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“METODO PARA A PREPARACAO DE UMA VACINA
MENINGOCOCICA CONJUGADA AO TOXOIDE TETANICO EM
VOLUMES COMERCIAIS”

Campo da Invencao

Os métodos para a preparacdo de vacinas conjugadas
de polissacarideo-proteina em producdao elevada, sdo fornecidos.
Os métodos envolvem a reagdo de um grupo de hidrazida em um
reagente com um grupo de aldeido em outro reagente. A reacdo
prossegue rapidamente com uma eficiéncia de conjugacdo elevada.
Os processos de purificacdo simplificados podem ser empregados
para separar o produto conjugado do polissacarideo e proteina ndo
conjugados e outros subprodutos de molécula pequena.

Antecedentes da Invencao

Os polissacarideos bacterianos (PSs) s3ao antigenos
independentes de T induzindo imunidade em curto prazo em
criangas mais velhas, e adultos, porém frequentemente ndo em
bebés. Os PSs sdo incapazes de se ligarem as maiores moléculas do
complexo de histocompatibilidade, que ¢é requerido para
apresentacdo de antigeno a, e estimulacdo de linfocitos auxiliares
T. Os PSs sdo capazes de estimular os linfécitos B para a producgdo
de anticorpos sem a ajuda de linfocitos auxiliares T. Como um
resultado da estimulacido independente T dos linfécitos B, hd uma
caréncia da inducdo de memoria seguindo a imunizacdo por esses
antigenos.

Os antigenos de polissacarideos independentes de T
podem ser convertidos para antigenos dependentes de T por
ligacdo covalente dos polissacarideos as moléculas de proteinas.

As células B que ligam o componente de polissacarideo
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da vacina conjugada podem ser ativadas por célula T auxilia-
res especificas para peptideos gque sdo uma parte da proteina
portadora conjugada. A resposta T auxiliar a proteina porta-
dora serve para aumentar a produgdo de anticorpo pelo polis-
sacarideo. As vacinas conjugadas de PS, sdo hibridos de po-
lissacarideo-proteina formados pela ligagdo covalente de uma
proteina a um PS. A modificag¢do quimica do PS antes da liga-
¢30o é tipicamente requerida por que a maioria dos PSs bacte-
rianos nativos ndo podem ser quimicamente ligados a uma pro-
teina sem primeiro passar por alguma modificagdo quimica
(“ativagdo”) .

A ligagdo & proteina produz varios epitopos de cé-
lula T. Esses epitopos de célula T interagem com células T
auxiliares CD4, grandemente facilitando uma resposta de an-
ticorpo ao polissacarideo ligado. A resposta dependente de
célula auxiliar T a um conjugado resulta em ambos anticorpos
IgG de soro e memdria imune, mesmo em bebés. Adicionalmente,
a imunogenicidade do conjugado de PS, em contraste com o PS
nativo, é menos dependente do tamanho do PS conjugado. Con-
sequentemente, os conjugados preparados ou com PS ou com o-
ligossacarideos podem ter imunogenicidade similar.

Existem muitas rea¢des de conjugagdo que tém sido
empregadas para covalentemente ligar os polissacarideos as
proteinas. Trés dos métodos mais comumente empregados inclu-
em: (1) aminagdo redutiva, onde o grupo de aldeido ou cetona
em um componente da reagdo reage com o grupo de amino ou hi-
drazida no outro componente, e a ligag¢do dupla C=N formada é

subsequentemente reduzida para ligag3o tnica C-N por um a-
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gente de redugdo; (2) conjugagdo de cianilagdo, onde o po-
lissacarideo & ativado ou por brometo de cianogénio (CNBr)
ou por tetrafluorocborato de l-ciano-4-dimetilamoniopiridineo
(CDAP) para introduzir um grupo de cianato ao grupo de hi-
droxila, que forma uma ligag3o covalente ao grupo de amino
ou hidrazida sob adicgdo do componente de proteina; e (3) uma
reagdo de carbodiimida, onde a carbodiimida ativa o grupo de
carboxila em um componente da reag¢do de conjugagdo, e O gru-
po de carbonila ativada reage com o grupo de amino ou hidra-
zida no outro componente. Essas reag¢les sdo também freqlien-
temente empregadas para ativar os componentes do conjugado
antes da reagdo de conjugagao.

As vacinas conjugadas de Haemophilus influenzae
tipo b (Hib) representam as primeiras vacinas conjugadas de
PS-proteina produzidas para uso clinico. Robbins e seus co-
legas em 1980 utilizaram o processo biotecnoldgico de quimi-
camente ligar os sacarideos aos portadores de proteina, um
conceito desenvolvido hd 50 anos atrds. Observe Avery e ou-
tros, J. Exp. Med. 1929; 50-533-550; Schneerson e outros, J.
Exp. Med. 1980; 152:361-376. Existem agora quatro vacinas
conjugadas de Hib diferentes licenciadas nos Estados Unidos,
cada diferente, e cada tendo suas prdprias caracteristicas
fisicas, quimicas e imunoldgicas, como sumarizado na Tabela
1. Uma revisdo detalhada do produto quimico de conjugacdo e
controle de qualidade empregados nessas vacinas tem sido pu-
blicada. Observe Kniskern e outros, “Conjugation: design,
chemistry, and analysis” em Ellis e outros, Development and

Clinical uses of Haemophilus b conjugate vaccines, Nova
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York: Marcel Dekker, 1994: 37-69.
Tabela 1

Vacina® Tamanho do Sa- |Proteina Porta- | Espagador (Li-

carideo dora gador)
PRP-D Polissacarideo Toxdide de difte- | Espacador deé6
(Connaught) ria carbonos

(ADH)

HbOC Oligossacarideo | Proteina de | Nenhum (Amida)
(Wyeth- difteria
Lederle) (CRM)
PRP-OMPC Polissacarideo Proteina menin- | Tioéter
(Merck) pequeno gocdcica (bigenérico)
PRP-T Polissacarideo Toxdide de tétano | Espagador de 6
(Aventis carbonos
Pasteur) (ADH)

* As quatro vacinas conjugadas de Hib sdo descritas comumen-

te na literatura com essas acrossemias,

responsaveis estdo em parénteses.

de toxdide de

(PRP-D),

zido ligado através de um espagador de seis carbonos,
drazida de &cido adipico

pregando o procedimento de Schneerson e outros,

1980; 152:

361:376.

difteria de

(ADH) ,

O primeiro conjugado de Hib comercial,

e os fabricantes

fosfato de poliribosilribitol

consiste de PS de Hib de tamanho parcialmente redu-

dii-

ao toxbide de difteria em-

J. Exp. Med.

O derivado de ADH de toxdide de difteria

conjugado

foi obtido neste método por rea¢do com ADH na presenca de
cloridrato de carbodiimida de 1-[3-(dimetilamino)-propil]-3-

etila (EDC). O PS de Hib foi ent3o ativado criando-se grupos

I



10

15

20

25

.

