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“PROCESSO DE OBTENGCAO DE VACINA PERTUSSIS ACELULAR”

Objetivo: Refere-se o) presente invento ao
desenvolvimento de uma nova vacina anti-coqueluche
acelular, também conhecida como vacina pertussis acelular,
e a qual, obtida através do referido processo e a partir de
ultrafiltracdo molecular de filtrados de cultivo de
Bordetella pertussis, em membrana de 30 kDa, se apresenta
mais purificada e menos tdéxica do que a vacina pertussis
celular tradicional.

Estado da Arte: A cogqueluche, também conhecida como
pertussis ou "tosse comprida" ¢é uma doenca infecciosa
causada pela introducdo de uma bactéria, a Bordetella
pertussis, no trato respiratério superior. De acordo com a
Organizacéo Mundial da Saude, essa doenca acomete
anualmente cerca de 60 milhGes de criancas, sendo
responsavel por 600000 mortes, principalmente em paises
subdesenvolvidos ou em vias de desenvolvimento, com
condicdes sanitérias precéarias, ou deficiéncias nos
programas de vacinacgéo.

A vacina celular anti-pertussis foi descrita na
década de 1940, por Kendrick e colaboradores. E uma vacina
preparada com células bacterianas, obtidas & partir de
centrifugacdo ou filtracdo da cultura em meio 1liquido,
submetida & inativacdo por formaldeido, timerosal ou
tratamento térmico. A imunizacido com tais vacinas tem sido
mundialmente aceita, com eficdcia no controle da doenca.

Embora as vacinas celulares sejam muito eficientes, efeitos
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colaterais indesejaveis e por vezes de gravidade
considerével, a elas relacionados, levaram ao
desenvolvimento das vacinas acelulares, menos toéxicas. As
vacinas pertussis acelulares sdo compostas pelos principais
elementos antigénicos da Dbactéria. Dois componentes
receberam especial atencdo na composicdo das vacinas
acelulares, como essencials para a inducdo do efeito
protetor: a toxina pertussis (PT), que ¢é o principal
componente das vacinas acelulares até agora descritas e a
hemaglutinina filamentosa (FHA). A toxina pertussis é um
importante fator de viruléncia da bactéria, responsdvel por
grande parte de sua atividade téxica, tendo sido
recentemente descrita uma vacina constituida por PT
geneticamente destoxificado. A hemaglutinina filamentosa
(FHA) é uma proteina relacionada a adesdo da bactéria ao
sitio de infeccdo. Outros componentes tém sido introduzidos
nas vacinas acelulares mais recentes, como a pertactina ou
proteina de 69kDa, uma proteina de membrana externa da
bactéria, e fimbrias, também relacionadas & adesdo da
bactéria. Essas preparacdes, em sua maioria, diferem entre
si qualitativa e/ou quantitativamente quanto aos
componentes antigénicos utilizados, uma vez que a
formulacdo final ainda ndo estd totalmente definida.

Na producdo das modernas vacinas acelulares, a
massa celular bacteriana ¢é descartada e os antigenos
componentes da vacina sdo obtidos por varios passos de

cromatografia, a partir de sobrenadantes ou filtrados de
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cultivo. Para a obtencdo desses antigenos sdo necessarias
varias etapas de purificacdo exaustiva de cada um dos
componentes antigénicos da bactéria, em sua maioria
excretados no meio de cultura. As varias etapas de
purificacdo, aliadas ao baixo rendimento do processo
encarecem sobremaneira o produto final.

Descrigdo da Inveng¢ao: O presente invento refere-se
a obtencdo de uma vacina pertussis acelular, a partir de
preparacdes antigénicas semi-purjificadas de Bordetella
pertussis, obtidas por filtracdo tangencial em membrana de
30kDa, do filtrado de cultivo em fermentador de Bordetella
pertussis.

Para tanto, primeiramente a nivel de bancada, em
laboratério, procedeu-se as seguintes etapas:
a) Cultivo de Bordetella pertussis, cepa 137 e obtengdo de
filtrado de cultivo -~ Cepa liofilizada de B.pertussis 137
é ressuspensa em solucdo salina 0,85%, semeada em tubos com
meio de Bordet-Gengou, e incubada a 35°C, por 72 horas. O
cultivo é transferido para outro tubo contendo meio de
Bordet-Gengou e 1incubado a 35°C, por mais 24 horas. O
crescimento é inoculado em erlenmeyer de 500ml com 100ml de
meio Stainer-Scholte modificado, e submetido a 35°, com
agitacdo a 150rpm. Apds 18 horas o cultivo é transferido
para frascos de 20 1litros com 6 litros do mesmo meio e
incubado a 35°C, com agitacdo, por 18 horas. Este cultivo é
inoculado em pré-fermentador (150 1litros), contendo 60

litros do meio. Apds o crescimento bacteriano por 18 horas
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a 35°C, 40 litros do crescimento sdo transferidos para o
fermentador (750 1litros), com 400 1litros do meio de
cultivo. Apdés 18 horas a 35°C, o cultivo é submetido a
filtracdo tangencial (0,22um), de forma a se obter a massa
de células para a producdo da vacina celular e o filtrado
de <cultivo para a obtencdo da vacina acelular. Séo
realizados testes de pureza durante todo o processo para
avaliar a presenca de microrganismos contaminantes.

