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CAMPO

[0001] A presente revelagao refere-se, em geral, a métodos para

preparar glicoconjugados contendo um sacarideo conjugado a uma
proteina carreadora através do uso de TEMPO/NCS como um agente
de oxidagdo, a composi¢gdes imunogénicas que compreendem esses
glicoconjugados, e a métodos para uso desses glicoconjugados e
composi¢cdes imunogénicas. A presente revelagdo também se refere a
métodos para preparar glicoconjugados contendo um sacarideo
conjugado a uma proteina carreadora, através do uso de radicais
estaveis de nitroxila ou nitroxido, tais como compostos de piperidina-N-
Oxi ou pirrolidina-N-0xi na presenca de um oxidante para oxidar
seletivamente hidroxilas primarias do dito sacarideo, a composi¢cdes
imunogénicas que compreendem esses glicoconjugados, e a métodos
para uso desses glicoconjugados e composi¢gdes imunogénicas.
FUNDAMENTOS

[0002] As vacinas conjugadas de proteina polissacaridia s&o

fabricadas usando polissacarideos, geralmente provenientes do
revestimento superficial de bactérias, ligados a carreadores protéicos. A
ligagdo quimica do polissacarideo e carreador protéico induz uma
resposta imune contra bactérias que exibem o polissacarideo contido
na vacina ou em sua superficie, evitando, assim, a doengca. De modo
correspondente, a vacinacdo usando polissacarideos de bactérias
patogénicas consiste em uma estratégia potencial para estimular a
imunidade do hospedeiro. Os polissacarideos que revestem bactérias

variam consideravelmente, mesmo em uma unica espécie de bactérias.
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Por exemplo, em Streptococcus pneumoniae (um causador principal de
meningite, pneumonia, e graves doengas invasivas em bebés e em
criangas jovens ao redor do mundo) existem mais de 90 sorotipos
diferentes devido a variagao no revestimento polissacaridico bacteriano.
Portanto, vacinas de polissacarideo geralmente consistem em um
painel de polissacarideos para aumentar a protecao.

[0003] Muito embora os polissacarideos sejam imunogénicos por si
sés, a conjugagao de polissacarideos em carreadores protéicos foi
usada para aperfeigoar a imunogenicidade. A proteina carreadora pode
ser um antigeno protéico relacionado proveniente do patégeno alvo,
induzindo a resposta imune especifica a esse patdogeno, ou uma
proteina genericamente imunogénica que serve maios como um
adjuvante ou estimulante de resposta imune geral.

[0004] Vacinas conjugadas de polissacarideo-proteina pneumo-
cocicas multivalentes foram licenciadas por muitos anos e se provaram
ser valiosas em evitar doengas pneumocdcicas em bebes e, recente-
mente, foram recomendadas para adultos.

SUMARIO

[0005] Em um aspecto, a presente revelacdo proporciona um
método para produzir um glicoconjugado que compreende um
sacarideo conjugado a uma proteina carreadora, que compreende as
etapas de: a) reagir um sacarideo com 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi
(TEMPO) e N-clorossuccinimida (NCS) em um solvente aquoso para
produzir um sacarideo ativado; e b) reagir o sacarideo ativado com uma
proteina carreadora que compreende um ou mais grupos amina. Em um
aspecto adicional, o grau de oxidac&o do sacarideo ativado varia de 1 a
50,de1a40,de1a30,de1a20,de1a10,de1a5,de3a40,de3
a30,de3a20,de3a10,de4a40,de4 a30,ded4a20,deda10,de
5a30,de5a25 de5a20,de5a10,de 6 a 50, de 6 a40, de 6 a 30,
de6a20,de6al15 de6al4,de6al3,de6al12,de6all,deba
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10,de7a40,de7a30,de7a20,de7a15,de7a14,de7a 13, de
7a12,de7a11,de7 a 10, de 8 a40, de 8 a 30, de 8 a 20, de 8 a 15,
de8a14,de8a13,de8a13,de8a12,de8a11,de8a10,de9a
40,de 9a 30,de 9a20,de9a 15, de 10 a 40, de 10 a 30, de 10 a 20,
ou de 10 a 15. Em um aspecto adicional, o grau de oxidagdo do
sacarideo ativado é 1, 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, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, ou 40.

[0006] Em um aspecto adicional, a presente revelagao proporciona
um método para produzir um glicoconjugado que compreende um
sacarideo conjugado a uma proteina carreadora, que compreende as
etapas de: a) reagir um sacarideo com um composto de radial estavel
de nitroxila ou nitroxido, tal como compostos de piperidina-N-6xi ou
pirrolidina-N-oxi, na presenga de um oxidante para oxidar seletivamente
hidroxilas primarias do dito sacarideo para produzir um sacarideo
ativado contendo grupos aldeido; e b) reagir o sacarideo ativado com
uma proteina carreadora que compreende um ou mais grupo amina.
[0007] Na dita reacao, o oxidante atual € o sal N-oxoaménio, em um
ciclo catalitico. De preferéncia, os compostos de radial estavel de
nitroxila ou nitroxido tém a capacidade de oxidar seletivamente alcool
primario em aldeidos, na presenca de um oxidante, sem sobre-oxidacao
em acidos carboxilicos.

[0008] Em um aspecto, a etapa a) da reacéo € realizada em um
solvente aquoso. Em outro aspecto, a etapa a) é realizada em um
solvente aprético. Em um aspecto, a etapa a) é realizada em um
solvente de DMSO (dimetil sulfoxido), Dimetilacetamida (DMA),
Sulfolano, N-Metil-2-pirrolidona (NMP), Hexametilfosforamida (HMPA)
ou em DMF (dimetilformamida).

[0009] Em um aspecto, os grupos aldeidos n&o-reagidos sao

convertidos de volta em alcoois primarios durante uma etapa de
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capeamento, usando boroidreto, apds conjugacdo com a proteina
carreadora, minimizando, assim, a modificacdo de epitopo de sacarideo
durante as etapas de modificagdo que envolvem oxidagéo seguida por
conjugagao.

[0010] Em um aspecto, os ditos compostos de radical estavel de
nitroxila ou nitréxido sdo compostos de piperidina-N-6xi ou pirrolidina-N-
oxi. De preferéncia, os dito compostos tém a capacidade de oxidar
alcoois primarios na presenga de um oxidante, para gerar grupos
aldeidos, sem afetar grupos hidroxila secundarios. Com mais
preferéncia, os ditos compostos tém a capacidade de oxidar
seletivamente alcool primario na presenga de um oxidante, para gerar
grupos aldeidos, sem sobre-oxidagdo em grupos carboxila.

[0011] Em um aspecto, o dito composto de radical estavel de
nitroxila ou nitréxido porta uma por¢do TEMPO ou uma porcao PROXIL
(2,2,5,5-tetrametil-1-pirrolidiniloxi). De preferéncia, o dito composto tem
a capacidade de oxidar seletivamente alcool primario na presenga de
um oxidante, para gerar grupos aldeidos, sem afetar grupos hidroxila
secundarios. Com mais preferéncia, o dito composto tem a capacidade
de oxidar seletivamente alcoois primarios na presenca de um oxidante,
para gerar grupos aldeidos, sem sobre-oxidagao em grupos carboxila.
[0012] Em um aspecto, o dito composto de radial estavel de nitroxila
€ TEMPO ou um derivado do mesmo. Em um aspecto, o dito composto
de radial estavel de nitroxila é selecionado a partir do grupo que consiste
em TEMPO, 2,2,6,6-Tetrametil-4-(metil sulfoniléxi)-1-piperidinooxi, 4-
Fosfonooxi-TEMPO, 4-Oxo-TEMPO, 4-Metoxi-TEMPO, 4-Isotiocianato-
TEMPO, radical livre de 4-(2-lodoacetamido)-TEMPO, 4-Hidroxi-
TEMPO, 4-Ciano-TEMPO, 4-Carboxi-TEMPO, 4-(2-Bromoacetamido)-
TEMPO, 4-Amino-TEMPO, 4-Acetamido-2,2,6,6-tetrametilpiperidina 1-
oxil. De preferéncia, o dito composto de radial estavel de nitroxila é
TEMPO.
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[0013] Em um aspecto adicional, o dito composto de radial estavel
de nitroxila é selecionado a partir do grupo que consiste em 3p3-DOXIL-
5a-colestano, acido 5-DOXIL-estearico, acido 16-DOXIL-estearico,
Metil 5-DOXIL-estearato, 3-(Aminometil)-PROXIL, 3-Carbamoil-
PROXIL, 3-Carbamoil-2,2,5,5-tetrametil-3-pirrolin-1-oxil, 3-Carboxi-
PROXIL, 3-Ciano-PROXIL.

[0014] Em um aspecto, o dito oxidante € uma molécula portando
uma por¢ao N-halo. De preferéncia, a dita molécula tem a capacidade
de oxidar seletivamente alcool primario na presenca de um composto
de radical nitroxila.

[0015] Em um aspecto, o dito oxidante é selecionado a partir do
grupo que consiste em N-Clorossuccinimida, N-Bromossuccinimida,
N-lodossuccinimida, acido Dicloroisocianurico, 1,3,5-tricloro-1,3,5-
triazinana-2,4,6-triona, acido Dibromoisocianurico, 1,3,5-tribromo-
1,3,5-triazinana-2,4,6-triona, acido Diiodoisocianurico e 1,3,5-triiodo-
1,3,5-triazinana-2,4,6-triona. De preferéncia, o dito oxidante & N-
Clorossuccinimida.

[0016] Em um aspecto, o grau de oxidagao do sacarideo ativado
variade 1a50,de1a40,de1a30,de1a20,de1a10,de1ab5,de
3a40,de3a30,de3a20,de3a10,de4 a40,de4 a30,de 4 a 20,
de4a10,de5a30,de5a25 de5a20,de5a10,de 6 a50,de 6 a
40,de6a30,de6a20,de6a15,debal4, deb6a13,deba 12, de
6al11,de6al10,de7a40,de7a30,de7a20,de7a115,de7 a 14,
de7a13,de7a12,de7a11,de7a10,de 8 a40,de 8 a30,de 8 a
20,de8a15,de8a14,de8a13,de8a13,de8a12,de8a11,de8
a10,de9a40,de 9a30,de 9a20,de9a 15, de 10 a 40, de 10 a 30,
de 10 a 20, ou de 10 a 15. Em um aspecto adicional, o grau de oxidagao
do sacarideo ativado é 1, 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, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, ou 40.
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[0017] Em um aspecto, o sacarideo é reagido com 0,1 a 10
equivalentes molares de oxidante. De preferéncia, o sacarideo é reagido
com 0,2 a5, 0,5a2,5o0u0,5a 1,5 equivalentes molares de oxidante.
Em um aspecto, o polissacarideo é reagido com cerca de 0,2, 0,4, 0,6,
08,1,12,14,16,18,2,22,24,26, 28, 3, 3,2, 34,36, 3,8,4,4,2,
4.4, 4.6, 4,8 ou 5 equivalentes molares de oxidante.

[0018] Em um aspecto, o composto de radical estavel de nitroxila
ou nitroxido esta presente em uma quantidade catalitica. Em um
aspecto, o sacarideo é reagido com menos de cerca de 0,3 equivalente
molar de composto de radical estavel de nitroxila ou nitroxido. Em um
aspecto, o sacarideo € reagido com menos de cerca de 0,005
equivalente molar de composto de radical estavel de nitroxila ou
nitroxido. Em um aspecto, o sacarideo € reagido com cerca de 0,005,
0,01, 0,05 ou 0,1 equivalente molar de composto de radical estavel de
nitroxila ou nitroxido.

[0019] Em um aspecto adicional, o sacarideo € um polissacarideo
capsular bacteriano. Em outro aspecto, o sacarideo € um oligo ou
polissacarideo sinteticamente derivado. Em um aspecto, o polissaca-
rideo capsular € derivado a partir de S. pneumonia (Pn). Em um aspecto
adicional, o polissacarideo capsular é selecionado a partir de
polissacarideos capsulares de Pn-serotipo 10A, Pn-serotipo 12F, e Pn-
serotipo 33F. Por exemplo, em um aspecto, o polissacarideo capsular &
um polissacarideo capsular de Pn-serotipo 12F.

[0020] Em um aspecto adicional, o polissacarideo capsular é
derivado a partir de N. meningitidis. Em um aspecto, o polissacarideo
capsular é selecionado a partir de polissacarideos capsulares
meningocoécicos (Mn)-serotipo A, C, W135, e Y.

[0021] Em um aspecto adicional, o polissacarideo capsular € um
polissacarideo capsular meningocacico (Mn)-serotipo X.

[0022] Em um aspecto adicional, o polissacarideo capsular é
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derivado a partir de Streptococcus do Grupo B (GBS). Em um aspecto,
o polissacarideo capsular € selecionado a partir de serotipos GBS la, Ib,
[, 11, 1V, V, VI, VIl e VIII.

[0023] Em um aspecto, a presente revelacdo proporciona qualquer
um dos métodos revelados no presente documento em que a proteina
carreadora € uma toxina do tétano, difteria, coqueluche, Pseudomonas,
E. coli, Staphylococcus ou Streptococcus. Em um aspecto a proteina
carreadora € CRMg7.

[0024] Em um aspecto adicional, a presente revelacao proporciona
um método conforme descrito no presente documento, em que antes da
etapa a), o sacarideo € hidrolisado em um peso molecular variando de
100 a 400 kDa. Por exemplo, em um aspecto, o peso molecular varia de
100 a 350 kDa, de 100 a 300 kDa, de 100 a 250 kDa, de 100 a 200 kDa,
de 100 a 150 kDa, de 200 a 400 kDa, de 200 a 350 kDa, de 200 a 300
kDa, de 200 a 250 kDa, de 300 a 400 kDa, ou de 300 a 350 kDa.

[0025] Em um aspecto adicional, a presente revelacio proporciona
qualquer um dos métodos proporcionados no presente documento que
compreendem, ainda, a etapa de purificar o polissacarideo ativado antes
da etapa b). Em um aspecto adicional, os métodos compreendem, ainda,
a etapa de adicionar um agente de reducgéo seguindo a etapa b). Em um
aspecto, o agente de reducdo € NaCNBHs. Em um aspecto adicional, os
métodos compreendem, ainda, a etapa de adicionar NaBH4 seguindo a
adicdo de NaCNBHsz. Em um aspecto adicional, o método compreende
uma etapa de purificacdo seguindo a adicdo de NaBHa.

[0026] Em outro aspecto, a presente revelagao proporciona um
glicoconjugado produzido, ou obtenivel através de qualquer um dos
meétodos revelados no presente documento. Por exemplo, em um
aspecto, a presente revelagdo proporciona um glicoconjugado que
compreende um sacarideo conjugado a uma proteina carreadora que €

produzida ou obtenivel pelo método que compreende as etapas de: a)
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reagir um sacarideo com 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniléxi (TEMPO) e
N-clorossuccinimida (NCS) em um solvente aquoso para produzir um
sacarideo ativado; e b) reagir o sacarideo ativado com uma proteina
carreadora que compreende um ou mais grupos amina. Em um aspecto
adicional, a presente revelagdo proporciona um glicoconjugado que
compreende um sacarideo conjugado a uma proteina carreadora que €
produzida ou obtenivel pelo método que compreende as etapas de: a)
reagir um sacarideo com um composto de radical estavel de nitroxila ou
nitroxido e um oxidante para produzir um sacarideo ativado contendo
grupos aldeidos; e b) reagir o sacarideo ativado com uma proteina
carreadora que compreende um ou mais grupos amina. Os compostos
de radial estavel de nitroxila e oxidante podem ser conforme definidos
nas paginas 2 a 4 acima.

[0027] Em um aspecto adicional, a presente revelagao proporciona
uma composi¢cao imunogénica que compreende qualquer um dos
glicoconjugados revelados no presente documento e um excipiente,
carreador ou diluente farmaceuticamente aceitavel. Em um aspecto
adicional, a composigao imunogénica compreende um antigeno
adicional. Em um aspecto adicional, o antigeno adicional compreende
um antigeno protéico ou um glicoconjugado de um polissacarideo
capsular derivado a partir de S. pneumoniae. Por exemplo, em um
aspecto, o antigeno adicional compreende um glicoconjugado de um
polissacarideo capsular selecionado a partir de polissacarideos
capsulares de Pn-serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9V, 11A, 14, 15B,
18C, 19A, 19F, 22F e 23F. Em um aspecto adicional, o antigeno
adicional compreende um antigeno protéico ou um glicoconjugado de
um polissacarideo capsular derivado a partir de N. meningitidis. Em um
aspecto adicional, o antigeno adicional compreende um glicoconjugado
de um polissacarideo capsular selecionado a partir de polissacarideos

capsulares de serotipos A, C, W135 e Y. Em um aspecto adicional, o
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antigeno adicional compreende um glicoconjugado de um polissa-
carideo capsular a partir de polissacarideos capsulares de serotipo X.
Em um aspecto adicional, o antigeno adicional compreende um
glicoconjugado de um polissacarideo capsular derivado a partir de
Streptococcus do Grupo B (GBS). Em um aspecto, o antigeno adicional
compreende um glicoconjugado de um polissacarideo capsular
selecionado a partir de serotipos GBS la, Ib, II, llI, IV, V, VI, VIl e VIII.
[0028] Em um aspecto adicional, a presente revelagao proporciona
qualquer uma das composi¢des imunogénicas reveladas no presente
documento, que compreende, ainda, um adjuvante. Em um aspecto, o
adjuvante € um adjuvante a base de aluminio. Em um aspecto adicional,
o adjuvante a base de aluminio é selecionado a partir do grupo que
consiste em fosfato de aluminio, sulfato de aluminio, e hidroxido de
aluminio.

[0029] Em outro aspecto, a presente revelagdo proporciona um
método para prevenir, tratar ou aliviar uma infecgcdo, doenca ou
condi¢ao bacteriana em um individuo, que compreende administrar ao
individuo uma quantidade imunologicamente eficaz de qualquer uma
das composi¢gdes imunogénicas reveladas no presente documento. Em
um aspecto, a infecgdo, doenca ou condi¢cio esta associada a bactéria
S. pneumoniae. Em um aspecto adicional, a infeccdo, doenca ou
condic&o esta associada a bactéria N. meningitidis.

[0030] Em outro aspecto, a presente revelagdo proporciona um
meétodo para induzir uma resposta imune protetora em um individuo, que
compreende administrar ao individuo uma quantidade imunologia-
camente eficaz de qualquer uma das composicbées imunogénicas
reveladas no presente documento.