L3

.

. . . .
.

*

.

.
.
.
. . .
e ¢ o .

e oo e sese o0

de cianato nos grupos de hidroxila empregando CNBr. O PS a-
tivado foi conjugado ao ADH-toxdide (conjugagdo de cianila-
cdo), porém o processo criou uma ligagdo instével e o conju-
gado teve problemas na solubilidade.

O produto quimico de conjugagdo de Robbins foi mo-
dificado mais tarde tal que o espagador de ADH tenha sido
adicionado primeiro ao polissacarideo, que é entdo conjugado
a proteina purificada na presenga de EDC (reagdo de carbodi-
imida). Observe Chu e outros, Infect. Immun. 1983; 40: 245-
256; Schneerson e outros, Infect. Immun. 1986, 52:519-528.
Esta modificagdo melhorou a eficiéncia da conjugagdo e solu-
bilidade do produto. O conjugado de proteina de tétano de
fosfato de poliribosilribitol (PRP-T) utiliza o produto qui-
mico melhorado para covalentemente ligar o polissacarideo de
Hib ao toxdide de tétano (observe a Tabela 1).

A vacina conjugada de toxdide de difteria de mu-
tante de reagd@o cruzada de fosfato de poliribosilribitol
(PRP-CRM), também referido como conjugado de oligossacarideo
de Haemophilus b (HbOC), n&o contém PS de Hib. Ao contrério,
ela utiliza os oligossacarideos de cerca de 20 unidades de
repetigdo derivados por oxidag¢d@o de periodato da funcionali-
dade de glicol na porgdo de ribitol. Os oligossacarideos o-
xidados sdo entdo ligados diretamente a CRM;q7, uma forma mu-
tante ndo tdéxica de toxina de difteria isolada de culturas
de Corynebacterium diphtheriae C7 (f197), na presencga de ci-
anoboroidreto de sédio (aminag¢do redutiva). Observe, Ander-
son e outros, J. Immunol, 1989; 142:2464-8; e Anderson, In-

fect. Immun. 1983, 39:233-238. Neste método de conjugag¢io, a

A7
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relac3o de oligossacarideo para proteina foi constatada ser
critica para resposta de anticorpo ideal. Observe, Knisken e
outros, “Conjugation: design, chemistry, and analysis” em
Ellis e outros, Development and Clinical uses de Haemophilus
b conjugate vaccines. Nova York: Marcel Dekker, 1994: 37-69;
Anderson e outros, J. Immunol. 1989; 142:2464-8.

Comparada com outras vacinas conjugadas de Hib, a
vacina conjugada de complexo de proteina de membrana externa
de polissacarideo de Hib-Neisseria meningitidis (PRP-OMPC)
tem vArias propriedades tGnicas. O portador da proteina ndo &
um componente da vacina de difteria, tétano e cogqueluche
(DTP), porém consiste de vesiculas de membrana externa me-
ningocdcicas desprovidas de lipopolissacarideo as quais es-
tdo ligadas ao PS de Hib de tamanho reduzido através de uma
ligagdo de tioéter. Observe Marburg, e outros, J. Amer.
Chem. Soc. 1986; 108-5282-5287; Kniskern e outros, “Conjuga-
tion: design, chemistry, and analysys” em Ellis e outros,
Development and Clinical uses de Haemophilus b conjugate
vaccines. Nova York: Marcel Dekker, 1994: 37-69; Anderson e
outros, J. Immunol. 1989; 142:2464-8. Neste processo, os li-
gadores separados sdo ligados a ambas as proteinas e polis-
sacarideos de Hib, seguido por fusdo dos ligadores para for-
mar uma ligag¢do de tioéter.

Neisseria meningitidis é uma causa principal da
sépsis e meningite bacteriana em todo o mundo. Os meningoco-
cos patogénicos sdo envelopados por uma cédpsula de polissa-
carideo que estd ligada & superficie da membrana externa do

organismo. Treze sorogrupos diferentes de meningococos foram
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identificados com base na especificidade imunoldgica do po-
lissacarideo capsular. Observe Frasch e outros, 1985. Desses
treze sorogrupos, cinco causam a maioria das doengas menin-
gocdcicas; esses incluem os sorogrupos A, B, C, W135, e Y. O
sorogrupo A é responsidvel pela maioria das doengas epidémi-
cas. O sorogrupo B, C e Y causam a maioria das doengas endé-
micas e erupgdes localizadas. A defesa do hospedeiro do me-
ningococo invasivo é dependente da bacteridlise mediada pox
complemento. Os anticorpos do soro que sido responsaveis pela
bacteriélise mediada pelo complemento sdo direcionados em
grande parte contra o polissacarideo capsular externo. Ob-
serve Rosenstein e outros, N. Engl. J. Med., 344:1378-1388,
2001.

Com a excegdo do sorogrupo B, as vacinas de segu-
ranga de polissacarideo que induzem a protegdo relacionada
com a idade estiveram disponiveis por muitos anos. Entretan-
to, seguindo a administra¢do de vacinas de polissacarideo,
os titulos de anticorpos caem rapidamente e a memdria imuno-
légica nd3o & induzida. Observe Jodar e outros, 2000, Biolo-
gicals, 28: 193-197.

As vacinas convencionais com base no polissacari-
deo meningocédcico eliciam uma resposta imune contra o polis-
sacarideo capsular. Esses anticorpos s3o capazes de bacteri-
6lise mediada por complemento do meningococo especifico do
sorogrupo. As vacinas meningocdcicas contendo os polissaca-
rideos capsulares purificados induzem os anticorpos bacteri-
cidas do soro protetor em adultos, entretanto eles sdo po-

bremente imunogénicos em criangas abaixo de 4 anos de idade
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e podem induzir tolerédncia. Observe Taunary e outros, 1974,
Pediatr. Res., 8:429; Gold e outros, 1975, J. Clin. Invest.,
56: 1536-1547; Leach e outros, 1997, J. Infect. Dis., 175:
2000-204.

