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EM VEZ DE UMA ETAPA DE CENTRIFUGACAO DURANTE A PREPARACAO DE VESICULAS DE

MEMBRANA EXTERNA (OMVS) A PARTIR DE BACTERIAS, A INVENGAO UTILIZA
ULTRAFILTRAGAO. ISTO PERMITE QUE QUANTIDADES MUITO MAIORES DE SOBRENADANTE
CONTENDO OMV SEJAM PROCESSADAS NUM TEMPO MUITO MENOR. DESSE MODO, A
INVENGAO PROPORCIONA UM PROCESSO PARA PREPARAR OMVS BACTERIANAS, QUE
COMPREENDE UMA ETAPA DE ULTRAFILTRAGAO. A ETAPA DE ULTRAFILTRACAO E
REALIZADA NUMA SUSPENSAO AQUOSA DE OMVS DEPOIS DE AS MESMAS SEREM
PREPARADAS A PARTIR DE BACTERIAS E AS OMVS PERMANECEM EM SUSPENSAO DEPOIS
DA ETAPA DE FILTRAGAO. A INVENCAO E PARTICULARMENTE UTIL PARA PREPARAR OMVS A
PARTIR DE NEISSERIA MENINGITIDIS.



RESUMO

"ULTRAFILTRAGAO E ULTRACENTRIFUGAGAO PARA A PREPARACAO DE
VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA"

Em vez de uma etapa de centrifugagao durante a
preparacao de vesiculas de membrana externa (OMVs) a partir
de bactérias, a invencdo utiliza ultrafiltracdo. Isto permite
que quantidades muito maiores de sobrenadante contendo OMV
sejam processadas num tempo muito menor. Desse modo, a
invengao proporciona um processo para preparar OMVs
bacterianas, gque compreende uma etapa de ultrafiltracgao. A
etapa de ultrafiltracdo é realizada numa suspensao agquosa de
OMVs depois de as mesmas serem preparadas a partir de
bactérias e as OMVs permanecem em suspensdao depois da etapa
de filtragdo. A invengdo é particularmente Util para preparar

OMVs a partir de Neisseria meningitidis.
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DESCRICAO

"ULTRAFILTRAQAO E ULTRACENTRIFUGAQAO PARA A PREPARAQAO DE
VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA"

CAMPO DE APLICAGAO

A presente invencdo estd no campo da preparacdo de

vesiculas para fins de imunizacédo.

ANTECEDENTES DA TECNICA

Uma das varias abordagens para imunizacdo contra a
infecgcdo por N. meningitidis é utilizar vesiculas de membrana
externa (OMVs, do 1inglés Outer Membrane Vesicles). Uma vacina
eficaz de OMV contra o serogrupo B foi produzida pelo
Instituto Nacional Noruegués de Saude Publica [por exemplo,
ref. 1] mas, embora esta vacina seja segura e evite a doencga
NmB, a sua eficdcia é limitada a estirpe utilizada para fazer

a vacina.

A vacina “RIVM” é baseada em vesiculas que contém seis
subtipos de PorA diferentes e demonstrou ser imunogénica em

criancas em ensaios clinicos de fase II [2].

As referéncias 3 & 4 revelam wuma vacina contra
serotipos patogénicos meningocdcicos diferentes do serogrupo
com base em OMVs que retém um complexo de proteina de 65-kDa.

A referéncia 5 revela uma vacina gue compreende OMVs de



estirpes meningocdécicas geneticamente modificadas, com as
OMVs compreendendo: pelo menos uma proteina de membrana
externa (OMP) de Classe 1 mas nao compreendendo uma OMP de
Classe 2/3. A referéncia 6 revela OMVs que tém mutacgdes nas
suas ansas da superficie. A referéncia 7 revela composicgdes
que compreendem OMVs suplementadas com proteinas de ligacgdo a
transferrina (por exemplo, TbpA e TbpB) e/ou Cu/Zn superdxido
dismutase. A referéncia 8 revela composigdes que compreendem
OMVs suplementadas por varias proteinas. As referéncias 9 &
10 também descrevem preparagdes de OMV a partir de

meningococos.

A referéncia 11 revela um processo para preparar
vacinas a base de OMV, particularmente para o meningococo do
serogrupo A gue compreende as seguintes 10 etapas: (a)
cultivar as células bacterianas; (b) concentrar as células
cultivadas da etapa (a); (c) tratar as células com um
detergente de sal &cido biliar a um pH suficientemente alto
para nao precipitar o detergente, para inactivar as
bactérias, romper a membrana externa das bactérias e formar
vesiculas da membrana externa das Dbactérias, as referidas
vesiculas compreendendo componentes de membrana externa
principalmente apresentados na sua forma nativa; (d)
centrifugar a composicgdo da etapa (c¢) a 10.000-20.000 x g por
cerca de 1 a 2 horas para separar as vesiculas da membrana
externa das células tratadas e detritos de células, e colher
o sobrenadante; (e) realizar uma centrifugacaoc a alta
velocidade do sobrenadante da etapa (d) e colher as vesiculas
de membrana externa num grédnulo; (f) redispersar o grédnulo da

etapa (e) num tampdo por agitacdo a temperatura ambiente; (qg)



realizar uma segunda centrifugagdo a alta velocidade de
acordo com a etapa (e), colher as vesiculas de membrana
externa num grédnulo; (h) redispersar o grédnulo da etapa (g)
num meio aquoso contendo um agente de estabilizacdo por meio
de agitacdo a temperatura ambiente; (1) realizar uma
filtragdo estéril escalonada através de pelo menos dois
filtros de tamanho de poro decrescente da composicgao
redispersa da etapa (h), terminar com um filtro de tamanho de
poro de cerca de 0,2 um; e (j) opcionalmente incluir a
composicdo da etapa (i) num veiculo e/ou composicdo adjuvante

farmaceuticamente aceitdvel.

O documento US 2003/0059444-A revela um método para
substituir uma sequéncia de etapas de ultracentrifugacdao por

cromatografia de troca idnica e ultrafiltracdao.

E um objectivo da presente invencdo proporcionar um
processo melhorado para preparar OMVs para utilizacao em
vacinas, em particular um processo gque pode proporcionar uma
quantidade maior de OMVs em menos tempo, e particularmente um

processo adequado para utilizacdo em escala industrial.

REVELAGAO DA INVENGAO

A invencdo € baseada na constatacdao gue, em comparacao
com a centrifugagadao utilizada na etapa (e) do processo de
referéncia 11, a ultrafiltracdo permite gue quantidades muito
maiores de sobrenadante contendo OMV sejam processadas num
tempo muito menor (tipicamente >15 litros em 4 horas, em

comparacgao com <1,5 litros em 10 horas). Assim como permite



que a etapa (e) seja realizada mais rapidamente, a utilizacgao
de ultrafiltracdo permite que a etapa (f) seja evitada porque

as OMVs permanecem em suspensao.

Desse modo, a invencgao proporciona um processo para
preparar OMVs bacterianas de acordo com a reivindicagao 1,
que compreende uma etapa de wultrafiltracadao. A etapa de
ultrafiltracdao é realizada numa suspensdo agquosa de OMVs em
bruto depois das mesmas terem sido preparadas a partir de
bactérias e as OMVs permanecem em suspensadoc depois da etapa

de ultrafiltracao.

