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(57) Resumo: COMPOSICOES IMUNOGENICAS SINERGICAS
BASEADAS EM ANTIGENOS PROTEICOS COMBINADOS COM
ANTIGENO CELULAR PERTUSSIS E TOXINAS INATIVADAS. A
presente invencdo refere-se a composicdes imunogénicas sinérgicas
para prevengdo de coqueluche e de infecgdes causadas por
Streptococcus pneumoniae. Adicionalmente, as composicdes da
presente invengdo podem oferecer protegdo contra infeccdes
causadas por outros patégenos através da combinacédo sinérgica de
antigenos dos mesmos. Em particular, a presente invengao fornece
composigdes imunogénicas sinérgicas que compreendem ao menos
um antigeno celular de .Borcletella pertussi.s inativada e ao menos um
antigeno proteico compreendendo uma ou mais proteinas de superficie
A (PspA) de Streptococcus pneumoniae ou fragmentos das mesmas. A
presente invencdo fornece ainda fornece composigdes imunogénicas
sinérgicas que compreendem ao menos um antigeno celular de
Bordetella pertus.sis inativada, ao menos um antigeno proteico
compreendendo uma ou mais proteinas de superficie A (PspA) de
Streptococcus pneumoniae ou fragmentos das mesmas e uma ou mais
toxinas diftéricas e/ou tetanicas. A presente invengdo refere-se
também ao uso de uma ou mais composicdes imunogénicas
sinérgicas, da presente invengdo na manufatura de vacinas
combinadas para prevencao contra coqueluche, tétano, difteria e/ou
infeccbes causadas por Streptococcus pneumoniae. A presente
invencéo refere-se ainda ao uso das composigbes da presente
invengdo na manufatura de vacinas para prevengao contra
coqueluche, tétano, difteria e infeccdes causadas por Streptococcus
pnheurnoniae.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para:
“COMPOSIGCOES IMUNOGENICAS SINERGICAS BASEADAS EM ANTIGENOS
PROTEICOS COMBINADOS COM ANTIGENO CELULAR PERTUSSIS E
TOXINAS INATIVADAS”

CAMPO DA INVENGCAO

A presente invencédo refere-se a composigdes
imunogénicas sinérgicas para prevengdo de coqueluche e de
infeccgdes causadas por Streptococcus pneumoniae.
Adicionalmente, as composicdes da presente invengdo podenm
oferecer protecdo contra infecc¢des causadas por outros
patdégenos através da combinacgdo sinérgica de antigenos dos
mesmos.

Em particular, a presente invencdo fornece composic¢des
imunogénicas sinérgicas gque compreendem a0 menos um
antigeno celular de Bordetella pertussis inativada e ao
menos um antigeno proteico compreendendo uma ou mais
proteinas de superficie A (PspA) de  Streptococcus
pneumoniae ou fragmentos das mesmas.

A presente invencdo fornece éinda fornece composicdes
imunogénicas sinérgicas que compreendem ao menos um
antigeno celular de Bordetella pertussis 1inativada, ao
menos um antigeno proteico compreendendo uma ou mais
proteinas de superficie A (PspA) de  Streptococcus

pneumoniae ou fragmentos das mesmas e uma ou mais toxinas
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diftéricas e/ou teténicas.

A presente invencgdo refere-se também ao uso de uma ou
mais composig¢des imunogénicas sinérgicas, da presente
invencdo na manufatura de vacinas combinadas para prevengdao
contra coqueluche, tétano, difteria e/ou infec¢des causadas
por Streptococcus pneumoniae.

A presente invencdo refere-se ainda ao wuso das
composicdes da presente invencdo na manufatura de vacinas
para prevencdo contra coqueluche, tétano, difteria e
infeccdes causadas por Streptococcus pneumoniae.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Vacinas de Streptococcus pneumoniae

Streptococcus  pneumoniae (pneumococo) é um  dos
principais agentes causadores de doeng¢as respiratérias que,
dependendo de alguns fatores <como idade e estado
imunolégico do individuo, podem evoluir para um quadro
sistémico ou doengas graves como meningite. As doengas
pneumocdécicas matam aproximadamente 800.000 criangas por
ano em todo o mundo. Em paises em desenvolvimento, as
mortes por estas infeccdes representam 5% do total de
mortes infantis anuais. Além disso, o0 pneumococo causa
doencas menos graves do trato respiratdério superior de alta
incidéncia em criancas, como otite média e sinusite.

A céapsula polissacaridica que envolve o pneumococo é
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altamente varidvel e determina a classificacgdo da bactéria
em mais de 90 sorotipos. Apesar de ndo apresentarem
reatividade cruzada entre si, os polissacarideos capsulares
sdo atualmente os Unicos principios ativos das vacinas
contra S. pneumoniae comercialmente disponiveis.

A Pneumovax 23 (Merck & CO, Inc.) ¢é uma vacina
composta por polissacarideos capsulares de 23 sorotipos de
pneumococos prevalentes no hemisfério norte. Além da
complexidade de sua produgdo, que envolve a fermentacgdo de
23 cepas de pneumococo e purificacéo de seus
polissacarideos, esta vacina é pouco eficaz em criancgas
menores de dois anos e em idosos, dois grupos de risco para
as doencas pneumocdcicas.

J& a Prevnar (PCV7, Wyeth Pharmaceuticals) ¢é uma
vacina composta por polissacarideos de 7 sorotipos de
pneumococo prevalentes nos Estados Unidos, conjugados a um
componente protéico, o toxdide diftérico CRMie7. Por acdo do
referido componente protéico, esta wvacina é eficaz em
criangas menores de dois anos e em idosos, mas apresenta
cobertura limitada, que varia de acordo com os sorotipos
circulantes nas diferentes partes do mundo. No Brasil, a
estimativa de cobertura oferecida por esta vacina é de
cerca de 52% (Brandileone MCC. et al. The Journal of

Infectious Diseases 2003; 187:1206-1212).
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Novas versdes de vacinas conjugadas sdo compostas por
polissacarideos de 10 ou 13 sorotipos diferentes e aumentam
consideravelmente a cobertura contra 0s sorotipos
causadores de doencgas. Entretanto, alguns estudos
realizados apds a introducdo da vacina PCV7 em diferentes
paises mostram um aumento de doengas causadas por sorotipos
ndo presentes nas vacinas (Ghaffar F. et al. Clinical
Infectious Diseases 2004; 39:930-938; Jacobs MR. et al.
Laryngoscope 2007; 117:295-298; Kaplan  SL. et al.
Pediatrics 2010; 125:429-436), o que pode ocorrer também
com as vacinas compostas por 10 ou 13 polissacarideos.
Assim, os altos custos de produgdo e a potencial
substituigdo de sorotipos prevalentes alguns anos apds a
introdugdo da vacinagdo sdo fatores que levam diferentes
grupos de pesquisa a estudar novas alternativas nesta &rea.

Ao longo da uUltima década, muito se descobriu sobre os
fatores de viruléncia do pneumccoco e © papel de cada um
deles durante a evolucdo das doencas (Tai S8S. Critical
Reviews in Microbiology 2006; 32:139-153). Além da céapsula
polissacaridica, que cobre a superficie da bactéria e
participa na evasdo do sistema imune, diversas proteinas se
projetam para o meio externo e assim interagem com células
epiteliais e endoteliais, promovendo adesdo e invasdo do

patédgeno, e com componentes do sistema imune.
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Dentro desta definicdo encontram-se as diferentes
variantes da Proteina de Superficie A de Pneumococo -
“Pneumococcal Surface Protein A” (PspA), as dquais estédo
entre os mais promissores candidatos vacinais propostos.
Seu potencial protetor foi demonstrado em diferentes
modelos de apresentacdo e desafios em animais (Briles DE.
et al. Vaccine 2000;18:1707-1711; Briles DE. et al.
Infection and Immunity 2000;68:796-800; Aréas APM. et al.
Infection and Immunity 2005;733810-3813; Ogunniyi AD. et
al. Infection and Immunity 2007;75:350-357; Ferreira DM. et
al. Clinical and Vaccine Immunology 2008;15:499-505; pedido
de patente PI 9908649-2 A2, pedido de patente PI 0011478-2
A2, Patente US 5,679,768 e Patente US 5,804,193).

As proteinas PspA apresentam massa molecular entre 67
e 99 kDa (Waltman WD. et al. Microbial Pathogenesis 1990;
8:61-69) sendo divididas em 4 regides: a regido N-terminal
de a-hélice altamente carregada, a regido rica em residuos
de prolina, a regido de ligagcdo a colina e uma cauda C-
terminal de 17 aminodcidos com cardter hidrofdbico. Com
base na sequéncia de aminodcidos da regido imediatamente
anterior a regido rica em residuos de prolina (CDR - Regido
Definidora do Clado - “Clade-Defining Region”), as PspA
foram agrupadas em 6 clados que sdo separados em 3 familias

(Hollingshead S. et al. Infection and Immunity 2000;
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68:5889-5900) .

