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RESUMO

Os polissacéridos <capsulares Dbacterianos precipitados
podem ser re-solubilizados de uma forma eficiente
utilizando alcdois como solventes. Esta invencdo fornece
um processo para purificar um polissacadrido capsular
bacteriano, que compreende os passos de (a) precipitacéio
do referido polissacdrido, seguido duma (b) solubilizacéio
de polissacérido precipitado wutilizando etanol. Pode
utilizar-se CTAB no passo (a). O material obtido, de
preferéncia seguindo-se a hidrdélise e o dimensionamento,
pode ser conjugado com uma proteina transportadora e
formulado como wuma vacina. Além disso, em vacinas
compreendendo sacédridos de ambos os serogrupos A e C, a
invencdo fornece uma razdo (w/w) de sacdrido MenA

sacadrido MenC superior a 1.



DESCRICAO

EPIGRAFE: | “VACINAS COMBINADAS CONTRA A NEISSERIA

MENINGITIDIS”

CAMPO TECNICO

Esta invencdo refere-se a vacinas, particularmente a

vacinas contra as infecc¢des e doencas meningocdcicas.

TECNICA ANTERIOR

A Neisseria meningitidis ¢é um patogénico humano Gram
negativo. Coloniza a faringe, ©provoca a meningite e,
ocasionalmente, a septicémia, na auséncia de meningite. Estéa
fortemente relacionada com a N. gonorrhoeae, se bem que uma
caracteristica que claramente diferencia o meningococo ¢é a
presenca duma capsula de polissacdrido que estd presente em
todos 08 meningococos patogénicos.

Baseado no polissacarido capsular do organismo, tém sido
identificados doze serogrupos da N. meningitidis (A, B, C, H,
I, K, L, 29E, W135, X, Y e Z). O grupo A é o patogénico mais

frequentemente implicado na doenca epidémica na Africa

subsariana. Os Serogrupos B e C s&do responsaveis pela grande
maioria dos <casos nos E.U.A. e na maioria dos paises
desenvolvidos. Os serogrupos W135 e Y sdo responsaveis pelos

restantes casos nos E.U.A. e nos paises desenvolvidos.

Os polissacaridos capsulares da N. meningitidis sé&o
tipicamente preparados por um processo compreendendo 0S passos
de precipitacdo de polissacaridos (por exemplo, utilizando

detergente catidénico), fraccionamento por etanol, extraccdo de



fenol a frio (para remover as proteinas) e ultracentrifugacédo
(para remover LPS) [por exemplo, ref. 1].

Desde hé& muitos anos [2,3] que se conhece uma vacina
tetravalente de polissacdridos capsulares dos serogrupos A, C,
Y e WI1I35, e que foi licenciada para utilizacdo humana. Se bem
que eficaz em adolescentes e adultos, induz uma fraca resposta
imune e uma reduzida duracdo de proteccdo e ndo pode ser
utilizada em criancas [por exemplo, 4]. Isto porgque os
polissacédridos s&o antigénios independentes das células T que
induzem uma resposta imune fraca que ndo pode ser reforcada.
Os polissacaridos, nesta vacina, ndo estdo conjugados e estédo

presentes numa proporcdo de 1:1:1:1 [5]. A MENCEVAX ACWY™

contém 50ug de cada polissacarido purificado uma vez
reconstituido da sua forma liofilizada.

Os oligossacéaridos conjugados do serogrupo C também foram
aprovados para uso humano [por exemplo, Menjugate'™; ref.6].
Mantém-se, no entanto, uma necessidade de aperfeicoamento nas
vacinas conjugadas contra os serogrupos A, W135 e Y, e no seu

fabrico.

DESCRICAO DA INVENCAO

Nesta invencdo ¢ revelado um processo para purificar um
polissacéarido capsular bacteriano, gque compreende o0s passos de
(a) precipitacdo do referido polissacadrido, seguido duma (b)
solubilizacdo de polissacarido precipitado utilizando etanol.
O polissacérido pode ser usado para preparar vacinas, tais
como vacinas conjugadas, em particular contra o0s serogrupos A,

W135 e Y da N. meningitidis.

Precipitagdo e Solubilizag¢do com Etanol
Sdo0 conhecidas no ramo muitas técnicas para precipitar

polissacdridos soluveis. 0s métodos preferidos utilizam um ou



mais detergentes catidénicos. Os detergentes tém,
preferivelmente, a seguinte férmula geral:
3
]
Ry~ W Ry X

|
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em que: R;, Ry e R sdo o mesmo ou diferente e cada um
significa alquilo ou arilo; ou R; e Ry, juntamente com o atomo
de nitrogénio, aos quais estdo ligados, formam um anel
heterociclico saturado de 5 ou 6 elementos, e R; significa
alquilo ou arilo; ou Ry, Ry e Rz, juntamente com o atomo de
nitrogénio, aos quais estédo ligados, forma um anel
heterociclico de 5 ou 6 elementos, insaturado no &tomo de
nitrogénio.

R, significa algquilo ou arilo, e

X" significa um aniéo.

Os detergentes particularmente preferidos para uso no
método sdo os sais de tetrabutilaménio e cetiltrimetilaménio
(por exemplo, sais de brometo) . 0 brometo de
cetiltrimetilambénio (“CTAB”) ¢ particularmente preferido [8].
0 CTAB é também conhecido como brometo de
hexadeciltrimetilamédnio, brometo de cetriménio, Cetavlon e
Centimida. Outros detergentes incluem sais de
miristiltrimetilaménio e de brometo de hexadimetrina.

Sdo libertados polissacéadridos capsulares no meio durante
a cultura. Consequentemente, o material inicial ©para a
precipitacdo serd tipicamente o sobrenadante duma cultura
bacteriana centrifugada ou serd uma cultura concentrada.

O passo de precipitacdo pode ser gselectivo para oS8
polissacaridos, mas também ird tipicamente co-precipitar
outros componentes (por exemplo, proteinas, 4&acidos nucleicos,

etc.).



O polissacédrido ©precipitado pode ser recolhido por
centrifugacdo antes da solubilizacéo.

Apds a precipitacdo, o polissacédrido (tipicamente sob a
forma de um complexo com o detergente catidnico) ¢é re-
solubilizada. E preferivel wusar um solvente que seja
relativamente selectivo para o polissacérido a fim de
minimizar os contaminantes (por exemplo, proteinas, &cido
nucleico, etc.). Descobriu-se que o etanol é vantajoso neste
aspecto e ¢é altamente selectivo para o complexo CTAB-
polissacéarido. Podem ser usados outros é&lcoois inferiores
(por exemplo, metanol, propan-1l-ol, propan-2-ol, butan-1-o0l,
butan-2-0l, 2-metil-propan-1-0l, 2-metil-propan-2-ol, didis,
etc.)

O etanol ¢é preferivelmente adicionado ao polissacarido
precipitado para dar uma concentracdo final de etanol (baseada
no teor total de etanol e &gua), de cerca de 50% e 95% (por
exemplo, cerca de 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, ou cerca
de 90%), e, preferivelmente, entre 75% e 95%. A concentracéado
final de etanol ¢4ptima pode depender do serogrupo das
bactérias, a partir do qual é obtido o polissacéarido.

Pode ser adicionado etanol ao polissacédrido precipitado,
na forma pura, ou pode ser adicionado sob a forma diluida com
um solvente miscivel (por exemplo, A&gua). As misturas
preferidas dos solventes sdo misturas de etanol:édgua, numa
proporcdo preferida de cerca de 70:30 e cerca de 95:5 (por
exemplo, 75:25,80:20, 85:15, 90:10).

Comparado com 0Ss processos convencionais para preparar
polissacédridos capsulares, o processo de precipitacdo de duas
fases, seguido pela extraccdo de etanol, é mais rapido e mais
simples.

Em contraste com o processo descrito na ref.9, o processo
utiliza o detergente catidénico em vez do detergente anidnico.

Ao contrario do processo da ref.10, o polissacarido é re-



solubilizado wusando etanol, em vez de por troca catidnica
usando sais de magnésio ou célcio. Ao contrario do processo
da ref.ll, a precipitacdo ndo requer um suporte inerte poroso.
Além disso, ao contrdrio dos processos da técnica anterior, o
dlcool ¢é utilizado para re-solubilizar o polissacdrido em vez
de o precipitar.

O polissacarido capsular bacteriano seréd, normalmente,
proveniente da Neisseria. Preferivelmente, serd proveniente
da N. meningitidis, incluindo o0s serogrupos A, B, C, W135 e Y.
Os serogrupos preferidos s&o o A, o W135 e o Y.

O processo também serd adequado para a preparacido capsular
de Haemophilus 1influenzae (particularmente do tipo B, ou

“Hib”), e do Streptococcus pneumoniae (pPneumococos).

Processamento Adicional do Polissacarido Solubilizado

Apbs a re-solubilizacdo, o polissacédrido pode ser ainda
tratado para remover os contaminantes. Isto é particularmente
importante em situagdes em que ndo ¢é aceitdvel mesmo a
contaminacdo mais baixa (por exemplo, para a producdo da
vacina humana). Isto envolverd, tipicamente, um ou mais
passos de filtracédo.

Pode ser wusada a filtracdo em profundidade. 1Isto &
particularmente Util para clarificacéo.

Pode ser usada a filtracdo através de carvdo activado.
Isto ¢ util para remover pigmentos e compostos orgédnicos
vestigiais. Pode repetir-se até se atingir, por exemplo, uma
DO275,<0, 2.

Pode ser usada a filtracéo por tamanho ou a
ultrafiltracéao.

Uma vez filtrado ©para remover o0s contaminantes, o)
polissacdrido pode ser precipitado para tratamento e/ou

processamento adicional. Isto pode conseguir-se, de forma



conveniente, pela troca de catides (por exemplo, pela adicéo
de sais de cdlcio ou de sdédio).

O polissacdrido pode ser gquimicamente modificado. Por
exemplo, pode ser modificado para substituir um ou mais grupos
hidroxilo por grupos blogueadores. Isto é particularmente
util para MenA [12]. Os polissacédridos do serogrupo B podem ser
N-propionilados [13].

0 polissacérido (opcionalmente modificado) seréa
tipicamente hidrolisado para formar oligossacéridos. Isto é
preferivelmente realizado para fornecer um grau médio final de
polimerizacdo (DP), no oligossacdrido inferior a cerca de 30
(por exemplo, entre 10 e 20, preferivelmente cerca de 10 para
o serogrupo A; entre 15 e 25 para os serogrupos WI35 e Y,
preferivelmente cerca de 15-20, etc.). O0s oligossacaridos séo
preferidos aos polissacaridos, para uso em vacinas. O DP pode

ser convenientemente medido por cromatografia de troca idnica

ou por ensaios colorimétricos [14].

Se se realizar a hidrdélise, o hidrolisado serd geralmente
dimensionado a fim de remover os oligossacadridos de tamanho
reduzido. Isto pode conseguir-se de varias formas, tal como
ultrafiltracdo seguida por cromatografia de troca idnica. Os
oligossacaridos com um grau de polimerizacdo inferior ou igual
a cerca de 6 s&do preferivelmente removidos do serogrupo A, e
os inferiores a cerca de 4 s&do preferivelmente removidos dos
serogrupos W135 e Y.

Para incrementar a imunogenicidade, os polissacéridos e os
oligossacéaridos da invencdo sdo preferivelmente conjugados com
um transportador (Figura 18). A conjugacdo com proteinas

transportadoras é particularmente Util em vacinas pedidtricas
[por exemplo, ref.15], e ¢é uma técnica bem conhecida [por

exemplo, revista nas refs.16 a 24, etc.].



