico em camundongos, quando comparados
com o controle de PS de Mn nativo. As médias geométricas da titulagao bac- .
tericida induzida duas semanas apos a 32 injegéo’ determinadas por ensaio
bactericida sdo: Mn A, 329 (113, 598; 1 intervalo de confianga SD), MnC,
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329 (163, 668); Mn W135, 2743 (1.851, 4.066); e Mn Y, 12.958 (10.197,

16.559) para o grupo de controle, e Mn A, 1.255 (696, 2.263), Mn C, 3.203

(1.536, 6.679); Mn W135, 33.774 (9.346, 122.041); e Mn Y, 171.471 (93.450,

- 314.632) para a batelada de conjugado (Tabela 7b). Os conjugados induzi-

5 ram 4-13 vezes mais titulagdo bactericida em camundongos, quando compa-
" rados com o controle de PS de Mn nativo.

Tabela 7a. A média geométrica dos niveis® de anticorpos anti-PS de Mn com

1 intervalo de confianca SD de grupos de camundongos (10 camundongos

por grupo) duas semanas apods a 32 imunizAacéo com 1 ug/dose de cada um
10 dos PSs de Mn no conjugado multivalente lote ACWY040723B5 }
Polissacarideo  Mistura de PS na- Lote ACWY040723B5  Aumento

_ tivo em vezes
A 11 (1, 195) 5.214 (2.532, 10.739) 474
cC 672 (328, 1.379)  6.430 (1.797, 23.008) 10
W135 72 ‘(32, 162) 8.211 (490, 137.609) 114
Y 298 (105,844) 81.833(26.489, 275
252.808)

a. Comparado com um soro de referéncia de cada PS com um nivel de anti-
corpo anti-PS de Mn presumido de 3.200 unidades/ml.

Tabela 7b. A média geométrica da titulacdo bactericida com 1 intervalo de

confianca SD de grupos de camundongos (10 camundongos por grupo) duas

15 semanas apods a 32 imunizacdo com 1 ug/dose de cada um dos PS de Mn no
conjugado multivalente lote ACWY040723B5 | R
Polissacarideo Mistura de PS na- Lote ACWY040723B5 Aumento ‘

tivo , em vezes
A _ 329 (113,958) ~ 1.255 (696, 2263) 4
C 329 (163, 668) 3.203 (1536, 6679) 10
W135 2743 (1.851,4066) = 33.774 (9.346, 12
122.041)
Y 12.995 (10.197, 171.471 (93.450, 13
16.559) 314.632)

Método C — [Conjugado dos Grupos A, C, W135 — Meningocécicos multiva-

lentes sintetizados combinados e polissacarideos y-toxdide teténico] lote
ACWY040723C5
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~ Ativacao de TT para conter grupos aldeido

1. Toxdide tetanico (4,2 mg/ml) foi ativado com 1-amino-2,3-
propanodiol a 0,42 M (APDO) na presenga de EDC a 20 mM, MES a 0,1 M,
oH 6,5 a 20-24°C. -

2. Apos reagao por 4 horas, o pH da mistura de reégéo foi ele-.
vado até 7,5-10 com NaOH a 1 N para interromper a reagao.

| 3. A mistura de reagao teve o tampao trocado com NaCl a 30

mM, NaxCO3 é 3 mM, pH em torno de 10,5 a 4°C com ‘o uso de uma mem-

" brana de dialise de 12-14 KDa.

4. O grau de TT modificagdo com APDO foi determinado pelo
ensaio de Purpald [31] e pelo ensaio de Lowry [26]. |

5. Aliquota de TT-APDO foi reagida com NalO4 a 6 mM por 3
horas, e depois foi feita a troca do-tamp&o com NaCl a 30 mM, Na>CO3 a 3
mM, pH em torno de 10,5.

Ativacdo da mistura de PS de Mn A, C, W135 e Y para conter grupos hidra-

1. Mistura de PS de Mn A, C, W135 e Y (0,04 ml, 10 mg/ml, PS
total; 2,5 mg/ml, cada PS componente) foi ativada com 5 pl CDAP (100'
mg/ml em acetonitrila) por 2-2,5 minutos a 20-24°C na presenga de 5 pl trie-
tlaminaa 0,2 M. ,

2. Ao fin}al da atiVagéo, 0,01 ml de hidrazina a 5 M, pH 7, foi adi-
cionado e misturado.

3. A mistura de reacgéo foi incubada por 4 horas a 20-24°C.

~4. A amostra foi dialisada contra HEPES a 10 mM, pH 7,5 a 4°C,
com o uso de uma membrana de dialise de 12-14 KDa.

5.0 volumé_da_ mistura de PS ativado foi determinado (0,12 ml).
Conjugacéo da mistura de PS ativado de Mn A, C, W135e Y ao TT ativado

1. A mistura de PS de Mn A, C, W135 e Y contendo hidrazida
(0,5 mg em 0,12 ml) foi misturada com 0,03 ml de HEPES a 1 M, pH 7,5.

2. Uma aliquota de TT contendo aldeido (0,5 mg; 0,148 ml 3,38
mg/ml) foi adicionada & mistura de PS ativado de Mn A, C, W135 e Y (volu-
me total, 0,298 ml).
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3. Incubar a mistura de reagéo a 20-24°C por 18 horas.

4. A mistura de reacao foi tratada com 5 pl de NaBH4 a 1 M por 6
horas. '

5. A solugao teve 0 tampao trocado por solugéd salina, HEPES a
10 mM, pH 7,5, EDTA a 1 mM, com o uso de uma membrana com valor de
corte do peso molecular de 12-14 KDa. | |

6. O volume do conjugado dialisado foi determinado, e as con-
centragées da proteina (TT) e de cada polissacarideo (Mn A, C, W135 e Y)
foram calculadas a partir das massas inseridas. , |
Caractenzacao do conjugado multivalente combmado sintetizado _lote
ACWY040723C5

| A Figura 8 mostra os perfis de eluigao por HPSEC (monitorados

a 280 nm) do conjugado lote ACWY040723C5. A mudanga do sinal de prote-
ina de 17,5 para 14 minutos foi observada com a conjugacgao, e proteina li-

vre nao-conjugada residual restava apds ‘a conjugagdo. O pollssacandeo
conjugado de cada SOrogrupo menlngocomco A, C, W135 ou Y em cada fra-
¢8o do perfil de HPLC foi detectado por ELISA com respectivos anticorpos
especificos paré cada polissaCarl’deo (Figura 9).
Imunogenicidade do conjugado multivalente combinado sintetizado lote
ACWY040423C5 - _

O conjugado foi usado para imunizar grupos de 10 camundon-

gos com polissacarideo nativo como controle a 1 pug de polissacarideo/dose
nos dias 0, 14 e 28. As médias geométricas dos niveis induzidos de anticor-
pos (unidades/ml) duas semanas apés a 32 inje¢ao determinadas por ELISA
sdo: Mn A, 11 (1, 195; 1 intervalo de confianga SD), MnC, 672 (328, 1.379);
Mn W135, 72 (32, 162); e Mn Y, 298 (105, 844) para o grupo de controle, e
Mn A, 17.250 (6.786, 43.847), Mn C, 11.035 (5.996, 20.309); Mn W135,
8.321 (3.505, 19.755); e Mn Y, 84.643 (46.669, 153.517) para as bateladas
de conjugado, presumindo-se 3.200 unidades/ml para o soro de referéncia
de cada PS de sorbgrupo (Tabela 8). Os conjugados induzirém 16-1.568
vezes mais anticorpo anti-PS de Mn especifico em camundongos, quando

comparados com o controle de PS de Mn nativo. As médias geométricas da



15

71

- titulagdo bactericida induzida duas semanas apds a 32 inje¢ao determinadas

por ensaio bactericida sdo: Mn A, 329 (113, 598; 1 intervalo de confianga
SD), MnC, 329 (163, 668); Mn W135, 2.743 (1.851, 4.066); e Mn Y, 12.958
(10.197, 16.559) para o grupo de controle, e Mn A, 3.941 (921, 16.862), Mn
C, 6.860 (2.812, 16.733); Mn W135, 72.403 (39.288, 133.431); e Mn Y,
82.832 (43.591, 157.400) para a b‘atelada,de conjugado (Tabela 8b). Os con-
jugados induziram 6-26 vezes mais titulagéo bactericida em camundongos,

. quando compérados com o controle de PS de Mn nativo.