Um dos problemas relacionados a escolha de PspA como
componente vacinal é a relativa variabilidade que esta
proteina apresenta nos diversos isolados (Hollingshead S.
et al. Infection and Immunity 2000;68:5889-5900). Dados de
isolados obtidos em diversas partes do mundo mostram gque
mais de 90% dos isolados expressam PspA pertencentes as
familias 1 e 2 (Briles DE. et al. Vaccine 2000;18:1707-
1711). Na BAmérica do Sul, estudos feitos no Brasil
(Brandileone MCC. et al. Vaccine 2004; 22:3890-3896) e na
Coldémbia (Vela Coral MC. et al. Emerging Infectious
Diseases 2001; 7:832-836), mostram resultados similares,
com a prevaléncia de linhagens com PspA pertencente as
familias 1 e 2 em 94% e 97,5% dos isolados,
respectivamente. Foli proposto que uma vacina ideal composta
por PspA deveria conter um representante da familia 1 e um
representante da familia 2, devido & reatividade cruzada
entre membros da mesma familia (pedido de patente PI
9908649-2 A2). Assim, tal vacina apresentaria teoricamente
uma cobertura para aproximadamente de 90% dos isolados.
Entretanto, esta teoria n&o se sustenta, a medida gque novos
dados apontam para moléculas que apresentam baixa
reatividade cruzada com outras da mesma familia. Este fator

levou ao estudo da reatividade «cruzada de anticorpos
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produzidos contra a regido N-terminal de PspA dos
diferentes clados, wutilizando pneumococos de diversos
sorotipos isolados no Brasil. Foi demonstrado que moléculas
de PspA dos clados 4 e 5 (PspA4 e PspA5) sdo capazes de
induzir anticorpos que reconhecem diferentes PspAs, mesmo
quando estes pertencem a familias diferentes (Darrieux M.
et al. Journal of Medical Microbiology 2008; 57:273-278).
No mesmo estudo, em uma andlise da reatividade cruzada de
soros de animais previamente imunizados com PspA hibrida
composta por fragmentos fundidos de PspA de diferentes
familias, particularmente regides N-terminais de PspA dos
clados 1 e 4, foil demonstrado um forte reconhecimento de
isolados contendo clados pertencentes as familias 1 e 2.
Além disso, camundongos imunizados com PspA4 ou PspAbS
apresentaram protec¢do contra desafio intranasal letal com
isolados de pneumococo expressando PspA destas duas
familias (Moreno AT. et al. Clinical and Vaccine Immunology
2010; 17:439-446). Assim, as proteinas de PspA4 e PsphA5,
combinadas ou ndo com PspAl, ou fragmentos das mesmas,
parecem ser os antigenos de escolha para uma vacina que
apresente ampla cobertura de isolados.

Vacina celular pertussis

Bordetella pertussis é uma bactéria que causa uma

doenca infecciosa do trato respiratdério conhecida como
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coqueluche, pertussis ou tosse comprida. A vacina celular
pertussis (VP) produzida pelo Instituto Butantan é composta
pela bactéria B. pertussis inativada por tratamento com
formalina. Esta vacina ¢ administrada a <criangas em
combinacdo com toxdbéide diftérico e toxdide tetdnico, numa
formulacdo conhecida como triplice ou DTP, que protege
contra difteria, tétano e coqueluche. Apds a sua introdugdo
no pais, observou-se uma redugdo rdpida e significativa na
incidéncia de <casos de coqueluche (de Carvalho AP. &
Pereira EM. Jornal de Pediatria 2006;82:515-524) .
Antigamente, a vacina celular pertussis era adotada por
diversos pailses com sucesso, entretanto, alguns efeitos
adversos provavelmente relacionados a impurezas derivadas
dos métodos de inativacdo, que varia nos diversos paises,
ou a quantidade da endotoxina lipopolissacaridio (LPS),
levaram a substituicdo desta por formulacdes acelulares
(Locht C. Microbes and Infection 2008;10:1051-1056). No
Brasil, ndo ha& relatos de efeitos adversos sérios
relacionados a vacina celular pertussis produzida pelo
Instituto Butantan, a qual vem sendo administrada em
criancas a partir dos dois meses de vida hd& mais de 20
anos. Vacinas celulares também s&o adotadas por outros

paises em desenvolvimento Jj& gque as vacinas acelulares

apresentam, em geral, menor eficdcia e, principalmente,
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altos custos de producdo (Locht C. Microbes and Infection
2008; 10:1051-1056).

Recentemente, o Instituto Butantan desenvolveu uma
tecnologia para remogdo da maior parte do LPS da VP,
produzindo a nova vacina celular pertussis “low” (VP)
(pedido de patente PI0402630-6 A). Esta nova vacina foi
testada com sucesso em ensaios clinicos de fase 1 e
apresentou resultados semelhantes ao da vacina celular
convencional VP (Zorzeto TQ. et al. Clinical and Vaccine
Immunology 2009; 16:544-550).

Vacinas combinadas

Vacinas combinadas oferecem a vantagem de um menor
numero de inoculacgdes no paciente, resultando também na
diminuicdo de <custos associados a administracdo dos
imunobiolégicos. A combinagdo de uma vacina composta de
bactéria inteira inativada com um antigeno protéico de
outro organismo patogénico pode potencializar a resposta
imune contra este segundo componente através de um efeito
adjuvante ou sinérgico.

Combinagdo de PspA e vacina celular pertussis

Apesar dos dados da literatura apontarem para O
antigeno PspA como um antigeno com grande potencial no
desenvolvimento de vacinas contra infecg¢des causadas por

pneumococo, todas as abordagens até o momento estdo longe
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de serem ideais. Fatores como numero de doses, via de
imunizacgdo e adequagdo das estratégias para uso em criangas
recém-nascidas ou com poucos meses de vida sdao fatores que
devem ser considerados para uma proposta de vacina dque
apresente eficdcia aliada a baixos custos, seguranca e
abrangéncia de toda a populacgéo.

A combinacdo dos antigenos com diferentes adjuvantes
modula quantitativa e qualitativamente a resposta imune,
influenciando decisivamente nos fatores mencionados acima e
no sucesso de uma vacina (Reed 8G. et al. Trends 1in
Immunology 2008; 30:23-32). Em geral, vacinas compostas por
patdégenos atenuados ou inativados, como a vacina celular
pertussis, apresentam propriedades imunomodulatérias
inerentes, dispensando o uso de outros adjuvantes.
Componentes bacterianos como lipopolissacarideos, &cidos
lipoteicdicos, proteinas e acidos nucléicos sdo conhecidos
ligantes de <receptores de reconhecimento de padrdes
moleculares associados a organismos patogénicos. Estes
receptores estdo presentes nas superficies e também no
interior das células de hospedeiros e sua ativagdo exerce
efeitos estimulantes sobre sistema imune (Reed SG. et al.
Trends 1in Immunology 2008; 30:23-32; Harandi AM. et al.
Expert Reviews of Vaccines 2009; 8:293-298).

Existem no estado da técnica exemplos de vacinas que
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utilizam a propriedade imunomodulatéria de adjuvantes
celulares em combinacdo com outros antigenos. Um exemplo
disso é a combinacdo de uma vacina celular pertussis com
uma vacina contra a influenza por via nasal, a qual foi

proposta por Berstad AK. et al. Journal of Medical

Microbiology 2000; 49:157-163. Outro exemplo é uma vacina

contra pneumonia pleural em suinos, compreendendo
componente celular ou antigenos isolados de Haemophilus
pleuropneumoniae combinados com o adjuvante B. pertussis,
que € descrita na Publicagdo Internacional n® WO 80/02113,
de 16 de outubro de 1980.

OBJETIVOS DA INVENCAO

Constitui um objetivo da presente invengdo, fornecer
composicdes imunogénicas sinérgicas compreendendo aoc menos
um antigeno celular de Bordetella pertussis inativada e ao
menos um antigeno proteico compreendendo uma ou mais
proteinas de superficie A (PspA) de Streptococcus
pneumoniae ou fragmentos das mesmas e um veiculo
farmaceuticamente aceitédvel. Constitui outro objetivo da
presente invencgdo fornecer composicgdes imunogénicas
sinérgicas compreendendo ao menos um antigeno celular de
Bordetella pertussis 1inativada, ao menos um antigeno
proteico compreendendo uma ou mais proteinas de superficie

A (PspA) de Streptococcus pneumoniae ou fragmentos das
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mesmas, uma ou mals toxinas diftéricas inativadas e um
veiculo farmaceuticamente aceitédvel.

Constitui outro objetivo da presente invencao fornecer
composic¢cdes imunogénicas sinérgicas compreendendo ao menos
um antigeno celular de Bordetella pertussis inativada, ao
menos um antigeno proteico compreendendo uma ou mais
proteinas de superficie A (PspA) de Streptococcus
pneumoniae ou fragmentos das mesmas, uma ou mais toxinas
teténicas inativadas e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

Constitui ainda um objetivo da presente invengdo o uso
de uma ou mais composicdes imunogénicas sinérgicas, da
presente invencdo na manufatura de vacinas combinadas para
prevencao contra coqueluche, tétano, difteria e/ou
infecgdes causadas por Streptococcus pneumoniae.

