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Este invento relaciona-se a 4rea de adjuvantes purificados de
bactérias Gram-negativas ¢ utilizados em imunizagdes € vacinagdes
experimentais, veterindrias ¢ humanas.

ESTADO DA TECNICA

O que sdo adjuvantes e como funcionam

O adjuvante tem a func¢do principal de estimular a resposta
imune contra determinado antigeno, durante a imunizagio experimental ou
clinica (humana e veterinaria). De fato, qualquer molécula ou composto que
seja capaz de favorecer ou amplificar uma série de eventos imunolégicos que
leve a uma resposta imunoldgica favordvel, pode ser considerado um
adjuvante (Schijns, 2000).

Os materiais ou compostos utilizados como adjuvantes tém
origens diversas, tais como mineral, lipidica ou proteica. Durante os ultimos
70 anos, muitos adjuvantes tém sido desenvolvidos, porém poucos deles t€ém
sido avaliados em ensaios de imunizag3o ou vacinag¢io clinica. Com excegdo
do hidréxido de aluminio, que € o unico usado em vacinas em humanos desde
1940, nenhum outro adjuvante tem sido usado rotineiramente em vacinagao
humana. A nfo-utilizagdo de novos adjuvantes € devida a alguns fatores,
dentre eles a toxicidade e efeitos colaterais de certos adjuvantes em testes
clinicos, € o seu alto custo (Gupta e Siber, 1995).

A potencializagdo da resposta imune experimental in vivo €
tipicamente realizada com a administragdo do antigeno na presenga de um
adjuvante, tal como adjuvante de Freund (Freund e McDermott, 1942). Os

adjuvantes agem sobre o sistema imune de diferentes maneiras. Alguns
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adjuvantes, por exemplo, ajudam a formar e maﬁter'ciépé'sitds do antigeno em
tecidos periféricos do animal, tais como tecido subcutaneo. Com isto o
antigeno ¢ liberado ou apresentado lentamente as células apresentadoras de
antigeno (antigen presenting cells, APCs), principalmente macrofagos e
células dendriticas (DCs), que possuem receptores especificos envolvidos na
resposta imune inata contra diferentes antigenos e patégenos. A estimulag¢io
de macrofagos e DCs induz, conseqiientemente, a retengdo e ativagdo de
linfécitos (T e B) e linfonodos, componentes essenciais na resposta imune
efetiva contra um determinado antigeno (Schijns, 2000; Hunter, 2002). Outros
adjuvantes agem estimulando diretamente o sistema imune inato.

Uma resposta imune eficiente ou produtiva é definida pela
geracgdo de linfocitos T e B antigeno-especificos. Isto requer, inicialmente, a
apresentacdo dos antigenos a receptores especificos de células T (TCRs),
presentes em linfdcitos T imaturos (naive), ou a imunoglobulinas expostas na
superficie de linfocitos B. Além disso, citocinas produzidas pelas APCs
desempenham um papel fundamental na estimulagdo de células T helper.
Estas células vdo, subseqiientemente, auxiliar linfécitos B e linfécitos T
citotoxicos (CTLs), gerando uma resposta imune especifica contra
determinado antigeno. Pouco € conhecido a respeito dos mecanismos exatos
pelos quais os adjuvantes modulam essa resposta adaptativa ou secundéria
complexa. No entanto, sabe-se que os adjuvantes estdo envolvidos
primordialmente na resposta imune priméria ou inata, que vai direcionar a
resposta imune adaptativa, dada por linfécitos T e B (Schijns, 2000; Bendelac
e Medzhitov, 2002).

A administra¢8o de um antigeno isolado, em uma unica dose,
sem a presenca de um adjuvante, em geral induz pouca ou nenhuma resposta
imune especifica, avaliada pelos niveis de anticorpos produzidos. Em geral,
sdo necessarias inje¢des adicionais do antigeno para que seja observada uma