b) Produgdo de Lotes Piloto (volumes de filtrado de cultivo
de 15 a 30 litros): amostras de 15 a 30 litros de filtrado
de cultivo foram submetidas a filtracdo tangencial em
membrana de 30 kDa, obtendo-se fracdes filtradas pela
membrana (Filtrados 30K), que devem ser descartadas e as
retidas pela membrana (Concentrados 30K), estas 1ultimas
classificadas como Lotes Piloto de Vacina Pertussis
Acelular. Estes procedimentos encontraﬁ—se resumidos no
Esquema 1, apresentado no final deste relatério, Esses
lotes foram avaliados por testes imunoquimicos quanto ao
seu teor antigénico, toxicidade e ésterilidade. Foram
produzidos 15 lotes piloto de vacina pertussis acelular,
designados como Lotes piloto 2 a 15, numerados na sequéncia
de sua realizacéo.

¢) Avaliacdo dos Lotes Piloto de Vacina Pertussis Acgelular:
Foi feita a avaliacdo imunoquimica dos lotes piloto de
vacina acelular (concentrado 30K), tendo sido
identificados, em cada um deles, alguns dos elementos

antigénicos mais importantes da bactéria (toxina pertussis
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- PT e hemagglutinina filamentosa - FHA), por ensaios
imunoenzimaticos (ELISA) contra anticorpos monoclonais
homdélogos. O conteudo de endotoxina (lipopolissacarideo -
LPS) das preparagdes foi estimado por método colorimétrico
de dosagem de KDO (2-cet-3-deoxiocetano (3-deoxioctanato),
utilizando-se uma curva padrdo de KDO purificado. Os
resultados da caracterizacdo dos diferentes lotes estdo na
Tabela I.

Para a producdo em escala industrial, procedeu-se
ao cultivo bacteriano da mesma forma descrita acima e o
filtrado foi processado como a seguir:
a) Produgdoc de Lotes Experimentais em escala industrial
(200 a 300 1litros): Para o escalonamento do processo em
escala industrial, o filtrado de cultivo foi submetido a
ultrafiltracdo molecular, em membrana de 30 kDa , em
sistema fechado acoplado & filtracdo tangencial para
separacdo das células bacterianas. A fracdo filtrada pela
membrana de 30kDa (Filtrado 30K) foi descartada e a que
ficou retida (Concentrado 30K), foi submetida a filtracéo
esterilizante (0,22um), originando a preparacdo final (Lote
experimental), como ilustrado no Esquema 2.
b) Avaliagdao dos Lotes Experimentais de Vacina Pertussis
Acelular - Foram produzidos 7 1lotes de vacina pertussis
acelular, designados como Lotes experimentais, numerados na
seqiéncia de sua realizacdo. Os lotes foram avaliados por
testes imunoquimicos quanto ao seu teor antigénico,

toxicidade e esterilidade. Foram avaliados e identificados
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alguns dos elementos antigénicos importantes da bactéria
(toxina pertussis - PT e hemagglutinina filamentosa - FHA),
por ensaios imunoenzimdticos (ELISA) contra anticorpos
monoclonais hombélogos. O contelido de LPS das preparacdes
foi estimado por método colorimétrico de dosagem de KDO (2-
cet-3-deoxiocetano (3—-deoxioctanato), utilizando-se uma
curva padrdao de KDO purificado. Os resultados dessa
caracterizacdo dos diferentes lotes estdo na Tabela II.

Considerando-se o valor médio da concentracdo de
toxina pertussis (PT) nas vacinas acelulares descritas na
literatura como sendo igual a 20ug/dose, estimou-se o
numero de doses de vacina acelular' obtido em cada lote
experimental (Tabela III).