Tabela 8a. A média geométrica dos niveis? de anticorpos anti-PS de Mn com

1 intervalo de confianca SD de grupos de camundongos (10 camundongos

por qrupo) duas semanas apoés a 32 imunizacao com 1 ug/dose de cada um
dos PS de Mn no conjugado multivalente lote ACWY040723C5
Polissacan’deo Mistura de PS na- Lote ACWY040723C5 Aumento

tivo em vezes
A 11 (1, 195) 17.250 (6.786, 1.568

'  43.847)

C 672 (328, 1.379) 11.035 (5.996, 16
| | 20.309)

W135 72 (32, 162) 8.321 (3505, 19_.755) 116

Y 298 (105, 844) 84.643 (46.669, 284
153.517)

a. Comparado com um soro de referéncia de cada PS com um nivel de anti-
corpo anti-PS de Mn presumido de 3.200 unidades/ml.
Tabela 8b. A média geométrica da titulacéo bactericida com 1 DP de interva-

lo de confianca de grupos de camundongos (10 camundongos por qrupo)

duas semanas apos a 32 imunizacdo com 1 pg/dose de cada um dos PS de

Mn no conjugado multivalente lote ACWY040723C5
Polissacarideo  Mistura de PS na-  Lote ACWY040723C5  Aumento

tivo em vezes
A 329 (113, 958) 3.941 (921, 16.862) 12
c 329 (163, 668)  6.860 (2.812, 16.733) 21
W135 2.743 (1.851, 72.403 (39.288, 26
4.066) 133.431) |
Y 12.995 (10.197, 82.832 (43.591, 6

16.559) 157.400)
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Método A — [Conjugado dos Grupos A, C, W135 — Meningocdcicos multiva-

lentes sintetizados combinados e polissacarideos y-toxdide tetdnico] lote
MnACWYTTD(K72)050131A6 '

- Ativacdo de TT para conter drupos hidrazida

1. Toxdide tetanico (4,2 mg/ml) foi ativado com diidrazida de aci-
do adipico a 0,36 M na presenca de lisina a 72 mM, EDC a 12 mM, MES a
0,1 M, pH 5,5 a 20-24°C. |

2 Apoés reagdo por 2 horas, a mistura de reagao teve o tampao

trocado com NaCl a 30 mM, HEPES a 10 mM, pH em torno de 7,5 a 4°C
Com o uso de uma membrana de dialise de 12-14 KDa. _

3. O volume da amostra foi determinado, e a concentragao do
TT ativado foi calculada (3,48 mg/ml). _
Ativacdo da mistura de PSs de Mn A, C, W135 e Y para conter grupos aldei-
do

1. A mistura de PS de Mn A, C, W135 e Y (10 mg/ml, PS total;
2,5 mg/ml, cada PS componente) foi reagida com NalO4 a 6 mM a 4°C de
um dia para o outro.

2. A amostra foi dialisada contra HEPES a 10 mM, pH 7,5 a 4°C
com o uso de uma membrana de dialise de 12-14 KDa. ,

3. O volume da amostra foi determinado, e a concentragao da
mistura de PS ativado foi calculada (7,25 mg/ml de PS total).
Conjugacéo da mistura de PS ativados de Mn A, C, W135 e Y ao TT ativado

1. Uma aliquota de mistura de PS de Mn A, C, W135 e Y con-
tendo aldeido (1 mg; 0,138 ml, 7,25 mg/ml) foi adicionada a 0,0284 ml de
HEPES a 1 M, pH 7,5 e 0,0189 mi de EDTA a 0,5 M. |

2. A mistura foi mantida no gelo.

3. A aliquota de TT contendo hidrazida (1 mg; 0,288 ml, 3,475
mg/ml) foi adicionada a mistura de PS ativado em gelo e misturada.

4. Incubada a mistura de reagdo a 4°C de um dia para o outro.

5. A mistura de reagao foi tratada com 10 pl de NaBH4 a1 M por
6 horas. |

6. A solugdo teve o tampao trocado por solugao salina, HEPES a
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10 mM,pr 7,5, EDTA a 1 mM, 4°C com o uso de uma membrana com valor
de corte do peso molecular de 12-14 KDa. ,

7. O volume do conjugado dialisado foi determinado, e as con-
centragdes da prbteina (TT) e de cada polissacarideo (Mn A, C,Wi35¢eY)
foram calculadas a partir das massas inseridas. i
Caracterizacdo do conjugado multivalente combinado sintetizado lote
MnACWYTTD(K72)050131A6 |

A Figura 10 mostra o perfil de eluigao por HPSEC (monitorado a

280 nm) do conjugado lote MNACWYTTD(K72)050131A6. A mudanga do

sinal de proteina de 17,5 para 13 minutos foi observada com a conjugagao, e
pouca 'pr_otel’na livre ndo-conjugada restava apés conjugagéo. O polissacari-
deo conjugado de cada sorogrupo meningocécico A, C, W135 ou Y em cada
fragao do perfil de HPLC foi detectado por ELISA com respectivos anticorpos
especificos para cada polissacarideo (Figura 11).

Imunogenicidade do Conmqado multivalente combinado sintetizado lote

MnACWYTTD(K72)050131A6

O conjugado foi usado para imunizar um grupo de 5 camundon-
gos com uma mistura de polissacarideo nativo (10 camundongos) como um |
controle, a 1 pg de cada polissacarideo/dose nos dias 0, 14 e 28. As médias
geométricas dos niveis induzidos de anticorpos (unidades/ml) duas semanas
apoés a 32 injecao determinadas por ELISA sdo: Mn A, 11 (1, 195; 1 intervalo
de confianga SD); MnC, 672 (328, 1.379); Mn W135, 72 (32, 162); e Mn Y,
298 (105, 844) para o grupo de controle, e Mn A, 8.308 .(5.282, 13.071); Mn
C, 4.090 (1.424, 11.746); Mn W135, 11.314 (5.981, 21.403); e MnY, 90.779
(63.135, 130.528) para o conjugado, presumindo-se 3.200 unidades/ml para
o soro de referéncia de cada PS (Tabela 9). Os conjugados induziram 6-305 -
vezes mais anticorpo anti-PS de Mn especificb em .c‘am’undongos, »quando
comparados com o controle de PS de Mn nativo. |
Tabela 9. A média geométrica dos niveis® de anticorpos anti-PS de Mn com

1 intervalo de confianca SD de grupos de camundongos (10 camundongos

para controle de mistura de PSs nativos e 5 camundongos para o _experi-

mento) duas semanas apos a 32 imunizacdo com 1 pg/dose de cada um dos
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PS de Mn no conjugado multivalente lote MNACWYTTD(K72)050131A6.

Polissacari- Mistura de PS Lote Aumento
deo nativo MnACWYTTD(K72)050131A6 em vezes
A 11 (1, 195) 8.308 (56282, 13.071) | 755
C 672(328,  4.090 (1.424, 11.746) 6
1379) o
W135 72 (32, 162) 11.314 (5.981, 21.403) 157
Y 298 (105, 844) 90.779 (63.135, 130.528) 305

Método B — [Conjugado dos Grupos A, C, W135 — Meningocdcicos multiva-

lentes sintetizados combinados e polissacarideos y-toxdide tetanico] lote
MnACWYTT D_(K72)050201 B6 '
Ativacdo de TT para conter grupos hidrazida

1. Toxéide tetamco (4,2 mg/ml) foi ativado com d||dra2|da de aci-
do ad|p|co a 0,36 M na presenga de lisina a 72 mM, EDC a 12 mM, MES a
0,1 M, pH 5,5 a 20-24°C.

2. Apés reagao por 2 horas, a histura de reacgéo teve o tampao
trocado com NaCl a 30 mM, HEPES a 10 mM, pH em torno de 7,5 a 4°C
com o uso de uma membrana de didlise de 12-14 KDa.

3. O volume da amostra foi determinado, e a concentragao do
TT ativado foi calculada (3,48 mg/ml).

Ativacdo da mistura de PS de Mn A, C, W135 e Y para conter grupos cianato

1. Mistura de PS de Mn A, C, W135 e Y (0,1 ml, 10 mg/ml, PS
total; 2,5 mg/ml, cada PS componente) foi ativada com 6 pl de' CDAP (100

mg/ml em acetonitrila) por 2-2,5 minutos a 20-24°C na presencga de 6 pl trie- |
tilamina a 0,2 M. ' -

2. O polissacarideo ativado'foi misturado com 1,25 mi de HEPES
gelado a 0,2 M, pH 7,5, EDTA a 30 mM, e usado imediatamente para conju-
gacao. ' '

Conjugacédo da mistura de PS ativados de Mn A, C, W135 e Y ao TT ativado

1.0 poli_ssacarl’deo ativado foi adicionado a 0,5 mg TT ativado
(gelado, 0,144 ml, 3,48 mg/ml); vortex.
2. Incubada a mistura de reac¢ao a 4°C com agitagao suave por 3

dias inteiros (a incubagéo prolongada é para assegurar a decomposi¢ao dos
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grupos bianato residuais nao reagikdos que sobram).”

3. A solugdo tevé 0 tampao trocado por solugao salina, HEPES a
10 mM, pH 7,5, EDTA a 1 mM, com 0 uso de uma membrana com valor de
corte do peso molecular de 12-14 KDa.

4. O volume do conjugado dialisado foi determinadb, e as con-
centragbes da proteina (TT) e de‘cada polissacarideo (Mn A, C, W135 e Y)
fofam calculadas a partir das ma’s,sasv inseridas.