A etapa de ultrafiltracdo

A ultrafiltracdao é um processo de separacgao através do
qual o solvente ¢é removido de uma solug¢do (incluindo uma
solugcao coloidal) ou de uma suspensao forcando o©o mesmo a
fluir através de uma membrana por meio da aplicacgao de uma
pressdo hidrdulica. Os componentes na solugdo que sé&o
significativamente maiores do que o solvente nao podem passar

através da membrana. Desse modo, a ultrafiltracdo separa os

componentes com base no tamanho.

A etapa de ultrafiltracado, preferencialmente, resulta
na diafiltracdo da solucgdo. Na diafiltracdo, o solvente e/ou
microssolutos (por exemplos, sais) que sao removidos durante
a ultrafiltracao sao substituidos por novo solvente e
microssolutos. Em geral, a remocdo e a substituicdo ocorrem a
mesma taxa e o volume da solucgdo é desse modo mantido

constante. O efeito global do processo é, desse modo, a



substituigdo de solvente/microssolutos originais por novos
solvente/microssolutos. O processo da invencgdo pode assim

incluir uma etapa de diafiltracao.

A ultrafiltragdo é preferencialmente uma ultrafiltracgéo
de fluxo cruzado ou fluxo tangencial, em gue a solugao flui
substancialmente paralela a superficie da membrana, em vez de

fluir perpendicular a superficie como na filtragdo habitual.

As membranas preferidas para utilizacdao na etapa de

ultrafiltracdo tém um corte de cerca de 300 kDa.

A etapa de ultrafiltracao, preferencialmente, dura
menos de 10 horas, por exemplo, entre 2 e 6  horas,
preferencialmente entre 3 e 5 horas, por exemplo, entre 3,5 e

4,5 horas.

As membranas podem ser feitas de qualquer material

adequado, por exemplo, polietersulfona.

Etapas de pré-ultrafiltragdo

Antes da etapa de ultrafiltracao, O processo da
invencdo, tipicamente, compreenderd uma etapa inicial de
cultivo de células bacterianas (por exemplo, em caldo ou em
meio de cultura sdélido), opcionalmente seguido por uma etapa
de recolher e/ou concentrar as células cultivadas (por
exemplo, por filtragcao ou por uma centrifugacdo a baixa
velocidade para granular as células). No entanto, a invencgdo

pode ser realizada em bactérias que ja& foram cultivadas e/ou



colhidas separadamente. A cultura bacteriana,
preferencialmente, ndoc envolve a wutilizacdao de produtos
sanguineos nem material contaminado com um agente de

encefalopatia espongiforme transmissivel.

A etapa de ultrafiltragdo é realizada numa suspensao
aquosa de OMVs em bruto depois de as mesmas terem sido
preparadas a partir de bactérias. Antes da ultrafiltracgédo, o
processo pode, portanto, compreender uma etapa de preparagdo
de OMV em gue as células sdo tratadas para romper as suas
membranas externas. A ©preparagcao de OMVs a partir de
meningococos ¢é bem conhecida na técnica. Os métodos para
obter preparacgdes adequadas sao revelados, por exemplo, nas
referéncias 1 a 25. As técnicas para formar OMVs incluem
tratar as bactérias com um detergente de sal de &cido biliar
(por exemplo, sais de dcido litocdlico, dcido
quenodesoxicdlico, acido ursodesoxicdlico, acido
desoxicdlico, &cido c¢dlico, 4dacido wursocdlico, etc., com
desoxicolato de sdédio [26 & 27) sendo preferido para tratar
Neisseria) a um pH suficientemente alto para ndo precipitar o
detergente [117]. Outras técnicas podem ser realizadas
substancialmente na auséncia de detergente [28] utilizando
técnicas, tais como sonicacao, homogeneizacgao,
microfluidizacédo, cavitacdo, choque osmdético, moagem, prensa

francesa, mistura, etc.

A fim de preservar a conformag¢do nativa das proteinas e
outros antigénios de membrana externa instdveis, condicgdes
suaves sdo em geral seleccionadas para a preparacgao das OMVs.

A inactivacgdo por calor de bactérias (por exemplo, a 56° C ou



superior) ¢é assim preferencialmente evitada, bem como a

desnaturacao do solvente.

Etapas de pdés-ultrafiltragdo

Depois da etapa de ultrafiltragédo, as OMVs sao

tratadas adicionalmente.

Por exemplo, as OMVs podem ser esterilizadas. A
esterilizacdo é preferencialmente uma etapa final antes da
embalagem como um produto farmacéutico e pode ser
convenientemente obtida por esterilizacdo por filtro. Embora
as OMVs passem através de filtros padrdao de 0,22 um, estes
podem rapidamente ficar obstruidos por outro material e,
desse modo, é preferido realizar etapas sequenciais de
esterilizacdo por filtro através de uma série de filtros de
tamanho de poro decrescente, terminando com um filtro de
esterilizacao padrao (por exemplo, um filtro de 0,22 um).
Exemplos de filtros precedentes seriam aqueles com tamanho de
poro de 0,08 um, 0,45 pm, etc. A esterilizacao vantajosamente
ocorre a temperatura ambiente ou acima, em vez de a

temperaturas de refrigeracao. A flexibilidade da vesicula ¢é

maior a temperatura ambiente e vesiculas maiores (~0,2 um)
podem assim passar através de um filtro de 0,22 pm mais

facilmente, causando menos obstrucadao de filtros.

As OMV's sao centrifugadas (por exemplo,
ultracentrifugadas) depois de a ultrafiltragao ter ocorrido.
Desse modo, a 1nveng¢ao nao substitui completamente a

utilizacgcdo da ultracentrifugacgdao durante a preparacao de OMV,



mas remove pelo menos uma etapa de ultracentrifugacéo
relativa a ref. 11. Uma etapa de ultracentrifugacdo normal
requer cerca de 13 horas para 1,3 litros de suspensao de OMV,
e portanto um grande volume de OMV exige um grande recurso de
ultracentrifugacao. A ultrafiltracao de acordo com a invencgao
pode ser utilizada para reduzir o volume gque tem de ser
ultracentrifugado (em cerca de 3 vezes) e desse modo pode
melhorar o rendimento embora a ultracentrifugagdo naoc seja

totalmente evitada.

As OMVs podem ser combinadas com veiculos e/ou
adjuvantes e/ou estabilizantes farmacéuticos. Por exemplo,
o(s) gréanulo(s) da ultracentrifugacdo s&do ressuspensos (por
exemplo numa solug¢do de sacarose, preferencialmente cerca de
3% de sacarose) e podem entdo ser submetidos a esterilizacéo

por filtro conforme descrito acima.

As OMV's podem ser sonicadas. A sonicacgao é
particularmente Util entre a ressuspensdao de granulos de

centrifugacao e a esterilizacgao.

Depois da ressuspensao, as preparacdes de oMV,
preferencialmente contém entre 500 e 2000 mg de proteina por
mililitro, por exemplo, entre 900 e 1800 mg/mL, ou 1000 £ 100
mg/mL .