DESCRICAO DAS FIGURAS

As figuras a seguir fazem parte do presente relatédrio
e estdo aqui incluidas a fim de ilustrar determinados
aspectos da invencdo. O objeto da presente invengdo pode
ser melhor entendido com referéncia a uma ou mais dessas
figuras, em combinagdo com a descrigdo detalhada da
modalidade preferida aqui apresentada.

A Figura 1 mostra a quantidade de patdgeno

(pneumococos) recuperados de lavados pulmonares (A) e
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sangue (B) de camundongos BALB/c imunizados com VP ou
PspA5-VP coletados em diferentes periodos apbds desafio
intranasal com o isolado ATCC6303. Unidades formadoras de
coldnia (UFC) foram quantificadas apds plaqueamento em
dgar-sangue de amostras de 4 animais por grupo. Os
tridngulos representam amostras individuals de camundongos
e as linhas indicam a média de cada grupo (d=dias).

A Figura 2 demonstra a inducdo de anticorpos anti-
PspA5 em camundongos imunizados com diferentes formulagdes
vacinais por via nasal. Trés semanas apdés a ultima
imunizacdo, anticorpos anti-PspA IgG foram detectados no
soro (A) através de ELISA. Anticorpos anti-PspA IgG (B) e
IgA (C) também foram detectados em amostras de fluido
broncoalveolar (BALF) . A média da concentracéo de
anticorpos de 6 (A) ou 4 (B e C) animais estd indicada. Os
asteriscos indicam diferencas estatisticamente
significativas com o grupo controle ou com O grupo
imunizado com PspAS5 (* P<0.05; ** P<0.005, teste U de Mann-
Whitney).

A Figura 3 mostra a reatividade cruzada induzida pela
imunizacdo com PspA5-VP. Em um lisado total de proteinas de
diferentes isolados de pneumococo foram analisados por
“imunoblotting” utilizando-se uma diluicdo 1:500 de soro de

camundongos BALB/c imunizados por via nasal com PspA5 (A)
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ou PspA5-VP (B).

A Figura 4 mostra a inducdo de anticorpos anti-PspAS
em camundongos imunizados com diferentes formulacgdes
vacinais por via subcuténea. Trés semanas apds a
imunizacdo, anticorpos anti-PspA5 IgG foram detectados no
soro através de ELISA. A média da concentragdo de
anticorpos de 6 animais por grupo é mostrada. Os resultados
sdo representativos de 2 experimentos independentes. Os
asteriscos indicam diferencas significativas entre os
grupos indicados (**P<0.005, compara¢do entre camundongos
ndo-imunizados ou com respectivo controle, e *P< 0.01,
comparacdo entre camundongos imunizados com PspA5, teste U
de Mann-~Whitney).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Descrigdo das composig¢des imunogénicas sinérgicas

A presente invencéo refere-se a composicdes
imunogénicas sinérgicas compreendendo ao menos um antigeno
celular de Bordetella pertussis inativada e ao menos um
antigeno proteico compreendendo uma ou mais proteinas de
superficie A (PspA) de Streptococcus pneumoniae para
protegcdo contra coqueluche e infec¢des causadas por
Streptococcus pneumoniae.

As composig¢des imunogénicas sinérgicas da presente

invencdo compreendem ao menos um antigeno celular de
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Bordetella pertussis inativada e ao menos um antigeno
proteico compreendendo uma ou mais proteinas de superficie
A (PspA) de Stréptococcus pneumoniae e um veiculo
farmaceuticamente aceitével.

Preferencialmente, o antigeno celular de Bordetella
pertussis inativada compreende baixo teor de
lipopolissacarideos. Isto se deve ao fato do
lipopolissacarideo da parede de bactérias gram-negativas
ser uma endotoxina com atividade toéxica, inflamatdéria e
pirogénica. A sua remocdo parcial da Bordetella pertussis
pode ser feita por extragdo com solventes e detergentes
apropriados, resultando no antigeno celular Bordetella
pertussis com baixo teor de lipopolissacarideos (VPp).

Preferencialmente, o) antigeno protéico é uma
combinagdo de pelo menos duas PspA, fragmentos combinados
das mesmas ou fragmentos fusionados das mesmas selecionadas
de clados pertencentes as familias 1 e 2. Preferivelmente,
as PspA ou fragmentos das mesmas s&do selecionadas dos

clados 1, 4 e 5.

Preferivelmente, 0s fragmentos de PspA sdo
selecionados da regido N-terminal de o-hélice até a regido
rica em residuos de prolina. , Mais preferivelmente, o

fragmento de PsPA é selecionado da regido rica em residuos
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de prolina.

As composicbes imunogénicas sinérgicas da presente
invencdo podem compreender adicionalmente um ou mais
antigenos de toxinas inativadas. Preferivelmente as toxinas
inativadas sdo selecionadas de toxina diftérica inativada e
toxina tetédnica inativada.

Assim, composicbdes imunogénicas sinérgicas da presente
invenc¢do podem compreender ao menos um antigeno celular de
Bordetella pertussis inativada, ao menos um antigeno
proteico compreendendo uma ou mais proteinas de superficie
A (PspA) de Streptococcus pneumoniae ou fragmentos das
mesmas, uma ou mais toxinas diftéricas e/ou teténicas
inativadas e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Os componentes inativados das composig¢des imunogénicas
sinérgicas da presente invencdo podem ser obtidos por
qualquer método conhecido na técnica, tais como
procedimentos quimicos, como o tratamento com formaldeido
ou A&gua oxigenada, ou mesmo técnicas de recombinagdo de
DNA.

De acordo com a presente invencdo, “adjuvantes” sdo
moléculas, componentes, macromoléculas ou microorganismos
atenuados ou mortos que potencializam a resposta as
imunizacbes, reduzem a quantidade de antigeno necessaria e

direcionam o tipo de resposta imune a ser desenvolvida,
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além de sustenta-la por um periodo de tempo maior, como um
imunégeno, é qualquer material ou substancia que altera o
tipo, a velocidade, a intensidade ou a duracdo da resposta
imune.

As composigbes da presente invencdo podem compreender
ainda excipientes, como bactericidas, bacteriostaticos,
antioxidantes, conservantes, tampdes, estabilizantes,
ajustadores de pH, ajustadores de osmolaridade, agentes
antiespuma e tensoativos; e residuos de agentes de
inativacdo ou fracionamento de antigenos, componentes de
meios de crescimento e solventes comumente utilizados na
produgdo de vacinas, exemplos destes tipos de componentes
podem ser encontrados no Epidemiology and Prevention of
Vaccine-Preventable Diseases The Pink Book, 11% edicéo,
secdo “WVaccine Excipient & Media Summary” (Centers for
Disease Control and Prevention. Epidemiology and Prevention
of Vaccine-Preventable Diseases. Atkinson W, Wolfe S,
Hamborsky J, McIntyre L, eds. 1llth ed. Washington DC:
Public Health Foundation, 2009) incorporado aqui como
referéncia.

Conforme usado na presente invencdo, o emprego do
termo "farmaceuticamente aceitdvel" significa um sélido
ndo~-tdéxico, inerte, excipiente liquido semi-sélido,

diluente, formulacdo auxiliar de qualquer tipo, ou
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simplesmente um meio aquoso estéril, tal como solugédo
salina. Alguns exemplos dos materiais que podem servir como
veiculos farmaceuticamente aceitdveis sdo aglcares, tais
como lactose, glicose e sacarose, os amidos, tais como
amido de milho e o amido de batata, a celulose e 0s seus
derivados, tais como a carboximetilcelulose de sdédio, a
etilcelulose e o acetato de celulose, ciclodextrina; 6leos,
tais como 6leo de amendoim, O6leo de semente de algodao,
6leo de girasol, déleo de gergelim, 6leo de oliva, 6leo de
milho e 6éleo de semente de soja; glicdis, tais como
propilenoglicol, ©polidleos, tais como glicerinaglicol,
sorbitol, manitol e de polietileno; ésteres, tais como o
laurato etilico, oleato etilico, &gar; agentes tamponantes,
tais como o hidréxido de aluminio e hidréxido de magnésio;
dcido alginico; &gua livre de pirogénio; salina isotdnica,
solucdo de Ringer; solucdes tampdes de &lcool etilico e
fosfato, assim como outras substéncias nao tbéxicas
compativeis usadas em formulacdes farmacéuticas.