[0031] Em outro aspecto, a presente revelagdo proporciona uma
composicdo imunogénica que compreende um Pn-serotipo 12F

conjugado a uma proteina carreadora em que o0 conjugado € estavel.
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Por exemplo, em um aspecto, a presente revelagado proporciona uma
composigdo imunogénica que compreende um Pn-serotipo 12F
conjugado a uma proteina carreadora, em que a quantidade de
polissacarideo de Pn-serotipo 12F livre na composicado € menor que
35% apos 120 dias a partir de quando a mesma foi preparada. Em um
aspecto adicional, a quantidade de polissacarideo de Pn-serotipo 12F
livre € menor que 30%, menor que 28%, menor que 27%, menor que
26%, ou menor que 25% apds 120 dias a partir de quando a mesma foi
preparada. Em um aspecto adicional, a quantidade de polissacarideo
de Pn-serotipo 12F livre € menor que 35%, menor que 30%, menor que
28%, menor que 27%, menor que 26%, ou menor que 25% apos 90 dias
a partir de quando a mesma foi preparada. Em um aspecto adicional, a
quantidade de polissacarideo de Pn-serotipo 12F livre € menor que
35%, menor que 30%, menor que 28%, menor que 27%, menor que
26%, ou menor que 25% apds 60 dias a partir de quando a mesma foi
preparada. Em um aspecto adicional, a quantidade de polissacarideo
de Pn-serotipo 12F livre € menor que 35%, menor que 30%, menor que
28%, menor que 27%, menor que 26%, ou menor que 25% apos 30 dias
a partir de quando a mesma foi preparada. Em um aspecto adicional, a
presente revelagdo proporciona uma composicao que compreende Pn-
serotipo 3, 10A, ou 33F conjugado a uma proteina carreadora, em que
a quantidade de polissacarideo de Pn-serotipo 3, 10A, ou 33F livre,
respectivamente, na composicao € menor que 35% apds 120 dias a
partir de quando a mesma foi preparada. Em um aspecto adicional, a
quantidade de polissacarideo de Pn-serotipo 3, 10A, ou 33F livre é
menor que 30%, menor que 28%, menor que 27%, menor que 26%, ou
menor que 25% apdés 120 dias a partir de quando a mesma foi
preparada. Em um aspecto adicional, a quantidade de polissacarideo
de Pn-serotipo 3, 10A, ou 33F livre € menor que 35%, menor que 30%,

menor que 28%, menor que 27%, menor que 26%, ou menor que 25%
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apo6s 90 dias a partir de quando a mesma foi preparada. Em um aspecto
adicional, a quantidade de polissacarideo de Pn-serotipo 3, 10A, ou 33F
livre € menor que 35%, menor que 30%, menor que 28%, menor que
27%, menor que 26%, ou menor que 25% apds 60 dias a partir de
gquando a mesma foi preparada. Em um aspecto adicional, a quantidade
de polissacarideo de Pn-serotipo 3, 10A, ou 33F livre € menor que 35%,
menor que 30%, menor que 28%, menor que 27%, menor que 26%, ou
menor que 25% apds 30 dias a partir de quando a mesma foi preparada.
Em um aspecto, a quantidade de polissacarideo livre conforme discutido
anteriormente é medida a 25°C. Em um aspecto, a proteina carreadora
nas composi¢des reveladas acima consiste em uma toxina do tétano,
difteria, coqueluche, Pseudomonas, E. coli, Staphylococcus ou
Streptococcus. Em um aspecto adicional, a proteina carreadora é
CRMyg7.

[0032] A presente revelagdo proporciona, ainda, uma composicao
imunogénica que compreende qualquer um dos glicoconjugados
revelados acima e um excipiente, carreador ou diluente farmaceuti-
camente aceitavel. Em um aspecto adicional, essas composicdes
imunogénicas compreendem um antigeno adicional. Por exemplo, em
um aspecto, o antigeno adicional compreende um antigeno protéico ou
um glicoconjugado de um polissacarideo capsular derivado a partir de
S. pneumoniae. Em um aspecto adicional, o antigeno adicional
compreende um glicoconjugado de um polissacarideo capsular
selecionado a partir de polissacarideos capsulares de Pn-serotipos 1, 3,
4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9V, 11A, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, e 23F. Em
outro aspecto adicional, o antigeno adicional compreende um antigeno
protéico ou um glicoconjugado de um polissacarideo capsular derivado
a partir de N. meningitidis. Ainda em outro aspecto adicional, o antigeno
adicional compreende um glicoconjugado de um polissacarideo

capsular selecionado a partir de polissacarideos capsulares de
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serotipos A, C, W135 e Y. Em um aspecto adicional, o antigeno adicional
compreende um glicoconjugado de um polissacarideo capsular a partir
de polissacarideos capsulares de serotipo X. Em um aspecto adicional,
o antigeno adicional compreende um glicoconjugado de um polissa-
carideo capsular a partir do Streptococcus do Grupo B (GBS). Em um
aspecto, o polissacarideo capsular € selecionado a partir de serotipos
GBS Ia, Ib, II, 1lI, IV, V, VI, VIl e VIII.

[0033] Em outro aspecto adicional, essas composi¢cdes imuno-
génicas compreendem, ainda, um adjuvante. Por exemplo, em um
aspecto, o adjuvante € um adjuvante a base de aluminio. Em um
aspecto adicional, o adjuvante a base de aluminio é selecionado a partir
do grupo que consiste em fosfato de aluminio, sulfato de aluminio, e
hidroxido de aluminio.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0034] A Figura 1 mostra a estrutura do polissacarideo capsular de

Pn-serotipo 12F.

[0035] A Figura 2 mostra a dependéncia de N-Clorossuccinimida na
reacao de oxidacdo de Tempo/NCS sobre o grau de oxidacéo (DO).
[0036] A Figura 3 mostra a estrutura do polissacarideo capsular de
Pn-serotipo 10A.

[0037] A Figura 4 mostra a estrutura do polissacarideo capsular de
Pn-serotipo 33F.

[0038] A Figura 5 mostra a estrutura do polissacarideo capsular de
Pn-serotipo 3.

[0039] A Figura 6 mostra 0 mecanismo putativo de
oxidagao/conjugacgao de Pn-serotipo 12F usando TEMPO/NCS.

[0040] A Figura 7 mostra a comparagdo de estabilidade de
conjugados de Pn-serotipo 12F preparados usando oxidagao de
periodato vs. oxidagdo de TEMPO/NCS.

DESCRICAO DETALHADA
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[0041] A presente revelacdo pode ser entendida mais prontamente
com referéncia a descri¢ado detalhada a seguir das varias modalidades da
revelacédo e dos exemplos incluidos no presente documento. Exceto onde
definido em contrario, todos os termos técnicos e cientificos usados no
presente documento tém o mesmo significado conforme comumente
entendido por um individuo com conhecimento comum na técnica a qual a
revelacdo pertence. Muito embora quaisquer métodos e materiais
similares ou equivalentes aqueles descritos no presente documento
possam ser usados na pratica ou testes da presente revelagao,
determinados métodos e materiais preferenciais sdo descritos no presente
documento. Na descricdo das modalidades e nas reivindicagbes, uma
terminologia particular serd usada de acordo com as definicbes
apresentadas abaixo.

[0042] Conforme o uso em questdo, as formas no singular "um",
"uma", "0", e "a" incluem as referéncias no plural exceto onde indicado
em contrario. Logo, por exemplo, referéncias ao "método" incluem um
ou mais métodos, e/ou etapas do tipo descrito no presente documento
e/ou que se tornardo aparentes a um individuo com conhecimento
comum na técnica mediante a leitura desta revelacéao.

[0043] Conforme o uso em questédo, o termo "cerca de" significa
dentro de uma faixa estatisticamente significante de um valor, tal como
uma faixa de concentracao definida, duragao de tempo, peso molecular,
temperatura ou pH. Essa faixa pode estar dentro de uma ordem de
magnitude, tipicamente dentro de 20%, mais tipicamente dentro de 10%,
e ainda mais tipicamente dentro de 5% ou dentro de 1% de um dado
valor ou faixa. Ocasionalmente, essa faixa pode estar dentro erro
experimental tipico de métodos padrdo usados para medicdo e/ou
determinacdo de um dado valor ou faixa. A variacdo permissivel
abrangida pelo termo "cerca de" dependera do sistema particular em

estudo, e pode ser prontamente avaliada por um individuo com
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conhecimento comum na técnica. Sempre que uma faixa for citada
neste pedido, todo numero inteiro dentro da faixa também é
contemplado como uma modalidade da revelagéo.

[0044] Nota-se que nesta revelacdo, termos como "compreende,"
"compreendido,” "compreendendo," "contém," "contendo" e similares
podem ter o significado atribuido aos mesmos no direito patentario norte-

incluido,

americano; por exemplo, podem significar "inclui, incluindo" e
similares. Esses termos se referem a inclusdo de ingredientes particulares
ou um conjunto de ingredientes sem excluir nenhum outro ingrediente.
Termos como "que consiste essencialmente em" e "consiste essencial-
mente em" tém o significado atribuido aos mesmos no direito patentario
norte-americano; por exemplo, permitem a incluséo de ingredientes ou
etapas adicionais que nado deprecie as caracteristicas inovadoras ou
basicas da revelagao, isto €, excluem ingredientes ou etapas nao-citadas
adicionais que depreciam as caracteristicas inovadoras ou basicas da
revelagdo. Os termos "consiste em" e "que consiste em" tém o significado
atribuido aos mesmos no direito patentario norte-americano; isto €, que
esses termos sejam limitados. De modo correspondente, esses termos se
referem a inclusdo de um ingrediente particular ou um conjunto de
ingredientes e a exclusao de todos os outros ingredientes.

[0045] Conforme o uso em questao, o termo "sacarideo" pode ser
usado para se referir a um polissacarideo, um oligossacarideo, ou um
monossacarideo.

[0046] Conforme o uso em questao, o termo "grau de oxidagao" em
referéncia a um sacarideo se refere a razdo dos moles de unidade de
repeticado de sacarideo por mole de aldeido. O grau de oxidagao de um
sacarideo pode ser determinado usando meétodos rotineiros conhecidos
pelos individuos versados na técnica.

[0047] O termo "conjugados" ou "glicoconjugados" conforme o uso

em questao se refere a um sacarideo covalentemente conjugado a uma
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proteina carreadora. Os glicoconjugados da revelagédo e as compo-
sicdes imunogénicas que os compreendem podem conter certa
quantidade de sacarideo livre.

[0048] O termo "sacarideo livre" conforme o uso em questao significa
um sacarideo que ndo seja covalentemente conjugado a proteina
carreadora, mas, no entanto, esteja presente na composigao de glicocon-
jugado. O sacarideo livre pode ser ndo-covalentemente associado (isto €,
nao-covalentemente ligado, absorvido, ou aprisionado) ao glicoconjugado
de sacarideo conjugado-proteina carreadora. Os termos "polissacarideo
livre" e "polissacarideo capsular livre" podem ser usados no presente
documento para transmitir o mesmo significado em relagcéo a glicoconju-
gados em que o sacarideo € um polissacarideo ou um polissacarideo
capsular, respectivamente.

[0049] Conforme o uso em questdo, "conjugar," "conjugado(a)" e
"conjugando” se referem a um processo através do qual um sacarideo,
por exemplo, um polissacarideo capsular bacteriano, € covalentemente
fixado a uma molécula carreadora ou proteina carreadora. A conjugacao
pode ser realizada de acordo com os métodos descritos abaixo ou por
outros processos conhecidos na técnica. A conjugagao acentua a
imunogenicidade do polissacarideo capsular bacteriano.

[0050] O termo "individuo" se refere a um mamifero, incluindo um
ser humano, ou a um passaro, peixe, réptil, anfibio ou qualquer outro
animal. O termo "individuo" também inclui animais domésticos ou
animais de pesquisa. Exemplos nao-limitantes de animais domésticos
ou animais de pesquisa incluem: caes, gatos, porcos, coelhos, ratos,
camundongos, gerbilos, hamsters, porquinhos-da-india, furdes,
macacos, aves, cobras, lagartos, peixes, tartarugas, e sapos. O termo
"individuo" também inclui animais de fazenda. Exemplos n&o-limitantes
de animais de fazenda incluem: alpacas, bisdes, camelos, gado, cervos,

porcos, cavalos, lhamas, mulas, burros, carneiros, bodes, coelhos,
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renas, iaques, galinhas, gansos e perus.
GLICOCONJUGADOS

[0051] A presente revelacdo se refere a métodos para preparar

glicoconjugados que compreendem um sacarideo conjugado a uma
proteina carreadora, em particular, utilizando-se um composto de radial
estavel de nitroxila ou nitroxido, para oxidar seletivamente alcoois
primarios do sacarideo em aldeidos, usando, ainda, um oxidante. Em
um aspecto, os ditos compostos de radial estavel de nitroxila séo
compostos de piperidina-N-6xi ou pirrolidina-N-6xi. De preferéncia, os
ditos compostos tém a capacidade de oxidar seletivamente alcool
primario em aldeidos na presenca de um oxidante, sem sobre-oxidacéo
em acidos carboxilicos e sem afetar grupos hidroxila secundarios. Em
um aspecto, o dito composto de radial estavel de nitroxila € uma
molécula portando uma porcdo TEMPO ou uma por¢do PROXIL
(2,2,5,5-tetrametil-1-pirrolidiniloxi). De preferéncia, a dita molécula tem
a capacidade de oxidar seletivamente alcool primario na presenca de
um oxidante, para gerar grupos aldeidos, sem afetar os grupos hidroxila
secundarios. Com mais preferéncia, a dita molécula tem a capacidade
de oxidar seletivamente alcool primario na presenca de um oxidante,
para gerar grupos aldeidos, sem sobre-oxidagao em grupos carboxila.
Em um aspecto, o dito composto de radial estavel de nitroxila é
selecionado a partir dos grupos que consistem em TEMPO, 2,2,6,6-
Tetrametil-4-(metil sulfoniloxi)-1-piperidinooxi, 4-Fosfonooxi-TEMPO, 4-
Oxo-TEMPO, 4-Metoéxi-TEMPO, 4-Isotiocianato-TEMPO, radial livre de
4-(2-lodoacetamido)-TEMPO, 4-Hidroxi-TEMPO, 4-Ciano-TEMPO, 4-
Carboxi-TEMPO, 4-(2-Bromoacetamido)-TEMPO, 4-Amino-TEMPO, 4-
Acetamido-2,2,6,6-tetrametilpiperidina 1-oxil. De preferéncia, o dito
composto de radial estavel de nitroxila € TEMPO. Em um aspecto
adicional, o dito composto de radial estavel de nitroxila € selecionado a

partir dos grupos que consistem em 33-DOXIL-5a-colestano, acido 5-

Petica0 870210058783, de 20/06/2021, pég. 24/87



17170

DOXIL-estearico, acido 16-DOXIL-estearico, Metil 5-DOXIL-estearato,
3-(Aminometil)-PROXIL, 3-Carbamoil-PROXIL, 3-Carbamoil-2,2,5,5-
tetrametil-3-pirrolin-1-oxil, 3-Carbéxi-PROXIL, 3-Ciano-PROXIL. Em um
aspecto, o oxidante € uma molécula portando uma por¢cdo N-halo. De
preferéncia, a dita molécula tem a capacidade de oxidar seletivamente
alcool primario na presenga de um composto de radical nitroxila. Em um
aspecto, o dito oxidante € selecionado a partir do grupo que consiste em
N-Clorossuccinimida, N-Bromossuccinimida, N-lodossuccinimida, acido
Dicloroisocianurico, 1,3,5-tricloro-1,3,5-triazinana-2,4,6-triona, acido
Dibromoisocianurico, 1,3,5-tribromo-1,3,5-triazinana-2,4,6-triona, acido
Diiodoisocianurico e 1,3,5-triiodo-1,3,5-triazinana-2,4,6-triona. De
preferéncia, o dito oxidante & N-Clorossuccinimida.

[0052] Em um aspecto, a presente revelacao se refere a métodos
para preparar glicoconjugados que compreendem um sacarideo
conjugado a uma proteina carreadora, em particular, utilizando-se radical
livre de 2,2,6,6-Tetrametil-1-piperidiniloxi (TEMPQO) para oxidar alcoois
primarios do sacarideo em aldeidos usando N-Clorossuccinimida (NCS)
como o co-oxidante.

[0053] Nos glicoconjugados da revelagao, o sacarideo é selecionado
a partir do grupo que consiste em um polissacarideo, um oligossacarideo,
€ um monossacarideo, e a proteina carreadora € selecionada a partir de
qualquer carreador adequado conforme descrito no presente documento
ou conhecido por individuos versados na técnica. Em algumas
modalidades, o sacarideo é um polissacarideo, em particular, um
polissacarideo capsular bacteriano, tal como Streptococcus pneumoniae
serotipo 10A (Pn-serotipo 10A), Pn-serotipo 12F, ou Pn-serotipo 33F. Em
algumas modalidades, a proteina carreadora € CRM1o7.

[0054] Os polissacarideos capsulares podem ser preparados por
técnicas padrao conhecidas pelos individuos versados na técnica. Por

exemplo, os polissacarideos capsulares podem ser preparados a partir
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de uma variedade de serotipos, tais como 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9V,
10A, 1A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F e 33F de Streptococcus
pneumoniae. Esses conjugados pneumocdécicos sao preparados por
processos separados e formulados em uma formulagdo de dosagem
unica. Por exemplo, em uma modalidade, cada serotipo de
polissacarideo pneumococico € desenvolvido em um meio a base de
soja. Os polissacarideos individuais sdo, entdo, purificados através de
centrifugagao, precipitagao, ultra-filtracdo, e cromatografia em coluna. Os
polissacarideos purificados sao quimicamente ativados para tornar os
sacarideos (isto €, sacarideos ativados) capazes de reagir com a proteina
carreadora. Uma vez ativados, cada polissacarideo capsular é
separadamente conjugado a uma proteina carreadora para formar um
glicoconjugado. Em uma modalidade, cada polissacarideo capsular é
conjugado a mesma proteina carreadora. A ativagdo quimica dos
polissacarideos e a subsequente conjugacao a proteina carreadora
podem ser alcangcadas por meios convencionais. Vide, por exemplo, as
Patentes N U.S. 4.673.574, U.S. 4.902.506, U.S. 7.709.001, e U.S.
7.955.605.