As proteinas transportadores preferidas s&o toxinas ou
toxdides bacterianos, tal como os toxdides de difteria ou

tétano. E particularmente preferido o toxdéide de difteria
CMR:97 [25, 26, 27]. Outras proteinas transportadoras adequadas
incluem a proteina da membrana exterior da N. meningitidis
[28], péptidos sintéticos [29, 30], as proteinas de choque pelo
calor [31, 32], as proteinas pertussis [33, 34], as citoquinas
[35], as linfoquinas [35], as hormonas [35], os factores de

crescimento [35], as proteinas artificiais compreendendo

maultiplos epitopos de células T humanos CD4', provenientes de
vadrios antigenes derivados de patogénios [36], de proteina D
proveniente da H. influenza [37], da toxina A ou B da C.

difficile [38], etc. E possivel usar misturas de proteinas

transportadoras.
S&do preferidos os conjugados com uma proporcéao
sacadrido:proteina (p/p) de entre 0,5:1 (i.e. proteina em

excesso), e 5:1 (i.e. sacdrido em excesso), € aqueles com uma
proporgdo entre 1:1,25 e 1:2,5 sdo os mais preferidos.

Uma proteina transportadora simples pode transportar
maltiplos sacaridos diferentes [39]. Podem ser usados
conjugados em conjunto com uma proteina transportadora livre
[40].

Pode ser usada qualquer reaccdo de conjugacdo adequada,
com qualquer ligante adequado, quando necessario.

O sacérido serd tipicamente activado ou funcionalizado
antes da conjugacéio. A activacdo pode envolver, por exemplo,
reagentes de cianilacéo, tais como CDAP (por exemplo,

tetrafluoroborato de 1l-ciano-4-dimetilamino piridinio [41, 42,

etc.]. Outras técnicas adequadas utilizam carbodiimidas,

hidrazidas, ésteres activos, norborano, &cido p-nitrobenzdico,



N-hidroxisuccinimida, S-NHS, EDC, TSTU; ver também a
introducdo a referéncia 22).

Podem ser usadas ligacdes através dum grupo de ligacéo
usando qualquer processo conhecido, por exemplo, 0S Processos
descritos nas referéncias 43 e 44. Outro tipo de 1ligacéo
envolve a aminacdo redutora do polissacéarido, ligando o grupo
amino resultante com uma extremidade de um grupo de ligacdo de
dcido adipico, e, seguidamente, a ligacdo de uma proteina a
outra extremidade do grupo de ligacdo de &cido adipico [20, 45,
46]. Outros ligantes incluem B-propionamido [47], nitrofenil-
etilamino [48], haletos de haloacilo [49], ligacles glicosidicas
[50], &cido 6-aminocaproico [51], ADH [52], porcdes C, a Ci; [53],
etc. Como alternativa para utilizar um ligante, pode ser
utilizada a ligacdo directa. As ligacdes directas a proteina
podem compreender a oxidacdo do polissacdrido seguida da
aminacdo redutora <com a proteina, como descrito em, por
exemplo, as referéncias 54 e 55.

E preferido um processo que envolve a introducdo dos
grupos amino no sacadrido (por exemplo, pela substituicdo dos
grupos =0 terminal, com -NH;, seguidos da derivatizacdo com
diéster adipico (por exemplo, diéster de &cido adipico N-
hidroxisuccinimido) e reaccdo com a proteina transportadora.

Apds a conjugacdo, o0s sacaridos livres e conjugados podem
ser separados. Existem muitos métodos adequados, incluindo

cromatografia hidrofébica, ultrafiltracéo tangencial,

diafiltracdo, etc [ver também as refs. 56 e 57].

Misturas e composigdes que compreendem os Sacdridos

Os oligossacaridos, ©polissacaridos e conjugados aqui
revelados podem ser misturados com outras moléculas
bioldgicas. S&do preferidas as misturas de sacidridos a partir

de mais do gue um serogrupo de N. meningitidis, por exemplo,



as composicdes que compreendem os sacadridos dos serogrupos
A+C, A+W135, A+Y, C+W135, C+Y, W135+Y, A+C+W135, A+C+Y,
C+W135+Y, A+C+W135+Y, etc. E preferivel que a eficacia de
proteccdo dos antigénios de sacdridos individuais né&o seja
removida pela sua combinacéo, caso contréario, a
imunogenicidade real (por exemplo, os titulos de ELISA) pode
ficar reduzida.

Quando ¢é wusado um sacarido do serogrupo C, este tem,
preferivelmente, de ~12 a ~22 unidades de repeticédo.

Os sacéaridos de diferentes serogrupos de N. meningitidis
podem ser conjugados com, as mesmas ou diferentes, proteinas
transportadoras.

Quando uma mistura compreende sacaridos capsulares dos
dois serogrupos A e C, ¢é preferivel que a razdo (m/m) de
sacdarido MenA:sacdrido MenC seja superior a 1 (por exemplo,
2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 ou superior). Surpreendentemente, foi
observada uma melhoria da imunogenicidade quando o componente
MenA estd presente em excesso (massa/dose) em relacdo ao
componente MenC.

Quando uma mistura compreende sacaridos capsulares (por
exemplo, oligossacaridos) a partir do serogrupo W135 e pelo
menos um dos serogrupos A, C e Y, foi, surpreendentemente,

descoberto que a imunogenicidade do sacarido MenWl35 é

superior quando administrado em combinacéo com o(s)
sacarido (s) de outro(s) serogrupo (s) do que quando
administrado sozinho (na mesma dosagem, etc.) [cf. ref. 58].

Assim, a capacidade do antigénio MenW1l35 para desencadear uma
resposta imune ¢é superior a resposta imune desencadeada por
uma quantidade equivalente do mesmo antigénio quando
distribuido sem associacdo com os antigénios de outros
serogrupos. Esta imunogenicidade aumentada pode ser
determinada pela administracdo do antigénio MenWl35 a animais

de controlo e a mistura a animais de teste e comparacdo dos



titulos de anticorpos contra os dois ensaios padrdo gue se
utilizam tais como titulos bactericidas, ensaios de
radioimunidade e ELISAs etc. As vacinas que compreendem as
combinacdes sinergéticas de sacidridos do serogrupo WI135 e
outros serogrupos s&do, imunologicamente, vantajosas. Estas
permitem respostas anti-W135 melhores e/ou doses de W135
menores.

Quando uma mistura compreende sacdridos capsulares do
serogrupo Y e de um ou dos dois serogrupos C e W135, &
preferivel que a razdo (m/m) do sacdrido MenY:sacdrido MenW135
seja superior a 1 (por exemplo, 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 10:1 ou
superior) e/ou que a razdo (m/m) do sacadrido MenY:sacarido
MenC seja inferior a 1 (por exemplo, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, ou
inferior).

As razdes preferidas (m/m) para os sacaridos dos
serogrupos A:C:W135:Y sdo: 1:1:1:1; 1:1:1:2; 2: 1: 1: 1; 4:2:
1: 1; 8:4:2: 1; 4:2:1:2; 8:4:1:2; 4:2:2: 1; 2:2: 1: 1; 4:4:2:
1; 2:2:1:2; 4:4:1:2; e 2:2:2: 1.

As misturas também podem compreender proteinas. E
preferivel incluir as proteinas do serogrupo B da N.
meningitidis [por exemplo, refs. 59 a 64] ou preparacdes OMV
[por exemplo, refs. 65 a 68 etc.].

Os antigénios ndo meningocdcicos e ndo Neisseria,
preferivelmente agqueles que ndo atenuam a resposta imune
contra os componentes meningocdcicos, também podem ser
incluidos. A Ref. 069, por exemplo, revela combinacdes de
oligossacarideos dos serogrupos B e C de N. meningitidis em
conjunto com o sacdrido Hib. S&o preferidos os antigénios de
pneumococos, virus da hepatite A, virus da hepatite B, B.
pertussis, difteria, tétano, Helicobacter pylori, polio e/ou
H. influenzae. Os antigénios ndo Neisseria particularmente

preferidos incluem:
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— antigénios de Helicobacter pylori tais como CagA [70 a 73],
VacA [74, 775], NAP [76, 77, 78], HopX [por exemplo, 79], HopY
[por exemplo, 79] e/ou urease.

- um antigénio sacdrido de Streptococcus pneumoniae [por
exemplo, 80, 81, 82].

— um antigénio do virus da hepatite A, tal como um virus
inactivado [por exemplo, 83, 84].

- um antigénio do virus da hepatite B, tal como antigénios da
superficie e/ou nucleo [por exemplo, 84, 85], com antigénio da
superficie sendo, preferivelmente, adsorvido a um fosfato de
aluminio [86].

- um antigénio sacédrido de Haemophilus influenzae B [por
exemplo, 87], preferivelmente né&do adsorvido ou adsorvido a um
fosfato de aluminio [88].

- um antigénio do virus da hepatite C [por exemplo, 89].

— um antigénio da N. gonorrhoeae [por exemplo, 59 a 62].

- um antigénio da Chlamydia pneumoniae [por exemplo, refs. 90
a 96].

- um antigénio da Chlamydia trachomatis [por exemplo, 97].

— um antigénio da Porphyromonas gingivalis [por exemplo, 98].

- antigénios da polio [por exemplo, 99, 100] tais como IPV.

— antigénios da raiva [por exemplo, 101] tais como wvirus
inactivados liofilizados [por exemplo, 102, RabAvert™].

- antigénios do sarampo, papeira e/ou rubéola [por exemplo,
capitulos 9, 10 e 11 da ref. 103].

- antigénios da gripe [por exemplo, capitulo 19 da ref. 103],
tais como proteinas da superficie neuraminidase e/ou
hemaglutinina.

- um antigénio da Moraxella catarrhalis [por exemplo, 104].

- um antigénio de Streptococcus agalactiae (streptococcus do
grupo B) I[por exemplo, 105, 106].

— um antigénio de Streptococcus pyogenes (streptococcus do

grupo A) [por exemplo, 106, 107, 108].
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- um antigénio de Staphylococcus aureus [por exemplo, 109].

— antigénios de um paramyxovirus tal como virus sincicial
respiratdério (RSV [110, 111]1) e/ou virus parainfluenza (PIV3
[1127).

— um antigénio de Bacillus anthracis [por exemplo, 113, 114,
115].

— um antigénio de um virus da Familia Flaviviridae (género
Flavivirus), tal como do virus da febre amarela, virus
Encefalite Japonesa, quatro serotipos dos virus do Dengue,
virus da encefalite transmitida por carracas, virus do Nilo
Ocidental (West Nile virus).

— um antigénio de pestivirus, tal como do virus da febre suina
clédssica, virus da diarreia viral bovina, e/ou virus da Doenca
de fronteira (virus da Border Disease).

- um antigénio de parvovirus por exemplo, do parvovirus B 19.

- um toxdide do tétano [por exemplo, ref. 116].

— holotoxina de pertussis (PT) e hemaglutinina filamentosa
(FHA) do B. pertussis, opcionalmente também em combinacdo com
pertactina e/ou aglutinogénios 2 e 3 [por exemplo, refs. 117 e
118].

— antigénio de pertussis celular.

A mistura pode compreender um ou mais destes antigénios,
que podem ser destoxificados quando necesséario (por exemplo, a
destoxificacdo da toxina de pertussis por meios quimicos e/ou
genéticos).

Quando é incluido um antigénio da difteria na mistura é
preferivel também incluir o antigénio do tétano e antigénios
de pertussis. Do mesmo modo, quando um antigénio do tétano é
incluido ¢é preferivel também incluir os antigénios da difteria
e pertussis. Do mesmo modo, quando um antigénio de pertussis é

preferivel também incluir os antigénios da difteria e tétano.
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Os antigénios na mistura estardo, tipicamente, presentes
numa concentracdo de pelo menos 1 pg/ml cada. Geralmente, a
concentracdo de qualquer antigénio adicionado seréd suficiente
para desencadear uma resposta imune contra o referido
antigénio.

Como alternativa ao uso de antigénios de proteinas na
mistura, podem ser usados os &cidos nucleicos que codificam o
antigénio. 0Os componentes de proteina da mistura podem, assim,
ser substituidos por &cidos nucleicos (preferivelmente DNA,
por exemplo, na forma de um plasmideo) que codifica a

proteina.