Uma variedade de vias de administracdo das composicgdes
imunoterédpicas e vacinas descritas na presente 1invengdo
estd disponivel. O modo particular selecionado dependerd do
principio ativo em particular selecionado, a dosagem
necessdria para eficacia terapéutica e do paciente ao qual

serd administrada a composicdo. Os métodos da presente
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invengdo, geralmente, podem ser praticados usando qualquer
modo de administracdo biologicamente aceitavel, i.e.
qualquer modalidade que produzir niveis eficazes de
resposta imune sem causar efeitos adversos clinicamente
indesejaveis. Tais modos de administragdo incluem as vias
oral, retal, sublingual, tépica, nasal, transdermal ou
parenteral. O termo "parenteral” inclui subcuténea,
intravenosa, epidural, irrigacdo, intramuscular, bombas de
liberacdo, ou de infusdo. Particularmente, nesta invencéo
as vias parenteral e nasal sao preferidas para
administracdo das composic¢des aquil reivindicadas.

Para a administrag¢do nasal, os principios ativos podem
ser dissolvidos em um veiculo farmacéutico e administrados
como uma solucdo, emulsdo, incluindo micro e nanoemulsdes,
ou suspensdo. Exemplos de veiculos apropriados s&o &agua e
solucdo salina ou suspensfes sdblidas, como spray, lactose,
frutose ou flocos de gquitosana. Outros veiculos podem
também conter outros ingredientes, por exemplo,
preservativos, agentes suspensores, agentes solubilizantes,
tampdes e similares.

Para a administracdo parenteral, os principios ativos
podem igualmente ser dissolvidos em um veiculo farmacéutico
e administrados como uma solugdo, emulsdo, incluindo micro

e nanoemulsdes, ou suspensdo. Exemplos de veiculos
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apropriados sdo 4gua, salina, solugbes de dextrose,
solucdes de frutose ou éleos de origem animal, vegetal ou
sintéticos.

Propriedades das composig¢des imunogénicas sinérgicas

As composigdes da presente invengdo apresentam um
efeito sinérgico inesperado sobre a resposta imunoldgica
contra o componente pneumococo. Conforme poderd ser visto
nos Exemplos abaixo, observou-se um aumento significativo
no nivel de anticorpos induzidos contra PspA e na protegdo
contra desafio letal com isolados de diferentes cepas de
pneumococo. Foi também observado que a combinagdo da vacina
celular pertussis com um antigeno PspA leva a um aumento
significativo da resposta imunoldgica especifica contra
PspA, induzindo uma resposta protetora mais efetiva e
inesperada, o que reforca a hipdétese da existéncia de uma
interacdo sinérgica entre estes dois componentes.

Adicionalmente, as composic¢des imunogénicas sinérgicas
da presente invengdo resultantes da combinagdo de antigenos
proteicos das familias 1 e 2 ou fragmentos das mesmas
apresentam o efeito técnico inesperado de provocar uma
resposta imune cruzada, ou heterdloga, contra cepas de S.
pneumoniae expressando proteinas de superficie pertencentes
a clados e familias diferentes daquelas presentes na

composicdo. Nos experimentos realizados, uma proteina
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pertencente ao clado 5 e uma proteina pertencente ao clado
4, ambos da familia 2 das PspA de pneumococos, foram
combinadas em uma composicgdo de vacina e esta foi inoculada
em camundongos. Verificou-se apdés 21 dias a produgdo de
anticorpos IgG que reagem com diversas cepas de pneumococos
expressando PspA de diferentes clados das familias 1 e 2.

Adicionalmente, foi demonstrado gque as composigdes
imunogénicas da presente invenc&o promovem protecdo contra
diferentes cepas de pneumococos expressando diferentes PspA
em camundongos gquando utilizados por via nasal e que a
adigcdo de VP ou VP, aumenta significativamente a producdo
de anticorpos IgA e IgG contra estes micro-organismos.

Além disso, o fato de que a combinacdo de antigenos
PspA e o adjuvante celular de B. pertussis pode ser ainda
somada & vacina triplice bacteriana DTP, que ja ¢é
administrada no Brasil em criancas (aos 2, 4 e 6 meses, com
um reforgo aos 15 meses e outro entre 4 e 6 anos), permite
a imunizacgdo contra infecg¢des pneumocdcicas na faixa mais
susceptivel da populacgéo.

Uso das Composigdes Imunogénicas Sinérgicas

Considerando as propriedades das composigdes
imunogénicas sinérgicas da presente invencdo, constitui
outro aspecto da presente invencdo o uso das composicgdes

imunogénicas sinérgicas para a prevengdo de infecgdes
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causadas por S. pneumoniae e B. pertussis em humanos.

Constitui outro aspecto da presente invenc¢do o uso da
combinacdo do antigeno adjuvante de B. pertussis inativada
e antigeno proteico PspA com toxbdides diftérico e/ou
tetdnico para a prevengdo de 1infecgdes causadas por S.
pneumoniae, B. pertussis, tétano e/ou difteria em animais
ou humanos.

Constitui um outro aspecto da presente invengdo o uso
de uma ou mais composi¢des imunogénicas sinérgicas da
presente invencdo na manufatura de uma vacina combinada
para prevencdo contra coqueluche e infec¢des causadas por
Streptococcus pneumoniae.

Constitui outro aspecto da presente invencdo o uso de
uma ou mais composigdes imunogénicas sinérgicas da presente
invencdo na manufatura de uma vacina combinada para
prevencdo contra coqueluche, difteria e infecg¢des causadas
por Streptococcus pneumoniae.

Constitui outro aspecto da presente invengdo o uso de
uma ou mais composig¢des imunogénicas sinérgicas da presente
invencdo na manufatura de uma vacina combinada para
prevencdo contra coqueluche, tétano e infecg¢des causadas
por Streptococcus pneumoniae.

Constitui outro aspecto da presente invengdo o uso de

uma ou mais composic¢des imunogénicas sinérgicas da presente
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invencdo na manufatura de uma vacina combinada para
prevencgdo contra coqueluche, tétano, difteria e infecgdes
causadas por Streptococcus pneumoniae.

EXEMPILOS

Para permitir uma melhor compreensdo da presente
invencdo e demonstrar claramente os avangos técnicos
obtidos s&o agora apresentados como exemplos os resultados
dos diferentes ensaios efetuados com relacdo a esta
invencéo.

No Exemplo 1 é descrita a obtencdo do antigeno PspA e
sdo definidas as vacinas celulares pertussis utilizadas.
No Exemplo 2 sd8o descritas as propriedades e o uso das
combinacdes vacinais.

Exemplo 1: Obtengdo do antigeno PspA e preparagdo das
composigdes imunogénicas.

a) Construgido dos vetores para expressio de PspA. As
sequéncias codificadoras da regido N-terminal até a regido
rica em prolina de PspA madura do clado 1 (PspAl), clado 4
(PspA4Pro) e do clado 5 (PspAb5) foram amplificadas através
de reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) a partir do DNA
gendmico dos isolados de S. pneumoniae St 435/96, St 255/00
e St 122/02 (pspA clado 1, 4 e 5), respectivamente. A
amplificacdo foi realizada utilizando-se a enzima Taqg DNA

polimerase (Invitrogen) de acordo com as instrugdes do
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fabricante e nas seguintes condigdes de temperatura: 94°C -
4 minutos / 94°C - 1 minuto / 60°C - 1 minuto / 72°C - 2
minutos / 72°C - 10 minutos / 4°C, realizando 30 ciclos de
amplificacdo. Foram utilizados os seguintes pares de
oligonucleotideos: pspAl (SEQ. ID. No. 1), pspAdpro (SEQ.
ID. No. 2) e pspA5 (SEQ. ID. No. 3).

Os fragmentos amplificados foram separados por
eletroforese em gel de agarose 1% e purificados com o Kit
“GFX DNA and Gel Purification” (GE-Healthcare). Estes
fragmentos purificados foram utilizados na reagdo de
ligagdo no vetor pGEM-T-Easy (Promega). As reagles de
ligacdo foram mantidas a 4°C durante 16 horas e utilizadas
para transformar Escherichia coli DH5a. As bactérias
transformadas foram plaqueadas em meio 2YT-amp (Triptona
1,6% (m/V), extrato de levedura 1% (m/V), NaCl 0,5% (m/V) e
100 pg/mL de ampicilina) contendo X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-
indol-pB-D-galactopiranosideo 0,008%) para selecdo de
coldnias brancas e azuis. As extracgdes de DNA plasmidial
das coldnias transformadas foram realizadas com o kit de
minipreparacdes GFX (GE-Healthcare). A presencga do inserto
foi confirmada por andlise de restrigdo e a sequéncia
determinada em sequenciador automdtico ABI Prism 3100 (PE
Applied Biosystem). Essas amostras digeridas foram

analisadas através de eletroforese em gel de agarose 1% e
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as bandas de tamanho correspondente ao esperado, contendo o
inserto, foram cortadas e purificadas. Esses insertos foram
ligados no vetor de expressdo em E. coli pAE, que permite a
expressdo da proteina recombinante em fusdo com 6 residuos
de histidina na porcdo N-terminal, possibilitando sua
purificagdo em coluna quelante de niquel (Ramos CR. et al.
Brazilian Journal of Medical and Biological Research 2004;
37:1103-1109). E. coli DH5x foi transformada com o produto
dessa ligagdo e os plasmideos foram isolados por
minipreparag¢des, originando os vetores pAE-pspAl, pAE-
pspAdPro e pAE-pspA5. As sequéncias de pspll, pspAd e pspAd
encontram-se depositadas no GenBank com os nuUmeros de
acesso AY082387, [EF649969 e EF649970, respectivamente
(Darrieux M. et al. Journal of Medical Microbiology 2008;
57:273-278). O fragmento original pspA4 codifica uma
proteina que contém dois blocos de repetigdes de prolinas
separados por uma regido sem prolinas em sua regido C-
terminal, enquanto que pspA4Pro possui nesta mesma regido
apenas o primeiro bloco de repeticdo de prolinas (Moreno
AT. et al. Clinical and Vaccine Immunology 2010; 17:439-
446) .