Processo total para preparar OMVs esterilizadas

De um modo geral, portanto, o processo da invengao

incluird as seguintes etapas: (1) cultivar as células



bacterianas; (2) colher as célula cultivadas; (3) formacao de
OMV; (4) separacao de OMV dos detritos celulares para dar uma
suspensao aquosa de OMV; (5) ultrafiltracao; (6)
centrifugagao e ressuspensao para colher as OMV purificadas;
e (7) esterilizacao. O pH pode ser ajustado em qualquer
estdgio necessdrio. De modo similar, pode ser wutilizada

diluig¢dao conforme apropriado.

A etapa (5) nesse processo substitui as etapas (e) e

(f) da referéncia 11.

A bactéria

A Dbactéria da gqual as OMVs sdo preparadas sdo Gram
negativas. A Dbactéria pode ser de qualquer género adequado,

"

incluindo Moraxella {por exemplo, M, catarrhalis {29,30]},

-

21,321y, Pseudomonas {(por

exemplio P. aeruginosa {31,321} Treponema {(por exemplo 7.
- 7 L 7 LI 4 ) Y I £

. 4 Arm 2 i JEPSRPR S ; o~y o P 1 i S T pqs v e S ¢

pallidum [33]), Haemophilus {por exemplo, H. Influenzae [9 &

181y, Porphvromonas

{pox
preferencialmente do

T

de Nelisseria sao N.

i8], Em N. meningitidis, qualguer um dos

i ? £

5 e ¥ pode ser utilizade, mas é preferido

partir do sserogrupo B,

As estirpes no serogrupo B =sdoc MCH8, 293¢,
H4476, 3%4/%8 e a da  Nova 2B/254 Os

melhores serotipos e estirpes a serem utilizadoes, no entanto
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exemplo, Ll; L3,3,7; L10; etc.), = as estir
incluem: {a) B:4:Pi.4; (b)) B:4:P1.15; {(c¢) B:1i5:
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multilocus (MLST) também foi utilizada para classificar
meningococos fref. 3% por ezemplo, o complexo ET-37 & o
complexs 3T-11 por MLET, o complexo ET-5 & 8ST-32 (ET-5}, a
linhagem 3 & ST-41/44, etc.

Fara reduzir a actividade pirogénica, é preferido quse a

N

adequadas

7 - . e g 7 T S S N
Neisge inte {40] e Helicobacter

endotoxina (I

mutante [4

para preparar membranas externas empobrecidas de LPS a partir
de bactérias Gram negativas sac revelados na raferéncila 42.
A bactéria pode ser uma bactéria do tipo selvagem, ou

pode ser uma bactéria recombinante.
recombinantes preferidas scbre-expressan {em

bactérias
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| f i b R ! 5 4 s
P1,19,15; P1.5¢,10; PL.12,13; e FP1.7h,4 {por refsz,
12 & 1i47.

l._r,

Outras bactérias recombinantes gue podem ser utilizadas

com a invencdo tém uma ou mals rmutagdes para diminuir {ou,

preferencialmente, para silencliar) a ezpressaoe de produtos

génicos particulares. ©Cs genes ypreferidos para a regulacdao

negativa e/ou para sllenciar incluem: (a) Cps, CirA, Cirs,

Ctrl, CtrD, FrpB, Galg,

1
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Opce, PiLiC, ForA, PorB, Siad, SiaB, SiaC, Siab, TbpaA, e/cu
TopR [9]; (b)Y CtrA, CtrB, CtrC, Ctrd, Fre®, GalE, HtrB/Msky,
Lbpad, LbpB, LpxK, 0pa, Opc, FPhoP, PilC PorkE, FPmrk, Pora,

Siah, S5iaB, SiacC, Siab, Thpa, e/ ou ThpB (1071 ; {)

Tdtica NMBOG33 [4371; (d) ExbB, ExbD, rmpM,
Ctrd, CtrB, Ctrd, Galk, LbkpA, Lpbd, Cpa, Opc, PL1C, PorA,
PorB, SiaA, SiaR, SiaC, SiaD, Thpad, e/ou ThpB {44]; e (&)

CtraA, CtrB, Ctrb, FrpB, OpA, OpC, PilC, PorA, PorB, &iaD,

Ny - N S .
domposicoes farmaceuticas

Para utillizacidoc humana, as OMVs em geral serio

combinadas com um veliculo farmaceuticamente aceltav

;.4

C termo “velcule farmaceutilicamente aceitidvel” refere-se
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a um veliculo para administracido de um agente terapédutico,

tai

como  anticorpoes ou um polipéptide, genes, e outros

in
I45)

cos. O termo refere-se a gualguer veiculo

ndao induz ele prépric & produgidc da
anticorpos nocives ao individuo gue regebe a composicio, e
gue pode ser administrado sem toxicidade indevida. Veiculos

adeqguados wodem macromeléculas grandes, lentamente

A E

metabo.

peiildeticos, dcidos

copelimeros de aminocacides, e particulas de virus inact:

|..
C
9%}

-]

ais wvelculos s3o Dbem conhecidos dos  especialistas na
téonica. Os veiculos farmaceuticamente aceitavelis nas
composigdes terapéuticas podem incluir liguidos tais oomo
e etanol. Podem também estar
presentes em tais velculos substincias auxiliares, tais como

sionantes, substéncias tamponantes

a2 ou emul

agentes molhants
do pH e outras. Tiplcamente, as composigdes terapéuticas sao
preparadas como injectdveis, seda como scolucdes ou suspensdes

£

liguidas; formas sdlidas adeguadas para solugdo ou suspensio
em veiculos liguido antes da injecgac tambem podem ser
preparadas., 0s lipossomas estdo inciuidos na definicdo de um
veiculo farmaceuticaments aceitdvel. Os sais
farmacsuticamente aceslitdveis também podem estar presentes na
composicgao farmacéutica, por exemplo, sais de dcidos minerais

tais como cloridratos, Doromidratos, fosfatos, sulfatcs e

outros; e o8 sals de é&cidos organicos tais como acetatos,

nzoatos, e outros. Uma complets

discussdo de exciplentes farmaceublicamente aceitdvels estd

na referéncia 46. A composiciéc tipicamente

incluird soro fisiocldégico.
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administracdo pEOor mucoss {por

pulimenar, rectal, vaginal, intranasal [4

também ser utilizadas ap.
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dérmicas, agulhas e

biclistica ou injectores. Injeccdo intramuscular £ a mans

preferida de administracdo.

A dose € ©3 meiog de administracdc dasz comgpozicdes

farmacéuticas da invengao sao determinados com  base nas

25 QBpeCcliilas ca compozigad

o weso do doente, o progresso da doenca e oubros

varias éreas do
preparadas as composigdes
podem ser
suspenstes 1liguidas As formas sélidas ade das para sclugac

também

licofiiizada}. A COMPOSLZ&0 pode ser preparada para

ura pf‘mada_. creme ou

pd. A composigdce pode sar acministracdo oral,

por exemplo, como um comprimide ou cidpsula ou oMo wWe Xarope

{opcionalmente aromatizado}. A composigdco pode ser preparada
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A composicdo
pode zer preparada para administracaoc nasal, aural, ou

ccular, por exemplo, comoe gotas.