Vacinas de Sacaridos Polivalentes

Também sdo reveladas vacinas e composicdes imunogénicas
que compreendem sacaridos capsulares a partir de pelo menos
dois (i.e., 2, 3 ou 4) dos serogrupos A, C, WI35 e Y da N.
meningitidis, em que o0s referidos sacdridos capsulares estéo
conjugados a proteinas transportadoras e/ou sao
oligossacarideos. Quando a vacina tem apenas dois
oligossacarideos ou polissacadridos conjugados dos serogrupos
A, C, W135 e Y, estes ndo s&do, preferivelmente, dos serogrupos
A e C (cf. refs. 66, 119 e 120). As composicdes preferidas
compreendem sacaridos dos serogrupos C e Y. Outras composicdes
preferidas compreendem sacdridos dos serogrupos C, W135 e Y.

Também é revelada uma composicéo imunogénica que
compreende um conjugado oligossacarideo do serogrupo A e um
conjugado oligossacarideo do serogrupo C, e ainda que
compreende (i) um adjuvante fosfato de aluminio ou hidrdéxido
de aluminio e (ii) um tampdo. Quando a composicdo compreender
um adjuvante fosfato de aluminio, o tampdo é, preferivelmente,
um tampdo de fosfato; quando a composicdo compreender um
adjuvante hidréxido de aluminio, o tampédo ¢é, preferivelmente,

um tampédo de histidina.
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Quando a vacina compreende um Ssacarido capsular do
serogrupo A, é preferivel que o sacédrido do serogrupo A seja
combinado com o8 outros sacaridos pouco antes de ser usado, de
modo a minimizar a sua hidrélise (cf. sacaridos Hib). Isto
pode ser convenientemente conseguido tendo o componente do
serogrupo A na forma liofilizada e o0s outros componentes do
serogrupo na forma liquida, com o componente ligquido sendo
usado para reconstituir o componente liofilizado quando se
quiser usar em sSeguida. O componente ligquido compreende,
preferivelmente, um adjuvante de sal de aluminio, enquanto o
componente liofilizado do serogrupo A pode ou ndo compreender
um adjuvante de sal de aluminio.

Assim, a invencdo fornece um kit que compreende: (a)
sacadrido capsular conjugado do serogroup A de N. meningitidis,
na forma liofilizada; e (b) sacdridos capsulares de um ou mais
(por exemplo, 1, 2, 3) dos serogrupos C, W 135 e Y da N.
meningitidis, na forma 1liquida. Os sacéridos estédo, pfm,
conjugados a proteinas transportadoras e/ou sao
oligossacarideos. O kit pode tomar a forma de dois frascos.

A invencdo também fornece um método para a preparacdo de
uma vacina que compreende sacaridos capsulares conjugados a
partir de pelo menos dois dos serogrupos A, C, W135 e Y de N.
meningitidis, que compreende um passo de misturar (i) o
conjugado liofilizado do sacédrido capsular do serogrupo A de
N. meningitidis com (ii) os conjugados na forma liquida dos
saccaridos capsulares de um ou mais (por exemplo, 1, 2, 3) dos
serogrupos C, W135 e Y de N. meningitidis. Também & revelado
um kit que compreende: (a) oligossacarideo capsular conjugado
do serogrupo A de N. meningitidis, na forma liofilizada; e (b)
um ou mais outros antigénios na forma liquida. O outro
antigénio pode ou ndo ser um oligossacarideo capsular

conjugado do serogrupo C de N. meningitidis.
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Vacinas e Composi¢des imunogénicas

Os polissacéridos, os oligossacadridos e os conjugados agui
revelados sdo particularmente adequados na incluséo de
composicgdes imunogénicas ou vacinas. Um processo pode entéo
incluir o passo de formulacdo do polissacadrido, oligossacarido
ou conjugado como uma composicdo imunogénica ou vacina. Aqui é
revelada uma composicdo ou uma vacina que € obtida por este
meio.

As composicbes imunogénicas e as vacinas da invencéo
compreenderéo, em adicéao aos sacaridos meningocdcicos,
tipicamente, “transportadores farmacologicamente aceitéveis”,
que incluirdo qualquer transportador gque ndo induza, por si
proprio, a producdo de anticorpos ©prejudiciais para o0s
individuos gque recebem a composicéo. Os transportadores
adequados s&do, tipicamente, macromoléculas grandes, lentamente
metabolizadas, tais como proteinas, polissacédridos, 4&cidos
polilécticos, &cidos poliglicdélicos, aminodcidos poliméricos,
copolimeros de aminodcidos, trealose [121], agregados lipidicos
(tais como gotas de 6leo ou lipossomas), e particulas de virus
inactivas. Tais transportadores sdo bem conhecidos para os
especialistas no ramo. As vacinas podem também conter
diluentes, tais como &gua, solucdo salina, glicerol, etc.

Adicionalmente, podem estar presentes substadncias adicionais,

tais como agentes humidificadores ou emulsionantes,
substancias tampdo do pH, e semelhantes. Na ref.122 encontra-
se disponivel uma discusséo extensa de excipientes

farmacologicamente aceitéaveis.

As composicbes imunogénicas usadas como vacinas
compreendem uma quantidade imunologicamente eficaz do
antigénio sacérido, bem como qualguer um dos componentes acima
mencionados, conforme necessario. Por “quantidade
imunologicamente eficaz”, pretende-se dizer que a

administracdo dessa quantidade a um individuo, quer numa dose
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simples, ou como parte de uma série, ¢é eficaz para tratamento
ou prevencdo. Esta quantidade varia dependendo da saude e das
condicbes fisicas do individuo a ser tratado, idade, grupo
taxondémico do individuo a ser tratado (por exemplo, primata
nao humano, primata, etc.), a capacidade do sistema
imunolégico do individuo para sintetizar anticorpos, o grau de
proteccdo desejado, a formulacdo da vacina, a determinacdo do
tratamento do médico sobre a situacdo clinica, e outros
factores relevantes. Espera-se que a qgquantidade se encontre
dentro dum é&mbito relativamente alargado gque pode gser
determinado através de tentativas de rotina. A dosagem de
tratamento pode ser um esquema de dose Unica ou um esquema de
dose multipla (por exemplo, incluindo doses de reforco). A
vacina pode ser administrada em conjunto com outros agentes
imunorreguladores.

A vacina pode ser administrada em conjunto com outros
agentes imunorreguladores.

A vacina pode incluir um adjuvante. Os adjuvantes
preferidos para aumentar a eficécia da composicdo incluem, mas
ndo se limitam a: (1) salis de aluminio (alum), tals como
hidréxidos de aluminio (incluindo oxihidréxidos), fosfatos de
aluminio (incluindo hidroxifosfatos), sulfato de aluminio,
etc. [Capitulos 8 e 9 na ref. 123]; (2) formulacdes de emulséo
de 6leo em Agua (com ou sem outros agentes imunoestimulantes
especificos, tais como péptidos de muramilo [Péptidos de
muramilos incluem N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina
(thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-isoglutamina (nor-
MDP) , N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-
(1'-2'"-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina
MTP-PE), etc.] ou componentes da parede celular bacteriana),

tal como, por exemplo (a) MF59™ [Capitulo 10 na Ref. 123; 124,

e

125], contendo 5% de Esqualeno, 0,5% de Tween 80, e 0,5 de
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Span 85 (contendo, opcionalmente, MTP-PE) , formulado em
particulas submicrdénicas usando um microfluidizador, (b) SAF,
contendo 10% de Esqualeno, 0.4% de Tween 80, 5% de polimero
plurdnico bloqueado L121, e thr-MDP, quer microfluidizado numa
emulsdo submicrénica ou em vdrtex para gerar uma emulsido de
dimensdo de particula maior, e (c) Sistema Adjuvante Ribi™
(RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton, MT) , contento 2% de
Esqualeno, 0,2% de Tween 80, e um ou mais componentes de
parede celular bacterianos do grupo consistindo em

monofosforilipido A (MLP), dimicolato de trealose (TDM), e
esqueleto de parede celular (CWS), preferivelmente MPL + CWS

(DetoxT™™); (3) Adjuvantes de saponina [capitulo 22 da ref.

123], tal como QS21 ou Stimulon™ (Cambridge Bioscience,
Worcester, MA) , quer na forma simples ou na forma de
particulas gerados da mesma, tais como ISCOMs (complexos
imunoestimulantes; capitulo 23 da ref. 123), ISCOMS essas que
podem ser destituidos de detergente adicional, por exemplo,
ref. 126; (4) Adjuvante Completo de Freund (CFA), e Adjuvante
Incompleto de Freund (IFA); (5) citoquinas, tais como
interleucinas (por exemplo, IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
7, IL-12 [127], etc.), interferdes (por exemplo, interferdo
gama), factor de estimulacdo de coldédnia de macrdfagos (M-CSF),
factor de necrose tumoral (TNEF), etc.; lipido monofosforil A
(MPL) ou MPL 3-O-desacilado (3Dmpl) por exemplo, refs. 128 &
129, opcionalmente na auséncia substancial de alum gquando
usado com sacaridos pneumocdcicos, por exemplo, ref. 130; (7)
combinacdes de 3dMPL com, por exemplo, 0S21 e/ou emulsdes de
6leo-em-aqgua, por exemplo, refs. 131, 132 & 133; (8)
oligonucledétidos compreendendo motivos CpG (Roman et al., Nat.
Med., 1997, 3, 849-854; Weiner et al., PNAS USA, 1997, 94,
10833-10837; Davis et al., J. Immunol., 1998, 160, 870-876;
Chu et al., J.Exp.Med., 1997, 186, 1623-1631; Lipford et al.,
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Eur. J. Immunol.,1997, 27, 2340-2344; Moldoveanu et al.,
Vaccine, 1988, 16, 1216-1224, Krieg et al., Nature, 1995, 374,
546-549; Klinman et al., PNAS USA, 1996, 93, 2879-2883; Ballas
et al., J. Immunol. 1996, 157, 1840-1845; Cowdery et al., J.
Immunol., 1996, 156, 4570-4575; Halpern et al., Cell Immunol.,
1996, 167, 72-78; Yamamoto et al., Jpn. J. Cancer RES., 1988,
79, 866-873; Stacey et al., J. Immunol., 1996, 157, 2116-2122;
Messina et al., J. Immunol., 1991, 147, 1759-1764; Yi et al.,
J. Immunol., 1996, 157, 4918-4925; Yi et al., J. Immunol.,
1996, 157, 5394-5402; Yi et al., J. Immunol., 1998, 160, 4755-
4761; e Yi et al., J. Immunol., 1998, 160, 5998-5906; Pedidos
de Patente Internacionails W096/02555, W098/16247, W098/18810,
w098/40100, W098/55495, W098/37919 e W098/52581) i.e.
contendo, pelo menos, um dinucledtido CG, com 5-metilcitosina
sendo opcionalmente usada em vez da citosina; (8) um éter de
polioxietileno ou um éster de polioxietileno, por exemplo,

ref. 134; (9) um surfactante de éster de polioxietileno de

sorbitano, em combinacdo com um octoxinol [135] ou um éter de
polioxietileno de algquilo ou um surfactante de éster, em

combinacdo com, pelo menos, um surfactante n&o idnico

adicional, tal como octoxinol [136]; (10) uma saponina e um

oligonucledétido imunoestimulador (por exemplo, um
oligonucledétido CpG) [137]; (11) um imunoestimulante e uma
particula de sal de metal, por exemplo, ref. 138; (12) uma

saponina e uma emulsdo de dleo-em-agua, por exemplo, ref. 139;
(13) uma Ssaponina (por exemplo, QsS21)+ 3dMPL  + IL-12
(opcionalmente + um esterol) por exemplo, ref. 140; (14)

enterotoxina de E. coli 14dbil ao calor (“LT”), ou mutantes
destoxificados do mesmo, tais como o mutante K63 ou o R72 [ por
exemplo, Capitulo 5 da ref. 141]; (15) toxina da cbdlera (“CT”),
ou mutantes destoxificados da mesma [por exemplo, Capitulo 5 da

ref. 141]; (16) lipossomas [capitulos 13 & 14 da ref. 123]; (17)
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quitosano [por exemplo, ref. 142]; (18) RNA de cadeia dupla;
(19) microparticulas (i.e. uma particula de ~100nm a ~150pm de
didmetro, mais preferivelmente ~200nm a ~30pm de diédmetro, e
mais preferivelmente ~500nm a ~10um de didmetro), formadas de
materiais que sdo biodegradaveis e ndo tdéxicos (por exemplo,
um poli (a-&cido hidréxido), tal como poli (lactide-co-
glicélido), um &cido polihidroxibutirico, um poliortoéster, um
polianidrido, uma policaprolactona, etc.), opcionalmente
tratados para ter uma superficie carregada negativamente (por
exemplo, com SDS, ou uma superficie positivamente carregada
(por exemplo, com um detergente catidnico, tal como CTAB); ou

(20) outras substéncias que actuam como agentes
imunoestimulantes para aumentar a eficédcia da composicdo [por

exemplo, capitulo 7 da referéncia 123].