b) Expressdo e purificagido de PspA. E.coli BL21 (SI)
competentes (Invitrogen) foram transformadas com os vetores

construidos pAE-pspAl, pARE-pspA4Pro e pAE-pspA5 e crescidas
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a 30°C durante 16 horas. A expressdo da T7 polimerase nesta
linhagem encontra-se sob o controle do promotor induzivel
por choque osmético pro-U, enquanto que a expressdo do gene
clonado em pAE estd sob controle do promotor T7. Clones
isolados foram inoculados em 5 mL de meio 2YT/ON-amp
(Triptona 1,6% (m/V) e extrato de levedura 1% (m/V) e 100
pg/mL de ampicilina) e crescidas a 30°C durante 16 horas.
Esses indéculos foram diluidos na proporgcdo de 1:30 nesse
mesmo meio em um volume final de 300 ml. A expressdo das
proteinas foi induzida através da adigcdo de NaCl (300 mM) e
cultivo por 3 horas. As células foram centrifugadas a 3200
g durante 15 minutos, ressuspendidas em 30 ml de tampdo de
equilibrio (50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl e 5 mM Imidazol) e
lisadas no aparelho French Press (1500 psi). As células
lisadas foram centrifugadas a 12900 g por 30 minutos a 4°C,
0 sobrenadante foi coletado e filtrado. A purificacdo a
partir da fragdo soluvel foi realizada por cromatografia de
afinidade ao niquel, com auxilio do aparelho Akta Prime (GE
Healthcare). Apbés a lise celular, o sobrenadante foi
adsorvido a coluna previamente carregada com 300 mM de
NiSO; e equilibrada com 20 mL do tampdo de equilibrio.
Lavagens foram realizadas com 50 mL do tampdo de lavagem

(50 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl e 50 mM Imidazol) e as
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proteinas foram recuperadas com o tampdo de eluigdo (50 mM
Tris pH 8, 150 mM NaCl e 250 mM Imidazol). Apds a
cromatografia, as fragdes coletadas foram separadas e
analisadas em gel de poliacrilamida-SDS 12% e em seguida
dialisadas utilizando-se solucdo tampdo de didlise (10 mM
Tris pH 8, 20 mM NaCl, 0,1% glicina). Essa solugdo foi
deixada sob agitacdo constante por 16 horas a 4°C. A
dosagem das proteinas recombinantes foi determinada pelo
método de Bradford (Protein Assay Kit - Biorad) utilizando
albumina bovina sérica como padrdo. As proteinas foram
estocadas a -20°C.

c) Preparagdo das composigdes imunogénicas. Para a
preparacdo das composicdes imunogénicas e da vacina
pertussis VP, uma cepa liofilizada de B. pertussis 137 foi
ressuspensa em solugdo salina 0,9%, semeada em tubos de
meio Bordet-Gengou e incubada a 35°C durante 72 horas. Os
cultivos celulares foram amplificados através de
transferéncia para outros tubos contendo meio Bordet-Gengou
e incubados a 35°C por mais 24 horas. Os cultivos celulares
foram entdo inoculados em erlenmeyers de 500 mL contendo
100 mL de meio Stainer-Scholte modificado e mantidos a 35°C
com agitacdo a 150 rpm. Apds 24 horas, o cultivo em meio
liquido foi inoculado em pré-fermentador com capacidade de

150 L contendo 60 L de meio de cultura. Apds 20 horas a
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35°C, 40 L de cultivo foram transferidos para fermentador
com capacidade de 750 L contendo 400 L de meio ou 60 L de
cultivo foram transferidos para fermentador com capacidade
de 1000 L contendo 600 L de meio. Apds 20 horas, o cultivo
foi submetido a filtracdo tangencial (0,22 um) para
obtencdo da biomassa bacteriana que foi entdo destoxificada
com formol 0,2%. As células de B. pertussis destoxificadas
foram centrifugadas a 8000 rpm durante 1 hora a 4°C ou
concentradas por filtracdo tangencial. Para a produgdo da
vacina pertussis low (VPp), o concentrado bacteriano foi
mantido durante 1 hora a temperatura ambiente sob agitacgéo
na presenca de solvente orgénico (20 mL de solvente a 9%
para 1 g de massa umida bacteriana). A suspensdo foi
centrifugada a 800 rpm durante 1 hora a 4oC ou concentrada
por filtragdo tangencial. O precipitado final foi lavado
com solugdo salina 0,9% (lg de precipitado em 10 mL de
salina), seguido de nova centrifugacdo ou filtracéo
tangencial. O precipitado final foi ressuspenso em solucgdo
salina tamponada com fosfato (pH 6,8). Estes processos
encontram~se descritos no pedido de patente do processo de
obtengdo de nova vacina celular pertussis (Pedido de
Patente PI 0402630-6). A composicdo imunogénica da wvacina
dupla DT ¢é composta de toxdide diftérico e toxdide

tetdnico. A composicdo imunogénica da vacina triplice DTP
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contém o componente VP. A composicdo imunogénica da vacina
triplice DTPp, contém o componente pertussis VP,. As trés
composicdes imunogénicas de vacinas utilizam hidréxido de
aluminio como adjuvante.

Para a preparagdo do componente toxoide tetdnico
presente nas composi¢des imunogénicas de vacinas DT, DTP e
DTP.,, a cepa 1liofilizada de Clostridium tetani Harvard-
Caracas foi ressuspensa em meio de Tioglicolato Fluido.
Foram feitas duas passagens neste mesmo meio as quais foram
incubadas durante 40 horas e 24 horas respectivamente, a
37°C. A cultura da segunda passagem foi transferida para
frasco contendo meio de Tioglicolato Fluido e incubada a
37°C por 8 horas. O cultivo em frasco foi utilizado como
indéculo de produgdo para o fermentador. O meio de cultura
IB para produgdo de Toxina Tetédnica foli preparado,
esterilizado por filtracdo em membranas de 0,22 pupm. Na
seqiiéncia, o) Inbéculo de Produgédo foi introduzido
assepticamente no fermentador. O processo fermentativo é de

88 horas + 1h a 36°C £ 1°C. A seguir o cultivo foi

submetido a filtragdo tangencial em membranas de 0,22 um
para separacdo da biomassa e do filtrado téxico que contém
a Toxina Teténica, que ¢é recolhida em recipiente de 300

litros. A Toxina Tetdnica foi concentrada através do



10

15

20

30

sistema de ultrafiltracdo molecular em corte de 30 kDa. A
seguir, adicionou-se uma solucg¢do de Formaldeido p.a. a 37%
na proporg¢do de %, Glicina (lg para cada 1,2 mL de
formaldeido) e Bicarbonato de sdédio 0,5%. A Toxina Tetdnica

concentrada foi submetida & filtracdo esterilizante em
membranas de 0,22 um. O produto filtrado estéril foi

incubado a temperatura de 36°C * 1°C durante 30 dias. Apds
este periodo de destoxificacdo uma amostra foi retirada
para os testes bioldgicos (para comprovar a perda da
toxicidade) e para os testes microbiolégicos e fisico-
quimicos. Apds a liberacdo nos testes de controle de
qualidade, o produto foi purificado através de
cromatografia em gel filtracdo (sephacril S-200). A sequir
fol adicionado timerosal como conservante e o produto foi
submetido a filtragdo esterilizante. Apds a aprovagdo dos
testes de controle de qualidade o produto é utilizado na
produgcdo de Vacina Dupla para uso infantil (DT), Vacina
Dupla para uso adulto (dT) e Vacina Triplice (DTP ou DTP:).

Para a preparacdo do componente toxoide diftérico
presente nas composic¢des imunogénicas das vacinas DT, DTP e
DTP;, a cepa liofilizada de Corynecbhbacterium diphtheriae
Park-Williams 8 foi reconstituida em meio IB para produgdo

de toxina diftérica e semeada em meio de Loeffler. Apds 24
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horas a 36°C * 1°C, o cultivo foi transferido para
erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de meio IB para
producdo de toxina diftérica, previamente adicionado de
solucdo de cloreto de cédlcio a 40%. Os erlenmeyers foram
mantidos durante 24 horas a 36°C * 1°C, com agitacgdo a 150
rpm. Foram realizadas mais duas transferéncias sob as
mesmas condicdes. O terceiro cultivo foi utilizado como
Indéculo de Producdo para o fermentador.