Caracterizacdo do conjugado multivalente combinado sintetizado lote

- MnACWYTTD(K72)050201B6

A Figura 12 mostra os perfis de eluicdo por HPSEC (monitora-
dos a 280 nm) do conjugado lote MnACWYTTD(K72)050201BG. A mudancga
do sinal de proteina de 17,5 para 14 e 16 minutos foi observada com a con-
jugacgédo, e uma quantidade substancial de proteina livre ndo-conjugada res-
tava apds a conjugagdo. O polissacarideo conjugado de cada sorogrupo
meningocdcico A, C, W135 ou Y em cada fracao do perfil de HPLC foi detec-

tado por ELISA com respectivos anticorpos especificos para cada polissaca-

n’deo (Figura 13).
Imunogenicidade do conjugado multivalente combinado sintetizado lote
MnACWYTTD(K72)050201B6

O conjugado foi usado para imunizar um grupo de 5 camundon-

gos com polissacarideo nativo como controle (10 camundongos) a 1 pg de
cada polissacarideo/dose nos dias 0, 14 e 28. As médias geométricas dos
niveis induzidos de anticorpos (unidades/ml) duas semanas apos a 32 inje-
¢ao determinadas por ELISA sdo: Mn A, 11 (1, 195; 1 intervalo de confianga
SD); MnC, 672 (328, 1.379); Mn W135, 72 (32, 162); e Mn Y, 298 (105, 844)
para o controle, € Mn A, 2.752 (1.355, 5.589); Mn C, 2.930 (1.190, 7.212); .
Mn W135, 4.755 (1.455, 15.542); e Mn Y, 22.494 (10.466, 48.347) para o
grupo de conjugado, presumindo-se 3.200 unidades/fnl para o soro de refe-
réncia de cada PS (Tabela 10). Os conjugados induziram 4-250 vezes mais
anticorpo anti-PS de Mn especifico em camundongos, quando comparados
com o controle de PS de Mn nativo. o

Tabela 10. A média geométrica dos niveis® de anticorpos anti-PS de Mn com
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1 DP de intervalo de confianca de grupos de camundongos (10 camundon-

gos para controle de mistura de PSs nativos e 5 camundongos para o expe-

rimento) duas semanas apds a 32 imunizacdo com 1 pg/dose de cada um

dos PSs de Mn no conjugado multivalente lote
MnACWYTTD(K72)050201B6.

Polissa- Mistura de PS na- Lote Aumento
carideo tivo MnACWYTTD(K72)050201B6 em vezes
A 11 (1, 195) 2.752 (1.355, 5.589) 250
C 672 (328, 1379) 2.930 (1.190, 7.212) . 4
W135 72 (32, 162) 4.755 (1.455, 15.542) 66

Y 298 (105, 844) = 22.494 (10.466, 48.347) 75

a. Comparado com um soro de referénéia de cada PS com um nivel de anti-
corpo anti-PS de Mn presumido de 3.200 unidades/m. ‘
Método A — [Conjugado dos Grupos A, C, W135 — Meningocdcicos multuva-

lentes sintetizados combinados e polissacarideos y-toxdide teténico] lote
TTHACWY061126 '

Ativacao de TT para conter grupos hidrazida

1. Toxdide tetanico (4,2 mg/ml) foi ativado com hidrazina a 0,42
M na preéenga de EDC a 20 mM,‘ MES a 0,1 M, pH 5,5 a 20-24°C.
2. Apds reagdo por 4 horas, o pH da mistura de reagao foi ele-
vado até 7,5-10 com NaOH a 1 N para interromper a reagéo.
-3. A mistura de reagdo teve o tampéo trocado com NaCl a 30
mM, Na,CO; a 3 mM, pH em torno de 10,5 a 4°C com o uso de uma mem-
brana de didlise de 12-14 KDa.
Ativacéo de PS individual de Mn A, C, W135 e Y por NalO, para conter gru-
pos aldeido
1. PS de Mn A (10 mg/ml) foi ativado com 15 mM de NalO, a
4°C por 72 horas, extinto com 25 mM de glicerol'e dialisado contra H2O a
4°C.

2. PS de Mn C (10 mg/ml) foi ativado com NalO,-a 6 mM em
tempera_tUra ambiente por 4 horas, extinto com glicerol a 25 mM e dialisado
contra H,O a 4°C. |

3. PS de Mn W135 (10 mg/ml) foi ativado com NalO4 a 3 mM a
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4°C de-vum dia para o outro, extinio com glicerol a 25 mM e dialisado contra
H20 a 4°C. ,
4. PS de Mn Y (10 mg/ml) foi ativado com NalO4 a 3 mM a 4°C
de um dia para d outro, extinto com glicerol a 25 mM e dialisado contra H.O
a 4°C. | .
Conjugacéo da mistura de PS ativédos de Mn A, C,W135e Y ao TT ativado
| 1. All'quota de PS ativadd de Mn A, C, W135 e Y contendo aldei-

do foi misturada em uma proporcao de 1:1:1:1 (P/P; PS total = 0,1 mg).

2. A mistura de PSs foi mantida no gelo e misturada com 1 plde
MESai1M,pH6. ,

3. O volume total do PS foi trazido até 36,8 pl com agua gelada.

4. Uma aliquota de TT contendo hidrazida (0,1 mg; 29,9 pl, 3,41
mg/ml) foi adicionada & mistura de PS ativado em gelo e misturada.

5. Incubada a mistura de reacao a 4°C por dois dias inteiros.

6. Adicionado 1 yl MES a 1 M, pH 6,5.

7. A mistura de réagao foi tratada com 2 pl de NaBH4 alMa
4°C de um dia para o outro.

8. A solugdo teve o tampao trocado por solugéo salina, HEPES a
10 mM, pH 7,5, EDTA a 1 mM, 4°C com o uso de uma membrana com valor
de corte do peso molecular de 12-14 KDa.

9. O volume do 'conjugado dialisado foi determinado, e as con-
centragdes da proteina (TT) e de cada polissacarideo (Mn A, C, W135 e Y)
foram calculadas a partir das massas inseridas. | }
Caracterizacdo do conjugado multivalente combinado sintetizado lote T-
THACWY061126

0 conjugado lote TTHACWY061126 foi analisado por perfis de

eluicdo por HPSEC (monitorados a 280 nm). A .mudanga do sinal de proteina

de 17,5 a 14 minutos foi observada com a conjugacao, e pouca proteina livre
nao-conjugada restava apds conjugagdo. O polissacarideo conjugado de
cada sorogrupo meningocécico A, C, W135 ou Y em cada fragao do perfil de
HPLC foi detectado. por ELISA com respectlvos anticorpos especnflcos para

cada polissacarideo (Figura 14).
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Imunogenicidade do conjugado multivalehte combinado sintetizado lote T-
THACWY061126

O conjugado foi usado para imunizar um grupo de 15 camun-

- dongos com mistura de polissacarideo nativo (5 camundongos) como contro-

le a 1 yg de cada polissacarideo/dose nos dias 0, 14 e 28. As médias geo-
métricas dos niveis induzidos de anticbrpos (unidades/ml) duas semanas
apds a 32 injegao determinadas por ELISA sdo: Mn A, 108 (39, 296; 1 DP de
intervalo de confianga); Mn.C, 416 (221, 784); Mn W135, 52 (29, 96); e Mn
Y, 386 (232, 644) para o grupo de controle, e Mn A, 29.819 '(18.049, 49.266);
Mn C, 1.319 (372, 4.674); Mn W135, 11.075 (4.610, 26.607); e Mn Y, 39.901
(24.295, 65.530) para o conjugado, presumindo-se 3.200 unidades/ml para o
soro de referéncia de cada PS (Tabela 11a). Os conjugados induziram 3-268
vezes mais anticorpo anti-PS de Mn especifico em camundongos, quando
comparados com o controle de PS de Mn nativo. As médias geométricas da
titulacao bactericida induzida duas semanas apos a 32 injegdo determinadas
por ensaio bactericida sédo: Mn A, 394 (114, 1.358; 1 intervalo de confianga
SD), MnC, 226 (97, 529); Mn W135, 10.396 (6.146, 17.585); e Mn Y, 9.050
(9.050, 9.050) para o grupo de controle, e Mn A, 12125 (3.800, 38.689), Mn
C, 1.811 (621, 5.282); Mn W135, 89.595 (28.643, 280.251); e Mn Y, 128.062
(25.097, 653.452) para a batelada de conjugado (Tabela 11b). Os conjuga-
dos induziram 8-31 vezes mais titulacdo bactericida em camundongos,
quando comparados com o controle de PS de Mn nativo.

Tabela 11a. A média geométrica dos niveis® de anticorpos anti-PS de Mn '

com 1 DP de intervalo de confianca de grupos de camundongos (5 camun-

donqgos para controle de mistura de PS nativo e 15 camundongos para o ex-

perimento) d_uas semanas apoés a 32 imunizacéo com 1 pg/dose de cada um
dos PSs de Mn no conjugado multivalente lote TTHACWY061126.

Polissacarideo  Mistura de PS Lote T- Aumento em
nativo THACWY061126 vezes
A 108 (39, 296) 29.819 (18.049, - 268
_ 49.266)
C 416 (221, 784) 1.319 (372, 4.674) 3

W135 52 (29, 96) 11.075 (4.610, 26.607) 213
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Polissacarideo  Mistura de PS Lote T- - Aumento em
' , nativo THACWY061126 vezes
Y 386 (232, 644) 39.901 (24.295, 103
65.530)

a. Comparado com um soro de referéncia de cada PS com um nivel de anti-
corpo anti-PS de Mn presumido de 3.200 unidades/ml. '

Tabela 11b. A média qeometrlca da titulacao bactericida com 1 intervalo de

confianca SD de grupos de camundongos (5 camundongos para controle de

mistura de PS nativos e 15 camundongos para o experimento) duas sema-

nas apos a 32 imunizacdo com 1 pg/dose de cada u'm dos PS de Mn no con- -

jugado multivalente lote TTHACWY061126.