Os sais de aluminio (especialmente fosfatos de aluminio
e/ou hidréxidos) e MF59, sdo preferidos para wuso com 0S8
antigénios de sacédrido aqui revelados. Quando ¢é wusado um
fosfato de aluminio, ¢é possivel adsorver um ou mais dos
sacdridos no sal de aluminio, mas ¢ preferivel gue ndo adsorva
08 sacaridos ao sal, e isto ¢é favorecido ao incluir os 1ides de
fosfato livres na solucdo (por exemplo, pelo uso de um tampdo
fosfato). Quando ¢é usado o hidréxido de aluminio, é
preferivel adsorver os sacaridos ao sal. O uso de hidrdéxido
de aluminio, como adjuvante, ¢é particularmente wvantajoso para
08 sacaridos do serogrupo A.

E possivel, em composic®es reveladas nesta invencéo,
adsorver alguns antigénios ao hidrdéxido de aluminio, mas
possuindo outros antigénios em associacdo com o fosfato de
aluminio. Para as composicdes tetravalentes do serogrupo da
N. meningitidis, por exemplo, estdo disponiveis as seguintes

trocas:
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Serogrupo Sal de Aluminio (H= um hidréxido; P= um
fosfato)
A P/ H|P|H|H|H|P|P|P|H|H|H|P|P]|P|H
C PIH|H|(P|H|H|P|H|H|P|P|H|P|H|P]|P
W135 P H|H|H|P|H|H|P|H|H|P|P|P|P|HI|P
Y PIH|H|H|H|P|H|H|P|P|H|P|H|P|P]|P

Para combinacdes trivalentes do Serogrupo da N.

meningitidis, estdo disponiveis as seguintes permutas:

Serogrupo Sal de Aluminio (H= um hidréxido; P= um
fosfato)
C P H H H P P P H
W135 P H H P H P H P
Y P H P H H H P P

Uma vez formuladas, as composicdes podem ser administradas
directamente no sujeito. Os sujeitos a ser tratados podem ser
animais; em particular, 0s humanos. As vacinas s&o
particularmente Uteis para vacinar criancas e adolescentes.
Estas podem ser administradas por via sistémica e/ou através
da mucosa.

Tipicamente, as composicdes imunogénicas sdo preparadas
como injectdveis, quer como solucgdes liquidas ou suspensdes;
as formas sdélidas adequadas para solucdo em, ou suspensdo em,
veiculos 1liquidos, antes da injeccéo, podem ser também
preparadas. A preparacdo pode ser também emulsionada ou
encapsulada em lipossomas para um efeito adjuvante aumentado.
A libertacéo directa das composicdes seréa geralmente
parentérica (por exemplo, por injeccéo, subcuténea,
intraperitoneal, intravenosa ou intramuscular ou libertada
para o espaco intersticial dum tecido). As composicdes podem
ser também administradas numa lesédo. Outras formas de

administracéao incluem a administracéo oral e pulmonar,
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supositdérios, e aplicacdes transdérmica e transcutdnea (por
exemplo, ver ref. 143), agulhas, e hiposprays. O tratamento
de dosagem pode ser num esquema de dose Unica ou de dose
maltipla (por exemplo, incluindo doses de reforgo).

As vacinas aqui reveladas s&o, preferivelmente,
esterilizadas. Sdo, preferivelmente, livres de pirogénios.
Sdo preferivelmente tamponizadas, por exemplo, a um pH entre 6
e 8, geralmente perto dum pH de 7. Quando uma vacina
compreende um sal de hidréxido de aluminio, ¢é preferivel usar
um tampdo de histidina [144].

As vacinas podem compreender detergentes (por exemplo, um

Tween, tal como Tween 80), a niveis reduzidos (por exemplo,

<0,01%). As vacinas podem compreender um alcool acucarado (por
exemplo, manitol) ou trealose, por exemplo, a cerca de

15mg/ml, particularmente se forem liofilizados.

Pode determinar-se empiricamente as doses Oéptimas dos
antigénios individuais. Em geral, contudo, os antigénios de
sacdridos serdo administrados numa dose entre 0,1 a 100ug de
cada sacarido por dose, com um volume de dosagem tipica de
0,5ml. A dose ¢ tipicamente entre 5 e 20ug por sacarido por
dose. Esses valores s&do medidos como sacaridos.

As vacinas, de acordo aqui reveladas, podem ser
profildticas (i.e. evitam a infecc&o), ou terapéuticas (i.e.,
tratam as doencas apdés a infeccdo), mas serdo, tipicamente,
profilaticas.

A vacina pode ser para uso num método para aumentar a
reposta imune num paciente, gque compreende a administracdo da
vacina a um paciente. A resposta 1imune ¢, preferivelmente,
protectora contra a doenca meningocébdcica, e pode compreender
uma resposta imune humoral e/ou uma resposta imune celular. O
paciente é, preferivelmente, uma crianca.

0O método pode aumentar uma resposta de reforco, num

paciente que j& tenha sido vacinado contra N. meningitidis.
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Também é considerado o) uso dum polissacéarido,
oligossacarido ou conjugado aqui revelado no fabrico de um
medicamento para aumentar a resposta imune num animal. O
medicamento €&, preferivelmente, uma composicdo imunogénica
(por exemplo, uma vacina). O medicamento ¢é, preferivelmente,
para a prevencdo e/ou tratamento duma doenca causada por uma
Neisseria (por exemplo, meningite, septicemia, gonorreia
etc.), por H. influenzae (por exemplo, otite média, bronquite,
pneumonia, celulite, ©pericardite, meningite etc.) ou por
Pneumococcus (por exemplo, meningite, sepsia, pneumonia etc).
A prevencdo e/ou tratamento da meningite bacteriana ¢é, assim,
preferida.

As vacinas podem ser testadas em modelos animais padréo
(por exemplo, ver ref. 145).

Também ¢é revelado um processo para a solubilizacdo dum
polissacdrido capsular bacteriano precipitado, em que o etanol

é usado como solvente.

Definig¢dbes

A\Y

O termo “compreendendo” ou que compreende” significa
“incluindo” bem assim como “consistindo”, por exemplo, uma
composicdo “compreendendo” X pode consistir, exclusivamente,
em X ou pode incluir algo adicional, por exemplo, X + Y.

O termo “cerca de”, em relacdo a um valor numérico X

significa, por exemplo, x+10%.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

A Figura 1 representa o efeito da variacgédo das proporgdes
de etanol:&dgua na solubilizacdo de polissacéaridos.

As Figuras 2 a 4 representam titulos de IgG obtidos em
ratinhos contra antigénios de oligossacéridos: a Figura 2
representa os resultados gqgue usam o oligossacéarido do

serogrupo A; a Figura 3 representa os resultados para o
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serogrupo Y; e a Figura 4 representa os resultados para o
serogrupo W135.

A Figura 5 representa os titulos de IgG post-II obtidos em
ratinhos com uma mistura de conjugados de oligossacéaridos para
0s serogrupos A e C: a Figura 5a representa as respostas anti-
serogrupo A; e a Figura b5b representa as respostas anti-
serogrupo C.

As Figuras 6 a 8 representam os titulos de IgG obtidos em
ratinhos com uma mistura de conjugados oligossacaridos para os
serogrupos C, W 135 e Y: a Figura 6 representa as respostas
anti-serogrupo W135; a Figura 7 representa as respostas anti-
serogrupo Y; e a Figura 8 representa as respostas anti-
serogrupo C.

As Figuras 9 a 11 representam os titulos de IgG post-II
obtidos em ratinhos com uma mistura de conjugados de
oligossacéaridos para os serogrupos A, C, W135 e Y: a Figura 9
representa as respostas anti-serogrupo W135; a Figura 10
representa as respostas anti-serogrupo Y; e a Figura 11
representa as respostas anti-serogrupo A.

A Figura 12 é a curva de calibracdo obtida wutilizando
amostras de teste do polissacadrido MenA, a diferentes tempos
de hidrdélise. A curva representa a relacdo linear entre a
reciprocidade do grau de polimerizacdo e a energia rotativa
bptica.

A Figura 13 é a curva de calibracdo obtida utilizando as
amostras de polissacadridos do teste MenY, a diferentes tempos
de hidrdlise. A curva representa a relacdo linear entre o
logaritmo do grau de polimerizacdo e o CD (Coeficiente de
Distribuicéo) .

As Figuras 14 a 16 representam os titulos IgG post-ITI,
divididos pela subclasse 1IgG, obtidos em ratinhos apdbs a
imunizacéo com os conjugados oligossacéaridos para os

serogrupos: (14) A; (15) C; (16) W135 e (17) Y.
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A Figura 17 representa os titulos IgG post-II, divididos
pela subclasse IgG, obtidos em ratinhos apds a imunizacdo com
uma mistura tetravalente dos conjugados oligossacaridos.

A  Figura 18 ilustra a ©preparacdo de um conjugado
oligossacéarido.

A Figura 19 representa GMT (A) anti-MenA e (B) anti-MenC
(intervalos confianca = 95%) obtidos num modelo de porgquinhos-
da-india. Os valores acima das barras s&do os titulos do ensaio
bactericida do soro (SBRA) i.e., o reciproco da diluicdo dos

Q.

soros em que se obtém 50 % de morte.

FORMAS DE REALIZAGAO DA INVENGAO

A. Produgédo e Purificacgdo de Polissacdridos
Meningocécicos
Os meningococos dos serogrupos A, W135 e Y desenvolvem-se

em frascos de 500 ml contendo 150 ml de meio de Franz A,

durante 12 horas a 35+1°C. Foi estabelecida a agitacdo a 150
rpm usando um copo misturador de 35mm. 85ml da cultura foram
entdo inoculados num fermentador de 20 L contendo meio de
Watson.

18,5 horas depois (W135 e Y) ou 16,5 horas (A), gquando se
atingiu uma DO de 10, a fermentacdo foi interrompida
adicionando 300 ml de formalina e, em seguida, depois de 2
horas de incubacdo, o fermentador foi arrefecido a 10°C. 0
sobrenadante foi recolhido ©por <centrifugacdo seguido de
filtracdo (0,22 um), e ultrafiltracdo com uma membrana de 30
kDa.