O meio de cultura IB para producgdo de toxina diftérica
foi preparado, esterilizado por filtragdo em membranas de
0,22 pm e adicionado de solugdo de cloreto de cédlcio a 40%.
Na sequéncia, o Indéculo de Producdo foi introduzido
assepticamente no fermentador. O processo fermentativo foi

de 64 horas + 1h a 36°C £ 1°C. A seguir o cultivo foi

submetido a filtracdo tangencial em membranas de 0,22 um
para separacdo da biomassa e do filtrado téxico que contém
a Toxina Diftérica, que é recolhida em recipiente de 300
litros. A Toxina Diftérica foi concentrada através do
sistema de ultrafiltracdo molecular em corte de 30 kDa. A
seguir, adicionou-se uma solugdo de Formaldeido p.a. a 37%
na proporcdo de 0,7%, solucdo de L-lisina 2 M e Bicarbonato
de s6dio 0,5%. A Toxina Diftérica Concentrada foi submetida

a filtracdo esterilizante em membranas de 0,22 pm. O
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produto filtrado estéril foi incubado & temperatura de 36°C
+ 1°C durante 30 dias. Apds este periodo de destoxificacdo
uma amostra foi retirada para os testes bioldgicos (para
comprovar a perda da toxicidade) e ©para os testes
microbiolégicos e fisico-quimicos. Apdés a liberagdo nos
testes de controle de qualidade, o produto foi purificado
através de precipitacgdo com sulfato de aménio e
posteriomente diafiltrado e concentrado no sistema de
filtragdo tangencial em corte de 30 kDa. A seguir foi
adicionado timerosal como conservante e o produto foi
submetido a filtragdo esterilizante. Apds a aprovacdo dos
testes de controle de qualidade o produto foi utilizado
para a produgdo de Vacina Dupla para uso infantil (DT),
Vacina Dupla para uso adulto (dT) e Vacina Triplice (DTP ou
DTPy) .

Exemplo 2: Propriedades das composi¢des imunogénicas:
aumento de reatividade e protegdo cruzada contra pneumococo
através do uso da combinagdo de PspA com as vacinas
celulares pertussis.

a) Imunizagdo de camundongos e desafio intranasal
letal. Camundongos BALB/c foram imunizados com 5 pg de
PspA4Pro ou PspA5 somente ou em combinacdo com 1/8 da dose
humana de VP ou VPnL. Antes da formulacdo das composicgdes,

LPS residual proveniente de E. coli foi removido das
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preparacdes proteicas através de extragdo com Triton X-114

(Aida Y. & Pabst MJ. Journal of Immunological Methods 1990;

132:191-195). A administracgdo nasal foi realizada em
animais previamente anestesiados por via intraperitoneal
com 200 pL de uma mistura de 0,2% de cloridrato de xilazina
(Syntec) e 0,5% de cloridrato de gquetamina (Syntec). As
vacinas foram administradas em um volume de 10 pL nos dias
0, 3, 14, 17, 28 e 31 (total de 6 doses). Nos experimentos
de imunizacdo subcutdnea, os animais receberam uma dose da
vacina composta de 5 pg de PspA4Pro ou PspA5 combinados com
1/8 da dose humana da vacina dupla DT ou vacina triplice
DTP; em volume de 100 pL. Os camundongos foram sangrados
por puncgdo retroorbital e o soro coletado 21 dias apds a
ultima imunizacdo. Também foram coletadas amostras de
fluido broncoalveolar (BALF). Os animais foram sacrificados
através da injecdo de uma dose letal de uretano (15 mg por
10 g de peso corporal) e foram realizadas duas lavagens com
0,5 e 1 mL de PBS através do uso de um cateter inserido na
traquéia. O fluido coletado foi aligquotado e mantido a -
80°C. A presenca de anticorpos anti-PspA no soro e BALF foi
avaliada através de imunoensaio (ELISA - “Enzymatic-linked
immunoassay”) . Placas de 96 pogos com fundo chato

(Maxisorp-Nunc) foram revestidas com solugdo de proteinas

recombinantes (1 pg/mL) em tampdo Carbonato-Bicarbonato (50
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mmol/L Na,CO; e 50 mmol/L NaHCOs, pH 9,6) e mantidas a 4 °C
por 16 horas. Em seguida, as placas foram mantidas a 37 °C
por 30 minutos e lavadas trés vezes com PBS-T (1,37 mol/L
NaCl, 27 mmol/L KC1l, 100 mmol/L NayHPO,;, 14 mmol/L KH,PQq,
pH 7,4 e 0,05% Tween 20). Os bloqueios foram feitos com em
PBS-SFB (PBS contendo 10% de soro fetal bovino) a 37°C por
30 minutos. As placas foram lavadas trés vezes com PBS-T.
Diluic¢cdes seriadas do soro dos camundongos imunizados ou
controles foram adicionados em PBS-SFB, seguindo-se de uma
incubacdo a 37 °C por 1 hora e mais trés lavagens com PBS-
T. A segulr, anticorpo anti-IgG de camundongo conjugado com
peroxidase (Southern Biotech) em PBS-SFB foi adicionado nas
placas seguindo-se de uma incubacdo a 37 °C durante 1 hora.
Apds essa incubacdo, as placas foram lavadas trés vezes com
PBS~T. Os anticorpos foram detectados através da adigdo da
solucdo substrato para revelacgdo. As reagdes foram
interrompidas com H,SO4 em uma concentracdo final de 1,25 M
e a absorbidncia a 492 nm (Ag92 am) fol determinada em leitor
de ELISA (Labsystems). Uma curva padrdo foi gerada
utilizando-se IgG de camundongo (Southern Biotech) para
sensibilizacdo das placas. A andlise estatistica da
diferenca entre as concentragdes de anticorpos foi avaliada
pelo teste U de Mann-Whitney.

Para os experimentos de “imunoblotting” foram
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utilizados o isolado 0603 (sorotipo 6B, PspA de clado 1), o
isolado D39 (sorotipo 2, PspA de clado 2), o isolado P2139
(sorotipo 6A, PspA de clado 2), o isolado TIGR4 (sorotipo
4, PspA de clado 3) e o isolado ATCC6303 (sorotipo 3, PspA
de clado 5). As bactérias foram cultivadas em placas de
dgar sangue e posteriormente em meio liquido THY (meio
Todd-Hewitt contendo 0,5% de extrato de levedura - Difco)
até a DOgywo nm 0,6. As células foram centrifugadas e os
precipitados foram ressuspendidos em tampdo de lise — DOC
(0,1% desoxicolato de sdbédio, 0,01 dodecil sulfato de sédio
(SDS) e 0,15 M citrato de sédio), e incubadas a 37 °C por
10 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante foi coletado e congelado a -20 °C. As
proteinas foram separadas em eletroforese em gel
poliacrilamida-SDS 10% (15 pg de proteina foram aplicados
no gel). As proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose e incubadas em solugcdo de PBS-T com 5% leite
desnatado por 16 horas a 4 °C. As membranas foram incubadas
durante 2 horas com soros contendo anticorpos anti-PspA
(1/500) em tampdo PBS-T contendo 5% leite desnatado. Em
seguida, as membranas foram lavadas trés vezes por 10
minutos com PBS-T. Para a imuno detecgdo, foi realizada uma
incubacdo de 1 hora com o anticorpo anti-IgG de camundongo

conjugado com peroxidase (Sigma) na diluigdo (1/1000) e a
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deteccédo foi feita com o kit quimioluminescente ECL (GE-
Heathcare).

Foi realizado um desafio intranasal invasivo em
camundongos previamente imunizados. Os animais foram
anestesiados por via intraperitoneal com 200 plL de uma
mistura de 0,2% de cloridrato de xilazina e 1,0% de
cloridrato de quetamina. Foram utilizados os isolados A66.1
(sorotipo 3, PspA de clado 2) e ATCC6303 (sorotipo 3, PspA
de clado 5). Os isolados foram cultivados até a metade da
fase logaritmica de crescimento (DOgognn=0.4) em THY e as
aliquotas foram congeladas a -80°C. Os animais foram entédo
desafiados através da inoculacdo de 1x10° UFC do isolado
A66.1 ou 3x10° UFC do isolado ATCC6303 em 50 pL de salina
em uma das narinas, com o auxilio de uma micropipeta. Nos
experimentos de protecdo passiva, o soro dos animais
imunizados foi inativado a 56°C por 30 minutos. Grupos de 6
camundongos BALB/c ndo-imunizados foram inoculados com 500
pnl de uma diluigdo 1:100 de <cada soro por Vvia
intraperitoneal, 2 horas antes do desafio com o isolado
ATCC6303. A sobrevivéncia dos animais foi observada durante
10 dias e a diferenca na sobrevivéncia entre os grupos
experimentais foi avaliada pelo Teste Exato de Fisher. Foi
avaliada ainda a quantidade de bactérias no sangue e nos