Pohssacarldeo Mistura de PS Lote TTHACWY061126 Aumento

nativo em vezes
A 394 (114, 1358) - 12.125 (3.800, 38.689) 31
C 226 (97, 529) 1.811 (621, 5.282) 8
W135 10.396 (6.146, 89.595 (28.643, 9
17.585) © 280.251)
Y 9.050 (9.050,  128.062 (25.097, 14
9.050) © 653.452)

Método B — [Conjugado dos Grupos A, C, W135 —'Me'ninqocécicos multiva-

lentes sintetizados combinados e polissacarideos y-toxdide tetanico] lote

TTHVIACWYa0609228B (2: 2)

Ativacdo de TT para conter grupos hldra2|da

1. Toxdide tetanico (4,2 mg/mil) foi"ativado com hidrazina a 0,42

M na presenc¢a de EDC a 30 mM, MES a 0,1 M, pH 5,5 a 20-24°C.
- 2. Apés reagdo por 1 hora, o pH da mistura de reagéao foi eleva-

do até 7,5-10 com NaOH a 1 N para ihterromper a reagao.

3. A mistura de reacgéo teve o tampéao trocado com NaCl a 30
mM, Na,CO3; a 3 mM, pH em torno de 10,5 a 4°C com o uso de uma mem-
brana de dialise de 12-14 KDa. '
Ativacdo da mistura de PS de Mn A, C.W135 e Y para conter grupos cianato

A mistura de PS de Mn A, C, W135 e Y (1:1:1:1, P/P; 0,0125 ml,
10 mg/ml) foi ativada com 0,75 pl de CDAP (100 mg/ml em acetonitrila) por

2-2,5 minutos a 20-24°C na presenca de 0,5 pl de trietilamina a 0,2 M.
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Conjugacao da mistura de PS ativados de Mn A, C,W135 e Y ao TT ativado

, 1. O polissacarideo ativado foi misturado com 50 pl de 2x PBS
gelado, pH 7,4, seguido por adicdo de 0,125 mg de TTH (32,3 ul, 3,87
mg/ml, gelado). |

- 2. Incubada a mistura de reagéo a 4°C com agitagdo suave por 3
dias inteiros (a incubagao prolongada é para assegurar a conjugagao com-
pleta, bem como a decomposi¢éo dos grupos cianato residual ndo reagidos
que sobram). | ' | |

3. A soluga@o teve o tampéao trécado a 4°C com solugéo salina,
HEPES a 10 mM, pH 7,5, EDTA a 1 mM, com o uso de uma membrana com
valor de corte do peso molecular de 12-14 KDa. .

, 4. O volume do conjugado dialisado foi determinado, e as con-
centragées da proteina (TT) e de cada polissacarideo (Mn A, C, W135 e Y)
foram calculadas a partir das masvsas inseridas. ‘
Caracterizacdo do conjugado multivalente combinado sintetizado lote TTHVI-
IACWYa060922B(2:2)

O conjugado lote TTHVIIACWYa060922B(2:2) foi analisado por
perfis de eluigdo por HPSEC '(monitorados a 280 nm). A mudanga do sinal

de proteina de 17,5 a 14 minutos foi observada com a conjugacéao, e pouca
proteina livre néo-conjugada restava apds conjugagdo. O polissacarideo
conjugado de cada sorogrupo meningocdcico A, C, W135 ou Y em cada fra-
¢éo do perfil de HPLC foi detectado por ELISA com respectivos anticorpos
especificos para cada polissacarideo. ‘ |
Imunogenicidade do conjugado multivalente combinado sintetizado lote T-
THVIIACWYa060922B (2:2) |

O conjugado foi usado para imunizar um grupo de 5 camundon-

gos com polissacarideo nativo como controle a 1 pg de cada polissacari-
deo/dose nos dias 0, 14 e 28. As médias geométricas dos niveis induzidos
de anticorpos (unidades/ml) duas semanas apds a 3% injeg@o determinadas
por ELISA sao: Mn A 108 (39, 296; 1 intervalo de confiangca SD); MnC, 416
(221, 784); Mn W135, 52 (29, 96); e Mn Y, 386 (232, 644) para o controle, e
Mn A, 24.828 (16.738, 36.829); Mn C, 10.641 (6.118, 18.506); Mn W135,
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15.068 -(7.374, 30.788); e Mn Y, 99.827 (56.810, 175.416) para o grupo de
conjugado, presumindo-se 3.200 unidades/m| para o soro de referéncia de

cada PS (Tabela 12a). Os conjugados induziram 26-290 vezes mais anticor-

po anti-PS de Mn especifico em camundongos, quando comparados com 0
controle de PS de Mn nativo. As médias geométricas da titulagéd bactericida
induzida duas semanas apds a‘ 3‘3 injecao determinadas por ensaio bacteri-
cida sdo: Mn A, 394 (114, 1.358; 1 intervalo de confianga . SD), MnC, 226 (97,

-529); Mn W135, 10.396 (6.146, 17.585); e Mn Y, 9.050 (9.050, 9.050) para o
- grupo de controle, e Mn A, 5.970 (3.212, 11.099), Mn C, 19.400 (8.185,

45.985); Mn W135, 68.593 (19.473, 241.620); e Mn Y, 111.431 (45.134,
275.’10'6)4 para a batelada de conjugado (Tabela 12b). Os cdnjugados induzi-
ram 7-86 vezes mais titulagdo bactericida em camundongos, quando compa-
rados com o controle de PS de Mn nativo.

Tabela 12a. A média geométrica dos niveis? de anticorpos anti-PS de Mn

com 1 intervalo de confianca SD de grupos de camundongos (5 camundon-

gos para controle de mistura de PS nativo e 5 camundongos para o experi-

mento) duas semanas apds a 32 imunizacdo com 1 pg/dose de cada um dos
PSs de Mn no conjugado multivalente lote TTHVIIACWYa060922B(2:2). |

Polissacarideo  Mistura de PS Lote TTHVIIACW- Aumento
nativo Ya060922B(2:2) em vezes
A 108 (39, 296) 24.828 (16.738, 36.829) 230
C - 416 (221,784)  10.641 (6.118, 18.506) 26
W135 52 (29, 96) 15.068 (7.374, 30.788) 290
Y 386 (232, 644) 99.827 (56.810, 259
175.416)

a. Comparado com um soro de referéncia de cada PS com um nivel de anti-
corpo anti-PS de Mn presumido de 3.200 unidades/ml. ’
Tabela 12b. A média geométrica da titulacdo bactericida com 1 DP de inter-

valo de confianga de grupos de camundongos (5 camundongos por grupo)

duas semanas apds a 32 imunizacdo com 1 pg/dose de cada um dos PSs de

Mn no coniuqado multivalente lote TTHVIIACWYa060922B(2:2).
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Polissacarideo  Mistura de PS Lote TTHVHIACW- Aumento
nativo Ya060922B(2:2) em vezes
A 394 (114,1358)  5.971 (3.212, 11.099) 15
C 226 (97, 529) 19.499 (8.185, 45.985) , 86
W135 10.396 (6.146, . 68.593 (19.473, 7
-17.585) 241.620)
Y - 9.050 (9.050, 111.431 (45.134, 12
9.050) 275.106)

Método A — [Conjugado dos Grupos A, C, W135 — Meningocécicos multiva-

|Ventes»sintetizados combinados e polissacarideos y-toxdide tetanico] lote
TTH2C/A/WY070209
Ativa_céo de TT para conter grupos hidrazida

1. Toxdide tetanico (4,2 mg/ml) foi ativado com hidrazina a 0,42
M na presenca de EDC a 20 mM, MES a 0,1 M, pH 5,5 a 20-24°C.
2. Apods reagdo por 4 horas, o'pH da mistura de reagao foi ele-

‘vado até 7,5-10 com NaOH a 1 N para interromper a reagéo.

3. A mistufa de reagao teve o tampao trocado com NaCl a 30
mM, Na,CO3z a 3 mM, pH em'torno de 10,5 a 4°C com o uso de uma mem-
brana de dialise de 12-14 KDa. .

Ativacdo de PS individual de Mn A, C, W135 e Y por NalQ,4 para conter gru-
pos aldeido |

1. PS de Mn A (10 mg/ml) foi ativado com NalO4 a 15 mM a 4°C
por 72 horas, extinto com glicerol a 25 mM e dialisado contra HZO a4°C.

2. PS de Mn C (10 mg/ml) foi ativado com 6 mM de NalOs em
temperatura ambiente por 4 horas, extinto com 25 mM de glicerol e dialisado
contra H,O a 4°C. | ’

3. PS de Mn W135 (10 mg/ml) foi ativado com NalO4sa 3 mM a
4°C de um dia para o outro, extinto com 25 mM de glicerol e dialisado contra
H-O a 4°C.

4. PS de Mn Y (10 mg/ml) foi ativado com 3 mM de NalO a 4°C
de um dia para o outro, extinto com 25 mM de glicerol e dialisado contra H,O
a 4°C.
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Coniuqécéo da mistura de PSs ativados de Mn A, C, W135 e Y ao TT ativa-
do o

1. Aliquota (0,1 mg) de PS de Mn C ativado foi liofilizada e re-
dissolvida em 1 pl de 1 M de MES, pH 6.

2. Aliquota de TT contendo hidrazida (0,2 mg) foi liofilizada e re-
dissolvida em 2 pl de H,0.

3. Adicionar a solugao de proteina a solugao.de PS de Mn C ati-

“vado a 4°C no 1° dia; misturar; e incubar de um dia para‘ o outro a 4°C.