Para superar as limitag¢des das vacinas de polissa-
carideo e com base no sucesso reconhecido das vacinas de Hib
conjugadas, esforgos recentes no desenvolvimento de vacinas
glicoconjugadas de sorogrupos A e C meningocdcicas tém sido
reportados. O uso muito difundido das vacinas conjugadas de
Hib também protege os grupos de idade ndo incluidos nos pro-
gramas de vacinagdo através da redugdo do estado de portador
e transmissdo resultando na imunidade em massa. Observe Pel-
tola, H. 2000, Clinical Microbiol. Reviews, 13: 302-317. Es-
sas vacinas tém sido mostradas imunogénicas e bem toleradas
em bebés. A imunidade em longo prazo é melhorada por indugdo
da memdria, como demonstrado para o componente de Sorogrupo
C da vacina conjugada meningocdcica AC administrada a bebés
Gambian. Observe Fairley e outros, 1996, J. infect. Dis.,
174: 1360-1363; Leach e outros, 1997, J. Infect. Dis.,
175:200-204.

As vacinas conjugadas de sacarideo-proteina contra
sorogrupos A e C de N. meningitidis ou outras bactérias en-
capsuladas tém provado ser eficazes na redugdio de doencas
humanas causadas por esses patdgenos. O acoplamento covalen-
te dos oligo ou polissacarideos bacterianos, que induz a
resposta imune independente de célula T, a imundégenos de
proteina dependente de célula T resulta em moléculas que s3o

altamente imunogénicas em bebés e jovens criangas induzindo
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as respostas de memdria. Observe Chu e outros, 1983, Infect.
Immun., 40: 245-256; Richmond e outros, 1999, J. Infect.
Dis., 179:1569-1572; Peltola, H. 2000, Clinical Microbiol.
Reviews, 13:302-317; Ramsay e outros, 2001, Lancet, 357:
195-196.

Durante os Ultimos 5 anos, no Reino Unido, a inci-
déncia de doenga meningocdcica aumentou rapidamente, o que
fez com que o desenvolvimento da vacina conjugada meningocd-
cica C fosse aplicado em programas de imunizagdo para todas
criangas com idade de 1 a 18 anos. Apds provar que uma dose
tnica seria suficiente para afetar e induzir a meméria imu-
noldégica, em 1999, o Reino Unido tornou-se o primeiro pais a
introduzir vacinas meningocdcicas em seu programa nacional
de imunizacgado. Obsefve o Departamento de Satde, Londres,
1999, PL/CMO/99/2 PL/CNO/99/4 PL/CPHO/99/1; Richmond e ou-
tros, 1999, J. Infect. Dis., 179: 1569-1572; Richmond e ou-
tros, 2001, J. Infect. Dis., 183: 160-163.

A vacinagdo infantil com conjugados meningocdcicos
pode fornecer prote¢do em longo prazo contra doenga. Os ni-
vels de anticorpo e meméria imunoldgica foram avaliados em
criangas Gambian de 5 anos de idade as quais receberam a va-
cinagdo conjugada meningocdcica A/C (Men A/C) na inféncia.
Observe MacLennan e outros, 2001, J. Infect. Dis. 183:97-104.

No Brasil, a doenga meningocdcica ocorre em 1-
3/100.000 de habitantes, e é principalmente causada por so-
rogrupo B (60%) seguido pelo sorogrupo C (40%). Observe Si-

fontes e outros, 1997, Arch. Med. Res., 28:41-5. Para obter

o0 controle da doenga desde os anos setenta, o Brasil tem
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produzido as vacinas de polissacarideo (A/C) contra Neisse-
ria meningitidis. A fim de seguir a melhora tecnolégica para
as vacinas bacterianas de polissacarideo, as vacinas de po-
lissacarideo C-toxdide de tétano e polissacarideo A-toxdide
de tétano tém sido desenvolvidas empregando metodologia de
aminagdo redutiva como o procedimento inicial. Observe Jen-
nings e outros, 1981, J. Immunol., 127: 1011-1018. O método
selecionado foi primeiramente aplicado aos polissacarideos A
e C e tem aplicabilidade potencial a outros polissacarideos
meningocdcicos.

Existem varios métodos que tém sido empregados pa-
ra a ativagdo do PS meningocdcico e para a conjugagdo, como
sumarizado na Tabela 2. Cada modo de ativagdo tem o potenci-
al para alterar os epitopos importantes, mesmo quando rela-
tivamente poucos sitios sdo ativados na molécula de PS. A
ativagdo de periodato do PS meningocdcico do grupo C, por
exemplo, resulta na quebra da cadeia gerando unidades de sa-
carideo menores com grupos de aldeido terminal que podem ser
ligados & proteina através da aminacd3o redutiva. Observe Ri-

chmond e outros, J. Infect. Dis. 1999; 179:1569-72.

Tabela 2
Método Tamanho do | Proteina Espacg¢ador Procedimento Empregado
Sacarideo Portadora em huma-
nos
No. 1 Reduzido Toxbide de | Nenhum Forma de aldeido | Ndo
Amina- tétano de PS combinado
gdo com proteina na
Reduti- presenga de cia-
va noboroidreto de
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sbédio
No. 2 Nativo Toxdide de | Nenhum PS e proteina |Nao
Carbo- tétano combinados na
diimida presenga de car-
bodiimida, em
seguida bloguea-
dos com etanola-
mina.
No. 3 Oligossa- | CRMqe, Acido adi- | Terminacdo da | Sim
Ester carideo pico redugdo aminada
ativo?® do oligossacari-
deo conjugado a
proteina por
acido adipico
(NHS) ,
No. 4 Reduzido CRM, o7 Nenhum Forma de aldeido | Sim
Amina- de sacarideo
cao combinado com
Reduti- proteina na pre-
va sen¢a de ciano-
boroidreto de
sédio
No. 5 PS De-OAc® | Toxéide de | Nenhum Forma de aldeido | Sim
Amina- tétano de PS combinado
gdo com proteina na
Reduti- presenga de cia-
va noboroidreto de
sédio

a. Diéster de N-hidroxisucinimida de &cido adipico

b. PS desacetililado somente reportado para grupo C meningo-

1
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Os estudos iniciais na produgdo e otimizagdo dos
conjugados meningocécicos do Grupo C foram reportados bem
antes da comercializagdo dos conjugados de Hib. Observe Beu-
very e outros, Infect. Immun. 1982; 37: 15-22; Beuvery e ou-
tros, Infect. Immun. 1983; 40:39-45; Beuvery e outros, J.
infect. 1983; 6:247-55; Jennings, e outros, J. Immunol,
1981; 127: 1011-8.

Duas metodologias de conjugagdo diferentes tém si-
do reportadas para quimicamente ligar o PS do grupo C a um
portador de proteina. Observe Jennings e outros, J. Immunol.
1981; 127: 1011-8; Beuvery e outros, Infect. Immun. 1983;
40:39-45. O primeiro método emprega PS parcialmente despoli-
merizado, que é ativado pela criacdo de grupos de aldeido
terminais através da oxidagdo de periodato (Método No. 1 na
Tabela 2). Os aldeidos s&o entdo reagidos através da amina-
¢do redutiva combinada com os grupos de amino livre na pro-
teina, principalmente lisina, na presenga de cianoboroidreto
de sddio. Observe Jennings e outros, J. Immunol. 1981. Neste
método, a ativagdo ocorre em um sitio especifico no PS do
grupo C.