resposta imune significativa. Isto ocorre pelo fato de que antigenos
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comumente s6 sdo encontrados em linfonodos afx')s ‘2 formagao a.e .a.l';tiC(;I'}Z;E).S
e, conseqiientemente, apds o aprisionamento de complexos imunes formados
(Hunter et al., 1998; Hunter, 2002). Varios adjuvantes tém sido usados em
animais experimentais, € os resultados t€ém demonstrado que eles possuem
grande influéncia qualitativa e quantitativa na resposta imune contra
determinado antigeno ou imundgeno. O nivel de anticorpos € a duragdo da
resposta imune aumentam consideravelmente na presenga de um adjuvante.
Porém, alguns bons adjuvantes (e.g. lipopolissacarideo bacteriano, ou LPS)
apresentam efeitos téxicos (pirogenicidade e reagdo de Schwarztman) e,
portanto, ndo sdo aceitos para uso em humanos na vacinagdo rotineira. No
caso do LPS, a sua toxicidade pode ser atenuada pelo uso do lipideo A
monofosforilado (MPL ou MPLA), a por¢do do LPS que fica inserida na
membrana lipidica mais externa da parede da bactéria Gram-negativa. O
MPLA ¢ capaz de manter a atividade imunoestimuladora sem possuir a
toxicidade do LPS, estimulando tanto a resposta imune humoral como a
celular. Em camundongos, o MPLA é um potente adjuvante para antigenos
proteicos, favorecendo o desenvolvimento das células T-helper (Th) do tipo 1,
como a produg@o de citocinas proinflamatérias IL-2 e IFN-y, € anticorpos IgG
isotipo 2a (Ulrich e Myers, 1995; De Becker, 2000).

O mecanismo fundamental de agfo do adjuvante € a

estimulagdo de células do sistema imune que secretam citocinas moduladoras

da resposta imune inata (e.g. IL-12, TNF-&,IL-2, IFN-y). Porém, estas

citocinas podem induzir efeitos colaterais ou deletérios, dependendo do tipo €
quantidade de citocinas liberadas. Usualmente, a relagdo entre toxicidade e
adjuvanticidade ¢ aceita pela andlise do custo-beneficio. Por exemplo, para a
rotina de vacinas infantis ha uma grande preocupag@o quanto a sua seguranga,
pois elas sfo aplicadas geralmente em criangas saudaveis. Para se introduzir
um adjuvante na imunizag@o de criangas e adultos saudaveis, a taxa de efeitos

colaterais desfavoraveis tem que ser, obrigatoriamente, muito baixa. Por outro
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lado, em grupos de alto risco, como pacientes Ec.on'izcérf er*
vacinas terapéuticas podem ter certo nivel de toxicidade aceitdvel em vista de
seus potenciais beneficios (Gupta e Siber, 1995; Schijns, 2000).

A imunidade inata é a primeira linha de defesa contra o
crescimento e disseminagio de um microorganismo (bactéria, fungo ou virus)
na fase aguda de uma infecgdo. A principal fungdo da imunidade inata € a
resposta de células fagocitarias, tais como macréfagos, neutréfilos € DCs.
Considerando-se que o papel primario destas células era o de fagocitar
patdgenos de maneira ndo-especifica e, apds digestdo destes, apresentagio de
seus antigenos para as células T. Esta resposta foi chamada de resposta
imunoloégica ndo-especifica.

Recentemente, a identificagdo dos receptores do tipo Toll
(Toll-like receptors, TLRs) mudou esta nogdo. Sabe-se hoje que o sistema
imune inato pode reconhecer ‘padrdes moleculares associados aos patdgenos’
(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), através dos TLRs
presentes na superficie das células imunes, principalmente macréfagos e DCs.
O reconhecimento de patdgenos invasores ativa a produgfo de citocinas
proinflamatérias e aumenta a regulagdo de moléculas co-estimuladoras em
fagdcitos, ativando assim as células T (Takeda et al., 2003). Em humanos, os
TLRs constituem uma familia de 10 membros (TLR1-TLR10). O primeiro
TLR de mamiferos a ser identificado foi o TLR4, que mostrou estar envolvido
no reconhecimento de LPS bacteriano, levando a produgéo de citocinas pro-
inflamatérias, quimiocinas e moléculas co-estimulatérias (Medzhitov ef al.,
1997; Poltorak et al., 1998; Qureshi et al.,, 1999; Hoshino et al., 1999). Os
demais TLRs estdo envolvidos com o reconhecimento de outras classes de
moléculas microbianas, por exemplo, lipoproteinas, lipopeptideos, acido
lipoteicoico e  peptidoglicanos de  bactérias ~ Gram-positivas;
lipoaraminomananas de micobactérias; e glicosilfosfatidilinositéis (GPIs) de

Trypanosoma cruzi reconhecem o TLR2. Por outro lado, RNA viral de dupla-



10

20

25

e TLRY, respectivamente (Takeda et al., 2003).