4. A 4°C, adicionar 0,05 mg de PS de Mn A ativado em 2-7 ula
mistura de reagao de TT contendo hidrazida/PS de Mn C ativado no 2° dia;
misturar; e incubar de um dia para o outro a 4°C. |

5. A 4°C, adicionar solu¢ao salina gelada e 0,05 mg de cada um
dos PSs ativados de Mn W135 e Y & mistura de reagdo da etapa (4) no 3°
dia até um volume total de 200 pl; misturar; e incubar de um dia para o outro
a 4°C. ' : .
6. Adicionar 2 l de MES a 1 M, pH 6,5.

7. A mistura de reacao foi tratada com 3 pl de VNaBH4 alMa
4°C dé um dia para o outro.

8. A solugao teve o tampao trocado por solugao salina, HEPES a
10 mM, pH 7,5, EDTA a 1 mM, 4°C com o uso de uma membrana com valor
de corte do peso molecular de 12-14 KDa. '

9. O volume do conjugado dialisado foi determinado, e as con-
centragdes da proteina (TT) e de cada polissacarideo (Mn A C,W135eY)
foram calculadas a partir das massas inseridas. |
Caracterizacdo do conjugado multivalente combinado sintetizado lote T-
TH2C/A/WY070209

O conjugado lote TTH2C/A/WY070209 foi analisado por perfis
de eluicdo por HPSEC (monitorados a 280 nm). A mudanga do sinal'de pro-

teina de 17,5 a 14 minutos foi observada com a conjugagéo, e pouca protei-
na livre ndo-conjugada restava apds conjugagao. O polissacarideo conjuga-
do de cada sorogrupo meningocécico A, C, W135 ou Y em cada fracdo do
perfil de HPLC foi detectado por ELISA com respectivos anticorpos especifi-
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cos para cada polissacarideo (Figura 15).
Imunogenicidade do conjugado multivalente combinado sintetizado lote T-
TH2C/A/WY070209

O conjugado foi usado para imunizar um grupo de 15 camun-

dongos com mistura de polissacarideo nativo (5 camundongos) como contro-
le a 0,1 ug de cada PS/dose para Mn A,AW135 e Y e 0,2 pg/dose para Mn C
nos dias 0, 7 e 14. As médias geométricas dos niveis induzidos de anticor-
pos (uni'dades/ml) uma semana apds a 32 injecao determinados por ELISA .
sdo Mn A, 1 (1, 1; 1 intervalo de confianca SD); Mn C, 34 (10, 109); Mn
W135,-1 (1,1);eMnY, 28 (5, 166) para o grupo de controle, e Mn A, 10.303
(5.480, 19.371); Mn C, 12.815 (7.350, 22.343); Mn W135, 3.111 (1.490,
6.494); e Mn Y, 9.457 (4.280, 20.894) para o conjugado, presumindo-se
3.200 unidades/ml para o soro de referéncia de cada PS (Tabela 13a). Os
conjugados induziram 338-10.303 vezes mais anticorpo anti-PS de Mn es-
pecifico em camundongos, quando comparados com o controle de PS de Mn
nativo. As médias geométricas da titulagéo bactericida induzida uma semana
apds a 32 injecdo determinada por ensaio bactericida sdo Mn A, 260 (127,
533; 1 DP de intervalo de cbnfianga), MnC, 92 (76, 111); Mn W135, 858
(587, 1.254); e Mn Y, 462 (53, 3.998) para o grupo de controle, e Mn A,
4.321 (2.192, 8.521), Mn C, 1.755 (931, 3.310); Mn W135, 20.030 (4.288,
93.566); e Mn Y, 7.728 (2.811, 21.244) para a batelada de conjugado (Tabe-
la 13b). Os conjugados induziram 17-23 vezes mais titulagdo bactericida em
camundongds, quando comparados com o controle de PS de Mn nativo.

Tabela 13a. A média geométrica dos niveis® de anticorpos anti-PS de Mn

com 1 DP de intervalo de confianca de grupos de camundongos (5 camun-

dongos para controle de mistura de PSs nativos e 15 camundongos para o

experimento) uma semanas apds a 32 imunizacdo com 0.1 yg/dose de cada

PS de Mn A, W135 e Y e 0.2 ug/dose para Mn C no conjugado multivalente

lote TTH2C/A/WY(070209.




10

15

20

85

Polissacarideo Mistura de Lote TTH2C/A/WY070209 Aumento

PS nativo _ em vezes
A 1(1,1) 10.303 (5.480, 19.371) 10.303
C  34(10,109)  12.815(7.350,22.343) .. 377
W135 101,1) 3.111 (1.490, 6.494) 3.111
Y 28 (5, 166) 19.457 (4.280, 20.894) 338

a. Comparado com um soro de referéncia de cada PS com um nivel de anti-

~corpo anti-PS de Mn presumido de 3.200 unidades/ml.

Tabela 13b. A média geométrica da titulacao bactericida com 1 intervalo de

conﬁanca SD de grupos de ¢amundonqos (5 camundongos para controle de

mistura de PS nativo e 15 camundongos para o experimento) uma semana

ap6s a 3% imunizacdo com 0,1 pg/dose de cada PS de Mn A, W135¢e Y e 0,2
ug/dose para Mn C no conjugado multivalente lote TTH2C/A/WY070209

Polissacarideo Mistura de PS na- Lote T- - Aumento
- tivo TH2C/A/WY(070209 em vezes
A 260 (127, 533) 4.321 (2.192, 8.521) 17
C 92 (76,111) . 1.755(931, 33.10) 19
W135 858 (587, 1.254)  20.030 (4.288, 93.566) 23
Y 462 (53, 3.998) 7.728 (2.811, 21.244) 17

Método B — [Conjugado dos Grupos A, C, W135 — Meningocdécicos multiva-

lentes sintetizados combinados e polissacarideos y-toxoide tetdnico] lote
TTHIAC/WY070210B(2:2)
Ativacéd de TT para conter grupos hidrazida

1. Toxdide teténico (4,2 mg/ml) foi ativado com hidrazina a 0,42
M na presenga de EDC a 30 mM, 0,1 M de MES, pH 5,5 a 20-24°C.
2. Apbs reagao por 3 horas, o pH da mistura de reagéo foi ele-
vado até 7,5-10 com NaOHa 1 N para interromper a reagao.
3. A mistura de reagao teve o tampao frocado com NaCl a 30
mM, Na,CO3; a 3 mM, pH em torno de 10,5 a 4°C com o uso de uma mem-
brana de dialise de 12-14 KDa. }
Ativacéo de mistura de PSs de Mn A e C para conter grupos cianato
| Uma mistura de PSs de Mn A e C (1:1, P/P; 0,025 mi, 10 mg/ml)
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foi ativada com 1,5 pl de CDAP (100 mg/ml em acetonitrila) por 2-2,5 minu-
tos a 20-24°C na presenga de 1 pl de trietilamina a 0,2 M.
Conjugacéo de mistura de PSs ativados de Mn A e C ao TT ativado

1.0 polissacarideo ativado foi misturado com 200 pl de 2x PBS
gelado, pH 7,4, seguido por adi¢éo de 0,5 mg de TTH gelado.

2. Incubada a mistura de reagéo a 4°C com agitagcao suave de
um dia para o outro.
Ativacio de mistura de PSs de Mn W135 e Y para conter grupos cianato

Uma mistura de PSs de Mn W135 e Y (1:1, P/P; 0,025 ml, 10
hg/ml) foi ativada com 1,5 pl de CDAP (100 mg/ml em acetonitrila) por 2-2,5

minutos a 20-24°C na presenga de 1 pl de trietilamina a 0,2 M.

Conjugacéo de mistura de PSs ativados de Mn W135 e Y ao TT ativado na
mistura de reacdo de TTH + Mn A e C ativado |

1. A mistura ativada de Mn W135 e Y foi misturada com a mistu-

ra de reagdo de TTH + Mn A e C ativado no gelo.