O segundo método utiliza a reagdo de carbodiimida
(Método No. 2 na Tabela 2) para covalentemente ligar os gru-
pos carboxilicos no PS de peso molecular elevado aos grupos
de t¢-amina de lisina na proteina portadora. Os sitios de a-
tivagdo neste método s3c mais aleatdrios, comparados com a
ativagdo de periodato.

Os conjugados meningocdcicos do grupo C preparados

70
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por esses dois métodos tém sido avaliados em animais, Obser-
ve, Beuvery e outros, Dev. Biol. Stand. 1986; 65:197-204; e
Beuverye outros, J. Infect. 1983; 6:247-55. Os conjugados
estimulam ambas respostas dependentes de célula T e indepen-
dentes de célula T na imunizagdo inicial. Observe, Beuvery e
outros, J. Infect. 1983; 6: 247-55. Os estudos tém mostrado
que o PS deve, entretanto, ser covalentemente ligado a pro-
teina portadora para induzir uma resposta de anticorpo de-
pendente de célula T.

Os primeiros conjugados meningocdcicos do grupo A
e grupo C a serem empregados em experiéncias clinicas foram
preparados por Chiron Vaccines e foram reportados em 1992
(Método No. 3 na Tabela 2). Observe Costantino e outros,
Vaccine 1992; 10: 691-8. O método de conjugagdo foi com base
na ativag¢do do grupo terminal seletivo de pequenos oligossa-
carideos produzidos por hidrdlise de &cido moderada seguido
por acoplamento a uma proteina através de um espagador de
hidrocarboneto. O mutante n3o tdéxico de toxina de difteria,
CRM:57, foi empregado como o portador de proteina. Para ati-
var os oligossacarideos para conjuga¢do, um grupo de amino
foi adicionado a extremidade do oligossacarideo, e em segui-
da reagido com o diéster de N-hidroxisucinimida de &cido a-
dipico para criar um éster ativo. Este éster ativo foi ent3o
covalentemente ligado aos grupos de g-amino de 1lisina na
proteinais;, criando o conjugado.

Sumidrio da Invencdo

Os métodos convencionais para a preparacgdo das va-

cinas conjugadas de PS-proteina n3o usam o produto quimico
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de hidrazida na reagdo de conjugagdo de aminagdo redutiva,
uma vez que a hidrazida na forma de ADH tem sido empregada
na ativagdo de polissacarideos. Esses métodos da técnica an-
terior utilizam os grupos de e-amino de residuos de lisina
na proteina para reagir com os grupos funcionais nos PSs a-
tivados, tal como grupos de aldeido (aminagdo redutiva) e
grupos de carboxila. A eficiéncia da reagdo € baixa, tipica-
mente somente cerca de 20%. A reac¢do também requer dois a
trés dias para a conjugagdo ser concluida, necessitando do
uso de etapas de purificagdo para separar o conjugado do PS
ndo reagido. Observe Guo e outros, “Protein-polysaccharide
conjugation” em: Pollard e outros, Methods in Molecular Me-
dicine, Vol. 66: Meningococcal Vaccines: methods and Proto-
cols, Humana Press, Totowa, NJ, 2001, pag. 49-54. Existem
varias explicagdes que tém sido propostas para as produgdes
baixas observadas. Primeiro, o grupo de e-amino de 1lisina
(pKa = 10,5) tem baixa reatividade nas condig¢des de conjuga-
¢&o (pH 6,5-7,4). Observe Inman e outros, Biochemistry 1969;
8: 4074-4082. Segundamente, a maioria dos métodos de conju-
gagdo emprega toxdides como as proteinas portadoras. Os to-
x6ides s8c derivados de uma toxina por destoxificagdo com
formaldeido, que combina com os grupos de amino da toxina,
deixando um ntmero limitado de grupos de amino disponiveis
para a conjugagdo. Terceiramente, a solubilidade reduzida da
proteina ativada resultante e do conjugado de proteina-PS
pode levar & precipitacdo.

As vacinas existentes com base em PSs s3o de uso

limitado em criangas jovens e n3o fornecem protecdo longa-
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mente duradoura em adultos. Desse modo, uma necessidade e-
xiste para uma vacina conjugada de PS-proteina capaz de con-
ceder proteg¢do em longo prazo contra doengas em criangas e
adultos em risco para, por exemplo, meningite bacteriana,
influenza, tétano, e outras infecg¢des bacterianas. Os conju-
gados de proteina-PS da modalidade preferida podem ser em-
pregados para preparar as formulagdes de vacina capazes de
conceder protegdo em longo prazo a bebés, criangas e adul-
tos.

Consequentemente, os métodos para a preparagdo das
vacinas conjugadas de polissacarideo-proteina em produgdes
elevadas sdo desejaveis. Também desejaveis sdo os métodos
onde a reagdo prossegue em uma taxa rapida, com produgdo re-
duzida de subprodutos indesejados, e com quantidades reduzi-
das de polissacarideo e proteina ndo reagidos restantes no
final da reagédo.

Um procedimento aumentado para a produgdo de volu-
mes comerciais (de 8 mL a 2.000 mL ou mais de produto final)
é fornecido incluindo a otimizag3oc do equipamento de purifi-
cagdo. Durante a padronizagdo da metodologia, o potencial
imunogénico dos conjugados Men C foi comparado com CPS comum
em camundongos através da indugdo de anticorpo total por
ELISA, e sua atividade bactericida foi contra o filamento C
de N. meningitidis. Nesta metodologia, os polissacarideos A
(APS) e C (CPS) de N. meningitidis produzidos na Bio-
Manguinhos, FioCruz, Rio de Janeiro, Brasil, foram covalen-
temente ligados ao toxdide de tétano (TT) (do Instituto Bu-

tantan, Sdc Paulo, Brasil), por amina¢8o redutiva na presen-
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ca de cianoboroidreto de sédio. O TT foi ativado com diidro-
cloreto de hidrazina em excesso, para introduzir grupos de
hidrazina (-NH,-NH,;) por reagdo de carbodiimida.