Az OMVs preparacas de acordo cCom ¢ processo da invengao

podem ser  combinadas com um adijuvante, Os  adijuvantes

preferidos para aumentar a eficdcia da composicgdo incluemn,
mas nao sac limitados a: (A) MFLY (5% de Esgualenc, §,5% de

Tween 80, e 0,5% de Bpan 85, formulade em particulas

submicrométricas utilizando wum microfluidizador) [ver

as f{(isto &, uma particulas de -~
de didmetro, mais preferencialmente, ~200 mm a ~30 pm de
didmetro, e mals preferencialmente, ~500 nm a ~10 um de
didmetro} formadas de materiais que sio biodegraddvels e néo

N

téxicos  (por exemp.

poli-hidroxibutirvico, um poliortoéster, um polianidride, uma
clicaprolactona, eto.), com o poli{iactico-co-glicdlico)
sendo preferido, opcionalments tratado ara ter uma
superficie carregada negativamente (por exemplo com SDS) ou
uma superficie carregada positivamente {por ezemplo, com um
detergente catidnico, tal como CTAB) (51 & 52]; ligpocssomas
ref., 49]; (D) ISCCOMs [ver Capitulo
dem  ser  desprovidos de detergente

ontendo 10% de Esgualenco, 0,4% de

de bkloce plurdnico LiZ1 e thr
tante microfluidizade numa emulzdo submicrométrica COMo

turbilhonade para gerar uma emulsac de tamanho de particula



15

maicor {ver Capitulo 12 da wvef. 49]; (F) sistema adiuvants
Ribi™ {(RAS}, {(Ribi Immuncchem) contendo 2% de Esqgualeno, 0,2%

de Tween 80, e um ou mais componentes de parvede cgelular
t

(MPL), dimicolato de trealose (TDM)}) e esgueleto da parede

NI O

celular (CWS, preferencialmente MPL + CWS {Detox™); (G)

w0821 [ver

Capitulo 22 da ref. 491, também conhecido como Stimulon™; (H)

11 (1) ad-ijuvante de Freund completo

{(CFA} & adijuvante de Freund incompleto (IFA}; {J)} citoccinas,

tais como interleucinas {(por exempl

IL-6,  II

-

~
—
—
,_‘
g

-
D]
-
@)
Ay

-

interferdo-v), factor estimulante de coldnia de macrofagos,

ih

factor de necrose tumoral, etce. {ver Capitules 27 & 28 da

ref. 4%9]; {K) uma saponi

21 da ref. 491; (M) combinagdes de I3dMPL por exemplo, ocom

-
&2
[

.

e

o
—

03821 e/cu emulszsdes dlec em dgua oligonucliedtidos

271 isto €, gue contém pelo

L
e
D
9]
I8}
':s
”D
3
0,
o
,_3
=
I8}
r‘i‘
<
O
0]
@]
T
;

mencs um dinucledtido CG; (0} um éter de polioxietileno ou um
éster de polioxietilenc [58]; (P) um tensicactive de éster de
icxietilenc sorhitano em combinacdao com um octoxinol [59]
ou tensicactive de um éter ou éster alguil de polioxietileno
em combinacdéo com pelo menos um  tensiocactivo nde 1dénico

adicional tal como um octoxinol [601; (Q) wmn oligonucledtido

imuncestimulante {por exemplo, um oligonuc

gaponina [61]; (R} um imuncestimulante & uma particula de gal

[€21; (S} uma saponina e uma enmulsaoc o

Ll STV o e F M (A8 T TTEs o o~ T4 Ariac 3 - Y o -
) =nterotoxina {(“LT") E. c¢oli inactivada pelo <¢a
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cu =zeus mutantes destoxificados, tals como 08 mutantes K63 ou
R7Z [por exemplo, Capituleo 5 da ref. 64]; (U} toxina da

4 &
CTy

5 [por exemplo,

———
ot
=
0

2
-
—
j )
i
.
o}
‘_L
o

>
.

hidrdéxidosy), fosfatos de aluminio {incluindo

}, sulfato de aluminio, etc, [Capitulos 8 & ¢
da ref. 49); (X} imitadores de monofosforil lipido A, tais
como  derivados de fosfato de aminocalguil glucosaminida por

olifosfazenc (PCPP)Y;

¢}
C
s
“
LS
—
s
-~
N
-
jo
=

bloadesivo [661 tal como microesferas de dcido hialurdnico
esterificado [67] ou um mucoadesivo seleccionado do grupo gue

Sy e e PN B R o e 1N
ados de polif{acide acrilico},

14 < o
i &

lissacarido

53}
-

N

)

ko’

G

Ui

carboximetilcelu substéncias que actuam como
agentes imunoestimulantes também podem ser utilizadas [por

exemplo, ver Capitulc 7 da ref. 49].

preferidos para
imunizacao parentérica,. Az toxinas mutantes zido os adjuvantes
mucosais  preferidos, A utilizacdco de um adiuvante de

hidréxido de aluninioc € mais preferida, Dara

...J

.ar 2 este adi

injecgadc intramuscu.

utilizado com um tampao histidina

an

compoesigdao farmacéutica, que compreende as etapas de: (i)

preparar OMVs de acorde com a invencgao; e (ii}) formular as
r
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As  composigdes  preparadas utilizando o @ métode da

invencdo zdo preferencialmente composicles imunogénicas e 330

N

mais preferenc

mente composighes de vacina. Tals
composigdes podem ser utilizadas para produzir respostas

imunes ({(por exemplo, respostas de anticorpes) num mamifero

{por exenplc, num ser humano,

COme uma crianga.

C pH da composigdce ¢ preferencialmente entre 6 e 8

preferencialmente cerca de 7. O pH pode ser mantidoe por melo

de um tampdo. A composigidc pods ser estéril
e/ou livre de pircgénio., A compesicgdo pods ser isotdnica em
relacao a seres humanos. A composicado pode ou nao incluir um

conservante {por exemplo, tiomersal, Z-fenoxietancl, etce.)

Freferencialmente, & composicgde € livre de componentes

derivados do sangue, A composicdo & Lalmente livee

de agentes de encefal

r..l
”j
L_U
W
]
n
k@)
O
b
ke}
',_)
bt

“orme transmissivel (pox
exemplo, prides). A composigado é preferencialmente
aubatancialmente livre de bactérias inteiras, e em particular

de bactérias wvivas.

A Composicao podsa incluir material residual da
preparacan de vesiculas {por exemplo, detergente,

preferencialmente <0,4 pg de detergente por ug da proteina da
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OMVY o A ompozicdo  pode incluir  aguicares soldvels, por

exemplo, dissacédridoes tais como sacarose e trealose. 0 teor

de LFP3S é

da OMV .,

As composicdes  podem  ser  distribuidas em  VAarios
w1 Ky - N N Ty e v PR Y Y e Yy o 3 oy e
recipientes, por exemploe frascos ou seringas pré-cheias, A

utilizacdo de frascos de vidro é preferida. Estes recipientes

serac, em geral, esterilizados e hermeticamente fechados.

Cada reclipiente, preferencialimente, inclul uma dose unica,
por exemplo, 0,5 ml de liguid s podem  zer

embalades individualmente ou en exemplo numa

caixa de 10 frasces. Uma vez embaladas as composicdes da
invencado sdc preferencialmente armazenadas a uma tempseratura

entre 2 °C

2 “ N

°C, mas ndo devem szer congeladas.