[0055] Em uma modalidade, o glicoconjugado da revelagéo tem um
peso molecular entre cerca de 50 kDa e cerca de 20.000 kDa. Em outra
modalidade, o glicoconjugado tem um peso molecular entre cerca de
200 kDa e cerca de 10.000 kDa. Em outro modalidade, o glicoconjugado
tem um peso molecular entre cerca de 500 kDa e cerca de 5.000 kDa.
Em uma modalidade, o glicoconjugado tem um peso molecular entre
cerca de 1.000 kDa e cerca de 3.000 kDa. Em outras modalidades, o
glicoconjugado tem um peso molecular entre cerca de 600 kDa e cerca
de 2.800 kDa; entre cerca de 700 kDa e cerca de 2.700 kDa; entre cerca
de 1.000 kDa e cerca de 2.000 kDa; entre cerca de 1.800 kDa e cerca
de 2.500 kDa; entre cerca de 1.100 kDa e cerca de 2.200 kDa; entre
cerca de 1.900 kDa e cerca de 2.700 kDa; entre cerca de 1.200 kDa e
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cerca de 2.400 kDa; entre cerca de 1.700 kDa e cerca de 2.600 kDa;
entre cerca de 1.300 kDa e cerca de 2.600 kDa; entre cerca de 1.600
kDa e cerca de 3.000 kDa. Qualquer numero inteiro dentro de qualquer
uma das faixas anteriores é contemplado como uma modalidade da
revelacgao.

[0056] Recursos inovadores dos glicoconjugados da revelagéo
incluem os perfis de peso molecular dos sacarideos e conjugados
resultantes, a raz&o entre lisinas conjugadas por proteina carreadora e
o numero de lisinas covalentemente ligadas ao polissacarideo, o
numero de ligagbes covalentes entre a proteina carreadora e o
sacarideo como uma fungao de unidades de repeticdo do sacarideo, e
a quantidade relativa de sacarideo livre comparado ao sacarideo total.

[0057] Em outra modalidade, o polissacarideo € um polissacarideo
capsular derivado a partir de Neisseria meningitidis. Em algumas
modalidades, o polissacarideo capsular é selecionado a partir do grupo
que consiste em polissacarideos capsulares de serotipo A, B, C, W135,
XeYde N. meningitidis. Em uma modalidade, o polissacarideo capsular
€ um polissacarideo capsular de serotipo C. Em outra modalidade, o
polissacarideo capsular € um polissacarideo capsular de serotipo
W135. Em outra modalidade, o polissacarideo capsular € um
polissacarideo capsular de serotipo Y.

[0058] Em algumas modalidades, o glicoconjugado da revelacéo
compreende um polissacarideo capsular bacteriano, em que o
polissacarideo capsular tem um peso molecular entre 10 kDa e 2.000
kDa ou entre 50 kDa e 1.000 kDa. Em algumas modalidades, o
polissacarideo capsular é derivado a partir de S. pneumoniae ou N.
meningitidis. Em algumas modalidades, o polissacarideo capsular &
derivado a partir de S. pneumoniae e é selecionado a partir do grupo
gue consiste em polissacarideos capsulares de serotipo 1, 3, 4, 5, 6A,
6B, 7F, 8, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F, 23F e 33F.

Peticao 870210058783, de 20/06/2021, pag. 27/87



20/70

Em outras modalidades, o polissacarideo capsular € derivado a partir
de N. meningitidis e € selecionado a partir do grupo que consiste em
polissacarideos capsulares de serotipo A, B, C, W135, Xe Y.

[0059] Em uma modalidade, a revelacdo proporciona um
glicoconjugado que compreende um polissacarideo capsular covalen-
temente conjugado a uma proteina carreadora, tendo um ou mais dos
recursos a seguir: o polissacarideo tem um peso molecular entre 50 kDa
e 1.000 kDa; o glicoconjugado tem um peso molecular entre 1.000 kDa
a 3.000 KDa; e o conjugado compreende menos de cerca de 45% de
polissacarideo livre em relagdo ao polissacarideo total. Em algumas
modalidades, o polissacarideo tem um peso molecular entre 10 kDa e
2.000 kDa. Em algumas modalidades, o glicoconjugado tem um peso
molecular entre 50 kDa e 20.000 kDa. Em outras modalidades. o
glicoconjugado tem um peso molecular entre 200 kDa e 10.000 kDa. Em
outras modalidades, o conjugado compreende menos de cerca de 30%,
20%, 15%, 10%, ou 5% de polissacarideo livre em relacdo ao
polissacarideo total. A quantidade de polissacarideo livre pode ser
medida como uma funcéo de tempo, por exemplo, apés 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, ou 120 dias, ou até mais, apos o conjugado ter sido
preparado.

[0060] O numero de residuos de lisina na proteina carreadora
conjugada ao sacarideo pode ser caracterizado como uma faixa de
lisinas conjugadas, que pode ser expressa como uma razao molar. Por
exemplo, em uma composi¢ao imunogénica onde 4 a 15 residuos de
lisina de CRM197 sao covalentemente ligados ao sacarideo, a razao
molar entre lisinas conjugadas e CRM197 no glicoconjugado esta entre
cerca de 10:1 e cerca de 40:1. Em uma composi¢ao imunogénica onde
2 a 20 residuos de lisina de CRM+97 sdo covalentemente ligados ao
sacarideo, a razao molar entre lisinas conjugadas e CRM197 no

glicoconjugado esta entre cerca de 5:1 e cerca de 50:1.
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[0061] Em uma modalidade, a razdo molar entre lisinas conjugadas
e proteina carreadora € de cerca de 10:1 a cerca de 25:1. Em algumas
modalidades, a proteina carreadora € CRM1g7.

[0062] Em uma modalidade, a razao sacarideo: proteina carreadora
(p/p) esta entre 0,2 e 4. Em outra modalidade, a razdo sacarideo:
proteina carreadora (p/p) esta entre 1,1 e 1,7. Em algumas modali-
dades, o sacarideo € um polissacarideo capsular bacteriano, e a razdo
sacarideo: proteina carreadora (p/p) esta entre 0,2 e 4. Em outras
modalidades, o sacarideo € um polissacarideo capsular bacteriano, e a
razdo sacarideo:proteina carreadora (p/p) esta entre 1,1 e 1,7. Em
algumas modalidades, a proteina carreadora € CRM+g7.

[0063] A frequéncia de fixagcdo da cadeia de sacarideo a uma lisina
na proteina carreadora é outro parametro que serve para caracterizar
os glicoconjugados da revelagdo. Por exemplo, em uma modalidade,
existe pelo menos uma ligagao covalente entre a proteina carreadora e
o polissacarideo para cada 100 unidades de repeticao de sacarideo do
polissacarideo. Em uma modalidade, existe pelo menos uma ligacéo
covalente entre a proteina carreadora e o polissacarideo para cada 50
unidades de repeticdo de sacarideo do polissacarideo. Em uma
modalidade, existe pelo menos uma ligagao covalente entre a proteina
carreadora e o polissacarideo para cada 25 unidades de repeticao de
sacarideo do polissacarideo. Em outra modalidade, a ligagao covalente
entre a proteina carreadora e o polissacarideo ocorre pelo menos uma
vez a cada 4 unidades de repeticdo de sacarideo do polissacarideo. Em
outra modalidade, a ligagao covalente entre a proteina carreadora e o
polissacarideo ocorre pelo menos uma vez a cada 10 unidades de
repeticdo de sacarideo do polissacarideo. Em uma modalidade
adicional, a ligacdo covalente entre a proteina carreadora e o
polissacarideo ocorre pelo menos uma vez a cada 15 unidades de

repeticdo de sacarideo do polissacarideo.
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[0064] Em modalidades frequentes, a proteina carreadora € CRM1g7
e a ligagao covalente entre 0 CRM1g7 € 0 polissacarideo ocorre pelo menos
uma vez a cada 4, 10, 15 ou 25 unidades de repeticao de sacarideo do
polissacarideo. Em algumas modalidades, o polissacarideo € um
polissacarideo capsular bacteriano, por exemplo, um polissacarideo
capsular derivado a partir de bactérias S. pneumoniae ou N.
meningitidis.

[0065] Em outras modalidades, o conjugado compreende pelo
menos uma ligagéo covalente entre a proteina carreadora e o sacarideo
para cada 5 a 10 unidades de repeticdo de sacarideo; cada 2 a 7
unidades de repeticdo de sacarideo; cada 3 a 8 unidades de repeticédo
de sacarideo; cada 4 a 9 unidades de repeticao de sacarideo; cada 6 a
11 unidades de repeticdo de sacarideo; cada 7 a 12 unidades de
repeticdo de sacarideo; cada 8 a 13 unidades de repeticdo de
sacarideo; cada 9 a 14 unidades de repeticao de sacarideo; cada 10 a
15 unidades de repeticdo de sacarideo; cada 2 a 6 unidades de
repeticao de sacarideo, cada 3 a 7 unidades de repeticao de sacarideo;
cada 4 a 8 unidades de repeticido de sacarideo; cada 6 a 10 unidades
de repeticdo de sacarideo; cada 7 a 11 unidades de repeticao de
sacarideo; cada 8 a 12 unidades de repeticdo de sacarideo; cada 9 a
13 unidades de repeticdo de sacarideo; cada 10 a 14 unidades de
repeticdo de sacarideo; cada 10 a 20 unidades de repeticdo de
sacarideo; ou cada 4 a 25 unidades de repeticao de sacarideo.

[0066] Em outra modalidade, pelo menos uma ligagdo entre a
proteina carreadora e o sacarideo ocorre para cada 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 ou 25 unidades
de repeticdo de sacarideo do polissacarideo.

[0067] Em uma modalidade, o glicoconjugado da revelacéo
compreende pelo menos uma ligacdo covalente entre a proteina

carreadora e o polissacarideo para cada 25 unidades de repeticdo de
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sacarideo do polissacarideo. Em outra modalidade, a ligagcao covalente
entre a proteina carreadora e o polissacarideo ocorre pelo menos uma
vez a cada 4 unidades de repeticdo de sacarideo do polissacarideo. Em
outra modalidade, a ligagdo covalente entre a proteina carreadora e o
polissacarideo ocorre pelo menos uma vez a cada 10 unidades de
repeticio de sacarideo do polissacarideo. Em uma modalidade
adicional, a ligagdo covalente entre a proteina carreadora e o
polissacarideo ocorre pelo menos uma vez a cada 15 unidades de
repeticdo de sacarideo do polissacarideo.

[0068] Em uma modalidade, o glicoconjugado compreende menos
de cerca de 45% de sacarideo livre comparado a quantidade total de
sacarideo. Em outra modalidade, o glicoconjugado compreende menos
de cerca de 30% de sacarideo livre comparado a quantidade total de
sacarideo. Em outra modalidade, o glicoconjugado compreende menos
de cerca de 20% de sacarideo livre comparado a quantidade total de
sacarideo. Em uma modalidade adicional, o glicoconjugado compre-
ende menos de cerca de 10% de sacarideo livre comparado a
quantidade total de sacarideo. Em outra modalidade, o glicoconjugado
compreende menos de cerca de 5% de sacarideo livre comparado a
quantidade total de sacarideo.

[0069] Em outra modalidade, o glicoconjugado compreende menos
de cerca de 20 mole % de residuos de proteina carreadora comparado
a quantidade total de glicoconjugado.

[0070] Em outro aspecto, a revelagéo proporciona uma composi¢ao
imunogénica que compreende um glicoconjugado da revelagao e pelo
menos um entre um adjuvante, diluente ou carreador.

[0071] Em uma modalidade, a revelagdo proporciona uma
composicdo imunogénica que compreende um glicoconjugado da
revelagao e pelo menos um entre o adjuvante, diluente ou carreador, em

que o glicoconjugado compreende um polissacarideo capsular
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bacteriano covalentemente conjugado a uma proteina carreadora. Em
algumas modalidades, o polissacarideo capsular € derivado a partir de
S. pneumoniae ou N. meningitidis.

[0072] Em algumas modalidades, a composicdo imunogénica
compreende um adjuvante. Em algumas modalidades, o adjuvante € um
adjuvante a base de aluminio selecionado a partir do grupo que consiste
em fosfato de aluminio, sulfato de aluminio e hidroxido de aluminio. Em
uma modalidade, a composi¢do imunogénica compreende o adjuvante
de fosfato de aluminio.

[0073] Em algumas modalidades, os glicoconjugados ou
composigdes imunogénicas da revelagdo podem ser usados para gerar
anticorpos que sejam funcionais conforme medido exterminando-se
bactérias em um modelo de eficacia animal ou através de um ensaio de
exterminio opsonofagocitico.

[0074] Em uma modalidade, a revelagdo proporciona um meétodo
para induzir uma resposta imune em um individuo, que compreende
administrar ao individuo uma quantidade imunologicamente eficaz de
uma composicdo imunogénica da revelagdo conforme descrito no
presente documento. Em outro aspecto, a revelagao proporciona um
meétodo para induzir uma resposta imune contra uma bactéria
patogénica em um individuo, que compreende administrar ao individuo
uma quantidade imunologicamente eficaz de uma composigao
imunogénica conforme descrito no presente documento. Em outro
aspecto, a revelagao proporciona um método para prevenir ou aliviar
uma doenga ou condigado causada por uma bactéria patogénica em um
individuo, que compreende administrar ao individuo uma quantidade
imunologicamente eficaz de uma composicdo imunogénica conforme
descrito no presente documento. Em outro aspecto, a revelagao
proporciona um meétodo para reduzir a gravidade de pelo menos um

sintoma de uma doenga ou condigdo causada por infeccdo com uma
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bactéria patogénica em um individuo, que compreende administrar ao
individuo uma quantidade imunologicamente eficaz de uma composigéo
imunogénica conforme descrito no presente documento. Em algumas
modalidades, a bactéria patogénica € S. pneumoniae ou N. meningitidis.
[0075] Além disso, a presente revelacido proporciona métodos para
induzir uma resposta imune contra bactérias S. pneumoniae ou N.
meningitidis, métodos para prevenir uma doenga causada por bactérias
S. pneumoniae ou N. meningitidis, e métodos para reduzir a gravidade
de pelo menos um sintoma de uma doencga causada por infeccdo com
bactérias S. pneumoniae ou N. meningitidis.

SACARIDEOS

[0076] Os sacarideos incluem polissacarideos, oligossacarideos e

monossacarideos. Em algumas modalidades, o sacarideo € um
polissacarideo, em particular, um polissacarideo capsular bacteriano.
[0077] O peso molecular do polissacarideo capsular € um fator para
uso em composigdes imunogénicas. Polissacarideos capsulares com alto
peso molecular sao capazes de induzir determinadas respostas imunes de
anticorpo devido a uma valéncia maior dos epitopos presentes na
superficie antigénica. O isolamento e a purificacdo de polissacarideos
capsulares com alto peso molecular sdo contemplados para uso nos
conjugados, composigdes e métodos da presente revelagao.

[0078] Em uma modalidade, o polissacarideo capsular tem um peso
molecular entre 10 kDa e 2.000 kDa. Em uma modalidade, o
polissacarideo capsular tem um peso molecular entre 50 kDa e 1.000
kDa. Em outra modalidade, o polissacarideo capsular tem um peso
molecular entre 50 kDa e 300 kDa. Em outra modalidade, o
polissacarideo capsular tem um peso molecular entre 70 kDa e 300 kDa.
Em modalidades adicionais, o polissacarideo capsular tem um peso
molecular entre 90 kDa e 250 kDa; 90 kDa e 150 kDa; 90 kDa e 120
kDa; 80 kDa e 120 kDa; 70 kDa e 100 kDa; 70 kDa e 110 kDa; 70 kDa
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e 120 kDa; 70 kDa e 130 kDa; 70 kDa e 140 kDa; 70 kDa e 150 kDa; 70
kDa e 160 kDa; 80 kDa e 110 kDa; 80 kDa e 120 kDa; 80 kDa e 130
kDa; 80 kDa e 140 kDa; 80 kDa e 150 kDa; 80 kDa e 160 kDa; 90 kDa
e 110 kDa; 90 kDa e 120 kDa; 90 kDa e 130 kDa; 90 kDa e 140 kDa; 90
kDa e 150 kDa; 90 kDa e 160 kDa; 100 kDa e 120 kDa; 100 kDa e 130
kDa; 100 kDa e 140 kDa; 100 kDa e 150 kDa; 100 kDa e 160 kDa; e
faixas de peso molecular desejadas similares. Qualquer numero inteiro
dentro de qualquer uma das faixas anteriores é contemplado como uma
modalidade da revelacao.

[0079] O polissacarideo capsular de S. pneumoniae, Serotipo 12F
(Pn-serotipo 12F) tem a estrutura mostrada na Figura 1. O
polissacarideo capsular de S. pneumoniae, Serotipo 10A (Pn-serotipo
10A) tem a estrutura mostrada na Figura 3. O polissacarideo capsular
de S. pneumoniae, Serotipo 33F (Pn-serotipo 33F) tem a estrutura
mostrada na Figura 4. O polissacarideo capsular de S. pneumoniae,
Serotipo 3 (Pn-serotipo 3) tem a estrutura mostrada na Figura 5.

[0080] Em algumas modalidades, os polissacarideos capsulares,
glicoconjugados ou composi¢cdes imunogénicas da revelagdo sao
usados para gerar anticorpos que sejam funcionais conforme medidos
pelo exterminio de bactérias em um modelo de eficacia animal ou um
ensaio de exterminio opsonofagocitico que demonstra que os
anticorpos exterminam as bactérias. Os polissacarideos capsulares
podem ser obtidos diretamente a partir de bactérias usando
procedimentos de isolamento conhecidos por individuos com
conhecimento comum na técnica. Vide, por exemplo, Fournier et al.
(1984), supra; Fournier et al. (1987) Ann. Inst. Pasteur/Microbiol.
138:561-567; Publicagao de Pedido de Patente N° U.S. 2007/0141077;
e Publicacdo de Pedido de Patente Internacional N° WO 00/56357;
estando cada um desses aqui incorporado a titulo de referéncia como

se fossem apresentados em suas totalidades). Além disso, os mesmos
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podem ser produzidos usando protocolos sintéticos. Ademais, o
polissacarideo capsular pode ser recombinantemente produzido usando
procedimentos de engenharia genética também conhecidos por um
individuo com conhecimento comum na técnica (vide, Sau et al. (1997)
Microbiology 143:2395-2405; e a Patente N° U.S. 6.027.925; estando
cada um desses aqui incorporado a titulo de referéncia como se fossem
apresentados em suas totalidades). Cepas de S. pneumoniae ou N.
menigitidis podem ser wusadas para produzir o0s respectivos
polissacarideos que s&o obtidos seja a partir de colegdes de cultura
estabelecidas ou a partir de espécimes clinicos.