2. Incubada a mistura de reagao a 4°C com agitacao suave por 3
dias inteiros (a incuba¢éo prolongada é para assegurar a conjugagao com-
pleta, bem comb a decomposigéo dos grupos cianato residuais nao reagidos
que sobrem). _

3. A solugao teve o tampao trocado a 4°C com solugao salina,
HEPES a10 mM, pH 7,5, EDTA a 1 mM, com 0 uso de uma membrana com
valor de corte do peso molecular de 12-14 KDa. }

4. O volume do conjugado dialisado foi determinado, e as con-
centragbes da proteina (TT) e de cada polissacarideo (Mn A, C, W135 e Y)
foram calculadas a partir das massas inseridas. |
Caracterizac‘éo do conjugado multivalente combinado sintetizado lote TTHI-
AC/WY070210B(2:2) |

O conjugado lote TTHIAC/WY070210B(2:2) foi analisado por

perfis de eluigdo por HPSEC (monitorados a 280 nm). A mudancga do sinal

de proteina de 17,5 a 14 minutos foi observada com a conjugagao, e pouca
proteina. livre ndo-conjugada restava ap6s conjugagdo. O polissacarideo

conjugado de cada sorogrupo meningocécico A, C, W135 ou Y em cada fra-
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cao do-'perfil de HPLC foi detectédo por ELISA com respectivos anticorpos
especificos para cada polissacarideo. |
Imunoqenicidade do conjugado multivalente combinado sintetizado lote T-
THIAC/WY070210B(2:2) |

O conjugado foi usado para imunizar um grupo de 5 camundon-

gos com polissacarideo nativo como controle a 0,1 ug de cada polissacari-
deo/dose nos dias 0, 7 e 14. As médias geométricas dos niveis induzidos de

- anticorpos (uhidades/ml) uma semana apos a 32 injecao determinadas por

ELISA sdo: Mn A, 1 (1, 1; 1 intervalo de confianga SD); MnC, 34 (10, 109);
Mn W135, 1 (1, 1); e M’n Y, 28 (5, 166) para o controle, e Mn A, 5.873 (3.966,
8.699); Mn C, 3.465 (2.109, 5.695); Mn W135, 3.798 (2.090, 6.900); e Mn Y,
22.423 (11.933, 42.133) para o grupo de conjljgado, presumindo-se 3.200
unidades/ml para o soro de referéncia de cada PS (Tabela 14a). Os conju-
gados induziram 102-5.873 vezes mais anticorpo anti-PS de Mn especifico
em camundongos, qua'ndo comparados com o controle de PS de Mn nativo.

As médias geométricas da titulagéo bactericida induzida uma semana apds a

3*—‘ inje¢ao determinadas por ensaio bactericida sdo: Mn A, 260 (127, 533; 1

intervélo de confianga SD), MnC, 92 (76, 111); Mn W135, 858 (587, 1.254); e
Mn Y, 462 (53, 3.998) para o grupo de controle, e Mn A, 4.127 (2.196,

7.756), Mn C, 1.331 (588, 3.010); Mn W135, 38.508 (17.971, 82.515); e Mn

Y, 11.506 (7.700, 17.194) ‘para a batelada de conjugado (Tabela 14b). Os
conjugados induziram 14-45 vezes mais titulagao bactericida em camundon-
gos, quando comparados com o controle de PS de Mn nativo.

Tabela 14a. A média geométrica dos niveis® de anticorpos anti-PS de Mn

com 1 intervalo de confianca SD de grupos de camundongos (5 camundon-

qos para controle de mistura de PSs nativos e 5 camundongos para o expe- .

rimento) uma semana apés a 3° imunizagio com 0.1 ug/dose de cada um
dos PSs de Mn no conjugado multivalente lote TTHIAC/WYQ070210B(2:2).
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Polissacarideo  Mistura de Lote TTHI- Aumento
PS nativo AC/WY(070210B(2:2) em vezes
A 1(1,1) 5.873 (3.966, 8.699) 5873
C 34(10,109)  3.465(2.109,5.695) 102
W135 1(1,1) | 3.798 (2?090, 6.900) 3798
Y 28 (5, 166) 22.423 (11.933, 42.133) 801

a. Comparado com Qm soro de referéncia de cada PS com um nivel de anti-
corpo anti-PS de Mn presumido de 3.200 unidades/ml. -

- Tabela 14b. A média geométrica da titulacdo bactericida com 1 intervalo de

confianca SD de grupos de camundongos (5 camundongos por grupo) uma

semana apos a 3?2 imunizacéb com 0.1 pg/dose de cada um dos PSs de Mn
no conjugado multivalente lote TTHIAC/WY070210B(2:2). o
Polissacarideo Mistura de PS " LotTTHIAC/WY(070210B(2:2) Aumento

nativo em vezes

A ' 260 (127, 4.127 (2.196, 7.756) 16

_ 533)
C 92 (76, 111) 1.331 (588, 3.010) 14
w135 858 (587, 38.508 (17.971, 82.515) 45

1.254)

Y 462 (53, 11.506 (7.700, 17.194) 25
3.998)

Em fungdo das muitas modalidades possiveis as quais os princi-
pios da invengao descrita podem ser aplicados, deve-se reconhecer que as
modalidades ilustradas sdo apenas exemplos preferidos da invengdo e nao
devem ser consideradas como limitantes do escopo da invengéo. Em vez
disso, o escopo da invengao é definido pelas reivindicacdes seguintes. Por-
tanto, reivindicamos como incluido em nossa invengao tudo que estiver den-
tro do escopo e do espirito das reivindicagoes.

LISTAGEM DE REFERENCIAS

1. Avery O.T., Goebel W.F. "Chemo-immunological studies on

conjugated carbohydrates. Il. Immunological specificity of synthetic sugar-
proteins". J. Exp. Med. 1929; 50: 533-550.
2. Schneerson R., Barrera O., Sutton A., Robbins J.B. "Prepara-



10

15

20

25

30

89

tion, characterization, and immundgenicity of HaemOphiIus influenzae type b
polysac_charide protein conjugates”. J. EXp. Med. 1980; 152: 361-376.

3. Anderson P. "Antibody responses to Haemophilus influenzae
type b and diphtheria toxin induced by conjugation of oligosaccharides of the
type b capsule with the nontoxic protein CRM,g7". Infect. Immun. 1983, 39:
233-238. , '
| 4. Marburg S., Jorn D. Tolman R.L., et al. "Bimolecular chemistry

" of macromolecules: synthesis of bacterial polysaccha‘ride conjugates ‘with
- Neisseria méningitidis membrane protein". J. Amer. Chem. Soc. 1986; 108:

5.282-5.287. , _ ,
, | - 5. Kniskern P.J., Marburg S. "Conjugation: design, chemistry,
and analysis". Em: Ellis R.W., Granoff D.M., editores. "Development and cli-
nical uses of Haemophilus b conjugate vaccines". Nova York: Marcel Dekker,
1994: 37-69.

6. Chu C., Schneerson R., Robbins J.B., Rastogi S.C. "Further

studies on the immunogenicity of Haemophilus influenzae type b and pneu-

mococcal type 6B polysaccharide-protein conjugates”. Infect. Immun. 1983;
40: 245-256. |
7. Schneerson R., Robbins J.B., Parke J.C., Bell C., Schlessel-
man J.J., Sutton A., Wang Z., Schiffman G., Karpas, A. Shiloach J. "Quanti-
tative analysis of serum antibodies elicited in adults by Haemophilus influen-
zae type b and pneumococcus type 6A capsular polysaccharide-tetanus
toxoid conjugates". Infect. Immun. 1986, 52: 519-528. |
_ 8. Anderson P.W., Pichichero M.E., Stein_E.C., Porcelli S., Betts
R.F., Connuck D.M., Korones D., Insel R.A., Zahradnik J.M., Eby R. "Effect
of oligosaccharide chain length, exposed terminal group, and hapten loading -
on the antibody response of human adults and'infants to vaccines co_nsisting
of Haemophilus influenzae type b capsular antigen Unterminally coupled to
the diphtheria protein CRM;g7". J. Immunol. 1989; 142: 2.464-8.
- 9. Jennings H.J., Lugowski C. "Immunochemistry of groups A, B,
and C meningococcal polysaccharide-tetanus toxoid conjugates”. J. Immu-
nol. 1981; 127: 1.011-8.



10

15

20

25

30

90

10. Beuvery E.C., Roy R., Kanhai V. et al. "Characteristics of two
types of meningococcal group C polysaccharide conjugates using tetanus
toxoid as protein carrier protein”. Dev. Biol. Stand. 1986; 65: 197-204.

11. Beuvery EC Rossum F.V., Nagel J.."Cemparison of the
induction of immunoglobulin M and G antibodies in mice with purified pneu-
mococcal type 3 and meningococcal grdup C polysaccharides and their pro-
tein conjugates" Infect. Immun. 1982; 37: 15-22.

12. Beuvery E.C., Delft R.V., Miedema F. et al. "Immunologlcal

evaluation of meningococcal group C polysacchand_e-tetanus toxoid conju-

| gate in mice". Infect. Immun. 1983; 41: 609-17.

13. Costantino P., Viti S., Podda A. et al. "Development and
phase 1 clinical testing of a conjugate vaccine against menlngococcus A and
C". Vaccine 1992; 10: 691-8. | o

14. Richmond P., Bofrow R., Miller E. et al. "Meningococcal se-
rogroup C conjugate vaccine is immunogenic in infancy and primes for mem-
ory". J. Infect. Dis. 1999; 179: 1.569-72. |

15. Richmond P., Borrow R., Findlow J. et al. "Evaluation of de-
O-acetylated meningococcal C polysaccharide-tetanus toxoid conjugate vac-
cine in infancy: Reactogenicity, immunogenicity, immunologic priming, and
bactericidal activity against O-acetylated and de-O-acetylated serogroup C
strains". Infect. Immun. 2001; 69: 2.378-82.

16. Beuvery E.C., Miedema F., Delft R.V.' et al. "Preparation and
Immunochemical characterization of meningococcal group C ponSaccharidef '
tetanus toxoid conjugates as a new generation of vaccines". Infect. Immun.
1983; 40: 39-45. |

17. Beuvery E.C., Miedema F., Delft R.V. et al. "Vaccine potential
of meningococcal group C polysaccharide-tetanus toxoid conjugate”. J. In-
fect. 1983; 6: 247-55.