Conseqlientemente, em uma primeira modalidade, um
método para a preparagio de uma vacina conjugada é forneci-
do, o método compreendendo reagir um polissacarideo com um
agente de oxidagdo, por meio do gual uma solugdo de um po-
lissacarideo ativado por aldeido & obtida; reagindo uma pro-
teina com dicloreto de hidrazina em um pH &cido, por meio do
qual uma solucdo de uma proteina ativada por hidrazina & ob-
tida; reagindo o polissacarideo ativado por aldeido com a
proteina ativada por hidrazina em um pH de cerca de 5 a cer-
ca de 7 na presenga de cianoboroidreto de sdédio, por meio do
qual um conjugado é obtido; e neutralizando os grupos de al-
deido ndo reagidos com diidrazida de acido adipico, por meio
do qual uma vacina conjugada capaz de estimular uma resposta
imune & obtida.

Em um aspecto da primeira modalidade, o agente de
oxidagdo compreende NalIO,.

Em um aspecto da primeira modalidade, a solugdo do
polissacarideo ativado por aldeido é permutada por tampdo
com um tampdo HEPS.

Em um aspecto da primeira modalidade, a solug3o do
polissacarideo ativado por aldeido é permutada por tampdo em
um pH de cerca de 7 a cerca de 8.

Em um aspecto da primeira modalidade, a solugdo da
proteina ativada por hidrazina é permutada por tampio com um

tampdo de Na,COs;.
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Em um aspecto da primeira modalidade, a solugdo da
proteina ativada por hidrazina é permutada por tampdo em um
pH de cerca de 10,0 a cerca de 11,0.

Em um aspecto da primeira modalidade, um pH da so-
luc3o da proteina ativada por hidrazina & aumentado de cerca
de 7,0 a cerca de 11 antes da solugdo de proteina ativada
por hidrazina ser permutada por tampdo em um pH de cerca de
10,0 a cerca de 11,0.

Em um aspecto da primeira modalidade, o polissaca-
rideo ativado por aldeido é reagido com a proteina ativada
por hidrazina em uma relag¢do de cerca de 1:1,6 a cerca de 1:5.

Em um aspecto da primeira modalidade, o método a-
inda compreende a etapa de diafiltrar a vacina conjugada,
por meio da qual substancialmente todos os compostos ndo re-
agidos e polissacarideos ndo conjugados s&@o removidos, pro-
duzindo uma vacina conjugada purificada.

Em um aspecto da primeira modalidade, o método a-
inda compreende a etapa de concentrar a vacina conjugada pu-
rificada por ultrafiltra¢do de fluxo tangencial, produzindo
uma vacina conjugada purificada concentrada.

Em um aspecto da primeira modalidade, o método a-
inda compreende a etapa de adicionar a sacarose como um es-
tabilizador & vacina conjugada purificada concentrada, pro-
duzindo uma vacina conjugada estabilizada.

Em um aspecto da primeira modalidade, o método a-
inda compreende a etapa de liofilizag8o da vacina conjugada
purificada concentrada, produzindo uma vacina conjugada seca.

Em um aspecto da primeira modalidade, o polissaca-
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rideo & selecionado do grupo consistindo em polissacarideos
meningocécicos, polissacarideos de pneumococos, polissacari-
deo tipo b de Hemophilus influenzae, polissacarideo Vi de
salmonella typhi, e polissacarideos de Estreptococo do grupo
B.

Em um aspecto da primeira modalidade, a proteina é
selecionada do grupo consistindo em toxdide de tétano, to-
x6ide de difteria, CRM;97, e proteina meningocdcica.

Breve Descricdo dos Desenhos

Figura 1 fornece perfis de cromatografia de exclu-
sdo de tamanho de alto desempenho (HPSEC) de polissacarideos
Men A oxidados e nativos, toxdide de tétano ativado e conju-
gado de Men A.

Figura 2 fornece IgG total (ELISA) de camundongos
imunizados com 3 doses de trés conjugados Men C diferentes
(21 dias a parte).

Figura 3 fornece titulos bactericidas de camundon-
gos imunizados com 3 doses de trés conjugados Men C diferen-
tes (21 dias & parte) (filamento alvo N. meningitidis C).

Desgcrigdo Detalhada da Modalidade Preferida

A seguinte descrigdo e os exemplos ilustram uma
modalidade preferida da presente inveng3o em detalhes. Aque-
les de experiéncia na técnica reconhecem que existem numero-
sas variagbes e modificaq¢des desta inven¢3o que s3o abrangi-
das por seu escopo. Conseqiientemente, a descric3o de uma mo-
dalidade preferida ndo deve ser suposta limitar o escopo da

presente invengdo.

2b



10

15

20

25

19

Introdugdo

Os métodos convencionais para a sintese e prepara-
cdo das vacinas conjugadas de polissacarideo-proteina tipi-
camente empregam as reacdes de conjugacdo com eficiéncia
baixa (tipicamente cerca de 20%). Isto significa que até 80%
do polissacarideo ativado adicionado &€ perdido. Além disso,
um processo cromatogrédfico para purificag¢do dos conjugados
de PS n3o conjugado é tipicamente requerido. Os métodos sin-
téticos das modalidades preferidas utilizam as propriedades
quimicas, caracteristicas de grupos de hidrazida em um rea-
gente para reagir com os grupos de aldeido ou ésteres de ci-
anato no outro reagente com uma produgdo de conjugado melho-
rada (tipicamente, td3o elevada quanto 60%).

Quando a reagdo de conjugagdo prossegue com uma
eficiéncia de conjugagdo maior, a quantidade de polissacari-
deo e proteina ndo conjugados restantes apds a reagdo, pode
ser suficientemente baixa a fim de tornar sua remogio desne-
cessaria. Conseqlentemente, o processo de purificacdo do
produto de conjugado pode ser simplificado para, por exem-
plo, uma etapa de diafiltragdo para remogdo de subprodutos
de moléculas pequenas. A reag3o de conjugagdo com base em
hidrazida pode ser realizada para conclus3io dentro de um ou
dois dias em concentragdes de reagente de cexrca de 1 a cerca
de 40 mg/mL em relagdes em mol de PS/ proteina de cerca de
1:5 a cerca de 5:1, preferivelmente de cerca de 1:2 a cerca
de 1:1,6 ou 1:1, embora em certas modalidades relacdes maio-
res ou menores possam ser preferidas. A reagdo de conjugacio

€ preferivelmente conduzida a temperaturas de cerca de 4°C a
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cerca de 40°C, preferivelmente de cerca de 5, 10, 15 ou 20°C
a cerca de 25, 30 ou 35°C, e em um pH de cerca de 6 a cerca
de 8,5, preferivelmente de cerca de 6,1, 6,2, 6,3, 6,4 ou
6,5 a cerca de 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, 7,0, 7,1, 7,2, 7,3, 7,4,
7,5, 7,6, 7,7, 7,8, 7,9, 8,0, 8,1, 8,2, 8,3 ou 8,4, com con-
di¢des ideais variando de acordo com o polissacarideo. Con-
seqientemente, a vacina conjugada pode ser preparada em cus-
to reduzido quando uma reagdo de conjugagdo com base em hi-
drazida € empregada.