PROTEINAS CARREADORAS

[0081] Outro componente do glicoconjugado da revelagdo € uma

proteina carreadora a qual o sacarideo é conjugado. O termo "carreador
protéico" ou "proteina carreadora" ou "carreador" se refere a qualquer
molécula protéica que possa ser conjugada a um antigeno (tal como um
polissacarideo capsular) contra o qual uma resposta imune € desejada.
[0082] A conjugagdéo a um carreador pode acentuar a
imunogenicidade do antigeno. Os carreadores protéicos para os
antigenos podem ser toxinas, toxoides ou qualquer material de
reatividade cruzada (CRM) mutante da toxina do tétano, difteria,
coqueluche, Pseudomonas, E. coli, Staphylococcus e Streptococcus.
Em uma modalidade, um carreador é proveniente do CRM1g7 toxoide de
difteria, derivado a partir da cepa de C. diphtheriae C7 (197), que
produz a proteina CRM+g7. Essa cepa tem o numero de acessdo ATCC
53281. Descreve-se um método para produzir CRM197 na Patente N°
U.S. 5.614.382, estando cada um desses aqui incorporado a titulo de
referéncia como se fossem apresentados em suas totalidades.
Alternativamente, pode-se usar um fragmento ou epitopo do carreador
protéico ou outra proteina imunogénica. Por exemplo, um antigeno

hapténico pode ser acoplado a um epitopo de célula T de uma toxina
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bacteriana, toxéide ou CRM. Outras proteinas carreadoras adequadas
incluem toxinas bacterianas inativadas, como toxoide colera (por
exemplo, conforme descrito no Pedido de Patente Internacional N° WO
2004/083251), E. coli LT, E. coli ST, e exotoxina A da Pseudomonas
aeruginosa. Podem-se usar proteinas de membrana externa bacteriana,
como complexo ¢ de membrana externa (OMPC), porina, proteinas de
aglutinacdo de transferrina, pneumolisina, proteina A de superficie
pneumocadcica (PspA), proteina de adesdo pneumococica (PsaA) ou
proteina D Haemophilus influenzae. Outras proteinas, como
ovalbumina, hemocianina de lapa californiana (KLH), albumina sérica
bovina (BSA) ou derivado protéico purificado de tuberculina (PPD)
também podem ser usadas como proteinas carreadoras.

[0083] Conforme discutido previamente no presente documento, o
numero de residuos de lisina na proteina carreadora que se tornam
conjugados ao sacarideo pode ser caracterizado como uma faixa de
lisinas conjugadas. Por exemplo, em uma dada composi¢cao
imunogénica, o CRM197 pode compreender de 1 a 15 residuos de lisina
dentre os 39 covalentemente ligados ao sacarideo. Outra forma de
expressar esse parametro € que cerca de 2,5% a cerca de 40% das
lisinas CRM+197 sd0 covalentemente ligados ao sacarideo. Por exemplo,
em uma dada composi¢cao imunogénica, o CRM197 pode compreender de
1 a 20 residuos de lisina dentre os 39 covalentemente ligados ao
sacarideo. Outra forma de expressar esse parametro € que cerca de
2,5% a cerca de 50% de lisinas CRM197 sdo covalentemente ligados ao
sacarideo.

METODOS PARA PRODUZIR GLICOCONJUGADOS

[0084] Afim de produzir um glicoconjugado, um polissacarideo deve

ser primeiramente ativado (isto €, quimicamente modificado) antes que
possa ser quimicamente ligado a um carreador, tal como uma proteina.

Antes da etapa de ativagao, os sacarideos podem ser hidrolisados ou
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mecanicamente dimensionados por homogeneizacdo de pressao para
alcangar pesos moleculares apropriados (por exemplo, 50 kDa a 500
kDa) para ativagcdo e conjugacdo subsequente. A oxidagéo parcial de
carboidratos em polissacarideos foi efetivamente utilizada para gerar
grupos aldeidos que sao, entdo, acoplados a grupos amina, tais como
os residuos de lisina de proteinas carreadoras, para gerar conjugados
imunogénicos. E importante que o método usado para conjugar um
polissacarideo a uma proteina carreadora resulte em uma ligagao
covalente estavel, e as condi¢cdes de reacdo sdo suaves o suficiente
para manter a integridade estrutural dos componentes individuais. Os
métodos comumente usados para ativar e acoplar polissacarideos a
proteinas carreadoras incluem quimica de aminagao redutiva (RAC),
cianilagcado, e uso de carbodiimida. Tipicamente, a aminagao redutiva
envolve o0 uso de periodato de sddio ou potassio ou acido periddico a
fim de oxidar seletivamente grupos -OH vicinais em grupos aldeidos
ativos. A cianilagdo € usada para converter aleatoriamente grupos -OH
em grupos -CN ativos. A carbodiimida € usada para ativar grupos
carboxila substituindo-se grupos -OH por carbodiimida.

[0085] Quimica de aminagao redutiva (RAC) consiste em um dos
meétodos mais comuns usados para acoplar polissacarideos a proteinas
visto que a reagao entre o grupo carbonila resultante do polissacarideo
e 0 grupo amino da proteina carreadora podem formar uma base de
Schiffs correspondente, que pode, entado, ser seletivamente reduzida na
presenca de cianoboroidreto de sédio (NaCNBH3) a uma ligagao de
carbono-nitrogénio saturavel bastante estavel. Adicionalmente, pode-se
realizar aminagéo redutiva em uma solugdo aquosa sob condigdes
suaves o suficiente para preservar a integridade estrutural dos
componentes de sacarideo e proteina. Apds a conjugacao, aldeidos
nao-reagidos podem, entdo, ser capeados através da reducdo de

boroidreto de sddio (NaBH4). O conjugado pode, entdo, ser purificado
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(por exemplo, por ultrafiltragdo/diafiltragcdo), fornecendo um
glicoconjugado a granel final em uma solugédo salina tamponada de
succinato.

[0086] No entanto, dependendo do polissacarideo particular, 0 uso
dos métodos comuns notados acima nem sempre proporciona
resultados adequados. Por exemplo, a oxidacdo direta de
polissacarideos com periodato de sddio pode resultar na clivagem da
cadeia principal de polissacarideo.

[0087] Por exemplo, observou-se que para o0s conjugados
preparados usando condigdes de oxidagdo de periodato padrao
(seguida por aminacéo redutiva), lotes representativos apresentaram
um aumento em polissacarideo livre e uma redugdo em peso molecular,
a 25°C e superior. A presente revelagao proporciona a constatagao que
o uso de um método de oxidacao a base de sal de N-oxoamonio resultou
em uma estabilidade aperfeicoada de varios conjugados de
polissacarideo de S. pneumoniae, particularmente, Serotipo 12F. Em
particular, conforme mostrado em maiores detalhes nos Exemplos 1 a
7, 2,2,6,6,-Tetrametil-1-piperidiniléxi (TEMPO) de radical livre foi usado
em combinacdo com N-clorossuccinimida (NCS) para oxidar
efetivamente os grupos de hidroxila primarios de Serotipos 12F, 10A, 3
e 33F a fim de aperfeicoar a estabilidade dos conjugados resultantes.
Muito embora a oxidagcao seletiva de alcoois primarios em aldeidos
usando TEMPO/NCS tenha sido mostrada no contexto de reacdes
quimicas organicas usando moléculas pequenas em solventes
organicos (vide, por exemplo, Einhorn et al., J. Org. Chem. 61, pp. 7452-
7454 (1996)), a presente revelacdo proporciona a constatacdo
inovadora que TEMPO/NCS podem ser usados como um agente de
oxidacdo para oxidar seletivamente polissacarideos complexos em
solugdo aquosa a fim de produzir conjugados protéicos de

polissacarideo estavel.
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[0088] De modo correspondente, em uma modalidade, a presente
revelagdo proporciona métodos para produzir glicoconjugados que
compreendam um sacarideo conjugado a uma proteina carreadora, que
compreendem as etapas de: a) reagir um sacarideo com um composto
de radial estavel de nitroxila e um oxidante para produzir um sacarideo
ativado; e b) reagir o sacarideo ativado com uma proteina carreadora
que compreende um ou mais grupos amina.

[0089] Em um aspecto, os grupos aldeidos nao-reagidos sao
convertidos de volta em alcoois primarios durante uma etapa de
capeamento, usando boroidreto, apds conjugacdo com a proteina
carreadora, minimizando, assim, a modificacdo de epitopo de sacarideo
durante as etapas de modificagdo que envolvem oxidagéo seguida por
conjugacao

[0090] Em um aspecto, a etapa a) da reagédo é realizada em
solvente aquoso. Em outro aspecto, a etapa a) é realizada em solvente
aprotico. Em um aspecto, a etapa a) é realizada em um solvente de
DMSO (dimetil sulféxido), Dimetilacetamida (DMA), Sulfolano, N-Metil-
2-pirrolidona (NMP), Hexametilfosforamida (HMPA) ou em DMF
(dimetilformamida).

[0091] Em um aspecto, os ditos compostos de radial estavel de
nitroxila sdo compostos de piperidina-N-6xi ou pirrolidina-N-6xi. De
preferéncia, os ditos compostos tém a capacidade de oxidar
seletivamente alcoois primarios na presenga de um oxidante, para gerar
grupos aldeidos, sem afetar os grupos hidroxila secundarios. Com mais
preferéncia, os ditos compostos tém a capacidade de oxidar
seletivamente alcool primario na presenca de um oxidante, para gerar
grupos aldeidos, sem sobre-oxidagdo em grupos carboxila. Em uma
modalidade, o dito composto de radial estavel de nitroxila € uma
molécula portando uma porgdo de TEMPO ou uma por¢cédo de PROXIL

(2,2,5,5-tetrametil-1-pirrolidiniloxi). De preferéncia, a dita molécula tem
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a capacidade de oxidar seletivamente alcool primario na presencga de
um oxidante, para gera grupos aldeidos, sem afetar os grupos de
hidroxila secundarios. Com mais preferéncia, a dita molécula tem a
capacidade de oxidar seletivamente alcoois primarios na presenca de
um oxidante, para gerar grupos aldeidos, sem sobre-oxidagdo em
grupos carboxila. Em um aspecto, o dito composto de radial estavel de
nitroxila € TEMPO ou um derivado do mesmo. Em uma modalidade, o
dito composto de radial estavel de nitroxila € selecionado a partir dos
grupos que consistem em TEMPO, 2,2,6,6-Tetrametil-4-(metil
sulfoniléxi)-1-piperidinooxi, 4-Fosfonooxi-TEMPO, 4-Oxo-TEMPO, 4-
Metdxi-TEMPO,  4-Isotiocianato-TEMPO, radical livre de 4-(2-
lodoacetamido)-TEMPO, 4-Hidréxi-TEMPO,  4-Ciano-TEMPO, 4-
Carbéxi-TEMPO, 4-(2-Bromoacetamido)-TEMPO, 4-Amino-TEMPO, 4-
Acetamido-2,2,6,6-tetrametilpiperidina 1-oxil. De preferéncia, o dito
composto de radial estavel de nitroxila € TEMPO. Em uma modalidade
adicional, o dito composto de radial estavel de nitroxila é selecionado a
partir dos grupos que consistem em 33-DOXIL-5a-colestano, acido 5-
DOXIL-estearico, acido 16-DOXIL -estearico, Metil 5-DOXIL-estearato,
3-(Aminometil)-PROXIL, 3-Carbamoil-PROXIL, 3-Carbamoil-2,2,5,5-
tetrametil-3-pirrolin-1-oxil, 3-Carbdxi-PROXIL, 3-Ciano-PROXIL. Em
uma modalidade, o dito oxidante € uma molécula portando uma porcao
N-halo. De preferéncia, a dita molécula tem a capacidade de oxidar
seletivamente alcool primario na presengca de um composto de radical
nitroxila. Em uma modalidade, o dito oxidante € selecionado a partir do
grupo que consiste em N-Clorossuccinimida, N-Bromossuccinimida, N-
lodossuccinimida, acido Dicloroisocianurico, 1,3,5-tricloro-1,3,5-
triazinana-2,4,6-triona, acido Dibromoisocianurico, 1,3,5-tribromo-1,3,5-
triazinana-2,4,6-triona, acido Diiodoisocianurico e 1,3,5-triiodo-1,3,5-
triazinana-2,4,6-triona. De preferéncia, o dito oxidante ¢é N-

Clorossuccinimida.
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[0092] Em um aspecto, o sacarideo é reagido com 0,1 a 10
equivalentes molares de oxidante. De preferéncia, o sacarideo é reagido
com 0,2 a5, 0,5a2,5o0u0,5a 1,5 equivalentes molares de oxidante.
Em um aspecto, o polissacarideo é reagido com cerca de 0,2, 0,4, 0,6,
08,1,12,14,16,18,2,22,24,26, 2,8, 3, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8,4,4,2,
4.4, 4.6, 4,8 ou 5 equivalentes molares de oxidante.

[0093] Em um aspecto, o composto de radial estavel de nitroxila
esta presente em uma quantidade catalitica. Em um aspecto, o
sacarideo € reagido com menos de cerca de 0,3 equivalente molar de
composto de radial estavel de nitroxila. Em um aspecto, o sacarideo é
reagido com menos de cerca de 0,005 equivalente molar de composto
de radial estavel de nitroxila. Em um aspecto, o sacarideo é reagido com
cerca de 0,005, 0,01, 0,05 ou 0,1 equivalente molar de composto de
radial estavel de nitroxila.

[0094] Em uma modalidade, a presente revelacao proporciona
meétodos para produzir glicoconjugados que compreendem um
sacarideo conjugado a uma proteina carreadora, que compreendem as
etapas de: a) reagir um sacarideo com 2,2,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi
(TEMPO) e N-clorossuccinimida (NCS) em um solvente aquoso para
produzir um sacarideo ativado; e b) reagir o sacarideo ativado com uma
proteina carreadora que compreende um ou mais grupos amina.

[0095] Em outras modalidades, o método compreende, ainda, uma
etapa de purificar o glicoconjugado, por exemplo, por diafiltragao.
[0096] Em cada caso, o sacarideo € selecionado a partir do grupo
que consiste em um polissacarideo, um oligossacarideo e um
monossacarideo.

[0097] Em cada caso, o dito sacarideo pode ser purificado a partir
do meio de fermentacao ou sinteticamente derivado.

[0098] Em modalidades frequentes, a proteina carreadora é

CRMj197. Em uma modalidade, o polissacarideo capsular bacteriano é

Petica0 870210058783, de 20/06/2021, pég. 41/87



34/70

um polissacarideo capsular derivado a partir de S. pneumoniae. Em
outra modalidade preferencial, o polissacarideo capsular bacteriano &
um polissacarideo capsular derivado a partir de N. meningitides.

[0099] Em uma modalidade, o método para produzir um
glicoconjugado da revelagdo compreende a etapa de isolar o conjugado
de sacarideo-proteina carreadora apdés o mesmo ser produzido. Em
modalidades frequentes, o glicoconjugado € isolado por ultrafiltragdo.
[00100] Em uma modalidade, a proteina carreadora usada no
método para produzir um conjugado isolado de polissacarideo capsular-
proteina carreadora de S. pneumoniae compreende CRM1g97. Em uma
modalidade, a proteina carreadora usada no método para produzir um
conjugado isolado de polissacarideo capsular-proteina carreadora de N.
meningitidis compreende CRM1g7.

[00101] Em uma modalidade, o CRM17 € reagido com o
polissacarideo ativado em uma razdo em peso de cerca de 1:1.
[00102] Em uma modalidade, o método para produzir um conjugado
isolado de polissacarideo capsular.proteina carreadora de S.
pneumoniae compreende a etapa de capear a mistura de reacao de
conjugado de polissacarideo-proteina carreadora para remover grupos
de ativagao nao-reagidos.

[00103] Em uma modalidade, o CRM197 n0 método para produzir um
conjugado de polissacarideo capsular-CRM1g7 € adicionado em uma
razdo em peso de cerca de 0,4:1 de CRM1g7:molécula de polissacarideo
capsular., Em outras modalidades, a razdo em peso de
CRM;g7:polissacarideo capsular é cerca de 0,5:1, cerca de 0,6:1, cerca
de 0,7:1, cerca de 0,8:1, cerca de 0,9:1, cerca de 1:1, cerca de 1,1:1,
cerca de 1,2:1, cerca de 1,3:1, cerca de 1,4:1, ou cerca de 1,5:1.
[00104] Em uma modalidade, o sacarideo usado no método para
produzir o glicoconjugado da revelagao tem um peso molecular entre

cerca de 10 kDa e cerca de 2,000 kDa. Em outras modalidades, o peso
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molecular esta entre cerca de 50 kDa e cerca de 1.000 kDa, entre cerca
de 50 kDa e cerca de 20.000 kDa, entre cerca de 200 kDa e cerca de
10.000 kDa, entre cerca de 1.000 kDa e cerca de 3.000 kDa.

[00105] Em outro aspecto, a revelagao proporciona uma composicao
imunogénica que compreende um glicoconjugado produzido através de
qualquer um dos métodos descritos no presente documento.

[00106] Em outro aspecto, a revelagao proporciona uma composicao
imunogénica que compreende um glicoconjugado obtenivel através de
qualguer um dos métodos descritos no presente documento.
COMPOSICOES IMUNOGENICAS

[00107] O termo "composi¢ao imunogénica" se refere a qualquer

composicdo farmacéutica contendo um antigeno, por exemplo, um
microorganismo ou um componente do mesmo, sendo que essa
composicao pode ser usada para provocar uma resposta imune em um
individuo.

[00108] Conforme o uso em questédo, "imunogénico(a)" significa uma
capacidade de um antigeno (ou um epitopo do antigeno), tal como um
polissacarideo capsular bacteriano, ou um glicoconjugado ou
composigao imunogénica que compreende o antigeno, para provocar
uma resposta imune em um hospedeiro, tal como um mamifero,
mediado humoral ou celularmente, ou ambos.

[00109] De modo correspondente, um "glicoconjugado" ou
"conjugado" conforme o uso em questdo significa qualquer
glicoconjugado contendo um antigeno ou determinante antigénico (isto
€, epitopo) de um conjugado de polissacarideo capsular bacteriano a
uma molécula carreadora que pode ser usada para provocar uma
resposta imune.