O polissacarido concentrado em bruto foi entdo precipitado
por adicdo de CTAB, como uma solucdo de 100 mg/ml de &gua. Os
volumes adicionados sdo representados na tabela seguinte. Apds
12 horas a temperatura ambiente, o0s complexos de CTAB foram

recuperados por centrifugacéo. O complexo CTAB foi extraido
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por adicdo de uma solucdo de etanol a 95% a temperatura
ambiente durante 16-20 horas, sob agitacdo vigorosa. O volume

de etanol adicionado estd representado na tabela seguinte:

Serogrupo | Volume CTAB Volume de etanol a 95%
(ml) (litros por kg de pasta humida)
A 475 3,5 a 6
W135 200 4 a 6
Y 650 3,4

As suspensdes resultantes foram filtradas através dum
filtro de profundidade CUNO 10 SP. O filtrado foi recirculado

através dum cartucho CUNO zetacarbon™ até atingir uma

DO275mn<0, 2. O filtrado de carbono Z foi entdo recolhido e
filtrado através dum filtro de 0,22um. O polissacéarido foi
eventualmente precipitado da fase de etanol por adicédo de uma
solucdo de agua CaCl, 2M (10-12 ml/1 da solucdo final de EtOH).
0 polissacéarido purificado foi entdo recolhido por
centrifugacdo, lavado com etanol a 95% e seco sob véacuo.
Noutras experiéncias, a concentracdo final de etanol usada
para extraccdo foi variada (Figura 1). Para os polissacéridos
do serogrupo A, foi mais eficaz o etanol na gama entre 80 e
95%, com uma eficiéncia de extraccéo decrescendo em
percentagens inferiores. Para o serogrupo W135, foi conseguida
uma boa extraccdo com cerca de 75% e 90% de etanol, com os 95%
sendo menos eficazes. Para o serogrupo Y, foram obtidos os
melhores resultados com etanol entre 75% e 85%, com
percentagens superiores (por exemplo, 90%, 95%) sendo menos
eficazes. Em geral, notou-se gue as percentagens de etanol
abaixo das aqui referidas tendiam a aumentar a co-extracgédo
dos contaminantes tais como proteinas. As percentagens de
etanol dadas neste parédgrafo sdo expressas como uma

concentracdo final (etanol como percentagem do volume total de
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etanol + &4gua), e sdo baseadas no contetdo em &gua nas pastas
polissacdrido-CTAB, recuperadas por centrifugacdo de cerca de
50% (i.e. 500g de H;0O por quilo de pasta humida). Este wvalor
foi determinado empiricamente em experiéncias em escalas

reduzidas.

B. Conjugag¢do dos Polissacdridos do Serogrupo A

a) Hidrdélise

O polissacérido meningocédcico do Serogrupo A  foi
hidrolisado em 50 mM de tampdo de acetato de sdédio, a um pH de
4,7 durante cerca de 3 horas a 73°C. A hidrdélise foi
controlada a fim de obter oligossacaridos com um grau médio de
polimerizacdo (DP) de, aproximadamente, 10, como determinado
pela proporcdo (p/p) entre o fésforo orgédnico total e o
fosfato monoéster.

A razdo de DP de (fésforo orgdnico total) para (monoéster
de fdésforo) ¢é inversamente proporcional a energia rotativa
bptica (o), como representado na Figura 2. Esta relacdo pode
ser mais convenientemente utilizada para monitorizar @ a
extensdo da hidrdélise do que através das medicdes directas do

fésforo.

b) Dimensionamento

Este passo remove 0s oligossacéaridos de tamanho reduzido
gerados durante o processo de hidrdlise. O hidrolisado obtido
acima foi wultrafiltrado através duma membrana de corte de
30kDa (12 volumes de diafiltracdo de tampdo acetato de 5 mM,
pH 6,5). O retido, contendo as espécies mais elevadas de MM,
foi rejeitado; o permeado foi carregado numa coluna de
Sefarose A de Fluxo Répido, equilibrado num tampdo de acetato
de 5 mM, a um pH 6,5. A coluna foi entdo lavada com 5 volumes

de coluna (VC) de tampdo de equilibrio, entdo com 10 VC de
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tampdo de acetato de 5 mM/125 mM de NaCl a um pH de 6,5, a fim

de remover os oligossacaridos com um DP <6. O oligossacéarido
dimensionado foi entdo eluido com 5 VC de tampdo acetato de
5mM/NaCl 0,5 M a um pH de 6,5.

A populacdo de oligossacarido eluido tinha um DP de cerca

de 15.

c) Introducdo dum grupo amino primario no terminal redutor

Foi adicionado sal de ambénio (acetato ou cloreto) a
solucdo de oligossacarido dimensionado para uma concentracdo
final entre 49-300 g/L, sendo entdo o borohidreto de ciano-
s6édio adicionado a uma concentracdo final entre 12-73 g/L.
Apbs ajustar o pH entre 4-7,3, a mistura foi incubada a 37°C
durante 5 dias.

Os amino-oligossacdridos foram entdo purificados por
ultrafiltracdo de fluxo tangencial com uma membrana de corte
de 1kDa ou 3kDa, utilizando 13 volumes de diafiltracdo de NaCl
a 0,5 M, seguido por 7 volumes de diafiltracdo de NaCl a 20mM.
A solucgdo de amino-oligossacédrido purificado foi analisada
quanto ao contetido em fdésforo (uma actividade quimica do
antigénio), pelo procedimento da ref. 146, e a quantidade de
amino grupos introduzidos pelo procedimento da ref. 147.

Os oligossacédridos purificados foram entdo secos com um

evaporador rotativo para remover a agua.

d) Derivatizacdo para Ester Activo

Os amino-oligossacaridos secos foram solubilizados em agua
destilada a uma concentracdo de grupo amino de 40mM, sendo
entdo adicionados 9 volumes de DMSO seguidos de trietil-amino
a uma concentracdo final de 200mM. A solucdo resultante, foi
adicionado diéster de &cido N-hidroxisuccinimido adipico, para

uma concentracdo final de 480mM.

27



A reaccdo foi mantida sob agitacéo, a temperatura
ambiente, durante 2  horas, sendo entdo o oligossacérido
activado precipitado com acetona (80% v/v da concentracdo
final). O precipitado foi recolhido por centrifugacdo e lavado
vdrias vezes com acetona para remover diéster de 4cido N-
hidroxisuccinimido adipico n&o reactivo e subprodutos.
Finalmente o oligossacadrido activado foi seco sob vacuo.

Foi determinada a quantidade de grupos de éster activos
introduzidos na estrutura de oligossacdridos através dum

método colorimétrico, como descrito na ref. 148.

e) Conjugacdo para CRMjg;

O oligossacérido seco activado foi adicionado a uma
solucdo de 45 mg/ml de CRM;y; em 0,01M de tampdo fosfato a um
pH de 7,2 para uma proporcdo éster activo/proteina (mole/mole)
de 12:1. A reaccdo foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente, durante a noite. Apds este periodo, o conjugado foi
purificado por cromatografia hidrofdébica ou ultrafiltracdo de
fluxo tangencial. O conjugado purificado MenA- CRMj;o; foi
filtrado esterilizado e armazenado a -20°C ou -60°C até a
formulacdo da vacina.

O conjugado foi analisado para: teor em proteinas (Ensaio
de proteinas microBCA), teor em sacaridos MenA (Andlise
Colorimétrica de Foésforo), teor em sacidrido livre, perfil de
HPLC (em gel TSK G4000SW, 7,bmm IDx30cm), e SDS-PAGE. As
caracteristicas das preparacdes tipicas estdo representadas na

seguinte tabela:
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Cédigo do Lote Sacarido Proteina | Glicosilagdo KD
(mg/ml) (mg/ml)
210201/A 0,257 0,864 0,3 0,489
210201/BS 0,308 1,354 0,23 0,503
210201/BL 0,28 1,482 0,19 0,501
351230595 0,138 0,3 0,46
010900 0,092 0,337 0,27
DP29 0,105 0,245 0,43
Al (NAO 0,08 0,291 0,27
DIMENSIONADO)
A2 0,446 2,421 0,18
(DIMENSIONADO)
C. Conjugagcdo dos Polissacaridos do Serogrupo W135

a) Hidrdélise

O polissacdrido meningocdbdécico do grupo W foi hidrolisado
em tampdo de acetato de sbédio acético a 50 mM, de pH 4,7,
durante cerca de 3  horas a go°C. Isto resultou em
oligossacdridos com DP médio de cerca de 15 a 20, como
determinado pela proporcdo entre o &cido sidlico (SA) e o
terminal reduzido de SA.

A proporcdo do DP de (SA total) para (SA terminal
reduzido) estd relacionada com o KD, como determinado por
HPLC-SEC, como representado na Figura 3. Esta relacdo pode
ser usada para monitorizar a extensdo da hidrdélise mais

convenientemente do que através das medicdes directas de SA.

b) Dimensionamento

O hidrolisado foi ultrafiltrado através duma membrana de
corte de 30KDa (12 a 20 volumes de diafiltracdo de tampéo
acetato de 5mM/NaCl 15-30 mM, pH 6,5). O retido, contendo as
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espécies MW mais altas, foi rejeitado, enquanto o permeado foi
carregado numa coluna de Fluxo Ripido de Sefarose Q,
equilibrada num tampdo de acetato de b5mM/NaCl 15 mM, pH 6,5.
A coluna foi entdo lavada com tampdo de equilibrio de 10 CV, a
fim de remover os oligossacaridos com DP <3-4 e eluida com 3 VC

de tampdo acetato 5 mM/500 mM de NaCl pH 6,5.

c) Introducdo de um amino grupo primdrio no terminal

redutor

O cloreto ou acetato de aménio foi adicionado a solucdo de
oligossacarido dimensionada, a uma concentracdo final de
300g/L, sendo entdo o borohidreto de sdédio-ciano adicionado a
49g/L ou a uma concentracdo final de 73g/L. A mistura foi
incubada a 50°C durante 3 dias.

Os amino-oligossacdridos foram entdo purificados por
ultrafiltracdo tangencial de fluxo, como descrito para o
serogrupo A. O material purificado foi analisado quanto ao
seu conteudo de &cido sidlico (método colorimétrico de acordo
com a ref. 149 e/ou galactose (HPLC) (Actividades gquimicas do
antigénio MenW135). Os oligossacéaridos purificados foram

entdo secos com um evaporador rotativo para remover a agua.

d) Derivacdo para o Ester Activo

Os amino oligossacédridos secos foram derivatizados como

descrito acima para o serogrupo A.

e) Conjugacdo para CRMigy

A conjugacdo foi realizada como descrito acima para o
serogrupo A mas, para purificar o conjugado, foi utilizada a
diafiltracdo com uma membrana de 30 kDa (50 volumes de
diafiltracdo de tampdo fosfato 10 mM, com um pH de 7,2). O

conjugado purificado foi esterilizadamente filtrado e
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armazenado a -20°C ou -60°C até se obter uma formulacdo de
vacina.

O conjugado foi analisado quanto aos mesmos parametros
como descrito para o serogrupo A. Foi determinado o teor em

sacadrido MenW por determinacdo colorimétrica de acido siélico:

Cédigo do Lote| Sacarido | Proteina | Glicosilagédo KD
(mg/ml) (mg/ml)
Lote 1 5,73 3,52 1,63 0,296
Lote 2/4,5 3,51 2,88 1,22 0,308
Lote 3S 2,49 2,25 1,11 0,380
Lote 3sd 2,03 2,24 0,91 0,394
Lote 3L 2,32 2,3 1,01 0,391
Lote 3Ld 1,94 2,29 0,85 0,383
Lote 3S/pr. 0,363 0,82 0,44 0,498
Glice
Lote 3S/pr. 0,424 0,739 0,57 0,447
Glic9
Lote 3S/pr. 0,479 0,714 0,671 0,414
Glicl2
D. Conjugacdo dos Polissacdridos do Serogrupo Y

a) Hidrdélise

O polissacarido meningocédcico do grupo Y foi hidrolisado
como descrito acima para o serogrupo W135. Isto originou
oligossacaridos com um DP médio de cerca de 15 a 20, como
determinado pela proporcdo entre o SA e o SA do terminal
reduzido (convenientemente medido indirectamente como descrito

em C (a) acima).
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b) Dimensionamento, c¢) Introducdo de grupos amino, d)

Derivatizacdo de ésteres activos, e e) Conjugacéo

Estes passos foram realizados como descrito acima para o
serogrupo W135. O conjugado purificado foi filtrado em
ambiente estéril e armazenado a -20°C ou -60°C, até a
formulacdo da vacina.