O processo ora inovado é tecnicamente original, a
medida em que permite o acoplamento da linha de produgdo da
vacina tradicional com o da nova vacina, permitindo a
obtencdo simultidnea das duas. Nesse processo para a vacina
acelular prevalece a utilizacdo de preparacdes semi-
purificadas de filtrados de cultivo, em etapas simples de
processamento, resultando num produto composto por uma
mistura de antigenos, excretados para o meio de cultivo. A
vacina pertussis obtida pelo presente processo, & uma
preparacdo potente e indcua, contendo todos os antigenos
que vém sendo incluidos nas modernas vacinas acelulares. A
vacina tem-se mostrado imunogénica, levando a altos titulos
de anticorpos e resposta humoral em camundongos. Apds

destoxificacdo adequada, a vacina foi avaliada gquanto a seu



10

efeito protetor in vivo. Testes realizados em laboratdrio
pela Requerente atestam padréo semelhante de atividade
protetora em camundongos, comparaveis ao obtido com a
vacina comercial usada como padrdo. A simplicidade técnica
deste processc implica em reducdo do custo operacional. A
produgdo de vacina acelular contra coqueluche, a baixo

custo, terd um grande impacto na Saude Publica Nacional,

“alternativa de uma vacina indicada principalmente para
' populacado de risco, como criancas com problemas

‘neuroldgicos, onde a administracdo da vacina celular &

contra-indicada.



ESQUEMA 1
Amostra: - B.pertussis 137, meio SS modificado, fermentador de 400 litros,
cultivo de 20h
U
Filtragdo tangencial: 0.22pm
U U
Filtrado de cultivo massa bacteriapa
(15 a 30 litros)
U U
Filtracio tangencial (30 kDa) Vacina pertussis celular
U U
Filtrado 30K Concentrado 30k (Lote piloto)
(descartado) (avaliagdo de PT; FHA e LPS)
TABELA 1

Avaliag8io de Antigenos nos lotes piloto

Lote PT FHA | KDO
Piloto | (pg/ml) | (pg/ml) | (ng/ml)

26.40 3.00 6.32
29.30 3.80 2.56
5.28 0.60 3.36
26.40 2.25 8.01
1.98 0.67 0.71
8.80 5.00 5.60
16.28 7.00 8.95
4.62 0.50 5.90
9.25 0.28 498
3.96 1.16 9.50
12 26.40 6.66 ND
13 29.70 10.00 ND
14 6.60 357 | ND
15 26.40 8.33 ND

SialolxmlQiofuniaiwin

ND = ndo determinado



ESQUEMA 2
Amostra: - B.pertussis 137, meio SS modificado, fermentador (750 ligros);
cultivo de 20h
U
Filtraciio tangencial: 0.22pm
U U
Filtrado 0.22ym Massa Bacteriana
U U
ultrafiltracio molecular (30 kDa) Vacina Pertussis Celular
U U
Filtrado 30K Concentrado 30k
(descartado)

‘U Filtracéo esterilizante (0.22pm)

Vacina Pertussis Acelular (Lote experimental)
(avaliagdo de PT; FHA e LPS)

TABELA 11
Avaliagio de antigenos no filtrado de cultivo e preparagdes vacinais

Concentracio de Antigenos
LOTE n Volume
EXPERIMENTAL Fracio (itros) PT FHA KDO
(hg/mh) | (ug/ml) | (ug/ml)
2 Filtrado 0.22um 250 0,567 0,08 0,984
Vacina acelular 5 0,059 0,0 1,369
3 Filtrado 0.22um 250 0,858 0,06 2,827
Vacina acelular 15 8,250 0,05 1,202
4 Filtrado 0.22um 250 1,32 0,36 2,986
Vacina acelular 15,8 12,67 1,30 1,077
5 Filtrado 0.22um 250 1,98 0,05 3,532
Vacina acelular 16,5 18,48 0.08 1,35
6 Filtrado 0.22um 300 0,39 0.008 2,12
Vacina acelular 17 0,97 0,0 0,94
7 Filtrado 0.22um 300 1,98 0,09 2,26
Vacina acelular 17.5 9,77 0,04 1,39




Numero estimado de doses nos lotes experimentais
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TABELA I

LOTE volume PT FHA g:;ﬁ;;‘;
EXPERIMENTAL (litros) (mg) (mg) de doses
2 5 0,3 0,0 15
3 15 123,7 0,75 6185
4 15,8 200,2 20,54 10010
5 16,5 304,9 1,32 15245
6 17 16,5 0,0 825
7 17.5 170,9 0,70 8545’
M I
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REIVINDICACOES

1. Processo de obtencdo de vacina pertussis acelular,
que utiliza filtrado de <cultura da cepa Bordetella
pertussis 137 como matéria prima para a producdo da vacina,
caracterizado pelo fato de o referido filtrado de cultura
obtido por filtracdo tangencial (0.22pm) ser submetido a
ultrafiltracdo molecular em membrana de 30 kDa, e pelo fato
de o concentrado 30K resultante, retido na referida
membrana, € o concentrado obtido pela ultrafiltracdo a ser
submetido a filtracdo esterilizante (0.22um), originando a

vacina pertussis acelular.
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