[00110] O glicoconjugado pode servir para sensibilizar o hospedeiro
pela apresentagdao do antigeno em associagao as moléculas de MHC

em uma superficie celular. Além disso, células T antigeno-especifica ou
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anticorpos podem ser gerados para permitir uma protecao futura de um
hospedeiro imunizado. Logo, os glicoconjugados podem proteger o
hospedeiro contra um ou mais sintomas associados com uma infec¢ao
pelas bactérias, ou podem proteger o hospedeiro contra morte devido a
infeccdo com as bactérias associadas ao polissacarideo capsular. Os
glicoconjugados também podem ser usados para gerar anticorpos
policlonais ou monoclonais, que podem ser usados para conferir
imunidade passiva a um individuo. Os glicoconjugados também pode
ser usados para gerar anticorpos que sejam funcionais conforme
medido exterminando-se bactérias em um modelo de eficacia animal ou
através de um ensaio de exterminio opsonofagocitico.

[00111]  Um "anticorpo" € uma molécula de imunoglobulina capaz de
aglutinacdo especifica a um alvo, tal como um carboidrato,
polinucleotideo, lipideo, polipeptideo, etc., através de pelo menos um
sitio de reconhecimento de antigeno, localizado na regiao variavel da
molécula de imunoglobulina. Conforme o uso em questéo, exceto onde
indicado em contrario pelo contexto, o termo € destinado a abranger néao
somente anticorpos policlonais ou monoclonais intactos, mas também
anticorpos modificados por engenharia (por exemplo, quiméricos,
humanizados e/ou derivados para alterar funcdes efetoras, estabilidade
e outras atividades bioldgicas) e fragmentos desses (como Fab, Fab’,
F(ab’)2, Fv), anticorpos de cadeia unica (ScFv) e dominio, incluindo
anticorpos de tubardo e camelideos), e proteinas de fusdo que
compreendem uma por¢ao de anticorpo, anticorpos multivalentes,
anticorpos multiespecificos (por exemplo, anticorpos biespecificos
desde que exibam a atividade biolégica desejada) e fragmentos de
anticorpo conforme descrito no presente documento, e qualquer outra
configuragdo modificada da molécula de imunoglobulina que
compreenda um sitio de reconhecimento de antigeno. Um anticorpo

inclui um anticorpo de qualquer classe, como 1IgG, IgA, ou IgM (ou
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subclasses desses), e o anticorpo ndo precisa ser de qualquer classe
particular. Dependendo da sequéncia de aminoacido de anticorpo do
dominio constante de suas cadeias pesadas, as imunoglobulinas
podem ser atribuidas a diferentes classes. Existem cinco classes
principais de imunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, 1gG, e IgM, e varias dessas
podem ser adicionalmente divididas em subclasses (isotipos), por
exemplo, IgG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA1 e IgA2 em seres humanos. Os
dominios constantes de cadeia pesada que correspondem a diferentes
classes de imunoglobulinas sdo denominados como alfa, delta, épsilon,
gama, e mu, respectivamente. Estruturas subunitarias e configuragdes
tridimensionais de diferentes classes de imunoglobulinas sdo notorias.
[00112] "Fragmentos de anticorpo” compreendem somente uma
porcdo de um anticorpo intacto, em que a porcao retém
preferencialmente pelo menos uma, de preferéncia, a maioria ou todas
as funcdes normalmente associadas a essa porcao quando presente
em um anticorpo intacto.

[00113] O termo "antigeno" se refere, em geral, a uma molécula
biolégica, geralmente uma proteina, peptideo, polissacarideo ou
conjugado em uma composicdo imunogénica, ou substancia
imunogénica que possa estimular a produgao de anticorpos ou respostas
de célula T, ou ambas, em um animal, incluindo composi¢cdes que sao
injetadas ou absorvidas em um animal. A resposta imune pode ser gerada
a molécula toda, ou a varias por¢gdes da molécula (por exemplo, um
epitopo ou hapteno). O termo pode ser usado para se referir a uma
molécula individual ou a uma populagédo homogénea ou heterogénea de
moléculas antigénicas. Um antigeno é reconhecido por anticorpos,
receptores de célula T ou outros elementos de imunidade humoral e/ou
celular especifica. "Antigeno" também inclui todos os epitopos
antigénicos relacionados. Epitopos de um dado antigeno podem ser

identificados usando qualquer numero de técnicas de mapeamento de
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epitopo, notérias na técnica. Vide, por exemplo, Epitope Mapping
Protocols in Methods in Molecular Biology, Vol. 66 (Glenn E. Morris, Ed.,
1996) Humana Press, Totowa, N.J. Por exemplo, epitopos lineares
podem ser determinados, por exemplo, sintetizando-se simultaneamente
grandes numeros de peptideos em suportes solidos, sendo que os
peptideos correspondem a porgdes da molécula protéica, e reagindo-se
os peptideos com anticorpos enquanto os peptideos ainda estiverem
fixados aos suportes. Essas técnicas sado conhecidas na técnica e
descritas, por exemplo, na Patente N° U.S. 4.708.871; Geysen et al.
(1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:3998-4002; Geysen et al. (1986)
Molec. Immunol. 23:709-715; estando cada um desses aqui incorporado
a titulo de referéncia como se fossem apresentados em suas totalidades.
De modo similar, epitopos conformacionais podem ser identificados
determinando-se conformacao espacial de aminoacidos, como, por
exemplo, através de cristalografia de raios x e ressonancia magnética
nuclear bidimensional. Vide, por exemplo, Epitope Mapping Protocols,
supra.

[00114] Adicionalmente, pelos propdsitos da presente revelagao,
"antigeno" também pode ser usado para se referir a uma proteina que
inclui modificacbes, tais como delecbes, adicbes e substituicoes
(geralmente conservativas na natureza, mas podem ser ndo-conserva-
tivas), a sequéncia nativa, desde que a proteina mantenha a capacidade
de provocar uma resposta imunoldgica. Essas modificacbes podem ser
deliberadas, conforme através de mutagénese sitio-direcionada, ou
através de procedimentos sintéticos particulares, ou através de uma
abordagem de engenharia genética, ou podem ser acidentais, tal com
através de mutacdes de hospedeiros, que produzem os antigenos.
Adicionalmente, o antigeno pode ser derivado, obtido, ou isolado a partir
de um micrébio, por exemplo, uma bactéria, ou pode ser um organismo

inteiro. De modo similar, um oligonucleotideo ou polinucleotideo, que
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expressam um antigeno, tal como em aplicacdes de imunizacéo de acido
nucléico, também esta incluido na definigdo. Antigenos sintéticos
também podem ser incluidos, por exemplo, poliepitopos, epitopos de
flanqueamento, e outros antigenos recombinantes ou sinteticamente
derivados (Bergmann et al. (1993) Eur. J. Immunol. 23:2777 2781,
Bergmann et al. (1996) J. Immunol. 157:3242-3249; Suhrbier (1997)
Immunol. Cell Biol. 75:402 408; Gardner et al. (1998) 122 Conferéncia
Mundial de AIDS, Genebra, Suicga, de 28 de junho a 3 de julho de 1998).
[00115] Uma resposta imune "protetora" se refere a capacidade de
uma composi¢cdo imunogénica em provocar uma resposta imune, seja
humoral ou medicada por célula, ou ambas, que serve para proteger um
individuo contra uma infecgdo. A protecdo fornecida nao precisa ser
absoluta, isto é, a infeccdo ndo precisa ser totalmente prevenida ou
erradicada, Se existir um aperfeicoamento estatisticamente significante
comparado a uma populacido de controle de individuos, por exemplo,
animais infectados ndo administrados com vacina ou composi¢cao
imunogénica. A protecdo pode ser limitada a mitigar a gravidade ou
rapidez do principio dos sintomas da infecgdo. Em geral, uma "resposta
imune protetora" incluiria a indugdo de um aumento nos niveis de
anticorpo especificos para um antigeno particular em pelo menos 50%
de individuos, incluindo certo nivel de respostas de anticorpo funcional
mensuraveis a cada antigeno. Em situagdes particulares, uma "resposta
imune protetora" poderia incluir a indugdo de um aumento dobrado nos
niveis de anticorpo ou um aumento quadruplicado nos niveis de
anticorpo especificos para um antigeno particular em pelo menos 50%
dos individuos, incluindo certo nivel de resposta de anticorpo funcional
mensuraveis a cada antigeno. Em determinadas modalidades, a
opsonizacdo de anticorpos se correlaciona a uma resposta imune
protetora. Logo, uma resposta imune protetora pode ser ensaiada

medindo-se a redugdo percentual na contagem bacteriana em um
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ensaio de opsonofagocitose, por exemplo, aqueles descritos abaixo. De
preferéncia, existe uma redugédo na contagem bacteriana de pelo menos
10%, 25%, 50%, 65%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou mais. A
"quantidade imunogénica" de um conjugado particular em uma
composicao é genericamente dosada com base no polissacarideo total,
conjugado e nao-conjugado para tal conjugado. Por exemplo, um
conjugado de polissacarideo capsular com 20% de polissacarideo livre
tera cerca de 80 mcg de polissacarideo conjugado e cerca de 20 mcg
de polissacarideo n&o-conjugado em uma dose de 100 mcg. A
contribuicdo protéica ao conjugado geralmente ndo € considerada ao
calcular a dose de um conjugado. Em geral, cada dose compreendera
0,1 a 100 mcg de polissacarideo, particularmente, 0,1 a 10 mcg, e, mais
particularmente, 1 a 10 mcg.

[00116] Uma modalidade da revelacao proporciona uma composicao
imunogénica que compreende qualquer um dos glicoconjugados que
compreende um polissacarideo capsular de S. pneumoniae conjugado
a uma proteina carreadora descrita acima.

[00117] As composicbes imunogénicas da presente revelacao
podem ser usadas para proteger ou tratar um ser humano suscetivel a
infecgao bacteriana, por exemplo, por uma bactéria S. pneumoniae ou
por uma bactéria N. meningitidis, através da administracédo de
composi¢cdes imunogénicas via uma rota sistémica, dérmica ou
mucosal, ou podem ser usadas para gerar uma preparagao de anticorpo
policlonal ou monoclonal que poderia ser usada para conferirimunidade
passiva em outro individuo. Essas administragdes podem incluir injecéo
através das rotas intramusculares, intraperitoneais, intradérmicas ou
subcutaneas; ou através de administracdo mucosal aos tratos oral/ali-
mentar, respiratério ou genitourinario. As composi¢des imunogénicas
também podem ser usadas para gerar anticorpos que sejam funcionais

conforme medido pelo exterminio de bactérias em um modelo de
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eficacia animal ou através de um ensaio de exterminio
opsonofagocitico.

[00118] Quantidades 6timas de componentes para uma composicao
imunogénica particular podem ser confirmadas por estudos padrdo que
envolve, a observacao de respostas imunes apropriadas em individuos.
Apos uma vacinagéo inicial, os individuos podem receber uma ou varias
imunizacgdes de reforco adequadamente espacadas.

[00119] Em uma modalidade, as composi¢des imunogénicas da
revelagao compreendem, ainda, pelo menos um entre um adjuvante, um
tampdo, um crioprotetor, um sal, um cation divalente, um detergente
nao-iénico, um inibidor de oxidagao de radical livre, um diluente ou um
carreador. Em uma modalidade, o adjuvante na composigao
imunogénica da revelagdo é um adjuvante a base de aluminio. Em uma
modalidade, o adjuvante é um adjuvante a base de aluminio
selecionado a partir do grupo que consiste em fosfato de aluminio,
sulfato de aluminio e hidroxido de aluminio. Em uma modalidade, o
adjuvante é fosfato de aluminio.

[00120] Um adjuvante é uma substancia que acentua a resposta
imune quando administrado junto a um imundégeno ou antigeno. Uma
série de citocinas ou linfocinas mostrou ter uma atividade de modulagao
imune, e, logo, pode ser util de modo igual ou similar a adjuvantes,
incluindo, sem limitagao, a interleucinas 1-a, 1-8, 2, 4, 5,6, 7, 8, 10, 12
(vide, por exemplo, Patente N° U.S. 5.723.127), 13, 14, 15, 16, 17 ¢ 18
(e suas formas mutantes); os interferbes-a, 3 e y; fator de estimulo de
colénias de granuldcitos macréfagos (GM-CSF) (vide, por exemplo,
Patente N° U.S. 5.078.996 e Numero de Acessao ATCC 39900); fator de
estimulo de col6nias de macrofagos (M-CSF); fator de estimulo de
colbnias de granulécitos (G-CSF); e os fatores de necrose tumoral a e
B. Ainda outros adjuvantes que sao uteis com as composicoes

imunogénicas descritas no presente documento incluem quimiocinas,
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incluindo, sem limitacdo, MCP-1, MIP-1a, MIP-13, e RANTES;
moléculas de adesdo, como uma selectina, por exemplo, L-selectina, P-
selectina e E-selectina; moléculas tipo mucina, por exemplo, CD34,
GlyCAM-1 e MadCAM-1; um membro da familia de integrina, como LFA-
1, VLA-1, Mac-1 e p150.95; um membro da superfamilia de
imunoglobulinas, como PECAM, ICAMs, por exemplo, ICAM-1, ICAM-2
e ICAM-3, CD2 e LFA-3; moléculas co-estimulantes, como B7-1, B7-2,
CD40 e CD40L; fatores de crescimento incluindo fator de crescimento
vascular, fator de crescimento nervoso, fator de crescimento de
fibroblasto, fator de crescimento epidérmico, PDGF, BL-1, e fator de
crescimento endotelial vascular; moléculas receptoras incluindo Fas,
receptor TNF, Flt, Apo-1, p55, WSL-1, DR3, TRAMP, Apo-3, AIR, LARD,
NGRF, DR4, DR5, KILLER, TRAIL-R2, TRICK2, e DR6; e Caspases,
incluindo ICE.

[00121] Adjuvantes adequados usados para acentuar uma resposta
imune podem incluir, ainda, sem limitagdo, MPL™ (lipideo A
monofosforil 3-O-deacilado, Corixa; Hamilton, MT, EUA), que € descrito
na Patente N° U.S. 4.912.094. Também s&o adequados para uso como
adjuvantes os analogos de lipideo A sintéticos ou compostos de fosfato
de aminoalquila glucosamina (AGP), ou derivados ou analogos desses,
gue se encontram disponiveis junto a Corixa, e aqueles que sao
descritos na Patente No U.S. 6.113.918. Um AGP ¢é 2-[(R)-3-Tetrade-
canoiloxi tetradecanoilamino] etil 2-Dedxi-4-O-fosfono-3-O-[(R)-3-tetra-
decanoidxi tetradecanoil]-2-[(R)-3-tetradecanoiloxi tetradecanoil-ami-
no]-b-D-glicopiranosida, que também €& conhecido como 529
(previamente conhecido como RC529). Esse adjuvante 529 é formulado
como uma forma aquosa (AF) ou uma emulséo estavel (SE).

[00122] Ainda outros adjuvantes incluem peptideos de muramil,
como N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-

normuramil-L-alanina-2-(1'-2" dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxi fosforiloxi)-
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etilamina (MTP-PE); emulsdes 6leo em agua, como MF59 (Patente N°
U.S. 6.299.884) (contendo Esqualeno a 5%, polissorbato 80 a 0,5%, e
Span 85 a 0,5% (contendo opcionalmente varias quantidades de MTP-
PE) formulado em particulas submicrénicas usando um microfluidizador,
como um microfluidizador Modelo 110Y (Microfluidics, Newton, MA,
EUA)), e SAF (contendo Esqualeno a 10%, polissorbato 80 a 0,4%,
polimero plurénico-bloqueado L121 a 5%, e thr-MDP, seja
microfluidizado em uma emuls&o submicrénica ou misturado por vortice
para gerar uma emulsdo com tamanho de particula maior); adjuvante
incompleto de Freund (IFA); sais de aluminio (alum), como hidréxido de
aluminio, fosfato de aluminio, sulfato de aluminio; Anfigénio; Avridina;
L121/equaleno; D-lactida-polilactida/glicosida; polidis  plurénicos;
Bordetella exterminada; saponinas, como STIMULON™ QS-21
(Antigenics, Framingham, MA, EUA), descrito na Patente N° U.S.
5.057.540, ISCOMATRIX™ (CSL Limited, Parkville, Australia), descrito
na Patente N° U.S. 5.254.339, e complexos imunoestimulantes
(ISCOMS); Mycobacterium tuberculosis; lipopolissacarideos bacteri-
anos; polinucleotideos sintéticos, como oligonucleotideos contendo um
motivo CpG (por exemplo, Patente N° U.S. 6.207.646); 1C-31 (Intercell
AG, Viena, Austria), descrito nas Patentes N& EP 1.296.713 e EP
1.326.634; uma toxina da coqueluche (PT) ou mutante dessa, uma
toxina de colera ou mutante da mesma (por exemplo, Patentes N U.S.
7.285.281,7.332.174,7.361.355 e 7.384.640); ou uma toxina termo-labil
de E. coli (LT) ou mutante dessa, particularmente, LT-K63, LT-R72 (por
exemplo, Patentes N2 U.S. 6.149.919, U.S. 7.115.730 e U.S.
7.291.588).

[00123] Opcionalmente, a composi¢cdo imunogénica pode
compreender um carreador farmaceuticamente aceitavel. Os
carreadores farmaceuticamente aceitaveis incluem carreadores

aprovados por uma agéncia reguladora de um governo federal ou
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estadual, ou outra agéncia reguladora, ou arrolada na Famacopeia
Norte-Americana ou em outra farmacopeia genericamente
reconhecida para uso em animais, incluindo seres humanos bem como
mamiferos ndo-humanos. O termo carreador pode ser usado para se
referir a um diluente, adjuvante, excipiente, ou veiculo com o qual a
composicéo farmacéutica é administrada. Agua, solugbes salinas e
solugbes aquosas de dextrose e glicerol podem ser empregadas como
carreadores liquidos, particularmente para solugbes injetaveis.
Exemplos de carreadores farmacéuticos adequados sido descritos em
"Remington's Pharmaceutical Sciences" por E. W. Martin. A formulagao
deve se adaptar ao modo de administracao.

[00124] As composicbes imunogénicas da presente revelagéo
podem compreender, ainda, um ou mais imunomoduladores adicionais,
gue sao agentes que perturbam ou alteram o sistema imune, de modo
que se observe uma regulagdo ascendente ou uma regulagao
descendente de imunidade humoral e/ou mediada por célula. Em uma
modalidade, proporciona-se a regulagao ascendente dos bragos
humorais e/ou mediados por célula do sistema imune.