O conjugado foi analisado da mesma forma que a descrita

acima para o serogrupo W135:

Cédigo do Lote | Sacdrido | Proteina | Glicosilagédo KD
(mg/ml) (mg/ml)
Lote 1° 1,16 0,92 1,26 0,303
Lote 1B 4,57 3,55 1,29 0,339
Lote 2/4,5 2,32 6,1 0,38 0,467
Lote 2/6 1,75 5,73 0,3 0,498

E. Imunogenicidade dos conjugados individuais

O volume congelado de conjugados foi descongelado. Cada um
foi diluido, com agitacdo, para uma concentracdo final de
sacdrido 20 ng/ml, fosfato 5mM, NaCl 9 mg/ml, fosfato de
aluminio (para dar uma concentracdo de Al°" de 0.6mg/ml), pH
7.2. As misturas foram entdo mantidas, sem agitacdo, a 2-8 °C
durante a noite e outra vez diluidas com solucdo salina para
sacdrido 4 ng /ml para a imunizacdo do ratinho.

Um segundo conjunto de wvacinas foi preparado para cada
serogrupo do mesmo modo, mas a adicdo do fosfato de aluminio
foi substituido com o mesmo volume de &gua.

Foram injectados s.c. 10 ratinhos Balb/c para cada grupo
de imunizacdo duas vezes com 0.5 ml da vacina nas semanas 0 e
4, Foram feitas colheitas de sangue antes da imunizacdo, no
dia antes da segunda dose e 2 semanas apds a segunda dose. As

imunizacdes foram realizadas com (a) a vacina conjugada com ou
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sem alum, (b) controlo de solucdo salina e (c) controlo de
polissacdrido ndo conjugado.

Foram determinados os anticorpos especificos IgG anti-
polissacdrido nos soros dos animais imunizados essencialmente
como descrito na ref. 150. O soro de cada ratinho individual
foi analisado em duplicado por uma curva de titulacdo e foi
calculada a GMT para cada grupo de imunizacdo. Os titulos
foram calculados em Unidades Elisa de Ratinho (MEU) usando o
software ’'Titerun’ (FDA). Foi determinada a especificidade do
titulo anti-polissacéarido por ELISA competitiva com ©
polissacérido relevante como competidor.

Como representado na Figura 2, o conjugado MenA induziu
titulos de anticorpos elevados em animais. Como esperado, o
polissacédrido n&o conjugado nédo era imunogénico. A formulacéo
do conjugado com um fosfato de aluminio como adjuvante induziu
um nivel elevado de anticorpos quando comparado com o titulo
obtido pelo conjugado sozinho. Do mesmo modo, os resultados
foram verificados para o MenY (Figura 3) e MenWl35 (Figura 4).

A subclasse IgG das respostas imunes post-II foram medidas
para varios grupos. As subclasses especificas foram
determinadas usando o mesmo método ELISA como usado para a
determinacdo do titulo total de IgG na seccdo E acima, mas
usando fosfato alcalino-anti ratinho -IgGl, -IgG2a, - IgG2b ou
-IgG3 (Zymed) como anticorpo secundario. Os titulos foram
expressos como OD405nm obtidos apbs 30 minutos de
desenvolvimento de substrato usando soro diluido de 1:3200, e
estdo representados nas Figuras 14 (MenA), 15 (MenWl35) e 16
(MenY) . As respostas s&do primariamente na subclasse IgGl, a
qual é a subclasse predominantemente induzida nos ratinhos
pelos antigénios T-dependentes. Como o0s polissacaridos séo
inerentemente antigénios T-independentes que nédo sdo capazes
de induzir a memdéria imunoldgica, estes dados mostram que a

conjugacdo teve o efeito desejado.
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0Os soros post-II também foram testados quanto a actividade
bactericida usando um ensaio in vitro para medir a lise da
bactéria mediada pelo complemento. 0Os soros post-II foram
inactivados durante 30 minutos a 56°C antes de serem usados no
ensaio, e foi usado 25% de complemento de coelhos bebés como a
fonte do complemento. O titulo bactericida foi expresso como a
diluicdo de soro reciproco com um rendimento de 50% de morte
de Dbactéria contra as seguintes estirpes: MenA G8238, Al,
Fel24; MenWl35 5554 (0Ac+) e 242317 (OAc-); MenY 242975 (0Ac) e
240539 (OAc+) .

Os resultados para MenA incluiram:

Transpor Sacéarido oDP Adjuvante o o
tador poli/oligo aprox. aluminio GMT Actividade bactericida
CRM; 97 ¢} 15 - 461 F8238: 2048-4096;

F6l24: 2048-4096
CRM; 97 0 15 fosfato 920 F8238: 4096; Fo6l24:
4096
- P - fosfato 3 F8238: 8; F6l24: 128
CRM; 97 0 15 - 290 F8238: 512-1024
- P - - 2 F8238: <4
CRM; 97 0 15 - 155 F8238: 512-1024
CRM; 97 0 15 - 393 F8238: 1024
CRM; 97 0 15 - 396 -
CRM; 97 0 15 fosfato 1396 F8238:4096
CRM; 97 O 15 fosfato 1461 F8238: 2048-4096
CRM; 97 o} 15 fosfato 1654 F8238:2048
CRM; 97 0 29 fosfato 1053 F8238:2048
O nao
CRM; 97 10 fosfato 1449 F8238: 2048
dimensionado
CRM; 97 0 15 fosfato 626 F8238: 2048-4096
CRM; 97 0 15 - 742 -
CRM; 97 ¢} 15 - 2207 -
CRM; 97 ¢} 29 - 1363 -
0 nao
CRM; 97 10 - 615 -
dimensionado
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(continuacdo)

Transpor-— Sacéarido oDP Adjuvante L L
tador poli/oligo aprox. aluminio oMT Actividade bactericida
CRM;97 0 15 fosfato 1515 -

CRM197 0] 15 fosfato 876 -

CRM; 97 0] 15 fosfato 1232 -

CRM;97 15 fosfato 852 -

CRM197 15 fosfato 863 F8238: 2048; Al: 2048;
Fol24: >2048

CRM;97 0 27 fosfato 1733 F8238: 4096-8192;
F6124: 4096-8192

CRMig7 0 15 fosfato 172 F8238: 1024; Al: 1024-
2048; Fol24: 2048

CRM; 97 0 15 hidréxido 619 F8238: 1024; Al: 2048;
Fo6l24: 2048

Os resultados para MenWl35 incluiram:

Sacéarido oDP Adjuvante
Transportador GMT Actividade bactericida
poli/oligo | aprox. aluminio
CRM; 97 0 + - 14 5554:256-512
CRM; o7 0 + Fosfato 23 5554:256-512
- P - - 5554: 4
CRM; 97 0 + - 45 5554:1024
CRM, o, 0 + - 101 5554: 64-128
CRM, o7 0 + - 80 5554: 256-512
CRM; ¢7 0 + Fosfato 221 5554: 1024-2048;
242317: 1024-2048
CRM; o7 0 - - 52 5554:512-1024
CRM; 97 0 - Fosfato 329 5554: 1024-2048;
242317: 1024-2048
CRM; 97 0 + - 41 5554: 256-512
5554: 1024; 242317:
CRM; 97 0 + Fosfato 24
128-256
CRM; 97 0 - - 116 5554: 256-512
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(continuacdo)

5554: 1024; 242317:
CRM197 0 - Fosfato 185
512-1024
CRM; 97 0 + Fosfato 565 5554:2048
CRM; 97 0 + Fosfato 328 5554:512-1024
CRM197 ) + Fosfato 490 5554: 1024-2048
CRM; 97 0 + Hidréxido 189 5554: 512-1024;
242317: 512-1024
CRM; 97 0 + Fosfato 80 5554: 512-1024;
242317: 512-1024
CRM; 97 0 + Hidréxido 277 5554: 512-1024;
242317: 1024-2048
Os resultados para MenY incluiram:
Sacéarido oDP Adjuvante Actividade
Transportador GMT
poli/oligo | aprox. aluminio bactericida
CRMi97 ) >15 - 751 242975: 8192
CRM, o7 0 >15 fosfato 1190 | 242975: 8192-16384;
240539: 8192-16384
CRM; 97 0 >15 - 284 | 242975: 2048-4096
CRM; 97 0 >15 fosfato 775 242975: 2048-4096
- P - - - 242975: 256
CRM; 97 0 >15 - 1618 | 242975: 4096-8192
CRM, o, 0 >15 - 2123 | 242975:2048
CRM; 97 0 <10 - 253 242975: 512-1024
CRM; 97 0 <10 - 1060 | 242975: 256-512
CRM; ¢7 0 >15 hidréxido 1167 | 242975: 8192; 240539:
8192-16384
CRM; 97 0 >15 fosfato 665 | 242975: 8192; 240539:
8192-16384
242975: 4096; 240539:
CRM; 97 0 >15 fosfato 328
2048-4096
242975: 2048; 240539:
CRMi97 ) >15 hidréxido 452
1024-2048
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F. A imunogenicidade do conjugado MenA em combinagdo com o
conjugado MenC

O wvolume concentrado de CRM-MenC (da Chiron Vaccines,
Itédlia) foi misturado com o volume concentrado de CRM-MenA
(obtido como descrito acima) e foram diluidos e misturados com
agitacdo. Foram feitas 3 preparacdes diferentes. Cada uma

contendo sacédrido 20 ug /ml para MenA, mas foram incluidas

quantidades diferentes do conjugado MenC: (i) sacéadrido 20 ug
/ml (ii) sacérido 10 npg /ml; (iii) sacarido 5 pg /ml. As
razdes de MenA:MenC (w/w) foram: (i) 1:1; (ii) 2:1; (iii) 4:1.

Cada preparacdo também contém fosfato de sdédio 5mM, NaCl 9
mg/ml, fosfato de aluminio (para dar uma concentracdo de Al°"
de 0.6mg/ml), pH 7.2. Cada mistura foi entdo mantida, sem
agitacdo, a 2-8 °C durante a noite e foi feita outra diluicéo
1:5 com solucédo salina antes da imunizacdo dos ratinhos.

Um segundo conjunto de vacinas foi preparado do mesmo
modo, mas a adicdo de fosfato de aluminio foi substituida com
o mesmo volume de &gua.

Para cada wuma das seis vacinas, foram imunizados 10
ratinhos Balb/c como descrito acima. Os grupos de controlo
receberam solucdo salina ou apenas conjugado MenA.

Os anticorpos anti-polissacaridos para MenA e MenC foram
determinados como descrito acima.

Os resultados obtidos com a mistura dos conjugados
MenA+MenC indicam claramente que a razdo (m/m) entre os
componentes A e C joga um papel crucial para a imunogenicidade
a MenA.

O titulo especifico anti-MenApS obtido com o controlo do
conjugado MenA foi superior (com ou sem adjuvante alum) do gue
para a combinacdo MenA+MenC na mesma dosagem (Figura 5a).
Quando ¢é usada uma guantidade menor do conjugado MenC is na

combinacdo, um melhor titulo anti-MenApS ¢ induzido pelo
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componente do conjugado MenA. Ao mesmo tempo, o titulo anti-
MenC permanece aceitdvel (Figura 5b).