pulmdes dos animais em diferentes tempos apds o desafio. O
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tecido pulmonar foi rompido em 1 mL de solugdo salina 0,45%
(1/2 salina) através do uso de uma malha de nylon (%“cell
strainer”). Dilui¢les seriadas do sangue e do homogenato
dos pulmdes foram plaqueadas em agar-sangue e incubadas por
18 horas a 37°C para determinagdo de UFC (unidade formadora
de colbénia). A deteccdo de 0 UFC foi considerada como 1
UFC. O limite minimo de deteccdo foi de 100 UFC/ml para
amostras de sangue e 5 UFC/animal para amostras de pulm&o.
b) Protegdo induzida através de imunizagdo nasal com
uma composig¢do imunogénica compreendendo PspA e vacina
celular pertussis. Camundongos BALB/c foram imunizados por
via nasal com PspA5 somente ou com a combinacdo com VP
(PspA5-VP) e entdo submetidos a um desafio intranasal letal
com o isolado ATCC6303 (PspA de clado 5). Neste modelo,
animais ndo-imunizados morrem 72 horas apds o desafio
(Ferreira DM. et al. Microbial Pathogenesis 2009;47:157-
163). Na Tabela 1, podemos observar gque houve protegdo
significativa no grupo de animais que recebeu a formulacgédo
PspA5-VP, enquanto que houve apenas 50% de sobrevivéncia
nos camundongos imunizados com PspA5 somente. Ndo foi
observada protecdo em animais inoculados apenas com VP.
Tabela 1. Sobrevivéncia de camundongos BALB/c apds
desafio intranasal com S. pneumoniae ATCC6303 - propriedade

adjuvante de VP
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vivos/ total $sobreviventes P

N&o
0/6 -
imunizados
VP 1/6 16,6 1
PspAS5 3/6 50 0,09
PspA5-VP 6/6 100 0,01
*Teste Exato de Fisher. Os resultados sao

representativos de trés experimentos independentes.

Foi avaliada a presenca de pneumococos em homogenatos
de pulmdo e no soro dos animais imunizados com VP ou PspA5-
VP em diferentes periodos apdés o desafio. Como observado na
Figura 1A, grande quantidade de bactérias foi recuperada 72

horas apdés o desafio nos pulmdes de animais inoculados com

VP. Houve uma diminui¢do na quantidade de pneumococos
recuperados dos pulmdes de camundongos imunizados com
PspA5-VP em tempos crescentes, resultando no

desaparecimento quase que completo das bactérias 21 dias

apds o desafio. Além disso, ndo foi possivel detectar

pneumocococos no sangue de animais inoculados com PspA5-VP,
enquanto gue camundongos imunizados com VP somente
apresentaram grande quantidade de bactérias no sangue ja em
24 horas apds o desafio (Figura 1B).

Uma vez que foi demonstrado em ensaio clinico que a
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nova vacina VP com menor contetdo de LPS induz resposta
imunoldégica contra pertussis semelhante a vacina VP
convencional (Zorzeto TQ. et al. Clinical and Vaccine
Immunology 2009; 16:544-550), foram realizados experimentos
5 de imunizacdo com a combinacdo de PspA5 com VP; e desafio
intranasal com o isolado ATCC6303. Como observado na Tabela
2, houve protecdo significativa contra infecg¢do com
pneumococo somente no grupo imunizado com PspA5-VPi.
Novamente, a inoculacdo de PspA5 somente induziu protegdo

10 parcial, com 50% de sobrevivéncia.
Tabela 2. Sobrevivéncia de camundongos BALB/c apds
desafio intranasal com S. pneumoniae ATCC6303 - propriedade

adjuvante de VPi.

vivos/ total | $sobreviventes P
Ndo-imunizados 0/6 —~——— -
VP 0/5 -—= 1
PspA5 3/6 50 0,09
PsSpA5-VP;y, 5/6 83,3 0,007
"Teste Exato de Fisher. Os resultados sao

15 representativos de dois experimentos independentes.
Ao avaliar a 1indug¢do de anticorpos especificos,
observou~se que a imunizacd&o nasal tanto com a formulacédo

PspA5-VP quanto com PspA-VP;, foi capaz de induzir niveis
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bastante altos de anticorpos anti-PspA5 no soro de
camundongos. A concentracdo de anticorpos especificos foi
significativamente maior nos grupos imunizados do que nos
grupos controle (P<0,05 na comparaééo dos grupos controle
com PspA5, e P<0,005 na comparagdo dos grupos controle com
PspA5-VP ou PspA5-VPy). Diferencas significativas também
foram observadas na comparacdo do soro de animais
imunizados com PspA5-VP ou PspA5-VP; com O grupo
PspA5 (P<0.05) (Figura 2A). Além disso, tanto a formulacdo
PspA5-VP quanto PspAb-VP; foram capazes de induzir altos
niveis de anticorpos IgG e IgA anti-PspA em amostras de
BALF (Figura 2B e 2C).

Foi demonstrado que soro produzido contra PspAdS
apresenta reatividade cruzada com PspA de diferentes clados
e familias (Darrieux M. et al. Journal of Medical
Microbiology 2008; 57:273-278; Moreno AT. et al. Clinical
and Vaccine Immunology 2010; 17:439-446). Ao avaliarmos um
painel de isolados utilizados comumente em modelos de
desafio de camundongos com pPneumococo, foi possivel
confirmar gue soro de animais imunizados por via nasal com
PspA5 é capaz de reconhecer extrato total de diferentes
isolados em experimento de “imunoblotting” (Figura 3A). No
entanto, o soro de camundongos imunizados com a formulacgdo

PspA5-VP apresenta uma reatividade cruzada ainda maior, em
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consequéncia dos altos niveis de anticorpos anti-PspAb
induzidos pela vacina combinada (Figura 3B).

c) Protegio cruzada induzida através da inoculagéo
parenteral das composig¢des imunogénicas compreendendo PspA
e DTP,. Como os experimentos anteriores indicaram dque a
combinacdo de PspA com uma vacina celular pertussis é capaz
de induzir protecéo contra infeccdes causadas por
pneumnococo, fol testada a possibilidade de utilizar por via
subcutdnea a combinagdo de PspA5 com a vacina DTP, em
camundongos. Apds uma Unica imunizacdo com S5 upg de PspA
somente ou em combinacdo com DT ou DTP., foram detectados
altos niveis de anticorpos (Figura 4) (P=0,002 na
comparacdo de PspA5, PspA5-DT ou PspA5-DTP;, com animais
ndo-imunizados, e P=0,002 na comparagdo de PspA5-DT ou
PspA5-DTP;, com DT ou DTP;, respectivamente). A formulacgdo
PspA5-DTP; também induziu niveis mais altos de anticorpos
quando comparado ao grupo imunizado com PspAS5 somente
(P=0,008). Além disso, foi observada sobrevivéncia de 100%
dos animais imunizados com uma dose de PspA5-DTP; apds
desafio com ATCC6303 (P=0,001, comparagdo com O0OS grupos
controle). Protecdo significativa também foi observada com
a formulacdo PspA5-DT, com 66% de sobrevivéncia (P=0,03,
comparacdo com grupo controle), conforme demonstrado na

Tabela 3.
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Tabela 3. Sobrevivéncia de camundongos BALB/c apds
desafio intranasal invasivo com S. pneumoniae A66.1 e

ATCC6303 apds imunizacdo subcuténea com PspAS

A66.1
ATCC6303
(sorotipo 3,
(sorotipo 3, PspAS5)
PspA2)
vivos % vivos %
/ sobreviven- P / sobreviven =4
total tes total tes
Nao-
imuniza 0/6 -—— -—— 0/5 -— -—
dos
DT
0/6 - - 0/6 - -—
DTPy,
0/6 -— -—— 0/6 - -
PspAb
2/6 33,3 0,22 0/6 - -
PspA5+D
T 4/6 66,6 0,03 3/6 50 0,09
PspA5+D
6/6 100 0,001 4/6 66.6 0,03
TPy,
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"Teste Exato de Fisher

Ao realizarmos um desafio com o isolado A66.1, foi
observada protecdo significativa apenas no grupo imunizado
com a formulacdo PspA5-DTP, (P=0,03, compara¢do com grupo
controle) (Tabela 3). Foi observada, portanto, protecgao
heteréloga, j& que PspA5 pertence a familia 2 e a bactéria
A66.1 expressa PspA de clado 2, pertencente a familia 1. E
importante ressaltar que a sobrevivéncia de 66% dos animais
apdés desafio com esse isolado foi obtida apdés uma unica
imunizacdo subcuténea com PspAS5-DTP, e que maiores niveis
de protecdo podem ser obtidos através da administragdo de
doses de reforco.