[00125] Exemplos de determinados imunomoduladores incluem, por
exemplo, um adjuvante ou citocina, ou ISCOMATRIX™ (CSL Limited;
Parkville, Australia), descrito na Patente N° U.S. 5.254.339 dentre
outros. Exemplos nao-limitantes de adjuvantes que podem ser usados
na composi¢ao imunogénica da presente revelagio incluem o sistema
de adjuvante RIBI (Ribi Inc.; Hamilton, MT, EUA), alum, géis minerais,
como gel de hidroxido de aluminio, emulsdes 6leo em agua, emulsdes
agua em oleo, como, por exemplo, adjuvantes completos e incompletos
de Freund, copolimero de bloco (CytRx; Atlanta, GA, EUA), QS-21
(Cambridge Biotech Inc.; Cambridge, MA, EUA), SAF-M (Chiron;
Emeryville, CA, EUA), AMPHIGEN™ adjuvante, saponina, Quil A ou

outra fragdo de saponina, lipideo A monofosforil, e avridina (N,N-
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Dioctadecil-N',N'"-bis(2-hidroxi etil)-1,3-diaminopropano, adjuvante de
lipudeo-amina N,N-Dioctadecil-N',N'-bis(2-hidroxi etil)propanodiamina).
Exemplos n&o-limitantes de emulsbes Oleo em agua uteis na
composigao imunogénica da revelagéo incluem formulagdes SEAM6G2 e
SEAM 1/2 modificadas. SEAM62 modificado € uma emulséo 6leo em
agua contendo esqualeno a 5% (v/v) (Sigma), detergente SPAN™ 85 a
1% (v/v) (ICI Surfactants), detergente polissorbato 80 a 0,7% (v/v) (IClI
Surfactants), etanol a 2,5% (v/v), 200 mcg/mL de Quil A, 100 mcg/ml de
colesterol, e lecitina a 0,5% (v/v). SEAM 1/2 modificado € uma emulsao
o0leo em agua que compreende esqualeno a 5% (v/v), detergente
SPAN™ 85 a 1% (v/v), detergente polissorbato 80 a 0,7% (v/v), etanol
a 2,5% (v/v), 100 mcg/ml de Quil A, e 50 mcg/ml de colesterol. Outros
imunomoduladores que podem ser incluidos na composicéo
imunogénica incluem, por exemplo, uma ou mais interleucinas,
interferbes, ou outras citocinas ou quimiocinas conhecidas. Em uma
modalidade, o adjuvante pode ser um derivado de ciclodextrina ou um
polimero polianiénico, como aquele descrito nas Patentes N° U.S.
6.165.995 e U.S. 6.610.310, respectivamente. Deve-se compreender
gue o imunomodulador e/ou adjuvante a serem usados dependerdo do
individuo ao qual a composigao imunogénica sera administrada, a rota
de injecao e o numero de injegcdes a serem aplicadas.

[00126] As composicbes imunogénicas da revelagdo podem
compreender, ainda, um ou mais preservativos além de uma pluralidade
de conjugados protéicos de polissacarideo capsular. O FDA requer que
os produtos biolégicos em frascos de multiplas doses (multi-dose)
contenham um preservativo, com somente algumas excecdes. Os
produtos de vacina contendo preservativos incluem vacinas contendo
cloreto de benzetbnio (anthrax), 2-fendxi etanol (DTaP, HepA, Lyme,
Polio (parenteral)), fenol (Pneumo, Tiféide (parenteral), Variola) e
timerosal (DTaP, DT, Td, HepB, Hib, Gripe, JE, Meningite, Pneumonia,
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Raiva). Preservativos aprovados para uso em farmacos injetaveis
incluem, por exemplo, clorobutanol, m-cresol, metilparabeno, propilpa-
rabeno, 2-fendxi etanol, cloreto de benzetdnio, cloreto de benzalcoénio,
acido benzodico, alcool benzilico, fenol, timerosal e nitrato fenil
mercurico.

EMBALAGEM E FORMAS DE DOSAGEM

[00127] As formulagdes da revelagdao podem compreender, ainda,

um ou mais entre um tampdo, um sal, um cation divalente, um
detergente n&o-ibnico, um crioprotetor, como um agucar, € um
antioxidante, como um sequestrante de radical livre ou agente quelante,
ou qualquer combinagcao multipla desses. A escolha de qualquer
componente, por exemplo, um quelato, pode determinar se outro
componente (por exemplo, um sequestrante) € ou ndo desejavel. A
composicao final formulada para administracdo deve ser estéril e/ou
livre de pirogénio. Os individuos versados na técnica podem determinar
empiricamente que combinacdes desses e outros componentes serao
otimas para inclusdo nas composi¢des imunogénicas contendo
preservativo da revelacdo dependendo de uma variedade de fatores
como as condi¢des particulares de armazenamento e administragao
exigidas.

[00128] Em determinadas modalidades, uma formulacdo da
revelagao que seja compativel a administragao parenteral compreende
um ou mais tampdes fisiologicamente aceitaveis selecionados, sem
limitacao, a partir de Tris (trimetamina), fosfato, acetato, borato, citrato,
glicina, histidina e succinato. Em determinadas modalidades, a
formulacéo é tamponada em uma faixa de pH de cerca de 6,0 a cerca
de 9,0, de preferéncia, de cerca de 6,4 a cerca de 7,4.

[00129] Em determinadas modalidades, pode ser desejavel ajustar o
pH da composig¢ao imunogénica ou formulagao da revelagdo. O pH de

uma formulacdo da revelacdo pode ser ajustado usando técnicas
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padrao na arte. O pH da formulacédo pode ser ajustado entre 3,0 e 8,0.
Em determinadas modalidades, o pH da formulag&o pode ser igual ou
pode ser ajustado para que esteja entre 3,0 e 6,0, 4,0 e 6,0, ou 5,0 e
8,0. Em outras modalidades, o pH da formulag&o pode ser igual ou pode
ser ajustado para que seja cerca de 3,0, cerca de 3,5, cerca de 4,0,
cerca de 4,5, cerca de 5,0, cerca de 5,5, cerca de 5,8, cerca de 6,0,
cerca de 6,5, cerca de 7,0, cerca de 7,5, ou cerca de 8,0. Em
determinadas modalidades, o pH pode ser igual ou pode ser ajustado
para que esteja em uma faixade 4,5a 7,5, oude 4,5a6,5, de 5,0a 5,4,
de54ab5,5 deb55a5,6,de56a5,7,de57a5,8 de58ab5,9 deb,9
a6,0,deb,0a6,1,deb,1a6,2,deb,2a6,3,de6,3a6,5 de6,5a7,0,
de 7,0 a 7,5 ou de 7,5 a 8,0. Em uma modalidade especifica, o pH da
formulacao é cerca de 5,8.

[00130] Emdeterminadas modalidades, uma formulagao da revelagao
gue seja compativel a administragao parenteral compreende um ou mais
cations divalentes, incluindo, sem limitagdo, MgCl., CaCl, e MnClz, em
uma concentracao variando de cerca de 0,1 mM a cerca de 10 mM, com
até cerca de 5 mM sendo preferencial.

[00131] Em determinadas modalidades, uma formulacdo da
revelagao que seja compativel a administragao parenteral compreende
um ou mais sais, incluindo, sem limitacao, cloreto de sédio, cloreto de
potassio, sulfato de sdodio, e sulfato de potassio, presentes em uma
resisténcia idnica que seja fisiologicamente aceitavel ao individuo
mediante a administragao parenteral e incluidos em uma concentragao
final para produzir uma resisténcia ibnica selecionada ou osmolaridade
na formulagdo final. A resisténcia idnica ou osmolalidade final da
formulacdo serdo determinadas por multiplos componentes (por
exemplo, ions de composto(s) de tamponamento e outros sais de nao-
tamponamento. Um sal preferencial, NaCl, esta presente de uma faixa

de até cerca de 250 mM, com concentracbes salinas sendo
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selecionadas para complementar outros componentes (por exemplo,
agucares) de modo que a osmolaridade total final da formulagéo seja
compativel a administragdo parenteral (por exemplo, injecéo
intramuscular ou subcutanea) e promovera uma estabilidade a longo
prazo dos componentes imunogénicos da composi¢do imunogénica
formulacdo em varias faixas de temperatura. Formulacdes livres de sal
irdo tolerar faixas aumentadas de um ou mais crioprotetores
selecionados para manter niveis de osmolaridade final desejados.
[00132] Emdeterminadas modalidades, uma formulagao da revelagao
que seja compativel a administragao parenteral compreende um ou mais
crioprotetores selecionados, sem limitagéo, a partir de dissacarideos (por
exemplo, lactose, maltose, sacarose ou trealose) e hidrocarbonetos de
poliidréxi (por exemplo, dulcitol, glicerol, manitol e sorbitol).

[00133] Em determinadas modalidades, a osmolaridade da
formulacdo se encontra em uma faixa de cerca de 200 mOs/L a cerca
de 800 mOs/L, com uma faixa preferencial de cerca de 250 mOs/L a
cerca de 500 mOs/L, ou cerca de 300 mOs/L a cerca de 400 mOs/L.
Uma formulacéo livre de sal pode conter, por exemplo, de cerca de 5%
a cerca de 25% de sacarose, e, de preferéncia, de cerca de 7% a cerca
de 15%, ou cerca de 10% a cerca de 12% de sacarose. Alternativa-
mente, uma formulacgao livre de sal pode conter, por exemplo, de cerca
de 3% a cerca de 12% de sorbitol, e, de preferéncia, de cerca de 4% a
7%, ou cerca de 5% a cerca de 6% de sorbitol. Se um sal como cloreto
de sodio for adicionado, entdo, a faixa eficaz de sacarose ou sorbitol é
relativamente reduzida. Essas e outras consideracdes de osmolalidade
e osmolaridade sao notdrias na técnica.

[00134] Em determinadas modalidades, uma formulagao da revelagéao
gue seja compativel a administragao parenteral compreende um ou mais
inibidores de oxidacao de radical livre e/ou agentes quelantes. Uma

variedade de sequestrantes de radical livre e quelatos € conhecida na
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técnica e se aplicam as formulagdes e métodos de uso descritos no
presente documento. Exemplos incluem, mas nao se limitam a, etanol,
EDTA, uma combinacdo de EDTA/etanol, trietanolamina, manitol,
histidina, glicerol, citrato de sédio, hexafosfato de inositol, tripolifosfato,
acido ascorbico/ascorbato, acido succinico/succinato, acido malico/ma-
leato, desferal, EDDHA e DTPA, e varias combinacdes de dois ou mais
dentre os supracitados. Em determinadas modalidades, pelo menos um
sequestrante de radical livre ndo-redutor pode ser adicionado em uma
concentragcado que acentue efetivamente a estabilidade a longo prazo da
formulacdo. Um ou mais inibidores de oxidacao de radical livre/quelatos
também podem ser adicionados em varias combinagdes, como um
sequestrante e um cation divalente. A escolha do quelato determinara se
a adicao de um sequestrante é ou ndo necessaria.

[00135] Em determinadas modalidades, uma formulacdo da
revelagao que seja compativel a administragao parenteral compreende
um ou mais tensoativos nao-iénicos, incluindo, sem limitagao, ésteres
de acido graxo de polioxietileno sorbitano, polissorbato-80 (TWEEN™
80), polissorbato-60 (TWEEN™ 60), polissorbato-40 (TWEEN™ 40) e
polissorbato-20 (TWEEN™ 20), ésteres de polioxi etileno alquil,
incluindo, sem limitagao, Brij 58, Brij 35, bem como outros TRITON™ X-
100; TRITON™ X-114, NP40 (nonil fenoxi polietoxil etanol), SPAN™ 85
e a série PLURONIC™ de tensoativos nao-ibnicos (por exemplo,
PLURONIC™ 121), com componentes preferenciais de polissorbato-80
em uma concentracao de cerca de 0,001% a cerca de 2% (até cerca de
0,25% sendo preferencial) ou polissorbato-40 em uma concentragao de
cerca de 0,001% a 1% (até cerca de 0,5% sendo preferencial).

[00136] Em determinadas modalidades, uma formulacao da revelagéo
compreende um ou mais agentes de estabilizagao adicionais adequados
para administracdo parenteral, por exemplo, um agente de redugao que

compreende pelo menos um grupo tiol (-SH) (por exemplo, cisteina, N-
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acetil cisteina, glutationa reduzida, tioglicolato de sodio, tiossulfato,
monotioglicerol, ou misturas desses). Alternativa ou opcionalmente, as
formulagdes de composicdo imunogénica contendo preservativo da
revelagdo podem ser adicionalmente estabilizadas removendo-se
oxigénio dos recipientes de armazenamento, protegendo-se a
formulagao da luz (por exemplo, usando recipientes de vidro &mbar).
[00137] As formulagbes de composi¢do imunogénica contendo
preservativo da revelacdo podem compreender um ou mais carreadores
ou excipientes farmaceuticamente aceitaveis, que incluem qualquer
excipiente que nao induza uma resposta imune. Excipientes adequados
incluem, mas nado se limitam a, macromoléculas, como proteinas,
sacarideos, acidos polilaticos, acidos poliglicélicos, aminoacidos
poliméricos, copolimeros de aminoacido, sacarose (Paoletti et al, 2001,
Vaccine, 19:2118), trealose, lactose e agregados lipidicos (como
goticulas de 6leo ou lipossomas). Esses carreadores s&o notérios aos
individuos versados na técnica. Excipientes farmaceuticamente
aceitaveis sao discutidos, por exemplo, em Gennaro, 2000, Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, 202 edigao, ISBN:0683306472.
[00138] As composicdes da revelacdo podem ser liofilizadas ou sob
a forma aquosa, isto é, solugdes ou suspensdes. As formulagdes
liquidas podem ser vantajosamente administradas diretamente a partir
de sua forma embalada e, logo, sdo ideais para injecdo sem a
necessidade de reconstrugcdo em meio aquoso conforme, de outro
modo, necessario para composicoes liofilizadas da revelacao.

[00139] A distribuicdo direta de composi¢cbes imunogénicas da
presente a um individuo pode ser realizada por administragao parenteral
(intramuscular, intraperitoneal, intradérmica, subcutanea, intravenosa,
ou ao espaco intersticial de um tecido); ou por administracao retal, oral,
vaginal, topical, transdérmica, intranasal, ocular, aural, pulmonar ou

outra administragdo mucosal. Em uma modalidade preferencial, a
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administracao parenteral ocorre por inje¢cao intramuscular, por exemplo,
na coxa ou brago do individuo. A injecdo pode ocorrer através de uma
agulha (por exemplo, uma agulha hipodérmica), porém, alternativa-
mente, pode-se usar uma inje¢ao livre de agulha. Uma dose
intramuscular tipica é de 0,5 mL. As composicdes da revelagao podem
ser preparadas em varias formas, por exemplo, para injecdo como
solucdes ou suspensdes liquidas. Em determinadas modalidades, a
composicdo pode ser preparada como um pd ou aspersio para
administracdo pulmonar, por exemplo, em um inalador. Em outras
modalidades, a composicdo pode ser preparada como um supositorio
ou pessario, ou para administragao nasal, aural ou ocular, por exemplo,
como uma aspersdo, gotas, gel ou pd. Quantidades otimas de
componentes para uma composi¢cao imunogénica particular podem ser
confirmadas por estudos padrdo que envolvem a observacdo de
respostas imunes apropriadas em individuos. Apdés uma vacinagao
inicial, os individuos podem receber uma ou varias imunizagcdes de
reforco adequadamente espacadas.

[00140] As composi¢bes imunogénicas da revelagdo podem ser
embaladas em dose uUnica ou em uma forma de mudltiplas doses (por
exemplo, 2 doses, 4 doses, ou mais). Para formas de multiplas doses, os
frascos séo tipicamente, mas ndo necessariamente, preferenciais em
relacdo a seringas pré-carregadas. Os formatos de multiplas doses
adequados incluem, mas nao se limitam a: 2 a 10 doses por recipiente em
0,1 a 2 mL por dose. Em determinadas modalidades, a dose € uma dose
de 0,5 mL. Vide, por exemplo, o Pedido de Patente Internacional
WO02007/127668, que se encontra aqui incorporado a titulo de referéncia.
[00141] As composi¢des podem ser apresentadas em frascos ou em
outros recipientes de armazenamento adequados, ou podem ser
apresentadas em dispositivos de distribuicdo pré-carregados, por

exemplo, seringas de componente unico ou multiplos componentes, que
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podem ser equipadas ou ndo com agulhas. Tipicamente, mas nao
necessariamente, uma seringa contém uma dose unica da composigao
imunogénica contendo preservativo da revelagdo, embora seringas de
multiplas doses pré-carregadas também sejam consideradas. De modo
similar, um frasco pode incluir uma dose unica, mas pode incluir
alternativamente doses multiplas.

[00142] Volumes de dosagem eficazes podem ser rotineiramente
estabelecidos, mas uma dose tipica da composigao para inje¢géo tem
um volume de 0,5 mL. Em determinadas modalidades, a dose é
formulada para administracdo a um individuo humano. Em determi-
nadas modalidades, a dose é formulada para administracdo a um
individuo humano adulto, jovem, adolescente, crianga ou bebé (isto €,
menor que 1 ano de idade) e pode, em modalidades preferenciais, ser
administrada por injegao.

[00143] Composig¢des imunogénicas liquidas da revelagdo também
sao adequadas para reconstituir outras composi¢des imunogénicas que
estejam presentes sob a forma liofilizada. Quando uma composi¢ao
imunogénica precisar ser usada para essa reconstituicdo extempo-
ranea, a revelagdo proporciona um kit com dois ou mais frascos, duas
Oou mais seringas pronto-carregadas, ou um ou mais de cada, com 0s
conteudos da seringa sendo usados para reconstituir os conteudos do
frasco antes da injecéo, ou vice-versa.

[00144]  Alternativamente, as composi¢des imunogénicas da presente
revelagdo podem ser liofilizadas e reconstituidas, por exemplo, usando
um ou varios metodos para secagem por congelamento notérios na
técnica para formar particulas secas com formato regular (por exemplo,
esféricas), tais como micropelotas ou microesferas, tendo caracteristicas
de particula, como tamanhos de diametro médio que possam ser
selecionados e controlados variando-se os métodos exatos usados para

prepara-los. As composi¢cdes imunogénicas podem compreender, ainda,
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um adjuvante que pode ser opcionalmente preparado ou contido em
particulas separadas secas com formato regular (por exemplo, esféricas),
como micropelotas ou microesferas. Nessas modalidades, a presente
revelagdo proporciona, ainda, um kit de composi¢do imunogénica que
compreende um primeiro componente que inclua uma composi¢cao
imunogénica seca estabilizada, compreendendo opcionalmente, ainda,
um ou mais preservativos da revelagao, e um segundo componente que
compreende uma solucédo aquosa estéril para reconstituicdo do primeiro
componente. Em determinadas modalidades, a solugao aquosa compre-
ende um ou mais preservativos, e pode compreender opcionalmente pelo
menos um adjuvante (vide, por exemplo, W0O2009/109550 (aqui
incorporado a titulo de referéncia)).