®
(o8]

Az vacinas podem ser profildticas (isto &, para evitar

a doenga) ou terapéutica (isto €, para reduzir ou eliminar os

s
sintomas de uma doengal .

S ‘,\)"]1’\051 ') 2 S Para administ .'ac

ey

U)(

0 a doasntes
compreenderdo  uma quantidade Imunologicamente eficaz das
OMVs . Uma “quantidade imuncloglicamente eficaz” & uma

quantidade

(95}

uficiente para provoecar uma resposta imune num
doente, e mais praeferencialmente Uma resposta imune
protectora num doente. A guantidaede preclsa para um doente
dependerid do =zeu tamanho e satde, a natureza e grau do seu

estado, e 03 produtos terapéuticos ou conbinacido de produtos

terapéuticos seleccionados para administracdo. A guantidade
eficaz para uma dada situagido é determina por exparimentacac

de rotina e pertence ao julgamento de um médico. Para oz fins
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mg/kg a cerca de

compoesicae da in

Uma composicdo tipica incluird 50 um/mlL de proteina.

Para além de antigénios de 0OMV, as composigbes podem

inclulr um ou mais dos seguintes antigénics adicionais:

~ um antigénioc sacarido do serogrupo A, ¢, WI35 e/ou Y, de
- i 7 4 I4

7 - M. LAV R I SR} o~y ~ 0, [ SR K R AP I, [y -
N, meningitidis tal como © o¢ligossacaride reveladoe na
ref, 142 do serogrupce ¢ {ver também ref. 6£9] ou o

olicgossacidrido da 146
OL1gossacarico ga iL4e.

- antigénic de Helicobacter pylori tais come CaghA {70 a
731, VacA [T74, TU5], NAP [7¢, 77, 78], HopX [por exemplo,

a/ou ureasea.

-1
O
-
ey
i
J
T
<
—
T
A
=
o
=
3
D
©
;3
5
)
~
3
O

- um antigénic sacarido de Streptocoocus prneumoniae [por

i

a—

exemplo, &0, 81, &2
- um antigénio do virus da hepatite A, tal come o virus
inactivado [por exemplo, 83, 84].

- um antigénic do virus da hepatite B, tals ocomo 03

antigéniocs da superficie e/ou do

- um antigénio do virus da hepatite C [por exemplo, 86].

- um antigénio da difteria, tal como toxdide de difteria
fpor exemplo, capitulo 3 da ref. 8

- antigénic do tétano, tal como toxdide do tétanc [por
exempio, capitulo 4 da ref. 87].

- unm antigénio da Bordetella pertussis, tal COmo



20

holotoxina pertissis (PT) 2 hemaglutinina filamentosa

nentea também em

(FHA) de B, pertuzsis; opciona.

combinacgdo e/ou aglutinogénios 2 e 3 [por

l: eantigénic de pertGssis d=

2
[¢e]
&K

exemplo refs. 88
céiula inteira também pode zer utilizado.

. 4 EANRL . | 1 i S PR . 4 Sy B LI,
um antigénio sacérido de Haemophilus influenzae B [por

2
-3
)
o~
i
Q0
[o]
o]
e
o}
n
~——r
Q
23]
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&
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O
—
T
G
=
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X
D
=
5
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~
O
<
-
O
[
[
s
o
—
~
{2
-
L
=
)
o
P
P

um antigén de Chlamydia pneumoniae [por refs,
96 to 1027%.

um antigénio de Forphyromonas gingivalis [por exenmplo,
1031,

antigénic{s) da raiva [por exemplo, 104] tal como ©
virus inactivadoe liofilizado [por exemplo, 105,

RabAvert™},

antigénic do sarampo, papelra e/ou rubéola [por exemplo,

e n
capitulos 9,

antigénio{s) ada
ref, 871, © Se

superficis neuraminidass.

- S A - o A LR T NE T - . -
gincicial respivatsrio (RSV [106, 1071y e/ou virus dca

parainflusnza (PIV3 [108]}).

um  antigénio de Moraxells catarrhalis
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- um antilgénio de Staphviococcus aureus [por exemplo,

do Bacillus anthracis [por exemplo, 114,

- um antigénio de um virus da familla flaviviridae (gérnero

18), tal como o virus da febre amare

flavivir

A, ViXus da

poni

encefalite conesd, guatroe serotipos de  virus @ de

dengue, la encefalite transmitida por carrapatos;
virus do Nilo,
- um antigénic de pestivirus, tal como do wvirus da febre

- s d - R <7 vt ~ - 34 oy gy g - 3 oam ey ] NesaT A E =/ -
rorcina classica, virus da diarreia viral bovina, e/ou

- um antigénic de parvovirus, por exemplo do parvoevirus
B2,

- pridc {(por exemplo, a

- uma proteina amildide, tal como um

- um antigénioc do cancro, tal como agueles listados na

Tabela 1 da ref. 118 cu nas tabelas 3 & 4

A dnclusido de outros antigéniocs de N, meningitidis é
preferida. m  particular, a composigdo pode incluir  um
antigénio de sacdrido de um ou mails (isto &, 1, 2, 3 ou 4)

dos serogrupos meningocdcicos A, C, Wi35 e/ou Y. Quando menos

i - -, ~ N ~ - -1 i~y T LN ~ e < i -
de 4 desses servogrupos adiclionals sao incliluidos, € preferido

incluir pelc menos ¢ serogrupe C por exemplo, C+HA+WISH

CH+A+Y, C+WI3E4+Y,

Quando um antigénio de sacdrido ou hidrato de carborno &

utilizado, & ©preferencialmente c¢onjugade a uma proteina

o a fim de aumentar a imuncgenici

veiou ade [por ezenplo,

Qn
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refs. 120 a 129]. As proteinas veiculo preferidas sdc toxinas

ou toxdides bactervianocs, tais como toxdides da difteria ou do

G mutante aa LOXIna aa

particularmente preferido, [13C71. {utros polipéptidos

i371, vproteina D de H., influenzas {1328], citocinas [1391,

linfocinas 1397 hormonas [139 factores de crescimento
r 4

conjugados ac mesmo Lipe ou a um Lipo diferente de proteins

acgido de  conjugacdoe adeguada pode

igante adegquade, onde necessario.

meningocdeicos  [142-148%, o©os veiculos

Us antigénios de proteinas téxicas podem

destoxificados gquando necessaric, por exemplo, destoxifica

,
i
o
s
o
wl
}..
-
—
&

i
D]
-2
-t
{

e f e et e ey f e ey @ /o S e,
ESLE PO Meids JUiImicos /0oL Jgenetilos Lﬁg].