O primeiro passo para interag@o in vivo entre LPS e TLR4,
ocorre quando o LPS liga-se a proteina ligante de LPS (LPS-binding protein,
LBP), presente no plasma. O complexo LPS-LBP subseqiientemente interage
com o CD14, preferencialmente expressa na superficie em macréfagos e
neutrofilos. O complexo LPS-LPB-CD14 formado interage, assim, com o
TLR4, através de um mecanismo ainda pouco esclarecido. A ativagdo de
TLR4 em macréfagos desencadeia uma cascata de eventos intracelulares, que
involve inimeras proteina-quinases e proteinas adaptoras e acessérias. O
passo final do processo ¢ a translocagdo do fator nuclear NF-xB para dentro
do nucleo, onde ele entdo ativa a transcri¢do de varios genes envolvidos com
resposta imune, particularmente genes de citocinas (e.g. IL-2, IL-12, TNF-
o, IFN-y). A maioria dos LPSs bacterianos é capaz de ativar exclusivamente
TLR4, no entanto, LPSs de Leptospira interrogans € Porphiromonas
gingivalis ativam outro tipo de TLR, o TLR2. Estes LPSs possuem uma
estrutura diferente dos LPSs que ativam TLR4, particularmente na por¢éo do
lipideo A (Akira e Hemmi, 2003).

Propriedades de um adjuvante ideal e dificuldades no seu
desenvolvimento

Desde a descoberta da ago dos adjuvantes, é de grande interesse
0 seu uso, em particular, na vacinagio de criangas. Edelman (1992) listou alguns
critérios para avaliagdo de um adjuvante para sua utilizagdo em vacinas
humanas. Segundo este autor deve-se avaliar, principalmente: i) a reatividade
local; ii) a reatividade sistémica (toxicidade e pirogenicidade); iii) a capacidade
de induzir doengas ou sindromes autoimunes; iv) as reagdes de
hipersensibilidade; v) a carcinogenicidade; e vi) a teratogenicidade do adjuvante.
Uma vez que estes pardmetros mostrem-se aceitaveis, ¢ € definida a estrutura

quimica do adjuvante, sua producio passa a ser possivel de forma consistente.
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Na presenga de adjuvante, mé;moi' ﬁn{iéer'lo. *de” baixa
imunogenicidade, tais como conjugados de polissacarideo e proteina, em baixas
doses e com poucas inje¢des, podem induzir uma resposta imune adequada. O
adjuvante tem que ser eficiente em criangas, principalmente em recém-nascidos,
para produzir uma resposta mais persistente de alta qualidade (anticorpos de alta
afinidade e do isotipo IgG). Ainda, o adjuvante tem que ser estavel,
considerando a sua adjuvanticidade e toxicidade, e ndo apresentar interagdo com
o antigeno, e ser biodegradavel e ndo-imunogénico (Gupta e Siber, 1995).

As dificuldades encontradas no desenvolvimento de
adjuvantes para uso humano tém sido, em parte, resolvidas nos ultimos anos,
particularmente devido a compreensio das bases moleculares e da agdo dos
adjuvantes, da fun¢do das citocinas e dos diferentes tipos de células
envolvidas na resposta imune. O conhecimento da agdo adjuvante é muito
importante, principalmente devido a nova geragdo de vacinas formadas por
subunidades, moléculas purificadas e wvacinas sintéticas, necessitando,
portanto de adjuvantes muito potentes (Gupta e Siber, 1995; Schijns, 2000).

Apesar do desenvolvimento de muitos adjuvantes potentes,
formulados nos ultimos 70 anos, o hidroxido de aluminio ainda é o tnico
adjuvante usado na rotina de vacinagdo de humanos. Uma das maiores
dificuldades encontradas no desenvolvimento de outros adjuvantes para a uso
em humanos consiste nas reagdes desfavoraveis (pirogenicidade, choque,
etc.). Por exemplo, o LPS bacteriano ¢, em geral, um excelente adjuvante
experimental, porém os seus efeitos tdxicos tém sido um impedimento para o
seu uso clinico. A eficiéncia do LPS como adjuvante foi descrito pela
primeira vez em 1956 (Johnson et al., 1956), quando foi demonstrado que
uma bactéria Gram-negativa (S. fyphosa), ou antigenos proteicos deste
organismo tinham um efeito adjuvante bastante eficaz. Muitas das atividades
biolégicas do LPS, incluindo adjuvanticidade e toxicidade, sdo localizadas na

regido da molécula conhecida como lipideo A. No entanto, o lipideo A possui



10

15

20

LR

a vantagem de apresentar nenhum ou pouco. efeito colateral quando
comparado ao LPS intacto. Ainda, o lipideo A apresenfa uma potente
adjuvanticidade com conjugados polissacarideo-proteina, para ambas as
respostas imunes, priméria e secundéria, induzindo também o aumento da
resposta do tipo Thl em camundongos.