[00145] Ainda em outra modalidade, um recipiente do formato de
multiplas doses € selecionado a partir de um ou mais entre o grupo que
consiste, sem limitacdo, em frascos de vidro laboratoriais genéricos,
béqueres, cilindros graduados, fermentadores, biorreatores, tubagens,
tubos, bolsas, jarros, conceptaculos, tampas para conceptaculos (por
exemplo, uma rolha de borracha, uma rosca na tampa), ampolas,
seringas, seringas de camara dupla ou multipla, rolhas de seringa,
émbolos de seringa, tampas de borracha, tampas de plastico, tampas
de vidro, cartuchos e caneta descartaveis, e similares. O recipiente da
presente revelacao nao se limita pelo material de manufatura, e inclui
materiais como vidro, metais (por exemplo, aco, ago inoxidavel,
aluminio, etc.) e polimeros (por exemplo, termoplasticos, elastémeros,
elastbmeros termoplasticos). Em uma modalidade particular, o
recipiente do formato € um conceptaculo de vidro Schott Tipo 1 de 5 mL
com uma rolha de butila. Os artesédos versados avaliardo que o formato
apresentado acima nao consiste de forma alguma a uma lista exaustiva,
mas serve meramente como diretriz ao artesdo em relagao a variedade

de formatos disponiveis para a presente revelacdo. Formatos adicionais
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contemplados para uso na presente revelagdo podem ser encontrados
em catalogos publicados de vendedores e fabricantes de equipamentos
laboratoriais, como United States Plastic Corp. (Lima, OH, EUA), VWR.
METODOS PARA INDUZIR UMA RESPOSTA IMUNE E PROTECAO
CONTRA INFECCAO

[00146] A presente revelagao também inclui métodos de uso para

composi¢gdes imunogénicas descritas no presente documento. Por
exemplo, uma modalidade da revelagcdo proporciona um método para
induzir uma resposta imune contra uma bactéria patogénica, por
exemplo, S. pneumonia, que compreende administrar a um individuo
uma quantidade imunogénica de qualquer uma das composi¢oes
imunogénicas descritas no presente documento que compreendem um
antigeno bacteriano, como um polissacarideo capsular bacteriano
derivado a partir da bactéria patogénica. Uma modalidade da revelagao
proporciona um método para proteger um individuo contra uma infecgéo
por S. pneumoniae, ou um método para prevenir infeccdo por S.
pneumoniae, ou um meétodo para reduzir a gravidade ou retardo do
principio de pelo menos um sintoma associado a uma infec¢ao causada
por S. pneumoniae, sendo que os métodos compreendem administrar a
um individuo uma quantidade imunogénica de qualquer uma das
composi¢cdes imunogénicas descritas no presente documento que
compreendem um antigeno bacteriano, como um polissacarideo
capsular bacteriano derivado a partir de S. pneumoniae. Uma
modalidade da revelagao proporciona um método para tratar ou prevenir
uma infecgao por Streptococcal, doenga ou condigdo associada a um
Streptococcus sp. em um individuo, sendo que o método compreende a
etapa de administrar uma quantidade terapéutica ou profilaticamente
eficaz de uma composicdo imunogénica descrita no presente
documento ao individuo. Em algumas modalidades, o método para

tratar ou prevenir uma infec¢éo por Streptococcal, doenca ou condigcdes
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compreende tratamento humano, veterinario, animal, ou agricola. Outra
modalidade proporciona um método para tratar ou prevenir uma
infeccdo por Streptococcal, doengca ou condicdo associada a um
Streptococcus sp. em um individuo, sendo que o método compreende
gerar uma preparagao de anticorpo policlonal ou monoclonal a partir da
composigao imunogénica descrita no presente documento, e usar a dita
preparagao de anticorpo para conferir imunidade passiva ao individuo.
Uma modalidade da revelacdo proporciona um método para prevenir
uma infeccdo por Streptococcal em um individuo passando por um
procedimento cirurgico, sendo que o método compreende a etapa de
administrar uma quantidade profilaticamente eficaz de uma composicao
imunogénica descrita no presente documento ao individuo antes do
procedimento cirurgico.

[00147] Uma "resposta imune" a um antigeno ou composigcao
imunogénica é o desenvolvimento em um individuo de uma resposta
imune humoral e/ou mediada por célula a moléculas presentes no
antigeno ou composi¢cdo de vacina de interesse. Pelos propositos da
presente revelacdo, uma "resposta imune humoral”" € uma resposta
imune mediada por anticorpos e envolve a indugdo e a geragao de
anticorpos que reconhegam e se aglutina com alguma afinidade pelo
antigeno na composicdo imunogénica da revelagdo, enquanto uma
"resposta imune mediada por célula" é aquela mediada por células T
e/ou outros gldbulos brancos. Uma "resposta imune mediada por célula”
€ provocada pela apresentagao de epitopos antigénicos em associagao
a moléculas de Classe | ou Classe Il do completo de histocompa-
tibilidade principal (MHC), CD1 ou outras moléculas tipo MHC nao-
classicas. Isso ativa as células T CD4+ auxiliares antigeno-especificas
ou células de linfécito Y CD8+ citotoxico ("CTLs"). CTLs tém
especificidade por antigenos peptidicos que sejam apresentados em

associacao a problemas codificados por MHCs classicos ou nao-
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classicos e expressos nas superficies das células. CTLs ajudam a
induzir e promover a destruigdo intracelular de microbios intracelulares,
ou a lise de células infectadas com esses microbios. Outro aspecto de
imunidade celular envolve uma resposta antigeno-especifica pelas
células T auxiliares. As células T auxiliares agem para ajudar a estimular
a funcdo, e o foco de atividade de células efetoras n&o-especificas
contra células que exibem peptideo ou outros antigenos em associagao
a moléculas MHC classicas ou ndo-classicas em sua superficie. Uma
"resposta imune mediada por célula" também se refere a producao de
citocinas, quimiocinas e outras moléculas produzidas por células T
ativadas e/ou outros glébulos brancos, incluindo aqueles derivados a
partir de células CD4+ células T CD8+. A capacidade de um antigeno
particular ou composi¢gdo em estimular uma resposta imunolégica
mediada por célula pode ser determinada por uma série de ensaios,
como por ensaios de linfoproliferacéo (ativagao de linfocito), ensaios de
célula citotdxica CTL, pelo ensaio para linfécitos T especificos para o
antigeno em um individuo sensibilizado, ou pela medi¢cdo da produgao
de citocina por células T em resposta ao re-estimulo com antigeno.
Esses ensaios s&do notdrios na técnica. Vide, por exemplo, Erickson et
al. (1993) J. Immunol. 151:4189-4199; e Doe et al. (1994) Eur. J.
Immunol. 24:2369-2376.

[00148] Conforme o uso em questdo, "tratamento" (incluindo
variagdes desse, por exemplo, "tratar" ou "tratado(a)") significa qualquer
um ou mais do seguinte: (i) a prevencado de infecgdo ou reinfecgao,
conforme em uma vacina tradicional, (ii) a redu¢ao na gravidade, ou, a
eliminacao de sintomas, e (iii) a eliminagao substancial ou completa do
patdégeno ou disturbio em questdo. Portanto, o tratamento pode ser
realizado profilaticamente (antes da infecgdo) ou terapeuticamente
(apds a infeccdo). Na presente revelagao, o tratamento profilatico é o

modo preferencial. De acordo com uma modalidade particular da
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presente revelacdo, proporcionam-se composicbes e métodos que
tratem, incluindo imunizar profilaticamente e/ou terapeuticamente, um
animal hospedeiro contra uma infecgdo microbiana (por exemplo, uma
bactéria como Streptococcus). Os métodos da presente revelagéo sao
uteis para conferir imunidade profilatica e/ou terapéutica a um individuo.
Os métodos da presente revelacao também podem ser praticados em
individuos para aplicagdes de pesquisa biomédica.

[00149] Conforme o uso em questéo, "mamifero” significa um animal
humano ou ndo-humano. Mais particularmente, mamifero se refere a
qualquer animal classificado como mamifero, inclusive seres humanos,
animais domésticos e de fazenda, e animais de pesquisa, zooldgico,
esportes e domésticos, como um animal de estimacgao e outros animais
domesticados incluindo, sem limitagédo, gado, carneiros, furbes, porcos,
cavalos, coelhos, cabras, caes, gatos, e similares. Os animais de
estimacgao preferenciais sdo cées e gatos. De preferéncia, o mamifero
€ um ser humano.

[00150] Uma "quantidade imunogénica," e uma "quantidade imunolo-
gicamente eficaz," sendo ambas usadas de modo intercambiavel no
presente documento, se referem a uma quantidade de antigeno ou
composigcao imunogénica suficiente para provocar uma resposta imune,
seja uma resposta celular (célula T) ou humoral (célula B ou anticorpo),
ou ambas, conforme medido por ensaios padrao conhecidos por um
individuo versado na técnica.

[00151] A quantidade de um conjugado particular em uma
composicdo € genericamente calculada com base no polissacarideo
total, conjugado e nao-conjugado para tal conjugado. Por exemplo, um
conjugado com 20% de polissacarideo livre tera cerca de 80 mcg de
polissacarideo conjugado e cerca de 20 mcg de polissacarideo nao-
conjugado em uma dose de polissacarideo de 100 mcg. A contribuicao

protéica ao conjugado geralmente ndo é considerada ao calcular a dose
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de um conjugado. A quantidade de conjugado pode variar dependendo
do serotipo estreptococico. Em geral, cada dose compreendera 0,1 a
100 mcg de polissacarideo, particularmente, 0,1 a 10 mcg, e, mais
particularmente, 1 a 10 mcg. A "quantidade imunogénica" dos diferentes
componentes de polissacarideo na composicdo imunogénica, pode
divergir e cada uma pode compreender 1 mcg, 2 mcg, 3 mcg, 4 mcg, 5
mcg, 6 mcg, 7 mcg, 8 mcg, 9 mcg, 10 mcg, 15 mcg, 20 mcg, 30 mcg, 40
mcg, 50 mcg, 60 mcg, 70 mcg, 80 mcg, 90 mcg, ou cerca de 100 mcg
de qualquer antigeno de polissacarideo particular.

[00152] Uma "doencga invasiva" de S. pneumoniae é o isolamento de
bactérias a partir de um sitio normalmente estéril, onde existem
sinais/sintomas clinicos associados da doencga. Sitios de corpo
normalmente estéreis incluem sangue, CSF, fluido pleural, fluido
pericardico, fluido peritoneal, fluido de articulagbes/sinovial, 0sso, sitio de
corpo interno (linfonodo, cérebro, coragao, figado, baco, fluido vitreo, rim,
pancreas, ovario) ou outros sitios normalmente estéreis. As condigdes
clinicas que caracterizam doengas invasivas incluem bacteremia,
pneumonia, celulite, osteomielite, endocardite, choque séptico, e similares.
[00153] A eficacia de um antigeno como um imundgeno pode ser
medida seja por ensaios de proliferacdo, por ensaios citoliticos, como
ensaios de liberacido de cromo para medir a capacidade de uma célula
T em lisar sua célula alvo especifica, ou medindo-se os niveis de
atividade de célula B medindo-se os niveis de anticorpos de circulagao
especificos para o antigeno no soro. Uma resposta imune também pode
ser detectada medindo-se 0s niveis séricos de anticorpo antigeno-
especifico induzido apés a administracdo do antigeno, e, de modo mais
especifico, medindo-se a capacidade de os anticorpos assim induzidos
acentuarem a capacidade opsonofagocitica de glébulos brancos
particulares, conforme descrito no presente documento. O nivel de

protecdo da resposta imune pode ser medido desafiando-se o
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hospedeiro imunizado com o antigeno que foi administrado. Por
exemplo, se o0 antigeno ao qual uma resposta imune é desejada for uma
bactéria, o nivel de protegao induzido pela quantidade imunogénica do
antigeno € medida detectando-se a sobrevivéncia percentual ou a
mortalidade percentual apés o desafio dos animais com as células
bacterianas. Em uma modalidade, uma quantidade de protegdo pode
ser medida medindo-se pelo menos um sintoma associado a infeccao
bacteriana, por exemplo, uma febre associada a infeccdo. A quantidade
de cada um dos antigenos na vacina de multi-antigeno ou multi-
componente ou composi¢gdes imunogénicas ira variar em relacéo a cada
um dos outros componentes e pode ser determinada por métodos
conhecidos pelos individuos versados. Esses métodos incluiriam
procedimentos para medir a imunogenicidade e/ou a eficacia in vivo. Em
determinadas modalidades, o termo "cerca de" significa dentro de 20%,
de preferéncia, dentro de 10%, e, com mais preferéncia, dentro de 5%
do valor ou faixa indicada.

[00154] A revelagdo proporciona, ainda, anticorpos e composi¢coes
de anticorpo que se aglutinam especifica e seletivamente aos
polissacarideos capsulares ou glicoconjugados da presente revelagao.
Em algumas modalidades, os anticorpos s&o gerados mediante a
administracdo a um individuo dos polissacarideos capsulares ou
glicoconjugados da presente revelagdo. Em algumas modalidades, a
revelagao proporciona anticorpos purificados ou isolados direcionados
contra um ou mais dos polissacarideos capsulares ou glicoconjugados
da presente revelagdo. Em algumas modalidades, os anticorpos da
presente revelacdo sao funcionais conforme medido exterminando-se
bactérias em um modelo de eficacia animal ou através de um ensaio de
exterminio opsonofagocitico. Em algumas modalidades, os anticorpos
da revelagao conferem imunidade passiva a um individuo. A presente

revelagdo proporciona, ainda, moléculas de polinucleotideo que
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codificam um anticorpo ou fragmento de anticorpo da revelacéo, e uma
célula, linhagem celular (como células de hibridoma ou outras linhagens
celulares modificadas por engenharia para produgdo recombinante de
anticorpos) ou um animal transgénico que produza um anticorpo ou
composicdo de anticorpo da revelagdo, usando técnicas notdrias aos
individuos versados na técnica.

[00155] Os anticorpos ou composi¢cdes de anticorpo da revelacéo
podem ser usados em um método para tratar ou prevenir uma infecgao
estafilocdcica, doenca ou condigdo associada a um Streptococcus sp.
em um individuo, sendo que o método compreende gerar uma
preparacao de anticorpo policlonal ou monoclonal, e usando o dito
anticorpo ou composigcao de anticorpo para conferir imunidade passiva
ao individuo. Os anticorpos da revelacdo também podem ser Uteis para
métodos diagndsticos, por exemplo, detectar a presenga ou quantificar
os niveis de polissacarideo capsular ou um glicoconjugado do mesmo.
[00156] Os exemplos a seguir sdo proporcionados a titulo de
ilustracdo e sem carater limitativo. Abreviagdes: PM = peso molecular;
WFI = agua para injecdo; TEMPO = radical livre de 2,2,6,6-Tetrametil-1-
piperidiniléxi; NCS = N-Clorossuccinimida.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Conjugacéao de Pn serotipo-12F usando TEMPO/NCS
[00157] A fim de aperfeicoar a estabilidade de glicoconjugados de
serotipo 12F-CRM1g7, exploraram-se quimicas alternativas usando radical
livre de 2,2,6,6-Tetrametil-1-piperidiniléxi (TEMPQO) e N-Clorossuccinimida
(NCS) como o co-oxidante para oxidar alcoois primarios em grupos
aldeidos. A analise GC/MS mostrou que os sitios de oxidagdo eram
diferentes daqueles de oxidacdo mediada por periodato. No caso de
oxidacao TEMPO-NCS, a-D-Glcp e 2-Glcp foram oxidados, enquanto a-D-
Galp foi o sitio principal de oxidagdo quando o periodato foi usado (vide a

Figura 1). Conforme descrito em maiores detalhes, TEMPO foi usado em
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quantidades cataliticas (< 0,1 equivalente molar) e o grau de oxidagéo
(DO) desejado foi alcangado variando-se as quantidades de NCS usadas.
De modo subsequente, varios conjugados foram sintetizados e
caracterizados. Em geral, a producédo de glicoconjugados de serotipo 12F
foi realizada em varias fases, da seguinte forma:

[00158] 1) Hidrolise de polissacarideo de serotipo 12 em pesos
moleculares 50 a 500 kDa.

[00159] 2) Ativagcdo de polissacarideo de serotipo 12F com
TEMPO/NCS

[00160] 3) Purificagao do polissacarideo ativado

[00161] 4) Conjugacao serotipo 12F ativado a proteina CRM197
[00162] 5) Purificagao de conjugados de serotipo 12F - CRM.
Exemplo 2: Hidrélise e oxidagao de serotipo 12F

[00163] A hidrélise dos polissacarideos foi tipicamente realizada sob
condigdes acidas com aquecimento para obter um peso molecular
médio na faixa desejada de 100 a 350 kDa. Descreve-se, abaixo, um
experimento tipico.

Hidrolise

[00164] A solucdo de polissacarideo de serotipo 12F foi adicionada a
um recipiente de reacdo encamisado. A esse, o volume requerido de
acido acético a 0,30 M e agua para injecdo (WFI) foram adicionados
para manter uma concentragcao de acido acético a ~ 0,1 M. O pH da
solucgao foi ajustado para 3,2 £ 0,3 usado NaOH a 1 N ou acido acético
glacial. A temperatura da mistura de reacéo foi aumentada para 70 %
5°C. A mistura de reagdo foi agitada a 70 + 5°C durante 90 a 120
minutos. A mistura de reacao foi resfriada até 23 + 2°C e neutralizada
(pH 7,0) adicionando-se uma solucdo de NaOH a 1 M. O polissacarideo
hidrolisado foi purificado por ultrafiltragdo/diafiltragdo contra WFI usando
membranas de MWCO 30K. A solucao foi filtrada através de um filtro

0,22 ym e armazenada a 2 a 8°C até a oxidacdo. O peso molecular do
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polissacarideo hidrolisado foi analisado por SEC-MALLS para garantir
que o peso molecular satisfaca a faixa alvo de 100 a 350 kDa.
Oxidacao parcial

[00165] Em um experimento, o polissacarideo de serotipo 12F foi
mecanicamente dimensionado usando homogeneizagdo de presséo
usando um microfluidizador para reduzir o peso molecular para
aproximadamente 100 a 500 kDa. O polissacarideo dimensionado foi
adicionado a um recipiente de reacdo em uma concentracdo de 4,0
mg/mL e misturado com tamp&o de bicarbonato/carbonato (tampé&o de
NaHCO; a 0,5 M/Na2COs a 0,05 M, pH 8,6) em uma raz&o de 1:1 v/iv. A
mistura agitada adicionou-se < 0,1 equivalente molar de TEMPO. A
reacao foi iniciada pela adicdo de 0,6 a 1,0 equivalente molar de NCS.
A mistura de reacdo foi agitada em temperatura ambiente durante 2
horas, sendo que apds esse periodo o polissacarideo ativado foi
purificado por diafiltracdo, com WFI usando uma membrana de
ultrafiltracdo 30K. O polissacarideo purificado foi coletado e o grau de
oxidagdo (DO) determinado por medigdes quantitativas de aldeido
(usando um ensaio de 3-metil-2-benotiazolinona hidrazona (MBTH)) e
polissacarideo (usando um ensaio de antrona).