Quando o antigénio da difteria é inciuide na composicac
s preferido também incluir o antigénic do tétano e 0o

antigénio de pertlssis. De mode gimilar, guando um antig

“ étano ¢ incluldo é preferide tambédm incluir o antigénio

e

ct

da difteria e de pertissis. De modo similar, guando um
antigénio de pertissis é inciuido é preferido também incluir

c antigénio de difteria e tétanc. As ombinagdes DTP séo
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Os antigéniocs na composicgdo tipicamente estario presentes

numa concentragido de pele mencs 1 ug/ml cada. Em geral, a

concentracidc de qualguer dado antigénic serd suficiente para

suscitar uma resposta imune contra aguele antigénio.

omo  urma  aliternativa & utilizacgdo de antigénic de
proteinas na compesicdo da 1nvengdo, pode ser utilizade o
acido nucleico gue codifica o antigénio [por exemplo, refs,
148 a 1571, Os componentes proteicos das composigdes da

cldo nucleico

Q.

invencido podem assim ser substituidos pelo

nte  ADN, por exemplo, 13 forma de urm

T
i
o
i
e
D
o
@]
an
O

proporciona  um método para produzir  uma

respesta imune num deente, compreendendo administrar uma dose

imunogénica das OMVs da invencac no doente., A respoesta imune

& prefervencialmente protectora e preferenclialmente envolve

N

e
anticorpos e/ou imunidade mediada por célula. O método pode

produzir uma resposta de reforco,

O deoente & preferencialmente um ser humano, Quandoe a
vacina & para uso profilatico, o) ser humano &,

preferencialmente uma crianca (por exenplo, uma crianga até 2

anos ou um bebé) ou um adolescente; guando a vacina € para
uso  terapéutico, o aer  humano é preferencialmente um
adolescente ou um adulto. Uma wvacina destinada a coriancas

também pode ser administrada a adultos, por exemplo, para
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avaliar

e}

C doente

tem preferencialmente menos de 20 anos de idade, por exemplo,

de 13 a 19 anos de idade, 8§ a 12 anos de idade, 16 a 24 meses

de idade; € a 8 meses de idade, & zemanas & 5 meses de idades,
As vacinas da invengao sao preferencialmente

administradas por intramuscular. 0s locals tipicos
para a injecgao incluem a parte superior da coxa ou a parte
superior do bracgo
& invencdoc também proporciona as OMVs da invengao para
utilizacdo em medicina
4 invencgao também proporciona a utilizacio de OMVs da
na preparacas de um camento para tratar e/ou
3 infecgio meningocdcica a/ou a meningite
bacteriana.
A invencao pode ser uytilizada para suscltar imunidade
sistémica &/ou nmucosal,
O tratame de dosagem pode ser um esguema de dose
Unica ou um ssguema de doses mulitiplas. As doses miltiplas
podemn  ser utilizadas num primeiro esguema de  imunizacdo
primaric e/ou num  eaguemna  de de reforg¢o, por

exerpio, um esguema de imunizagéo

primarioc

pode

injecgdes, um intervalo de cer de & semanas entre cada
injecgdo. Un veiume tipico para uma dose ligquid
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Definicgdes

O termo "OMVY

utilizado nesse contexto inclux

2
o
[4)]
—

9
o)
1

i
y
0]
0
ot
0O
Z
(83

e
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o
e
s

s}
O
]
(J)
:s
-

O

83

obtida pela ruptura dJda

membrana externa gue incluem componentes proteicos da
membrana externa. As OMVs 830 preparadas artificialmente &
partir de bactérias {por axemplo  por tratamento corm
detergente) e assim sado distintas das microvesiculas (MVs
Ti581Yy e “0MVs nativas’ (‘NOMVse’ {[481), ambas as gquais sao

Las de membranas gue ocorrem naturalmente gue se

h

N
o

B
,,5
ﬁ
5

czpontaneamente  durante o crescimento bacteriance e 80

aldo do meio de c¢u

inteiras

mais pequenas no caldo do meio

e depcls colhendo as MVs do melce empobrecido de
células. As estirpes para utilizagdo na produgdoc de MVs

podem, em geral, ser seleccionadas com base na guantidade de

(93]

oduzidas em cultura, por exemplo, as vefs 159 & 160

descrevem Neigsseria com alta produgac de MV,

C termo “compreendendo’” pode significar “incluindo”™ bem
como “consistinde”, por exenplo, uma composligido “consistindo”
em X pode consistir exclusivamente em X ou pode incluir algo
adicional, por exemplo, X + ¥,

C termo “cerca de’” em lor numérlico x

4}
o
<
j8
e

significa, por exemplo, = + 10%,
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&5

A palavra “substanclalmente” ndo exciui *“comple

por exemplo, uma composigidco que € *substancialmente livre”™ de
Y pode ser completamente livre de Y. Quando necessdric, a
“zubstancialmente” pode ser da da

inve qu”:‘ o

BREVE DESCRICAC DOS DESENHOS

A Ficura 1 apresenta um processo gue inclui

de ultracentrifugagdo sem ultrafiltracdo (nac de acordo com &

invengaoe). A Figura 2 ilustra um processo no gual uma etapa

trifugacéo fol substitul

de cer

ultrafiltracgio,

MODOS PARA REALIZAR A INVENQﬁQ

Bxemplo I ~ OMVs do serogrupc B meningocdcico (estirpe

norusguasal

O serogrupo B da N. 44/74, da

rz

Noruegal fol cultivado em oito placas “de meio selectivo para

9]
(3]
.

o~
N

Meningococes” a em 5% de COx/ar atmosférico por 24

G B

heoras. As células foram ccolhidas em 2 tubos com 12 ml de meio

de Frantz. O contetdo dos tubos foil adicionado a frascos de 2

X 500 mL contendo meio de E

agitacac por 12 horas para obter o desenvolvimento correcto

para transferir para frascos de Z x 5000 ml contendo meio de

Frantz {1500 mi). Os
por mais 12 horas para dar ¢ indcule. Um frasco fol adicionado

a um fermentador Chemap com capacidade de 300 1, contendce 110
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L do meio de Frantz pré-esterilizado e extracto de levedura

izado por filtragao. Depcis da inoculacgaoc o

)

PH era de 7,1, mantidc a 7,0 com WaCH 3 N. Foi realizada uma

fermentagac  pox asragan da superficie, controlande a
guantidade de ar 0O, e o agitador aplicado, e cultivando por 10

P, o [} ; e - - £ 3 N JR. | AT B
horas a 35 °“C. O desenvelvimento fol determinado a uma CDsoonwms

de 7,10, o fermentador foi arrefecido para menos de 15 °C, o
fornecimento de ar fol reduzido & a fol continuada a

00 rpm de um dia para o outro.

A oz o bacteriana dn fermentador
& Gaa Laglieriana Q0 rLermentaldnl

a uma unidade de filtracdo de fluxo

roi
o
l.J
t
a
"
-+
a
0
[
0]
it
,
T
=
0}
v
i
v
1947
o8}
.
~

cruzadoe Milligore CUF eqguipada com valvulas, bombas e um

tro com filtros de polietersulfona 4 Pellicon

ol seguida com uma concentracgido de

Tivesse vazio, &

O
volume conztante até gue o fermentador est
depois uma outra concentracgdc fol realirzada para dar um

volume de 5,5 L.