As experiéncias também foram realizadas usando um modelo
de porquinho-da-india. Foram feitas trés preparacdes
diferentes, usando o mesmo adjuvante de fosfato de aluminio
como antes (hidroxifosfato amorfo, POs/Al razdo molar entre

0.84 e 0.92, 0.6 mg Al*"/ml):

Preparagéo Men A¥ MenC * Raz&do MenA : MenC
A 20 ng/ml 20 pg/ml 1 :1
B 40 pg/ml 20 pug /ml 2 1
C 20 pg/ml 10 ug /ml 1 : %

* Expresso como sacarido

Estas preparacdes foram diluidas de 1:2 com solucdo salina
e usadas para imunizar os porguinhos-da-india. Para cada grupo
de imunizacéo foram injectados s.c. duas vezes cinco
porquinhos-da-india (estirpe Hartelley, fémeas, 450-500
gramas) com 0.5 ml da wvacina nos dias 0 e 28. Foram feitas
recolhas de sangue antes da primeira imunizacdo e depois no
dia 42. Os soros foram armazenados a -70 °C antes da anélise
por ELISA e ensaio bactericida do soro (contra a estirpe MK
83/94 MenA ou estirpe CllMenC). Os resultados sdo apresentados

na Figura 19.

G. Vacina de combinacdo para os serogrupos C, W135 e Y

Os conjugados de polissacéadridos a partir dos serogrupos C,
W135 e Y foram misturados como descrito acima para dar uma
concentracdo final de sacérido 20 ung /ml para cada conjugado. A
vacina continha uma concentracdo final de fosfato de sdédio 5mM

e NaCl a 9 mg/ml, pH 7.2. Apbdbs o armazenamento durante a
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noite, a mistura foi diluida para conter sacdrido 4 ung /ml para
cada conjugado para imunizacéo.

As imunizacdes e andlise tiveram lugar como anteriormente.

Os resultados mostram gque a imunogenicidade do conjugado
MenWl135 é aumentada quando é administrado em combinacdo com os
conjugados MenC e MenY, quando comparada com a qgue ¢é obtida
com o conjugado MenW1l35 sozinho (Figura 6). A imunogenicidade
de MenY foi compardvel em combinagcdo com a que € obtida com o
conjugado individual (Figura 7) e também foi comparavel com a

imunogenicidade do conjugado MenC (Figura 8).

H. Vacina de combinagdo para os serogrupos A, C, Wi135 e Y
Os conjugados de polissacaridos a partir dos serogrupos C,
W135 e Y foram misturados como descrito acima para dar uma

concentracdo final de sacédrido 20 ug /ml para os conjugados dos

serogrupos A, W135 e Y e sacarido 5 pg /ml para o conjugado do
serogrupo C. A vacina continha uma concentracdo final de
fosfato de sédio 5mM, NaCl9 mg/ml, fosfato de aluminio (para
dar uma concentracdo de Al°" de 0.6 mg/ml), pH 7.2. A mistura

foi entdo mantida, sem agitacdo, a 2-8 °C durante a noite e
diluida novamente com solucdo salina para dar de sacarido 4 ug

/ml /ml para os conjugados A, W135 e Y e de sacarido 1 pg/ml
para o conjugado C. Esta mistura diluida foi wusada para
imunizacéao.

As imunizacdes e andlises tiveram lugar como
anteriormente, com o0s controlos a incluirem os conjugados
individuais excepto para o serogrupo C.

A  Figura 9 mostra que, tal Ccomo anteriormente, a
imunogenicidade do conjugado MenWl35 foi aumentada quando
administrado em combinacdo com o8 conjugados MenA, MenC e
MenY. A Figura 10 mostra que a imunogenicidade do conjugado

MenY ndo ¢é significativamente diferente quando distribuido em
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combinacdo com 0s conjugados MenA, MenC e MenWl35. A Figura 11
mostra que a imunogenicidade do conjugado MenA diminui
marcadamente em combinacéo, mesmo com © conjugado MenC
administrado numa dosagem baixa (1/4). Esta competicéo
antigénica néao se verifica na vacina polissacérida

tetravalente ndo conjugada (ACWY) [5].

L. Antigénio do serogrupo A liofilizado

O polissacédrido capsular do serogrupo A de N. meningitidis
é particularmente susceptivel a hidrdélise. 0Os conjugados do
oligossacarido capsular MenA sdo, por 1sso, preparados na
forma liofilizada, prontos para serem reconstituidos na altura
da administracdo. A forma liofilizada foi preparada para ter
componentes que d&o a seguinte composicéo apbds a

reconstituicdo numa dose unitéaria:

Componente Concentracgéo
CRM-MenA Sacdrido 20 pg /ml
Tampdo de fosfato de potéssio 5 mM
Manitol 15 mg/ml

Esta composicdo ndo tem adjuvante. Foram preparados dois

adjuvantes para esta reconstituicédo:

Componente Concentragdo Concentragédo
Hidréxido de aluminio 0.68 mg A1’ /ml -
Fosfato de aluminio* - 0.6mg Al”"/ml
Tampdo de fosfato de sdédio - 10 Mm
Tampdo de Histidina 10 mM -
Cloreto de sbédio 9 mg/ml 9 mg/ml
Tween 80 0.005% 0.005%
pH 7.2£0.05 7.2+0.05
* hidroxifosfato amorfo, razdo molar de POs/Al entre 0.84 e 0.92
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Quando foi reconstituido com &gua para a 1injeccdo, a

estabilidade do componente sacadrido foi como se segue:

Armazenamento a 2-8 °C Armazenamento a 36-38 <°C
Tempo Sacirido | Sacarido Sacarido Sacarido
. Sacarido Sacarido
(dias) total livre total livre
livre% livre %
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
0 17.72 1.04 5.9 17.72 1.04 5.9
15 17.01 0.88 5.2 16.52 2.26 13.7
30 17.82 0.89 5.0 17.29 2.64 15.3

Acima da mesma escala de tempo de 4 semanas, o ©pH
estabilizou em 7.2 gquer a 2-8 °C quer a 36-38 °C, o conteudo
em proteina estabilizou em cerca de 24.5 pug/ml, e a humidade do
contetido ficou abaixo de 2.5%.

Quando foi reconstituido com solucdo de adjuvante de
fosfato de aluminio e armazenado a 2-8 °C, a estabilidade foi

como se sedgue:

Tempo Sacarido Sacarido Sacarido

(horas) total (ng/ml) | livre (ng/ml) livre %

0 16.62 1.09 6.6
24 16.51 0.98 5.9
48 16.83 0.99 5.9

J. Vacina de combinagdo para serogrupos A, C, WI35 e Y
(conjugado serogrupo A liofilizado)

Foi preparada uma mistura trivalente dos componentes MenC,
W135 e Y adsorvidos ao adjuvante hidréxido de aluminio
(2mg/ml) ou misturado com um adjuvante de fosfato de aluminio
(hidroxifosfato amorfo, razdo molar de POs/Al entre 0.84 e
0.92, 0.6mg/ml A1°", na presenca de tampdo fosfato 10mM). As

composicdes das duas misturas trivalentes foram como se segue:
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Componente Concentragdo Concentragdo
Hidréxido de aluminio 0.68 mg Al°"/ml -
Fosfato de aluminio* - 0.6mg A17"/ml
CRM-MenC sacarido 20 pg/ml sacarido 20 pg/ml
CRM-MenY sacarido 20 pg/ml sacarido 20 pg/ml
CRM-MenW135 sacarido 20 pg/ml sacarido 20 pg/ml
Tampdo de fosfato de sdédio - 10 mM
Tampdo de Histidina 10 mM -
Cloreto de sdédio 9 mg/ml 9 mg/ml
Tween 80 0.005% 0.005%
*hidroxifosfato amorfo, razdo molar de PO,/Al entre 0.84 e 0.92

Para a mistura de hidréxido, a estabilidade dos

componentes sacaridos foi como se segue:

Armazenado a 2-8°C Armazenado a 36-38°C
Tempo

Sacdrido livre | Sacdrido livre | Sacdrido livre Sacarido livre

(ng/ml) % (ng/ml) %

(dias)

Volume de MenC

0 <l.2 <6 <l.2 <6
15 <1.2 <6 <1.2 <6
30 <1l.2 <6 <l.2 <6

Frascos de MenC

0 <l.2 <6 <l.2 <6

15 <l.2 <6 <l.2 <6

30 <l.2 <6 1.3 6.6
Volume de MenW1l35

0 2.5 12.5 2.5 12.5

15 2.3 11.4 3.4 16.8

30 2.3 11.5 3.5 17.3
Frascos de MenWl35

0 2.1 10.6 2.1 10.6

15 2.3 11.7 2.7 13.3

30 20. 10.2 3.3 16.3

42




(continuacédo)

Volume de MenY

0 1.7 8.3 1.7 8.3

15 <1.3 <6.3 2.0 10.2

30 1.3 6.3 2.4 12.2
Frascos de MenY

0 1.4 7.1 1.4 7.1

15 1.5 7.6 2.1 10.7

30 1.3 6.3 2.9 14.3

Sobre a mesma escala de tempo de 4 semanas, o pH

estabilizou a 7.15x0.05 quer a 2-8 °C quer a 36-38 °C.

Para a mistura de fosfato,

sacaridos foi como se segue:

a estabilidade dos componentes

Armazenado a 2-8°C Armazenado a 36-38°C
Tempo | Sacdrido | Sacarido Sacarido Sacarido
(dias) total livre Sacarido total livre Sacarido
livre % livre %
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Volume de MenC
0 22.8 <1.0 <5 22.8 <1.0 <5
15 17.2 <1.0 <5 18.6 <1.0 <5
30 18.9 <1.0 <5 20.5 <1.0 <5
Frascos de MenC
0 20.5 <1.0 <5 20.5 <1.0 <5
15 18.3 <1.0 <5 23.4 <1.0 <5
30 18.0 <1.0 <5 20.5 <1.0 <5
Volume de MenWl1l35
0 20.7 2.0 10.4 20.7 2.0 10.4
15 21.9 2.3 11.6 21.2 2.1 10.3
30 19.6 2.1 10.6 21.0 2.4 11.8
Frascos de MenW135
0 23.4 1.7 8.4 23.4 1.7 8.4
15 21.2 1.9 9.5 20.1 2.2 11.1
30 20.1 2.2 11.2 21.3 3.2 16.1
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(continuacédo)

Volume de MenY

0 19.1 <1.1 <5.3 1.1 <1.1 <5.3
15 20.1 1.4 6.8 18.7 1.3 6.4
30 18.6 1.4 7.6 19.2 1.7 8.3

Frascos de MenY

0 21.4 <1l.1 <5.3 21.4 <1.1 <5.3
15 19.6 1.4 6.8 19.0 1.5 7.4
30 17.7 1.2 6.2 18.4 1.9 9.4

Sobre a mesma escala de tempo de 4 semanas, o0 pH estabilizou a
7.05%x0.05 gquer a 2-8 °C quer a 36-38 °C.

As composicdes liquidas trivalentes foram diluidas e usou-
se 0.5 ml para reconstituir o conjugado MenA liofilizado. A
mistura tetravalente resultante foi administrada a 10 ratinhos
Balb/c (fémeas com 6-8 semanas de idade), por grupo, através
de injeccdo subcuténea no dia 0 e 28. A mistura continha 2 g
de cada conjugado sacadrido por dose, o que representa 1/5 de
uma dose humana Unica (SHD). Os controlos foram uma solugéo
salina ou polissacédridos hombélogos ndo conjugados. Foram
feitas recolhas de sangue antes da imunizacdo e depois no dia
42, com 0s soros armazenados a -70 °C. O IgG foi determinado
como descrito acima.

Todos os conjugados usados foram seguros e imunogénicos
nos animais. Os titulos de GMT post-II por ELISA (com 95% de

intervalo de confianca) foram como se segue:

Vacina Adjuvante A Y W135 C
Fosfato de 172 - - -
MenA (liofilizado e aluminio (69-439)
ressuspendido) Hidréxido de 619 - - -
aluminio (419-906)

44




(continuacédo)

Vacina Adjuvante A Y w135 C
Fosfato de 328
aluminio (147-731)
MenY
Hidrdéxido de 452
aluminio (344-593)
Fosfato de 80
aluminio (28-225)
MenW
Hidrdéxido de 277
aluminio (185-411)
Fosfato de 317
aluminio (152-659)
MenC
Hidrdéxido de 723
aluminio (615-851)
Fosfato de 32 397 99 114
MenA (liofilizado) + aluminio (15-68) (252-6217) (35-288) (53-2406)
MenC,W135,Y Hidréxido de 206 141 139 163
aluminio (112-372) (97-205) (76-251) (122-218)
A Figura 17 apresenta a analise dos resultados da
subclasse I1IgG para: (17A) MenA; (17B) MenC; (17C) MenW1l35; e

(17D) MenY. A IgGl é claramente a subclasse mais proeminente.