Para superar certas desvantagens dos métodos con-
vencionais para sintetizar as vacinas conjugadas, um método
para a conjugagdo de PSs as proteinas portadoras empregando
produto quimico de hidrazida na reagdo de conjugagdo de cia-
nilagdo e aminag¢do de redugdo é fornecido. Os grupos de hi-
drazida tendo a estrutura -NH-NH; s3o introduzidos nos gru-
pos de carboxila dos residuos de &acido apatico e/ou &cido
glutdmico de moléculas de proteina por reacdo de carbodiimi-
da com hidrazina, ADH, carboidrazida, ou diidreto de sucini-
la. A proteina ativada é mantida soldvel em um pH de cerca
de 10 a cerca de 11,5, preferivelmente de cerca de 10,1,
10,2, 10,3, ou 10,4 a cerca de 10,6, 10,7, 10,8, 10,9, 11,0,
11,1, 11,2, 11,3, ou 11,4, e mais preferivelmente cerca de
10,5, com um tampdo em uma concentrac¢do de cerca de 3 ou me-
nos a cerca de 10 mM ou mais, preferivelmente de cerca de 4
ou 5 mM a cerca de 6, 7, 8 ou 9 mM, antes da conjugag¢3o. Os
tampdes adequados incluem porém n3o est3o limitados a
Na,COz;, &cido 3- (cicloexilamino)-1l-propanosulfénico (CAPS),

e acido sulfénico de (2-(N-cicloexilamino)etano (CHES). A
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proteina ativada é entdo reagida com o polissacarideo ativa-
do contendo grupos ou de aldeido (aminagdo redutiva) ou de
cianato (conjugag¢do de cianilag3o) em um pH de cerca de 6 a
cerca de 8,5, preferivelmente de cerca de 6,1, 6,2, 6,3, 6,4
ou 6,5 a cerca de 6,6, 6,7, 6,8, 6,9, 7,0, 7,1, 7,2, 7,3,
7,4, 7,5, 7,6, 7,7, 7,8, 7,9, 8,0 na presenga de um tampdo
em uma concentragdo de cerca de 100 mM ou menos a cerca de
200 mM, preferivelmente de cerca de 110, 120, 130, 140 ou
150 mM a cerca de 160, 170, 180 ou 190 mM. Os tampdes ade-
quados incluem, porém ndo estdo limitados a piperazina-N’-
(dcido 2-etanosulfdnico) de N- (2-hidroxietil) (HEPES), sali-
na tamponada de fosfato (PBS), TES (EDTA, Tris-HCl1l, SDS),
dcido morfolinopropanosulfdnico (MOPS), e &cido N,N-bis(2-
hidroxietil) -2-aminoetanosulfénico (BES).

Alternativamente, o PS pode ser funcionalizado com
o8 grupos de hidrazida. O PS ativado pode ser conjugado, em
pPH 6,5-7,5 com um tampdao forte, para proteinas ativadas con-
tendo grupos de aldeido (amina¢do redutiva). A proteina é
mantida solGvel em um pH de cerca de 10,5 com um tampdo fra-
co até o ponto de conjugagdo. Por causa da reatividade mais
elevada dos grupos de hidrazida (pKa= 2,6) comparados com o
grupo de g-amino de lisina (pka= 10,5) em condi¢des A&acidas
neutras/ moderadas, e por causa da solubilidade realcada do
conjugado empregando proteina ativada mantida soldvel em
cerca de pH 10,5 antes da conjugagdo, a producdo da reacgdo
de conjugag¢do & grandemente aumentada.

Os conjugados preparados por esses métodos sdo i-

munogénicos em animais experimentais, como demonstrado nas
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experiéncias em camundongos. Além disso, a reagdo de conju-
gagdo pode ser eficientemente realizada sem cianoboroidreto
de sédio, por meio do qual evitando a introdugdo de ion de
cianeto no produto conjugado. A reagdo pode ser conduzida
sob condi¢des de pH neutro ou acido moderado a temperatura
ambiente ou a 4°C durante a noite quando oposta aos dias pa-
ra os métodos de conjugagdo de aminagdo redutiva convencio-
nais. Isto novamente garante a produgdo de vacina conjugada
de produgdo elevada para polissacarideos instéveis, tal como
aqueles de Haemophilus influenzar tipo b, Streptococcus
pneumoniae tipo 19F e Neisseria meningitides grupo A. Os mé-
todos das modalidades preferidas podem ser empregados para
produzir vacinas conjugadas menos caras, por meio das guais

promovendo grandemente a salde pilblica.

O Polissacarideo

O termo “polissacarideo” como empregado aqui, € um
termo amplo, e é empregado em seu sentido ordindrio, inclu-
indo, sem limitagdo, o sacarideo compreendendo uma plurali-
dade de unidades de repetigdo, incluindo, porém ndo limitado
aos polissacarideos tendo 50 ou mais unidades de repeticgdo,
e oligossacarideos tendo 50 ou menos unidades de repeticdo.
Tipicamente, os polissacarideos tém de cerca de 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90 ou 95 unidades de repetic3io a cerca
de 2.000 ou mais unidades de repetig¢do, e preferivelmente de
cerca de 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 500, 600, 700,
800, 900 ou 1000 unidades de repetigcd3o a cerca de 1100,

1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800 ou 1900 unidades de

repetigdo. Os oligossacarideos tipicamente abrangem de cerca
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de 6, 7, 8, 9 ou 10 unidades de repetigdo, a cerca de 15,
20, 25, 30 ou 35 a cerca de 40 ou 45 unidades de repetigdo.

Os polissacarideos adequados para uso nas modali-
dades preferidas incluem os polissacarideos e oligossacari-
deos de bactérias encapsuladas. Os polissacarideos e oligos-
sacarideos podem ser de qualquer fonte, por exemplo, eles
podem ser derivados de bactérias de ocorréncia natural, bac-
térias geneticamente construidas, ou podem ser produzidos
sinteticamente. Os polissacarideos e oligossacarideos podem
ser submetidos a uma ou mais etapas de processamento antes
da ativagdo, por exemplo, purificagdo, funcionalizagdo, des-
polimerizagdo empregando condigdes oxidativas moderadas, de-
sacetilagdo, e outros. As etapas pds-processamento podem
também ser empregadas, se desejado. Qualquer método adequado
conhecido na técnica para sintetizagdo, preparagd@o e/ou pu-
rificagdo de oligossacarideos e polissacarideos adequados
pode ser empregado.