A concentragao da suspensdoe foi realizada na unidade

CFF fazendo circular a szsuspensdo passar pelos filtros, com

poie

]

A3

uma pressaoc de transmembrana sendo continueamente monitori

c mantida a menos de $,5 bar (observada: 0,5 bar no final da
concentragdo) .
C aiuste do pH da suspensac bacteriana concentrada do

[}
m
$)
=
ge)
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)
-
n
|
@]
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~
(Y
.
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)
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0
0
o
=
o
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<O
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P}

1

mM, seguido por 15 nminutos de agitagdoc na unidade CFF ¢

(@)

ar

-

[

¢

assegurar condigdes uniformes.

(OM) foi iniciadoe pela adigido, por meio da tubagem, de 500 ml
de um  tampaoce Tris-HCL 0,1 M {(pE &) contendo 10% de

’—" oy
"

o

&

Q

o8

@

i~

)

3¢ minutos, & a suspensdoe ezxtraida (9,5 L), wveri
estar ompletamente sem bactérias vivas, fol drenada por

bombeamento para dentro de un frasco de 25 L.

Numa primeira experiéncia ndo de acordo com a invencao
{experiéncia A; Figura 1), foram preparadas OMVs em bruto

distribuindo a suspensdoe inactivada a tubos de centr

Ny

de 500 mlL e centrifugandc uma centrifuga Beckman a 9000 rem

A = - o ~ Y1 4 3 1m = = o PO T A I o T 3~
(16650 x ) COY 1 hora a 4 C, colhende 3,2 L ce

sobrenadante. 1,35 L de OMVs em bruto foram purificados por

duas ultracentrifugacdo subsequentes a 19000 rpm, 4 °C por

=

-

i3,€¢ horas e 6,8 horas respectivamente,; coihende o granulado,

O granuladce foi suspenso em 6560 mL de szacarcse a 3% com
agitacdo magnética a temperatura ambiente até homogéneo,

obtends uma concentragio do material purificado de 1,32 g/L

(ex

Numa segunda experiénci

'3))

h
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Lo de OMVs em brutc a partir de suspensio

utilizando uma unidade de filtracde de fluxo

s.,J
[
&
@]
D)
=
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o
]
o

3 SR I i " e a A1 1 ]
cruzado CUE equipada ¢ vailvuiaz, bombas & um mocdulo de
filtro com filtros de polietersulfona 4 Pellicon PZR300VES
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corte de 300 kD). A trans de 1 L de OMVs em

brute foi seguida por un volume constante

até que os 3 L estavan

diafiltrades por

meic 4o adiclionamento de 5 L de tampac Tris-HCL 0,05 M de pH

8,6 com EDTA 2 1% de DOC e 20% de sacarose. O retentado

obtido fol purificado por ultracentrifugacado a 192000 rpm, 4

“C, wor 6,8 horas, coihendo ¢ granulade. O granulado foi
suspenso em 1 L de sacarose a 3% com agitagido magnética a
temperatura ambiente até homogéneo, obtendo-se umna

concentragac de 0,85 g/L de proteina total noe material

Az purificagdes finails de OMV obtidas para a experiénoia

filtracgio

45 i,
~11 final (0,22 Mm),
a experiéncia A, com

>

aJ)

1,1 mg/ml e 1 L para a

~ .- L J .- INDT -] N -] -
croteina de OMV depoeoils da

\

filtragde foram de 0,12 mg/mbL e 0,59/mL respectivamente.

As OMVs foram carvacterizadas como a secuir:

Experiéncia B | Bxperiéneia A& | Especificacgis
Desoxicolato 1,5 0,4 G, 1-0,4

{ug/qg de
proteinal

Proteina de 0,004 G, 004 <(, 035
s/g de
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(continuacao)

Experiéneia B | Experiéncia A | Especificacgido

Endotoxina 2,8 x 107 2,6 « 107 <20 x 107

(Ul/g de

proteina)

LIPS (ug/g de 0,05 0,08 0, 060,12

oroteina)

SRS pags
1,7 2,2 1=
11,8 12,7 i-12
24,6 25,1 22-32
34,8 32,8 30-43
12,0 12,2 918
15,0 15,1 10-24

Desse modo, as OMVs preparadas utilizando

ultrafiltracdo tém uma composicdo similar aquelas obtidas por
ultracentrifugacdao. Em comparagcdo ao método da técnica
anterior, no entanto, o método da invencao é muito mais

simples e mais répido.

Exemplo 2 - OMVs a partir de serogrupos B

meningocdcicos (estirpe Nova Zeldndia)

O serogrupo B de N. Meningitidis (estirpe NZ 98/254, da
Nova Zeladndia) foi cultivado como anteriormente, excepto que:
(a) foi utilizado meio de Catlin em vez de meio de Frantz; (b)
as culturas iniciais de 150 mL foram desenvolvidas a um nivel
pronto para transferir para um fermentador Chemap com
capacidade para 300 L, contendo 120 L de meio pré-
esterilizado; (c) o desenvolvimento no fermentador Chemap por
12 horas; (d) o desenvolvimento foi determinado em ODsognnm de

5,90.
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A transferéncia do fermentador foi como anteriormente,

excepto que a concentracao foi realizada até um volume de 5 L.

A concentracgao foi realizada como anteriormente.

O pH foli ajustado como anteriormente, excepto que: (a)
o pH final foi 8,6; (b) a guantidade de tampao Tris-HC1l 0,1 M

adicionado foi de 6 L.

A inactivacgédc/extraccéo fol come anteriormente,
excepto: (a) foram adicionades 600 ml de tampao Tris-HC1l; (b)

o volume de suspensao extraido foi de 19,5 L.

A preparagdo das OMVs em bruto foili como anteriormente,
excepto: (a) os tubos de centrifugagao tinham um volume de
1000 mL; (b) a centrifugacado foi de 8000 rpm (16650 x g) para

dar 17,5 L de sobrenadante.

A filtracao de fluxo cruzado para purificar as OMVs (em
vez de centrifugacdao) foi como na experiéncia B acima,
excepto: (a) wutilizacdo de 17,5 de OMVs em bruto; (b)
utilizagcdao de dois filtros de polietersulfona P2B300V05
(corte de 300 kD); (c) wutilizacao de uma transferéncia
inicial de 4 L de OMVs em bruto; (d) diafiltracadao com 30 L de
tampdo Tris-HCl; (e) o gréanulo foi ressuspenso em 1,2 L de
sacarose a 3%; (f) o material homogéneo foi adicionalmente
sonicado, e deu uma concentragao final de material purificado

de 1,5 g/L de proteina total.
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A purificacdao final foi como anteriormente, excepto:
(a) a filtracdo foil através de dois filtros de cépsulas
(Sartoclean CA, Sartobran P) em sequéncia, primeiro pré-
filtros de 0,8+0,62 um, depois uma filtracdo estéril final de
0,45+0,22 um. A concentracdo da proteina de OMV depois da

filtracgdo foi de 1,0 g/L.

As OMVs foram caracterizadas Ccomo a sSeguir:

Exemplo 2 Especificagio
Desoxicolato 0,4 0,1-0,4
(ng/g de proteina)
ADN 0,0005 <(,035
(ng/g ds proteina)
Endotoxina (Ul/g de 5393 <20 x 107
proteina)
LPS (po/g de proteina) 0,10 0,06-0,12
SRS page
8C kDa 3.8
70 kbDa 5,4
classe I 18,7
ciasss IIL + SOA 21,32
clazse IV 10,7
clazse V 2,7
NspA 3.9 L=7

Assim, o método de producdo proporcionou OMVs com um
mosaico de antigénio nativo e um nivel fortemente reduzido de
LPS. Em comparagdo com o método da técnica anterior onde
foram utilizadas duas etapas de ultracentrifugacao, no

entanto, a invencdo € muito mais simples e mais rapida.