18. Guo Z., Jennings H. "Protein-polysaccharide conjugation. In:
Pollard AJ , Maiden MC (eds) Methods in Molecular Medicine, vel 66: Menin-
gococcal Vaccines: methods and Protocols”, Humana Press, Totowa, NJ,
2001, pg 49-54.



10

15

20

25

30

91

19. Inman J.K., Dintzis H.M. '"The derivatization of cross-linked

polyacrylamide beads. Controlled introduction of functional groups for the

preparation of special-purpose, biochemical adsorbents". Biochemistry 1969;

8:4.074-4.082. -
20. Shafer D.E., Toll B., Schuman R.F., Nelson B.L;; Mond J.J.,
Lees A. "Activaton of soluble polysaccharides with 1-cyano-4-

dimethylaminopyridinium tetrafonroborate (CDAP) for use in protein-

- polysaccharide conjugate vaccines and immunological reagents. Il. Selective

- crosslinking of proteins to CDAP-activated polysaccharides". Vaccine 2000; '

18(13): 1.273-1.281. | |

21, King T.P., Zhao SW., Lam T. .”Preparation‘of protein conju-
gates via intermolecular hydrazone linkage". Biochemistry 1986; 25: 5.774-
5.779. | | |

22. Patente U.S. 5.651.971.

23. Patente U.S. 5.965.714.

24. Patente WO 02058737.

25. Patente WO 03007985.

26. Catalogo Pierce 2003-2004, pagina 306.

27. Monsigny M., Petit C. e Roche A.C. “Colorimetric determina-
tion of neutral sugars by a resorcmol sulfuric acid mlcromethod" Anal. Bio-
chem. 1988; 175: 525-530.'

28. Patente WO 00004922.

29. Kohn J. e Wilchek M. "The use of cyanbgens bromide and
other cyanylating agents for the activation of polysacchande resins". Applied
Biochem. Biotechonol. 1984; 9: 285-305.

- 30. Carey R.B., Eisenstein T.K, Shockman G.D., Greber T.F. e .
Swenson R.M. “Soluble group- and type- specmc antlgens from type Ill group
B Streptococcus". Infection and Immunity 1980, 28: 195-203.

~ 31. Lee C.H. e Frasch C.E. "Quantification of bacterial polysac-

charides by the purpald assay: Measurement of periodate-generated formal-
dehyde from glycol in the repeating unit". Anal. Biochem. 2001; 296: 73-82.

32. Keleti G. e Lederer W.H. "Handbook of micromethods for the



92

biological sciences. 61. Hexoses (Anthroné)“. Pagina 73. Van Nostrand Rei-
nhold Co., Nova York, 1974.

33. Keleti G. e Lederer W.H. "Handbook of micromethods for the
biological sciences. 70. PhoSphorus (Total)". Pagina 84. Van Nostrand Rein-
hold Co., Nova York, 1974. .

34. Vidal J. T rinitrophenyi-p‘rotein conjugates are more complex
than it is currently thought". J. Immunol. Methodé 1986; 86: 155-156.

~ 35. Catélogo Pierce 2003- 2004, paginas 241 e 305.

36. Patente WO 2005/014037 A2.



10

15

20

25

30

REIVINDICAGOES

1. Método para a produ¢do de um conjugado imunogénico multi-

‘valente complexo, que compreende:

- a reagao de diversos polissacarideos imunogénicos distintos
com um agente oxidante, resultando em uma mistura de diversos polissaca-
rideos imunogénicos distintos ativados por aldeido;

| - a reagéo de pelo menOs uma proteina com hidrazina, carboi-

. drazida, cIoréto de hidrazina, uma diidrazida ou uma' mistura destas sob

condigbes suficiehtes para produzir uma solugdo de pelo menos uma protei-
na atlvada por hidrazida;

- - o contato da mistura dos diversos pohssacandeos imunogéni-
cos distintos ativados por aldeido com pelo menos uma proteina ativada por
hidrazida em um pH de cerca de 5a cerca de 8, de tal forma que os diversos
polissacarideos imunogénicos ativados por aldeido distintos simultaneamen-
te reajam com pelo menos uma proteina ativada por hidrazida, resultando
em um conjugado multivalente complexo QUe inclui pelo menos uma ligagcao
dupla C=N formada entre cada polissacarideo imunogénico distinto anexado
e a proteina; e |

- a reducao de substancialmente todas as ligagées duplas C=N
do conjugado multivalente complexo em ligagdes C-N, resultando em um
produto conjugado imunogéhico multivalente compleXo.

A 2. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que pelo menos
uma proteina ativada por hidrazida é substancialmente soldvel em pH neu-
tro.

3. Método de acordo com a reivindicacdo 1, em que a reagao

simultanea dos diversos polissacarideos imunogénicos ativados por-aldeido -

- distintos com pelo menos uma proteina ativada por hidrazida resulta em uma

composicao que inclui a mistura dos diversos polissacarideos imunogénicos
distintos ativados por aldeido e pelo menos uma proteina ativada por hidra-
zida.

4. Método de acordo com a reivindicagéo 1, em que o contato da

mistura dos diversos polissacarideos imunogénicos distintos ativados por
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aldeido com pelo menos uma proteina ativada por hidrazida e a redugao das
ligacdes duplas C=N compreende o fornecimento, na presenga de boroidreto
de sodio, de uma composi¢do formada pela mistura dos diversos polissaca-
rideos imunogénicos distintds ativados por aldeido e pelo menos uma prote-
ina ativada por hidrazida.

5. Método de acordo com a feivindicagéo 2, em que pelo menos
uma proteina é reagida com hidrazina, carboidrazida, cloreto de hidrazina,
uma diidrazida ou uma mistura das mesmas, na presenga de: (i) uma carbo-
diimida e (ii) pélo menos um aminoacido, pelo menos um peptideo, ou uma
mistura de pelo menos um aminodcido e pelo menos um peptideo.

- 6. Método de acordo com a reivindicagdo 5, em que 0 aminoéci-
do é selecionado de pelo menos um de lisina, arginina, h|st|d|na ghcma se-
rina, treonina, &cido glutamico ou cnstema

7. Método de acordo com a re|v1nd|cagao 1, em que pelo menos

uma proteina é reagida com hidrazina, carboidrazida, succinil diidrazida, dii-

‘drazida de &cido adipico ou uma mistura das mesmas, na presenga de um

cloridrato de carbodiimida em um pH de cerca de 6 a cerca de 7 para obter
uma solugdo de proteina ativéda_ por hidrazida, e que ainda compreende a
troca de tampao da solugédo de proteina ativada por hidrazida até um pH de
cercade 10,0 acercade 11,0.

8. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que pelo menos
uma proteina é reagida com hidrazina, carboidrazida, succinil diidrazida, dii-
drazida de acido adipico ou uma mistura das mesmas, na presenga de um
cloridrato de carbodiimida em um pH de cerca de 5,5 a cerca de 6,5 para
obter uma solugéo de proteina ativada por hidrazida, e que ainda compreen-
de a troca de tampdo da solugdo de proteina ativada por hidrazida até um
pH de cerca de 10,0 a cerca de 11,0.

9. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que 2 a 28 polis-
sacarideos imunogénicos ativados por aldeido distintos sé@o reagidos simul-
taneamente com pelb menos uma proteina ativada por hidrazida;

10. Método de acordo com a reivindicagao 9, em que os polissa-

carideos imunogénicos distintos sdo selecionados do grupo que consiste em
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polissacarideos meningocécicos, polissacarideos pneumocécicos, polissaca-

rideo de Haemophilus influenzae do tipo b, polissacarideo Vi de Salmonnella

typhi e poIisSacarideos de estreptococos do grupo B.

11. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que os polissa-
carideos imunogénicos distintos sdo selecionados do grupo queﬁconsiste no
grupo meningocoécico A, grupo meningocécico C, grupo meningocdcico
W135 e grupo meningococico Y. | '

' 12. Método de acordo com a reivindica¢ao 1, em que 0s polissa-

- carideos imunogénicos ativados por aldeido distintos sdo reagidos com uma

unica proteina ativada por hidrazida. ,

- 13. Método de acordo com a reivindicaggo 1, em que os polissa-
carideos imunogénicos ativados por aldeido distintos sdo reagidos com di-
versas proteinas ativadas por hidrazida diferentes. »

14. Método de acordo com a reivindicagao 5, em que a carbodi-
imida é cloridrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-eti| carbodiimida.

15. Método de acordo com a reivihdicagéo 7, em que a carbodi-
irhida é cloridrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etil carbodiimida.

| 16. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que uma mistu- |
ra de polissacarideos imdnogénicos distintos € reagida com o agente oxidan-
te. ,

17. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que cada polis-
sacarideo imunogénico distinto é inicialmente reagido com um agente oxi-
dante, e a seguir os polissacarideos imunogénicos ativados por aldeido dis-
tintos resultantes individuais sao misturados em conju_nto para formar a mis-
tura de polissacarideos imunogénicos ativados por aldeido distintos.