Os polissacarideos ou oligossacarideos para uso
nas modalidades preferidas incluem os polissacarideos pneu-
mocbécicos de, por exemplo, sorotipos 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F,
8, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20,
22F, 23F e 33F; polissacarideos meningocdcicos de sorotipos
A, B, C, W135, e Y, fosfato de poliribosilribitol de polis-
sacarideo Haemophilus influenzae tipo b, polissacarideos es-
treptocdcicos do grupo B de sorotipos III e V e polissacari-
deos Salmonella lyphi Vi. Outros polissacarideos de soroti-
pos estreptocdcicos do grupo B e pneumocdcicos, e sorogrupos

meningocécicos sdo também adequados para uso aqui, uma vez
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que s3o outros antigenos de polissacarideo e oligossacarideo
independente de T, por exemplo, polissacarideos e oligossa-
carideos derivados de estreptococos do grupo A, estafiloco-
co, enterococo, Klebsiella pneumoniae, E. coli, Pseudomonas
aeruginosa, e Bacillus anthracis. Ao mesmo tempo em que OS
oligossacarideos e polissacarideos bacterianos s&@o particu-
larmente preferidos, os lipopolissacarideos e lipooligossa-
carideos gram (-) bacterianos e seus derivados de polissaca-
rideos e oligossacarideos, e oligossacarideos e polissacari-
deos virais podem também ser empregados.

Os polissacarideos com fésforo da cadeia principal
e/ou fésforo da cadeia lateral s3o adequados para uso nas
modalidades preferidas. As reac¢des de conjuga¢do das modali-
dades preferidas s&o particularmente bem adequadas para uso
com polissacarideos tendo fdsforo na cadeia principal. Tais
polissacarideos s&o sensiveis a fragmentagdo e degradacio,
para que a rapidez da reagdo de conjugagdo resulte em um
conjugado de qualidade mais elevada devido ao tempo reduzido
durante o qual a degradag¢do pode ocorrer.

Apds a conclusdo de qualquer etapa de pré-
processamento, o polissacarideo ou oligossacarideo & subme-
tido a uma etapa de “ativag¢3do”. O termo “ativacgdo” se refere
a um tratamento quimico do polissacarideo para fornecer os
grupos quimicos capazes de reagir com as proteinas. Em uma
modalidade particularmente preferida, a ativacdo envolve a
funcionalizagdo do polissacarideo ou oligossacarideo com
grupos de hidrazida que sdo reagidos com grupos de aldeido

em uma proteina funcionalizada. Alternativamente, o polissa-
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carideo ou oligossacarideo pode ser funcionalizado com gru-
pos de aldeido, grupos de cetona, ou grupos de cianato que
s3o reagidos com os grupos de hidrazida em uma proteina fun-
cionalizada.

Qualquer reag¢d3o de funcionalizagdo adequada pode
ser empregada para ativar o polissacarideo ou oligossacari-
deo com os grupos de hidrazida. Uma reagdo de funcionaliza-
cdo preferida é a aminac3o redutiva, onde o polissacarideo
oi oligossacarideo é reagido com NalO, em uma reagdo de ati-
vagdo de periodato para produzir os grupos de aldeido, que
gdo entdo reagidos com diidrazida de acido adipico, seguido
por redugdo subseqliente com NaBH;.

Qualquer reagdo de funcionalizagdo adequada pode
ser empregada para ativar o polissacarideo ou oligossacari-
deo com grupos de aldeido. Certos polissacarideos e oligos-
sacarideos possuem grupos de aldeido terminais que podem
participar na reagdo de conjugagdo. Se o polissacarideo ou
oligossacarideo é ativado com os grupos de aldeido, uma rea-
gdo preferida envolve a reagdo com um agente de oxidacdo,
tal como NaIO,. Os agentes de oxidag¢d3o tém o potencial para
fragmentar o polissacarideo ou oligossacarideo. A fragmenta-
gad8o indesejdvel pode ser evitada ou controlada através da
selegdo do agente de oxidagdo particular e da concentracdo
do agente de oxidagdo empregado. Os grupos de cetona s3o
também capazes de reagir com hidrazida, desse modo, o ativa-
do de polissacarideo ou oligossacarideo com os grupos de ce-
tona pode ser empregado em certas modalidades.

Uma solugdo de polissacarideo ativada fortemente
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tamponada (em pH de cerca de 6,5 a cerca de 8, com uma con-
centracdo de tampdo elevada de cerca de 100 mM a cerca de
200 mM) é preferivelmente empregada na reagdo de conjugagao
na forma de uma solu¢3o fortemente tamponada. Qualquer tam-
pdo adequado pode ser empregado, preferivelmente um tampdo
tal como piperazina-N’-(4cido 2-etanosulfdnico) de N-(2-
hidroxietil) .

A Proteina

0 polissacarideo ou oligossacarideo ativado é aco-
plado a uma proteina para produzir uma vacina conjugada. As
proteinas adequadas incluem ag toxinas bacterianas que sdo
portadores imunologicamente eficazes que se tornaram seguras
por meios quimicos ou genéticos para administragdo a um in-
dividuo. Os exemplos incluem as toxinas bacterianas inativas
tal como toxdide de difteria, CRMis9, toxdide de tétano, to-
x6ide de coqueluche, E. coli LT, E. coli ST, e exotoxina A
de Pseudomonas aeroginosa. As proteinas de membrana externa
bacterianas tal como, complexo de membrana externa ¢ (OMPC),
porinas, proteinas de ligagdo de transferrina, pneumdlise,
proteina de superficie pneumocdcica A (PspA), proteina de
adesina pneumocdcica (PsaA), ou proteinas de superficie
pneumocdécica BVH-3 e BVH-11 podem também ser empregadas. Ou-
tras proteinas, tal como antigeno protetor (PA) de Bacillus
anthracis, ovalbumina, hemocianina de lapa de buraco de fe-
chadura (KLH), albumina de soro humano, albumina de soro bo-
vino (BSA) e proteina purificada derivada de tuberculina
(PPD) podem também ser empregadas. As proteinas sdo preferi-

velmente proteinas que sejam ndo tdéxicas e n3o reatogénicas
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e obteniveis em pureza e guantidade suficientes, as quais
sejam tratdveis pelos métodos de conjugagdo das modalidades
preferidas. Por exemplo, a toxina de difteria pode ser puri-
ficada de culturas de Corynebacteria diphteriae e duimica-
mente detoxificada empregando formaldeido para produzir uma
proteina adequada.