Exemplo 3 - OMVs a partir de serogrupos B

meningocdécicos (estirpe Nova Zeldndia)
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As OMVs em bruto foram preparadas a partir da estirpe
98/254 conforme descrito acima. O pH foi ajustado para entre
7,5 e 9,0 (tipicamente entre §,3 e 8,5) com tampdo, e depois
concentradas até 20 litros por ultrafiltracgdo por entre 3,5 e
4,5 horas wutilizando cassetes de Polissulfona Millipore
Pellicon 2 com uma darea de superficie de 3 m’. O material
concentrado foi diafiltrado contra 7 volumes de uma solucdo
contendo Tris-EDTA, 1% de DOC e 20% de sacarose (‘tampao B’')
e depois com 3 volumes de “‘tampao Bl’ (o mesmo que o ‘tampao
B’ mas com apenas 0,5% de DOC. O retentado foi de novo
concentrado até 4 litros e colhido. 0 sistema de
ultrafiltracdo foi lavado com o tampao Bl. O retentado foi
entao lavado, e as OMVs (retentado + lavados) foram
armazenados a 2-8 °C. A biocarga no material final foi zero e
o teor de endotoxina foi de <0,05 UI/mL. O processo

apresentou excelente consisténcia de lote para lote.

0] material armazenado foi centrifugado numa
ultracentrifuga Beckman Coulter Optima XL 100K utilizando um
rotor tipo 19 e frascos Beckman de 250 mL (220 £+ 10 mL de
material por frasco), 19000 rpm por 408 minutos a 2-8 °C. Os
grdnulos foram lavados em 10 mL de uma solugdo de sacarose a
3% e foram entdo ressuspensos em sacarose a 3% (volume de 60
mlL adicionado) utilizando um agitador magnético a 700 rpm
(2,5 cm bar) em frascos Beckman de 250 mL. O material
ressuspenso foi sonicado por 300 minutos a <20 °C. Se
necessdrio, o material sonicado foi diluido com uma solucdo
de sacarose a 3% para dar uma concentracdo de proteina final
de 1,2 mg/mL. A biocarga no material final foi zero e o

processo apresentou excelente consisténcia de lote para lote.
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As OMVs foram submetidas a uma etapa de filtracao
final, primeiro através de filtros de 0,8-0,65 pm e depois
através de filtros de 0,22 um. As OMVs sonicadas foram
passadas para dentro de um recipiente de vidro esterilizado
com pré-filtros de 0,2 m’ Sartoclean CA de 0,8-0,65 um. Esta
pré-filtracdao foi realizada por 5-6 minutos com uma bomba
peristdltica utilizando apenas um conjunto de filtros. O
filtrado foi entao passado para um segundo recipiente de
vidro esterilizado com filtros de 0,4 m’ Sartobran P 0,4-0,22
pm. Esta filtragcao durou 7-10 minutos, de novo com bombas
peristdlticas. Os pré-filtros foram lavados com 500-600 mL de
sacarose a 3% e os filtros de 0,22 um foram lavados com 200
ml. de sacarose a 5% depois da filtracdo. O material de OMV
final foi armazenado a 2-8 °C e continha <0,16 pg de LPS por
ng de proteina e <0,4 ung de DOC por ug de proteina. A
biocarga foi zero. O teor de proteina nas OMVs foi entre 800

png/mL e 1000 pg/mL.
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REIVINDICACOES

Processo para preparar vesiculas de membrana externa
bacteriana (OMVs) para utilizagao em vacinas, que
compreende as etapas de: (1) ultrafiltracao realizada
numa suspensdao aquosa de OMVs em bruto gque foram
preparadas a partir de bactérias Gram negativas, em que
as OMVs permanecem em suspensdo depolis da etapa de
ultrafiltracao; (ii) ultracentrifugagdao da suspensao; e
(1iii) ressuspensao das OMVs ultracentrifugadas a partir

dos granulos da ultracentrifugacédo.

Processo de acordo com a reivindicagao 1, em que a etapa

de ultrafiltracdo resulta em diafiltracao.

Processo de acordo com qualquer reivindicacéao
precedente, em que a ultrafiltracdo é de fluxo cruzado

ou de fluxo tangencial.

Processo de acordo com qualquer reivindicacgao
precedente, em que a membrana utilizada para

ultrafiltracao tem um corte de cerca de 300 kDa.

Processo de acordo com qualquer reivindicacgao
precedente, em que as OMVs sdo ressuspensas na etapa

(1ii) numa solucdo de sacarose.

Processo de acordo com qualquer reivindicacao
precedente, em que as OMVs sdo esterilizadas depoils da

etapa (iii).



10.

11.

12.

13.

Processo de acordo com a reivindicacdao 6, em gue a

esterilizacdo é por esterilizacao por filtracéo.

Processo para preparar OMVs bacterianas para utilizacao em
vacinas, que compreende as etapas de: (a) cultivar as
células Dbacterianas; (b) recolher e/ou concentrar as
células cultivadas; (c¢) romper as membranas externas das
células cultivadas; e (d) preparar OMVs por meio do método

de acordo com qualguer uma das revindicagdes 1 a 7.

Processo de acordo com qualquer reivindicacgéao
precedente, qgque compreende ainda a etapa de combinar as
OMVs com veiculos e/ou adjuvantes e/ou estabilizantes

farmacéuticos.

Processo de acordo com a reivindicagdo precedente, em

que a bactéria é Neisseria meningitidis.

Processo de acordo com a reivindicag¢ao 10, em qgue a

bactéria é uma N. meningitidis do serogrupo B.

Processo de acordo com a reivindicagao 11, em gque a
bactéria é uma estirpe E:4:P1.4, uma estirpe B:4:P1,15,

umna estirpe B:4:P1,7b,4 ou uma estirpe B:15:P1.7,16.

Processo de acordo com gqualguer uma das reivindicacgdes
10 a 12, em qgue a N. meningitidis tem uma ou mais
mutagdes para diminuir ou silenciar a expressao de um

produto génico.



14.

Processo de acordo com a reivindicagao 13, em gue o
produto génico ¢é Cps, CtrA, CtrB, CtrC, CtrD, ExbB,
ExbD, FrpB, GalE, HtrB, MsbB, LbpA, LbpB, LpxK, NMB0O033,
OpA, OpC, PhoP, PiIC, PmrE, PmrF, PorA, PorB, rmpl,
SiaA, SiaB, SiaC, SiaD, SynA, SynB, SynC, TbpA e/ou
TbpB.
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FIGURA 1
OMVs em Bruto
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sobrenadante <%.__. Granulo (OMV) suspenso em
sacarose a 3% e
sonicado
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FIGURA 2
OMVs em Bruto
Concentragao &
S Diafiltragao
) Residuo de
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< Ultracentrifigacgao
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sonicado

Se necessiario, diluigiog
adicional a conc de
proteina de
0,45-1,2 mg/mL
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