~18. Método para a produgao de um conjugado imunogénico mul- .
tivalente complexo, que compreende: | N ' _ |

.- a reagao de diversos polissacarideos 'imunogénicos distintos
com um agente de cianilagao, resultando em uma mistura de diversos polis-
sacarideos imunogénicos ativados por cianato distintos;

- a reagao de pelo menos uma proieina com hidrazina, carboi-

drazida, dicloreto de hidrazina, uma diidrazida, ou uma mistura das mesmas,
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sob condicdes suficientes para produzir uma solugdo de pelo menos uma
proteina ativada por hidrazida; e |

- 0 contato da mistura dos diversos polissacarideos imunogéni-
cos ativados por cianato dis{intos_com pelo menos uma. proteina ativada por
hidrazida em um pH de cerca de 6 a cerca de 8, de tal forma que os diversos
polissacarideos imunogénicos ativados por cianato distintos simultaneamen-
te reajam com pelo menos uma proteina ativada por hidrazida, resultando

em um conjugado imunogénico multivalente complexo que inclui pelo menos

uma ligagdo C-N formada entre cada polissacarideo imunogénico distinto

anexado e a proteina.

- 19. Método de acordo com a reivindicagao 18, em que o agente
de _cianilagéo é selecionado de tetrafluoroborato de 1-ciano-4-
dimetilamoniopiridinio, brometo de cianogénio ou tetrafluoroborato de N-
ciano-N,N,N-trietilamonio. |

20. Método de acordo com a reivindicagdo 18, em que a reacéo
simultdnea dos diversos polissacan’deos imunogénicos ativados por cianato
distintos com pelo menbs uma proteina ativada por hidrazida resulta em uma
composi¢ao que inclui a mistura dos diversos polissacarideos imunogénicos
ativados por cianato distintos e pelo menos uma proteina ativada por hidra-
zida. _

21. Método de acordo com é reivindicacao 18, em que o contato
da mistura dos diversos polissacarideos imunogénicos ativados por cianato
distintos com pelo menos uma proteina ativada por hidrazida compreende a
preparagdo de uma composi¢cdo de reagéo que inclui a mistura dos diversos
polissacarideos imunogénicos ativados por cianato distintos com pelo menos
uma proteina ativada por hidrazida.

22. Método de acordo com a reivindicagao 18, que ainda com-
preende a reagdo de um segundo grupo de segundos polissacarideos imu-
nogénicos distintos com um agente de cianilagdo, resultando em uma se-
gunda mistura de diversos segundos polissacarideos imunogénicos ativados
por cianato distintos; e

- 0 contato da segunda mistura de diversos polissacarideos imu-
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nogénic‘os ativados por cianato distintos com o conjugado imunogénico mul-
tivalente complexo para formar pelo menos uma ligagédo C-N entre cada se-
gundo polissacarideo imunogénico ativado por cianato distinto e a proteina.

23. Método de acord_o com a reivindica¢ao 22, em que a reativi-
dade dos segundos polissacarideos imunogénicos distintos com 0 agente de.
Cianilagéo € maior do que a reatividade dos primeiros polissacarideos imu-
nogenncos distintos com o agente de mamlagao

24, Metodo de acordo com a reivindicagao 23 em que o primeiro

' polissacarld,eo imunogénico distinto é selecionado de pelo menos um do

grupo meningococico A ou.grupo meningocoécico C.

- 25. Método de acordo com a reivindicagéo 23, em que o segun-
do polissacarideo imunogénico distinto é selecionado de pelo menos um en-
tre o grupo meningocécico W135 ou o grupo meningocacico Y.

26. Método para a produgao de um conjugado imunogénico mul-
tivalente complexo que compreende:
- a reacao de uma protema com 1-amino-2,3-propanodiol (AD-
PO) na presenca de cloridrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]- -3-etil carbodiimi-
da em um pH de cerca de 5,5 a cerca de 7, resultando em uma solugao de |
uma proteina modificada por ADPO; ,
- a reagao da proteina modificada por ADPO com um agente
oxidante, resultando em uma solugcédo de uma proteina ativada por aldeido;
- - 0 contato de uma mistura de diversos polissacarideos imuno-
génicos ativados por hidrazida distintos com a proteina.ativada por aldeido
em um pH de cerca de 5 a cerca de 8, de tal forma que os diversos polissa-
carideos imunogénicos ativados por hidrazida distintos simultaneamente rea-
jam com pelo menos uma proteina ativada por aldeido resultando em um .
conjugado multivalente complexo que inclui pélo menos uma Iigagé_o dupla
C=N formada entre cada polissacarideo imunogénico distinto anexado e a
proteina; e
, - a redugdo de substancialmente todas as ligacées duplas C=N
do conjugado multivalente complexo em Iigagées C-N, resultando em um

produto conjugado imunogénico multivalente complexo.
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27. Método de acordo com a réivindicagéo 26, em que a proteina

& reagida com ADPO em um pH de cerca de 5,5 a cerca de 6,5.

28. Método de acordo com a reivindicagdo 26, em que a proteina
é reagida com ADPO em um pH de cerca de 6 a cerca de 7.

‘ 29. Método para a preparagdo de uma proteina ativada por hi-
drazida, que compreende: |

- a reacdo de uma proteina com hidfazina, carboidrazida, cloreto
de hidrazina, uma diidrazida, ou uma mistura destas, na presenga de: (i) .
uma carbodiimida e (ii) pelo menos um ar'ninoécid.o,‘ pélo menos um pepti-
deo, ou uma mistura de pelo menos um aminoacido e pelo menos um pepti-
deo.

| 30. Método de acordo com a reivindicagao 29, em que a carbodi-
imida & cloridrato de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etil carbodiimida.

31. Método de acordd com a reivindicagao 29, em que 0 amino-
acido é selecionado de pelo menos um de lisina, arginina, histidina, glicina,
serina, treonina, acido glutamico ou cisteina. |

32. Método de acordo com a reivindicagao 29, em que pelo me-
nos uma proteina ativada por hidrazida é substancialmente soltivel em pH
neutro. | | ,

33. Método para a produgdo de um conjugado imunogénico mul-
tivalente complexo que compreende: |

(a) o contato de pelo menos um primeiro polissacarideo imuno-
génico ativado por aldeido distinto com pelo menos uma protel’na'ativada pdr_ '
hidrazida, sob condi¢des suficiéntes para formar um primeiro intermediario
conjugado, de tal forma que se forme pelo menos uma ligagao dupia C=N
entre o primeiro polissacarideo imunogénico distinto e a proteina;

(b) o contato de pelo menos um segundo polissacarideo imuno-
génico ativado por aldeido distinto com o primeiro intermediario conjugado,
de tal forma que se forme pelo menos uma ligagdo dupla C=N entre o se-
gundo polissacarl’ded imu'nogénico distinto e a proteina; e |

. (c) a redugdo de substancialmente todas as ligagdes duplas C=N

em ligagdes C-N, resultando em um produto conjugado imunogénico multiva-
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lente complexo;

em que a reatividade do primeiro polissacarideo imunogénico

ativado por aldeido distinto com a proteina ativada por hidrazida € menor do

que a reatividade do segundo polissacarideo imunogénico ativado por aldei-
do distinto com a proteina ativada por hidrazida. .
34. Método de acordo com a reivindicagao 33, em que o primeiro

polissacarideo imunogénico ativado por aldeido distinto é selecionado de

“pelo menos um do grupo meningocdcico A ou grupo meningocdécico C.

35. Método de acordo com a reivindicagdo 33, em que o segun-
do polissacarideo imuhogénico ativado por aldeido distinto € selecionado de
pelo menos um entré 0 grupo meningocécico W135 ou o g'rupo meningocé-
cicoY.

36. Metodo de acordo com a reivindicagdo 34, em que o segun-
do polissacarideo imunogénico ativado por aldeido distinto € selecionado de

pelo menos um entre 0 grupo meningococico W135 ou 0 grupo meningoco-

cico Y.

37. Conjugado imunogénico multivalente complexo preparado de
acordo com a reivindicagao 1. |

38. Conjugado imunogénico multivalente complexo preparado de
acordo com a reivindicagdo 18.

39. Conjugado imunogénico multivalente complexo preparado de
acordo com a reivindicagao 26. |

40. Conjugado imunogénico multivalente corhplexo preparado de
acordo com a reivindicacdo 33. '

41. Composicao farmacéutica que compreende o conjugado i-
munogénico multivalente complexo como definido na relvmdlcagao 37 e pelo
menos um veiculo farmaceuticamente aceitavel. '

42. Composicao farmacéutica que compreende 0 conjugado- i-
munogénico multivalente complexo como definido na reivindicagao 38 e pelo
menos um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

43. Composicao farmacéutica que Compreende 0 conjugado i-
munogénico multivalente complexo como definido na reivindicagao 39 e pelo



menos um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
44. Composigao farmacéutica que compreende o conjugado i-
munogénico multivalente complexo como definido na reivindicagao 40 e pelo

menos um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
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RESUMO
Patenté de Invengdo: "METODOS PARA A PREPARAGAO DE CONJU-

GADOS IMUNOGENICOS MULTIVALENTES COMPLEXOS".

A presente invengéq refere-se a métodos para a preparagao de
conjugados imunogénicos multivalentes complexos que incluem a reagao
simultdnea de diversos poIissacarideos_ imunogénicos distintos com pelo
menos uma proteina para a produgéd dos conjugados imunogénicos multiva-

- lentes complexos. A reagdo simultdnea envolve a reagdo de um grupo hidra-
- zida em um reagente com um grupo éster de aldeido ou cianato no outro

reagente.
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