PspA4Pro é o outro fragmento de PspA que havia
mostrado capacidade de induzir anticorpos com alta
reatividade cruzada com diferentes isolados de pneumococo
(Darrieux M. et al. Journal of Medical Microbiology 2008;
57:273-278; Moreno AT. et al. Clinical and Vaccine
Immunology 2010; 17:439-446). Assim, foi testada também a
imunizag¢do com uma dose por via subcutdnea de PspA4Pro
somente ou em combinacdo com DTP,. Pode-se observar na
Tabela 4, gue apenas os grupos imunizados com PspA4Pro-DTP,
apresentaram protecdo significativa (P=0,05, comparacdo com
grupo controle).

Tabela 4. Sobrevivéncia de camundongos BALB/c apds



desafio

intranasal

invasivo
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com

S. pneumoniae

ATCC6303 apds imunizacdo subcutdnea com PspA4Pro

A66.1

e

ATCC6303 A66.1
(sorotipo 3, PspAbS) (sorotipo 3, PspA2)
vivos % vivos
% sobreviven
/ sobreviven P /
tes
total tes total
Nao-
imuniza 1/6 - -——- 0/5 - -
dos
DTPy,
0/6 - - 0/6 —-—— -
PspA4P
ro 0/6 - - 0/6 - -
PspA4P
ro+DTPy, 5/6 83,3 0,05 4/6 66,6 0,05
*Teste Exato de Fisher
Como PspA4Pro pertence a familia 2, foi observada

novamente proteg¢do homéloga com uma bactéria que expressa

PspA de familia 2

(ATCC6303)

e protecgdo heterdloga com uma

bactéria que expressa PspA de familia 1

(A66.1).

Assim como
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[*)

observado para PspA5-DTP;, a sobrevivéncia de 66% dos
animais foi obtida apdés uma Unica imunizacdo com PspA4Pro-
DTP;, e maiores niveis de protecdo sdo esperados apds a

administracdo de doses de reforco.
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REIVINDICAGOES
1. Composicdo imunogénica sinérgica caracterizada pelo
fato de compreender ao menos um antigeno celular de
Bordetella pertussis inativada e ao menos um antigeno
proteico compreendendo uma ou mais Proteinas de Superficie
A de Streptococcus pneumoniae ou fragmentos das mesmas e um
veiculo farmaceuticamente aceitavel.
2. Composicdo imunogénica sinérgica, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que o antigeno
celular de Bordetella pertussis é a bactéria Bordetella
pertussis inativada compreendendo baixo teor de
lipopolissacarideos.
3. Composicdo imunogénica sinérgica, de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 ou 2, caracterizada pelo
fato de que as Proteinas de Superficie A de Streptococcus
pneumoniae ou fragmentos das mesmas compreendem uma mistura
de pelo menos dois clados de Proteinas de Superficie A.
4. Composicdo imunogénica sinérgica, de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 3, caracterizada pelo
fato de que as Proteinas de Superficie A de Streptococcus
pneumoniae ou fragmentos das mesmas sdo selecionadas de
clados pertencentes as familias 1 e 2.
5. Composicdo imunogénica sinérgica, de acordo com a

reivindicag¢do 4, <caracterizada pelo fato de que as
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Proteinas de Superficie A de Streptococcus pneumoniae ou
fragmentos das mesmas sdo selecionados dos clados 1, 4 e 5.
6. Composicdo imunogénica sinérgica, de acordo com a
reivindicacdo 5, <caracterizada pelo fato de que as
Proteinas de Superficie A de Streptococcus pneumoniae ou
fragmentos das mesmas pertencem ao clado 1.

7. Composicdo imunogénica sinérgica, de acordo com a
reivindicacdo 5, <caracterizada pelo fato de que as
Proteinas de Superficie A de Streptococcus pneumoniae ou
fragmentos das mesmas pertencem ao clado 4.

8. Composicdo imunogénica sinérgica, de acordo com a
reivindicacdo 5, <caracterizada pelo fato de que as
Proteinas de Superficie A de Streptococcus pneumoniae ou
fragmentos das mesmas pertencem ao clado 5.

9. Composicdo imunogénica sinérgica, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 8, caracterizada pelo
fato de que os fragmentos de Proteinas de Superficie A de
Streptococcus pneumoniae s&c selecionados do grupo que
consiste de: regido N-terminal de o-hélice e regido rica em
residuos de prolina.

10. Composigdo imunogénica sinérgica, de acordo com a
reivindicagdo 1 a 8, caracterizada pelo fato de que o
fragmento de Proteinas de Superficie A de Streptococcus

pneumoniae compreende a regido N-terminal.
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11. Composicdo imunogénica sinérgica, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10, caracterizada pelo
fato de que o antigeno protéico compreende dois ou mais
fragmentos de Proteinas de Superficie A de Streptococcus
pneumoniae podendo ser fundidos, formando uma proteina
hibrida.

12. Composigdo imunogénica sinérgica, de acordo com a
reivindicacdo 11, caracterizada pelo fato de que os
fragmentos de Proteinas de Superficie A de Streptococcus
pneumoniae fundidos pertencem aos clados 1, 4 ou 5.

13. Composicdo imunogénica sinérgica, de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 12, caracterizada pelo
fato de que a mistura de Proteinas de Superficie A de
Streptococcus pneumoniae ou fragmentos das mesmas conferem
protecdo heterdloga contra antigenos de outros clados de
Proteinas de Superficie A de Streptococcus pneumoniae néo
presentes na mistura.

14. Composigdo imunogénica sinérgica, de acordo com
qualquer uma das reivindicac¢des 1 a 13, caracterizada pelo
fato de compreender adicionalmente um ou mais antigenos de
toxinas inativadas.

15. Composigdo imunogénica sinérgica, de acordo com a
reivindicacdo 14, caracterizada pelo fato do antigeno ser

selecionado do grupo gue consiste de: toxina diftérica
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inativada e toxina tetdnica inativada.

16. Composicd&o imunogénica sinérgica, de acordo com a
reivindicacdo 14, caracterizada pelo fato do antigeno ser
de toxina diftérica inativada.

17. Composigdo imunogénica sinérgica, de acordo com a
reivindicacgdo 14, caracterizada pelo fato do antigeno ser
de toxina tetdnica inativada.

18. Composicdo imunogénica sinérgica, de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 17, caracterizada pelo
fato de ser para administrag¢&o nasal.

19. Composicdo imunogénica sinérgica, de acordo com
qualguer uma das reivindicacdes 1 a 17, caracterizada pelo
fato de ser para administracdo parenteral.

20. Uso de uma ou mais composicdes imunogénicas
sinérgicas, conforme definidas em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 19, caracterizado pelo fato de ser na
manufatura de uma vacina combinada para prevencdo contra
coqueluche e infeccdes causadas por Streptococcus
pneumoniae.

21. Uso de uma ou mais composigdes imunogénicas
sinérgicas, conforme definidas em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 16 ou 18 a 19, caracterizado pelo fato
de ser na manufatura de uma vacina combinada para prevengao

contra coqueluche, difteria e infec¢des causadas por



Streptococcus pneumoniae.

22. Uso de uma ou mais composigdes imunogénicas
sinérgicas, conforme definidas em qualquer uma das
reivindicacgdes 1 a 15 ou 17 a 19, caracterizado pelo fato
de ser na manufatura de uma vacina combinada para prevengao
contra coqueluche, tétano e 1infecg¢des causadas por

Streptococcus pneumoniae.
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Resumo da Patente de Invengao para: “COMPOSIGOES
IMUNOGENICAS SINERGICAS BASEADAS EM ANTIGENOS PROTEICOS
COMBINADOS COM ANTIGENO CELULAR PERTUSSIS E TOXINAS
INATIVADAS"

A presente invencéo refere-se a composicgdes
imunogénicas sinérgicas para prevencdo de coqueluche e de
infeccgdes causadas por Streptococcus pneumoniae.
Adicionalmente, as composicgdes da presente invengdo podem
oferecer protegdo contra infec¢des causadas por outros
patébgenos através da combinacdo sinérgica de antigenos dos
mesmos.

Em particular, a presente invencdo fornece composigdes
imunogénicas sinérgicas que compreendem ao menos um
antigeno celular de Bordetella pertussis inativada e ao
menos um antigeno proteico compreendendo uma ou mais
proteinas de superficie A (PspA) de Streptococcus
pneumoniae ou fragmentos das mesmas.

A presente invencdo fornece ainda fornece composigdes
imunogénicas sinérgicas que compreendem ao menos um
antigeno celular de Bordetella pertussis inativada, ao
menos um antigeno proteico compreendendo uma ou mais
proteinas de superficie A (PspA) de  Streptococcus
pneumoniae ou fragmentos das mesmas e uma ou mais toxinas

diftéricas e/ou tetlnicas.



A presente invencdo refere-se também ao uso de uma ou
mais composi¢des imunogénicas sinérgicas, da presente
invencdo na manufatura de vacinas combinadas para prevengao
contra coqueluche, tétano, difteria e/ou infecg¢des causadas
por Streptococcus pneumoniae.

A presente invencdo refere-se ainda ao uso das
composicdes da presente invencdo na manufatura de vacinas
para prevencdo contra cogqueluche, tétano, difteria e

infecgdes causadas por Streptococcus pneumoniae.
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