[00166] Em outro experimento, o polissacarideo de serotipo 12F foi
hidrolisado para reduzir o peso molecular a um peso molecular de
aproximadamente 100 a 500 kDa. O polissacarideo de serotipo 12F foi
adicionado a um recipiente de reagdo e misturado com um tampéao de
NaHCO; a 0,5 M/Na2CO3 a 0,05 M (pH 8,6) em uma razéo de 1:1 v/v. A
mistura agitada adicionou-se 0,6 a 1,0 equivalente molar de NCS
dissolvido em WFI. A ativacdo foi iniciada pela adicdo de
aproximadamente 0,1 equivalente molar de TEMPO dissolvido em WFI.
A mistura de reacao foi agitada em temperatura ambiente durante 2
horas, sendo que apds esse periodo o0 polissacarideo ativado foi

purificado por diafiltracaGo com WFI usando uma membrana de
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ultrafiltragdo 30K. O polissacarideo ativado purificado foi filtrado atraves
de um filtro de 0,2 um e armazenado a 4°C antes do uso.

[00167] As oxidagcdes mediadas por TEMPO/NCS também foram
realizadas com sucesso em tampdes de fosfato de sédio de pH 6,5, 7,0,
7,5 e 8,0. Em alguns experimentos de ativagdo um alcool primario, como
n-propanol foi usado para arrefecer os reagentes a fim de evitar a sobre-
oxidagdo do sacarideo. Em outro conjunto de experimentos, o
polissacarideo quimicamente hidrolisado foi submetido a oxidagao
diretamente, sem a etapa de purificagao por ultrafiltracdo/diafiltracio.
Exemplo 3: Conjugacéao de polissacarideo oxidado de serotipo 12F
[00168] Em um experimento, o polissacarideo de serotipo 12F
oxidado purificado foi adicionado a um recipiente de reagdo seguido
pela adicdo de um tampao de fosfato de sddio a 0,5 M (pH 6,5) a uma
concentragdo de tampao final de 0,1 M. A essa solugdao, CRM1o7
previamente liofilizado foi adicionado e misturado vigorosamente a fim
de obter uma solugdo homogénea. O pH foi ajustado para 6,8 usando
uma solucéo diluida de HCI ou NaOH a 1N. Isso foi seguido pela adigdo
de 1,5 equivalente molar de NaCNBHs. A mistura de reagao foi agitada
durante 24 horas em temperatura ambiente (23°C) e por 2,5 diasa 37°C.
A mistura de reacao foi, entdo, diluida com uma solucdo salina 1X a
0,9% e os grupos aldeidos nado-reagidos foram "capeados" com 2
equivalentes molares de boroidreto de sdédio. O tempo de reacao de
capeamento foi de 3 horas.

[00169] Em outro experimento, o Serotipo 12F ativado purificado foi
adicionado a um recipiente de reacado seguido pela adigao de tampéo
de fosfato de sédio a 0,5 M (pH 6,5) a uma concentracdo de tampao
final de 0,1 M. A essa solugdo, CRM197 previamente liofilizado foi
adicionado e misturado vigorosamente para obter uma solugido
homogénea. O pH foi ajustado para 6,8 usando uma solucéao diluida de

HCI ou NaOH a 1N. Isso foi seguido pela adicdo de 3 equivalentes
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molares de NaCNBHzs. A mistura de reacgao foi agitada por 24 horas a
23°C e por 48 horas a 37°C. A mistura de reacao foi, entéo, diluida com
uma solugdo salina 1X a 0,9% e com agitagao, os grupos aldeidos nao-
reagidos foram "capeados" com 1 equivalente molar de boroidreto de
sddio NaBHa4. O tempo de reacédo de capeamento foi de 3 horas.
[00170] Em outro experimento, o serotipo 12F ativado purificado foi
adicionado a um recipiente de reagcao e misturado com uma solugao de
CRMz97. A mistura foi liofilizada e o pé dissolvido em um tampao de
fosfato de sédio a 0,1 M (pH 6,8) a uma concentragéo de sacarideo final
de 5 mg/mL. Caso necessario, o pH foi ajustado para 6,8 usando uma
solugdo diluida de HCI ou NaOH a 1N. Isso foi seguido pela adicdo de
3 equivalentes molares de NaCNBH3. A mistura de reacgao foi agitada
durante 24 horas a 23°C e durante 48 horas a 37°C. A mistura de reagao
foi, entdo, diluida com uma solugdo salina 1X a 0,9%, os grupos
aldeidos nao-reagidos foram "capeados" com 1 equivalente molar de
boroidreto de s6dio NaBH4. O tempo de reagédo de capeamento foi e 3
horas.

Exemplo 4: Purificagdo de conjugado

[00171] A mistura de reagao capeada foi filtrada usando um filtro de
5 um e, entdo, purificada usando membranas de ultrafiltracado MWCO
100K. O conjugado foi primeiramente diafiltrado usando um tampéo de
succinato a 10 mM/solugao salina a 0,9 %, pH 6,0. O conjugado
purificado foi, entao, filtrado através de filtros de 0,45/0,22 um para obter
um conjugado a granel.

Exemplo 5: Grau de oxidacao

[00172] Uma oxidagdao bem sucedida de alcoois primarios no
polissacarideo de serotipo 12F foi alcangada usando o sistema
TEMPO/NCS. Os polissacarideos de serotipo 12F hidrolisados foram
oxidados em graus variaveis de niveis de oxidacado (DO) ajustando-se

uma quantidade de co-oxidante NCS. O efeito em DO variando-se as
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guantidades de NCS usando diferentes lotes de polissacarideo e pesos
moleculares € mostrado na Figura 2. Tipicamente, 0,5 a 2,5 equivalentes
molares de NCS foram usados para alcangar o grau de oxidagéo
almejado. Tipicamente, a reacdo de oxidagdo é completa em 2 horas
visto que nenhuma alteragéo significativa em DO foi observada apés 2
horas.

[00173] Varios conjugados de serotipo 12F foram gerados e
caracterizados usando o polissacarideo oxidado TEMPO/NCS. Os
resultados sdo resumidos na Tabela 1. Alguns conjugados
representativos também foram gerados com sucesso usando outros
serotipos pneumocodcicos ativos com sistema TEMPO/NCS. O
procedimento para a geragao de conjugados para outros serotipos
pneumocadcicos foi o igual ao método usado para o Serotipo 12F. Os

resultados sao descritos nas Tabelas 2 a 4.
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Tabela 1: Conjugados pneumocacicos de serotipo 12F-CRM1g7

Lote de conjugado 12F-84A 12F-97B 12F-147C | 12F-171D |12F-177-6E| 12F-181F
Tempo de oxidagéao (h) 2 2 4 2 2 2
Grau de oxidagao (D.O) 12,0 6,0 9,6 12,0 11,5 11,5
% de rendimento de sacarideo ativado 80 71 70 89 86 86
PM de sacarideo ativado por MALLS (kDa) 137 155 170 190 240 240
Processo de conjugacao Lyo-CRM Lyo-CRM Lyo-CRM Lyo-CRM Lyo-CRM Co-Lyo
Resultados de conjugado

Rendimento de sacarideo (%) 51,6 76,8 53,6 76,3 65,8 40,7
Razao entre sacarideo/proteina 1,2 0,9 1,0 1,1 1,4 0,9
% de sacarideo livre 24 10 17 20 23 14
Pm por SEC-MALLS (kDa) 2050 3000 3600 1500 2400 2100
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Tabela 2: Conjugados pneumocdcicos de serotipo 3-CRM1e7

04/19

Lote de conjugado Pn3-106-1 Pn3-106-4
Polissacarideo MALLS (Pm) kDa 430 430
Oxidacéao

Tempo de oxidagéao (h) 2 2
D.O. 9,4 15

% de rendimento de sacarideo ativado 55 65
Pm de sacarideo ativado por SEC-MALLS (kDa) 340 360
Conjugacéao

Resultados de conjugado

Rendimento de sacarideo (%) 29,9 55,0
Razéao entre sacarideo e proteina 0,7 1,6

% de Sacarideo livre 21,0 30,0
PM por SEC-MALLS (kDa) 2.100 2.600
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Tabela 3: Conjugados pneumocécicos de serotipo 33F-CRM1g7

Lote de conjugado 33F-#55 33F-#63
Polissacarideo MALLS (Pm) 128 kDa 150 kDa
D.O. 20 5
Rendimento 92% 97%
Rendimento de sacarideo (%) 44% 68%
Razao entre sacarideo e proteina 0,54 0,68
Sacarideo livre <1% 1,10%
Proteina livre <1% <1%
Pm por SEC-MALLS (kDa) 11160 kDa 2730 kDa

Tabela 4: Conjugados pneumocaocicos de serotipo 10A

Lote de | 10A-#77 |10A-#78 |10A-#85 |10A-#88 |10A-#89 |10A- 10A-
conjugado #103 #104

Polissacarideo |538 Kda |538 Kda [538 Kda [538 Kda |538 Kda |509 Kda |509 Kda
MALL (Pm)

D.O. 7,9 24 12 6,9 10 1,3 57

Rendimento 82% 90% 94% 88% 94% 94% 86%

Rendimento de|35 20 42 35 41 43 36

sacarideo (%)

Razao entre | 0,53 0,33 0,73 0,7 0,95 0,6 0,45
sacarideo e

proteina

Sacarideo livre |<1 20 4.6 1,6 5,7 <1 <1
Proteina livre <1% <1% <1% <1% <1% <1% <1%

Pm por SEC-|3.168 16.390 |4.117 3.137 2.855 4.380 3.772
MALLS

Exemplo 6: Imunogenicidade de conjugados Pn-serotipo 12F-CRM197
usando o método de oxidagdo de TEMPO/NCS
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[00174] Os titulos de atividade opsonofagocitica (OPA) para
conjugados de serotipo 12F-CRM197 em camundongos foram
determinados em camundongos sob condi¢gdes padréo. Os titulos de
OPA (titulo de média geométrica (GMT) com um intervalo de confianga
de 95% (IC)) em quatro e sete semanas sdo mostrados na Tabela 5,
demonstrando que o conjugado de serotipo 12F-CRM+e7 (Lote 12F-97B;
vide também a Tabela 1 para dados de caracterizagdo desse conjugado)
provocou titulos de OPA em um modelo de imunogenicidade de murino.
O conjugado gerado pelo TEMPO-NCS foi mais imunogénico que o
conjugado de controle (171B) gerado a partir da oxidagao de periodato.

Tabela 5: Imunogenicidade de conjugados de serotipo 12F-CRM197

Amostra/dose de conjugado 0,001 ug|0,01ug (0,1 ug
Controle de oxidacdo de periodato

4 16 172
(171B)
Oxidacdo de TEMPO/NCS (12F-97B) |40 417 880

Exemplo 7: Mecanismo putativo para o conjugado de Pn-serotipo 12F
usando radical nitroxila na presenga de um oxidante, como
TEMPO/NCS

[00175] O mecanismo putativo de oxidagcdo/conjugacao de Pn-
serotipo 12F é mostrado na Figura 6. Os grupos hidroxila primarios do
polissacarideo sdo oxidados por quantidades cataliticas de radical
nitroxila, como TEMPO, com um oxidante, tal como NCS como o
oxidante estequiométrico. O oxidante atual € o sal de N-oxoam&nio, em
um ciclo catalitico. A oxidacdo dos grupos hidroxila primaria C-6 gera
grupos aldeidos que sao subsequentemente reagidos com o0s grupos
amino primarios da lisina da proteina carreadora (CRM+197) para gerar o
glicoconjugado.

Exemplo 8: Comparacéao de estabilidade

[00176] A comparacao da estabilidade da (a 25°C) dos conjugados
gerados por oxidacao de periodato vs oxidacdo de TEMPO/NCS (vide a
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Figura 7) demonstrou que o conjugado gerado pela oxidagdo dos
polissacarideos Pn-12F era relativamente mais estavel. Conforme
mostrado na Figura 7, um aumento no sacarideo livre com o passar do
tempo foi observado para o glicoconjugado gerado pela oxidagédo de
periodato do polissacarideo Pn-12F a 25°C. Em contrapartida, o
glicoconjugado preparado usando a oxidagdo de TEMPO/NCS do
polissacarideo Pn-12F ndo mostrou tendéncias significativas para o

sacarideo livre sob condi¢cbes similares.
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REIVINDICAGOES
1. Composicdo imunogénica, caracterizada pelo fato de que
compreende um glicoconjugado de polissacarideo conjugado S.
pneumonia sorotipo 12F com uma proteina carreadora,
em que o referido glicoconjugado tem um peso molecular
entre 500 kDa e 5.000 kDa, uma razao sacarideo:proteina carreadora
(p/p) entre 0,2 e 4, e
em que cada glicoconjugado € obtenivel por um método
compreendendo as etapas de:
a) reagir um polissacarideo S. pneumonia sorotipo 12F com
2,2 ,6,6-tetrametil-1-piperidiniloxi (TEMPO) e N-
clorossuccinimida (NCS) em um solvente aquoso para
produzir um sacarideo ativado; e

b) reagir o sacarideo ativado de S. pneumonia sorotipo 12F
com uma proteina carreadora que compreende um ou mais
grupos amina.

2. Composicao imunogénica, de acordo com a reivindicagao
1, caracterizada pelo fato de que a proteina carreadora € uma toxina do
tétano, difteria, coqueluche, Pseudomonas, E. coli, Staphylococcus ou
Streptococcus.

3. Composi¢ao imunogénica, de acordo com a reivindicagao 1
ou 2, caracterizada pelo fato de que a proteina carreadora € CRMgy.

4. Composig¢ao imunogénica, de acordo com qualquer uma
das reivindicagcbes 1 a 3, caracterizada pelo fato de que compreende
ainda um excipiente, veiculo ou diluente farmaceuticamente aceitavel.

5. Composi¢ao imunogénica, de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que compreende
ainda um antigeno adicional.

6. Composicao imunogénica, de acordo com a reivindicagao

5, caracterizada pelo fato de que o antigeno adicional compreende um
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antigeno protéico ou um glicoconjugado de um polissacarideo capsular
derivado de S. pneumonia.

7. Composig¢ao imunogénica, de acordo com a reivindicagao
6, caracterizada pelo fato de que o antigeno adicional compreende um
glicoconjugado de um polissacarideo capsular selecionado dentre os
polissacarideos capsulares sorotipos Pn 1, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 8, 9V, 11A,
14, 15B, 18C, 19A, 19F, 22F e 23F.

8. Composicao imunogénica, de acordo com a reivindicagao
7, caracterizada pelo fato de que o antigeno adicional compreende um
antigeno proteico ou um glicoconjugado de um polissacarideo capsular
derivado de N. meningitidis.

9. Composig¢do imunogénica, de acordo com a reivindica-
¢ao 8, caracterizada pelo fato de que o antigeno adicional
compreende um glicoconjugado de um polissacarideo capsular
selecionado dentre os sorotipos A, C, W135 e Y polissacarideos
capsulares.

10. Composigao imunogénica, de acordo com a reivindicagao
8, caracterizada pelo fato de que o antigeno adicional compreende um
glicoconjugado de sorotipos X polissacarideo capsular.

11. Composic¢ao imunogénica, de acordo com a reivindicagao
5, caracterizada pelo fato de que o antigeno adicional compreende um
glicoconjugado de um polissacarideo capsular derivado do Streptococcus
do grupo B (GBS).

12. Composicao imunogénica, de acordo com a reivindicagao
11, caracterizada pelo fato de que o antigeno adicional compreende um
glicoconjugado de um polissacarideo capsular selecionado dentre os
sorotipos GBS la, Ib, II, I, IV, V, VI, VIl e VIII.

13. Composigao imunogénica, de acordo com qualquer uma
das reivindicacbes 1 a 12, caracterizada pelo fato de que compreende

ainda um adjuvante.
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14. Composigao imunogénica, de acordo com a reivindicagao
13, caracterizada pelo fato de que o adjuvante é um adjuvante a base de
aluminio.

15. Composigao imunogénica, de acordo com a reivindicagao
14, caracterizada pelo fato de que o adjuvante a base de aluminio é
selecionado do grupo que consiste em fosfato de aluminio, sulfato de
aluminio e hidréxido de aluminio.

16. Composigdo imunogénica, de acordo com qualquer uma
das reivindicag¢des 1 a 15, caracterizada pelo fato de ser para uso como
um medicamento.

17. Composigcédo imunogénica, de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 15, caracterizada pelo fato de ser para uso como
vacina.

18. Composigcdo imunogénica, de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 15, caracterizada pelo fato de ser para uso na
prevencao, tratamento ou melhora de uma infeccéo bacteriana, doenca
ou condi¢gdo em um individuo.

19. Composi¢ao imunogénica, de acordo com qualquer uma
das reivindicacbes 1 a 15, caracterizada pelo fato de ser para uso na
indugao de uma resposta imune protetora em um individuo.

20. Uso de uma composi¢cao imunogénica, como definida em
qgualquer uma das reivindicagdes 1 a 15, caracterizado pelo fato de que
€ na fabricagcdo de um medicamento para prevenir, tratar ou aliviar uma
infeccao, doencga ou condicao bacteriana.

21. Uso, de acordo com a reivindicagado 20, caracterizado
pelo fato de que a infeccdo, doenga ou condicdo esta associada as
bactérias S. pneumoniae.

22. Uso, de acordo com a reivindicagao 20, caracterizado
pelo fato de que a infecgdo, doenga ou condi¢cdo esta associada a

bactéria N. meningitidis.
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23. Uso, de acordo com a reivindicacdo 20, caracterizado
pelo fato de que a infeccdo, doenga ou condicdo esta associada a
bactéria Streptococcus do Grupo B.

24. Uso de uma composi¢cédo imunogénica, como definida em
qualquer uma das reivindicagcdes 1 a 15, caracterizado pelo fato de que
€ na fabricacdo de um medicamento para induzir uma resposta imune

protetora em um individuo.
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