Os titulos bactericidas do soro foram como se segue:
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K.

(dosagens diferentes)

composicdes da vacina continham razdes diferentes

conjugados de oligossacaridos.

ou 4 ug/dose.

todas as experiéncias.

Vacina de combinagdo para os serogrupos A,

Os titulos ELISA foram como sSe segue:

Os ratinhos foram imunizados como descrito acima,

c,

W1i35 e Y

mas 4as

de varios

As doses variaram de 0.5, 1, 2

O oligo-conjugado MenA liofilizado foi usado em

Quantidade de

antigénio GMT ELISA (intervalo de confianga de 95%)
(pg/dose) Adjuvante
C W135 aluminio A C W1l35 Y
177 367 239 239
2 2 Fosfato
(107-291) (263-510) (135-424) (184-311)
390 494 338 158
2 2 Hidréxido
(313-486) (345-7006) (266-430) (96-260)
132 582 143 247
2 2 Fosfato
(59-296) |(268-1155) (75-272) (152-400)
337 569 171 100
2 2 Hidroéxido
(239-4706) (462-679) (117-251) (59-169)
2 1 Fosfato |137(47-397)[192(88-421) 18(4-75) 315(174-571)
152 207 51 220
2 1 Fosfato
(85-271) (100-428) (21-125) (125-388)
113 230 23 267
2 1 Fosfato
(49-263) (98-540) (6-91) (81-877)
267 504 46 583
2 0.5 Fosfato
(109-656) (300-847) (15-134) (330-1030)
2 2 Fosfato 87 (49-155)118(51-278) 24(8-72) 214 (140-326)
217 514 110 206
2 1 Fosfato
(132-355) (332-796) (66-183) (141-300)
2 1 Fosfato [05(40-279) [381(180-808) 90(34-236) 206 (96-445)
155 374 53 502
2 1 Fosfato
(71-339) (196-713) (28-100) (335-752)
2 0.5 Fosfato 224 (125-400) |358(223-577)|43(14-128) 624 (426-914)
180 306 70 423
2 2 Fosfato
(113-288) (190-492) (34-140) (258-6906)
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Os titulos bactericidas do soro foram como se segue:

Quantidade de
Adjuvante Titulo de anticorpo bactericida
antigénio (pg/dose) ..
aluminio
A Cc W135 Y A C W135 Y
4 2 2 2 Fosfato 256-512 1024-2048 1024-2048 4096-8192
4 2 2 2 Hidréxido | 1024-2048 256-512 1024-2048 1024-2048
2 2 2 2 Fosfato 512-1024 1024-2048 128-256 8192-16384
2 2 2 2 Hidréxido 256 1024-2048 256 512-1024
4 2 1 1 Fosfato 512-1024 2048 128 2048-4096
4 2 1 5 Fosfato 512-1024 1024-2048 128 2048-40906
4 2 1 2 Fosfato 512-1024 2048-409¢6 128 8192-16384
4 2 0.5 1 Fosfato 1024-2048 8192 256-512 8192-16384
4 2 2 1 Fosfato - 2048-4096 128 4096-8192
2 2 1 1 Fosfato 1024-2048 | 1024-2048 256 4096-8192
2 2 1 .5 Fosfato 1024-2048| 2048-4096 256-512 2048-4096
2 2 1 2 Fosfato 512-1024 1024-2048 128 8192-16384
2 2 0.5 1 Fosfato 1024-2048 2048 256-512 4096-8192
2 2 2 1 Fosfato 128-256 512-1024 04-128 1024-2048
Foi realizado um segundo conjunto de experiéncia usando

uma dosagem de 2 ug/ml de

dessa dosagem para MenY,

Os titulos ELISA foram como

e

se segue:

sacdrido para MenA e MenC,

metade

um quarto da dosagem para MenWl135.

Quantidade de GMT ELISA (intervalo de confianga de
Adjuvante
antigénio (pg/dose) / 95%)
aluminio
A C W1l35 Y A C W135 Y
32 114 99 397
Fosfato
(15-68) (53-2406) (35-288) | (252-627)
2 2 2 2
206 163 139 141
Hidréxido
(112-372) |(122-218) | (76-251) (97-205)
96 238 42 315
Fosfato
(49-187) |(101-561)| (20-89) (114-867)
2 2 1 0.5
293 267 83 244
Hidréxido
(144-597) | (158-451)| (43-163) | (152-392)
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Os titulos bactericidas do soro foram como sSe segue:
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L. Conjugados de Oligossacdridos de MenA, W135 e Y

A tabela que se segue representa dados relativos aos
conjugados MenA, MenWl35 e MenY, adequado para fabricar
composicdes da combinacdo, aqui reveladas:

A W135 Y

DP apds dimensionamento 16,6 21,9 21,1

Proporcdo Sacarido/Proteina 0,5 1,1 0,7
KD 0,44 0,36 0,41
Sacarido Livre 5% 10% 5%
Proteina Livre <2% <29 <29
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REIVINDICACOES

1. Um kit caracterizado por compreender: (a) sacéarido
capsular conjugado a partir do serogrupo A de N. meningitidis,
na forma liofilizada; e (b) sacadridos capsulares a partir de
um ou mais dos serogrupos C, W135 e Y de N. meningitidis, na
forma liquida.

2. 0 kit, de acordo com a Reivindicacéao N°.1,
caracterizado por um ou mais dos sacaridos de (b) ser
conjugado com uma proteina transportadora.

3. 0 kit, de acordo com a Reivindicacéo N°.2,
caracterizado por a proteina transportadora ser o toxdbdide de
difteria CRM197.

4. O kit, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes
precedentes, caracterizado por o) sacarido capsular do
serogrupo A de N. meningitidis ser conjugado a uma toxina ou
toxdide bacteriano.

5. 0 kit, de acordo com a Reivindicacdo N°.4,
caracterizado por a toxina ou toxdide bacteriano ser toxdbdide
de difteria, toxdéide de tétano ou o toxdide de difteria
CRM197.

6. O kit, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes
precedentes, caracterizado por a conjugacdo ser através dum
processo que envolve a introducdo de grupos amino no sacarido
seguindo-se a derivatizacdo com um diéster adipico e a reaccédo
com a proteina transportadora.

7. 0 kit, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes
precedentes, caracterizado por o sacdrido capsular conjugado
do serogrupo A de N. meningitidis ter uma razao
sacarido:proteina (m/m) entre 0.5: 1 e 5:1.

8. 0O kit, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes
precedentes, caracterizado por um ou mais sacaridos estarem

adsorvidos a um adjuvante de hidréxido de aluminio.



9. 0 kit, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdbes
precedentes, caracterizado por o componente (b) compreender um
adjuvante de sal de aluminio.

10. O kit, de acordo com a Reivindicacdo N°.9,
caracterizado por o componente (b) compreender um adjuvante de
fosfato de aluminio.

11. O kit, de acordo com gqualgquer uma das Reivindicacdes
precedentes, caracterizado por um ou mais sacadridos ser um
oligossacéarido.

12. O kit, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes
precedentes, caracterizado por o sacarido do serogrupo A ter
um grau médio de polimerizacdo entre 10 e 20.

13. O kit, de acordo com gqualquer uma das Reivindicacdes
precedentes, caracterizado por o componente (b) compreender um
sacdrido do serogrupo W135.

14. o kit, de acordo com a Reivindicacdo N°.13,
caracterizado por o sacarido do serogrupo W135 ter um grau
médio de polimerizacdo entre 15 e 25.

15. O kit, de acordo qualquer uma das Reivindicacdes
precedentes, caracterizado por o componente (b) compreender um
sacarido do serogrupo Y.

16. o kit, de acordo com a Reivindicacdo N°.15,
caracterizado por o sacarido do serogrupo Y ter um grau médio
de polimerizacdo entre 15 e 25.

17. O kit, de acordo com gqualquer uma das Reivindicacdes
precedentes, caracterizado por o componente (b) compreender um
sacadrido do serogrupo C.

18. O kit, de acordo com a Reivindicacdo N°.17,
caracterizado por o sacarido do serogrupo C ter de 12 a 22
unidades de repeticéo.

19. O kit, de acordo com a Reivindicacdo N°.17 ou a

Reivindicacdo N°.18, caracterizado por a razdo (m/m) do



sacdrido do serogrupo A para o sacadrido do serogrupo C ser
superior a 1.

20. O kit, de acordo com a Reivindicacdo N°.19,
caracterizado por a razdo (m/m) do sacarido do serogrupo A
para o sacarido do serogrupo C ser 2:1.

21. O kit, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes
precedentes, caracterizado por os sacéridos de (b) serem dos
serogrupos C, W135 e Y de N. meningitidis.

22, O kit, de acordo com a Reivindicacdo N°.21,
caracterizado por a razdo (m/m) dos sacaridos dos serogrupos
A:C:W135:Y ser 2:1:1:1.

23. 0O kit, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes
precedentes, caracterizado por estar na forma de dois frascos.

24. O kit, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes
precedentes, caracterizado por compreender ainda um antigénio
sacadrido de Haemophilus influenzae B.

25. O kit, de acordo com qualguer uma das Reivindicacdes
precedentes, caracterizado por a dose ser entre 5 e 20 pg por
sacdrido por dose.

26. Um método para a preparacdo duma vacina que compreende
sacdridos capsulares conjugados a partir de pelo menos dois
serogrupos A, C, W135 e Y de N. meningitidis, caracterizado
por compreender um passo de mistura de (i) um conjugado
liofilizado do sacédrido <capsular do serogrupo A de N.
meningitidis com (ii) conjugados na forma liquida dos
sacadridos capsulares de um ou mais dos serogrupos C, W 135 e Y
de N. meningitidis.

27. o kit, de acordo com a Reivindicacdo N°.20,
caracterizado por os sacaridos de (ii) serem obtidos a partir
de serogrupos C, WI135 e Y de N. meningitidis.

28. O kit, de acordo com a Reivindicacdo N°.27,
caracterizado por a razdo (m/m) para os sacaridos dos

serogrupos A:C:W135:Y ser 2:1:1:1.



29. O kit, de acordo com qgqualguer uma das Reivindicacdes
de N°.26 a N°.28, caracterizado por os sacédridos serem
conjugados ao toxdbéide de difteria CRM197.

30. O kit, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes
de N°.26 a N°.29, caracterizado por a conjugacdo ser através
dum processo gue envolve a introducdo de grupos amino nos
sacdridos seguido por derivatizacdo com um diéster adipico e a
reaccdo com uma proteina transportadora.

31. O kit, de acordo com qualguer uma das Reivindicacdes
N°.26 a N°.30, caracterizado por um ou mais sacdridos serem
oligossacéaridos.

32. 0 kit, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes
N°.26 a N°.31, caracterizado por um ou mais sacdridos serem
adsorvidos a um adjuvante de hidréxido de aluminio.

33. O kit, de acordo com qualguer uma das Reivindicacdes
N°.26 a N°.32, caracterizado por a vacina compreender um
adjuvante de fosfato de aluminio.

34. O kit, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes
N°.26 a N°.32, caracterizado por a vacina compreender um
antigénio sacarido de Haemophilus influenzae B, proteinas do
serogrupo B de N. meningitidis ou preparacdes de OMV.

35. 0 kit, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes
N°®.26 a N°.34, caracterizado por a dose ser entre 5 e 20 ug

por sacarido por dose.

Lisboa, 21 de Outubro de 2010
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