Os fragmentos dos toxdides ou toxinas nativas, que
contém pelo menos um epitopo de célula T, sdo também dteis,
uma vez que sdo complexos de proteina de membrana externa,
bem como certos andlogos, fragmentos e/ou fragmentos anélo-
gos das varias proteinas listadas acima. As proteinas podem
ser obtidas de fontes naturais, podem ser produzidas por
tecnologia recombinante, ou pr métodos sintéticos como sdo
conhecidos na técnica. Os anédlogos podem ser obtidos por va-
rios meios, por exemplo, certos aminodcidos podem ser subs-
tituidos por outros aminodcidos em uma proteina sem perda
aprecidvel da capacidade de ligagd3o interativa com estrutu-
ras tal como, por exemplo, regides de ligagdo de antigeno de
anticorpos ou sitios de ligagdc em moléculas de substratos.
Outras proteinas podem também ser empregadas, tal como aque-
las contendo grupos de acido aspértico ou &cido glut@mico
expostos na superficie.

Qualquer reagdo de funcionalizagdo adeguada pode
ser empregada para ativar a proteina com os grupos de hidra-
zina. Preferivelmente, os grupos de hidrazina s3io introduzi-
dos nas proteinas através dos grupos de carboxila de resi-
duos de &cido aspartico e &cido glutlmico na proteina empre-

gando uma reag8c de carbodiimida, por exemplo, por reacgao
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com hidrazina, carboidrazida, diidrazida de sucinila, dii-
drazida de &cido adipico ou qualquer outra diidrazida na
presenca de EDC. O EDC é empregado como um catalisador para
ativar e modificar o reagente de proteina com hidrazina ou
com a dihidrazida. Qualgquer carbodiimida solivel em &gua in-
cluindo EDC pode ser empregado como um catalisador. As pro-
teinas catalisadas por EDC geralmente tém uma tendéncia a
polimerizar e precipitar, e desse modo ndo sdo geralmente
preferidas para preparagdo de conjugados envolvidos com a
proteina. Observe Schneerson e outros, Infect. Immun. 1986,
52: 519-528; Shafter e outros, Vaccine 2000; 18(13): 1273-
1281; e Inman e outros, Biochemistry 1969; 8-4074-4082. A
agregag¢do e precipitacdo da proteina ativada dependem, em
parte, do seu ambiente de pH. Consequentemente, a tendéncia
de polimerizar e de precipitar pode ser controlada mantendo-
se tais proteinas modificadas por hidrazida soldveis em uma
solugdo tamponada. Permutando-se por tampdo a mistura de re-
acdo, a fim de manter a proteina ativada em um pH de cerca
de 10,5, a proteina ativada permanece sollivel e estével para
conjugagdo. Qualquer tampdo adequado pode ser empregado.
Preferivelmente, um tampdo fraco tal como Na,CO; em uma con-
centragdo baixa de cerca de 3 mM a cerca de 10 mM é empregado.

A proteina modificada por hidrazida tamponada pode
entdo ser empregada na preparagdo de conjugados de proteina-
polissacarideo sem precipitagdo quando adicionada ao polis-
sacarideo ativado em um pH de cerca de 6 a 8,5, preferivel-
mente de cerca de 6,5 a cerca de 8. Qualquer reagio de fun-

cionalizag@o adequada pode ser empregada para ativar a pro-
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teina com os grupos de aldeido, Preferivelmente, a proteina
é reagida com l-amino-2, 3-propanodiol na presenga de EDC.
Os acglicares de amino como glicosamina, galactosamina, e ou-
tros, podem ser empregados mno lugar de 1l-amino-2,3-
propanodiol. Nesta reagdo, EDC €& também empregado como um
catalisador para ativar e modificar o reagente de proteina
com o aminodiol através dos grupos de carboxila de residuos
de 4cido aspartico e &dcido glutdmico da proteina.

Preparacdo de Conijugados por Aminacdo Redutiva

Os conjugados podem ser preparados através da rea-
¢80 dos grupos de aldeido e hidrazida (aminag¢do redutiva). A
reagdo de conjuga¢do de aminagdo redutiva pode ser empregada
para conjugar um reagente modificado por hidrazida (proteina
ou polissacarideo) ao outro componente contendo os grupos de
aldeido.

Na amina¢do redutiva convencional, a reag¢do entre
08 grupos de amino e aldeido e reversivel e desfavoravel,
tal que o cianoboroidreto de sdédio seja necessario para fa-
cilitar a conjugagdo convertendo-se a ligag¢3o dupla C=N para
uma ligag¢do UGnica C-N para tornar o evento de aminacdo redu-
tiva total irreversivel. Em contraste, a reacgdo de conjuga-
¢80 de aminagdo redutiva das modalidades preferidas prosse-
gue sem o auxilio do cianoboroidreto de sédio por causa da
eficiénecia elevada da reag3c de hidrazida-aldeido. No final
da reagdo de conjugag¢do de aminagdo redutiva, o boroidreto
de sédio ou outro reagente adequado é empregado para reduzir
a ligagdo dupla C=N para uma ligagdo Gnica C-N, bem como pa-

ra reduzir qualquer grupo de aldeido residual para grupos de
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dlcool. A reacdo de conjugacdo de aminagdo redutiva das mo-
dalidades preferidas evita a contaminagdo do conjugado re-
sultante com cianeto, um subproduto de cianoboroidreto de
s6dio.

Para reduzir a precipitagdo de proteina ativada
durante a reacdo de conjugagdo, a proteina ativada estd pre-
ferivelmente na forma de uma solug¢do fracamente tamponada
com uma concentrac¢do de tampdo baixa de cerca de 3 mM a cer-
ca de 10 mM que é adicionado a uma solugdo de polissacarideo
ativada fortemente tamponada (em pH de cerca de 6,5 a cerca
de 7,5, com uma concentragdo de tampdo elevada de cerca de
100 mM a cerca de 200 mM). Preferivelmente, o pH da solugdo
de proteina ativada & tamponado em cerca de 10 pH a cerca de
11,5 pH, mais preferivelmente a cerca de 10,5 pH. A solugdo
de polissacarideo ativada é preferivelmente fortemente tam-
ponada de cerca de 6 pH a cerca de 8 pH, mais preferivelmen-
te de cerca de 6,5 pH a cerca de 7,5 pH. A reagdo de amina-
¢8o redutiva de aldeido por hidrazida prossegue em uma taxa
rapida, e o efeito de precipitacio de um pH menor do que
10,5 (por exemplo, um pH tdo baixo quanto de cerca de 8,5 a
cerca de 9,5) em proteina ativada, é superado pelas proprie-
dades moleculares da reagdo dos polissacarideos ativados.

Os Conjugados

Ambos reagentes contém miltiplos grupos reativos
por molécula. Uma m<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>