O LPS de bactérias Gram-negativas

O LPS ou endotoxina é o componente encontrado em maior
quantidade na membrana mais externa da parede celular de bactérias Gram-
negativas. O LPS é um potente ativador de células imunes envolvidas com a
inflamagio, como por exemplo, macréfagos. No inicio do século passado, foi
demonstrado que a endotoxina consiste de lipideos e carboidratos, originando,
entdo o nome de lipopolissacarideo. A primeira tentativa de se demonstrar a
estrutura da molécula foi realizada em 1950, por Luderitz e Westphal, que
trataram o LPS com acido, o que ocasionou a liberagdo de carboidrato € da
parte terminal lipidica da molécula (Luderitz et al., 1982).

O LPS é composto basicamente por trés regides: uma externa,
mais exposta ao meio extracelular, conhecida como antigeno ou
polissacarideo O; uma intermedidria, conhecida como oligossacarideo ou
core; € uma que fica inserida & membrana plasmatica externa da bactéria,

conhecida como lipideo A (Estrutura 1A).

externo interno Lipideo A
Core (oligossacarideo)

C1e( gqq
C12 ci14

c14
cta

Estrutura 1: Estrutura do LPS de E. coli. (A) O LPS pode ser

dividido em 3 dominios ou regides: antigeno O, core (externo e interno) e
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lipideo A. A regio do lipideo A contém a atividdds de en'do.tf)xi.r{a, e possui 2
residuos de GlcN-fosfato(P) (G-P), as quais estdo ligadas, diretamente ou
indiretamente, cadeias acidos graxos (C14:0 e C12:0). A regido do core
interno consiste de 4cido 3-deoxi-D-mano-octulosénico (KDO, K) e L-
glicero-D-mano-heptose (H). Hex4gonos representam hexoses. (B) Estrutura
do lipideo A de E. coli. Figura (A) modificada de Esko (1999), previamente
adaptada de Holst et al. (1996).

A alta variabilidade observada na regido do antigeno-O €
responsavel pela especificidade sorolégica dos diferentes tipos de LPS. O
antigeno-O é também reconhecido pela sua atividade sobre o sistema imune
inato do sistema imunoldgico, desempenhando ambas as fungdes de ativar e
inibir o sistema complemento. A regido core, ao contrario da antigeno-O, é
altamente conservada entre diferentes espécies de bactérias (Wilkinson,
1996). A parte mais interna do core (inner core) esta mais proxima do lipideo
A e contém uma alta propor¢do de agucares ndo-convencionais, como o acido
3-deoxi-D-mano-octulosénico (KDO) e L-glicero-D-mano-heptose (Hep ou
H). A regido core mais externa (outer core) ¢ mais longa e consiste de
aglcares mais comuns, como hexoses (e.g. glucose, galactose, manose) €
hexosaminas (e.g. N-acetil-glucosamina, N-acetil-galactosamina). Estes
acucares estdo ligados a repetigdes de subunidades sacaridicas, que
constituem o polissacarideo O, cadeia O ou antigeno O, que é composto
tipicamente por hexoses. Quando o antigeno O ¢é formado por
oligossacarideos, ele recebe o nome de lipo-oligossacarideo (LOS)
(Wilkinson, 1996).

O lipideo A ¢ uma regido altamente hidrofobica, ligada
covalentemente a regido core da molécula de LPS (Estrutura 1A). A
estrutura do lipideo A ¢é tipicamente composta pelo dissacarideo B-D-GlcN-(1-
6)-a-D-GIcN, que pode ter um grupo ou dois grupos fosfato, nas posi¢des 1 e

ou 4’ (Estrutura 1B). Ambos grupos fosfatos podem ser substituidos por
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grupos como etanolamina-fosfato (EtNP), ttariélantina difosfato (}itf\I:f)Pj,
GIcN, 4-amino-4-deoxi-L-arabinopiranose e D-arabinofuranose. Em algumas
bactérias (e.g. de Brucella spp., Campylobacter jejuni, Legionella spp.), um
ou os dois residuos de GlcN do lipideo A podem ser substituidos por 2,3-
diamino-2,3-dideoxi-D-glucose (GlcN3N). Ao dissacarideo de GlcN (ou de
GIcN3N ou GIcN-GIcN3N) estdo diretamente ligadas até quatro cadeias de
4cidos graxos, nos carbonos 2, 3, 2’ e 3’ (Estrutura 1B). A ordem, o nimero,
o tamanho e a quantidade de insaturagdes destas cadeias lipidicas muda
conforme a espécie ¢ cepa de bactéria, porém essa regido do LPS ¢
considerada ainda a mais conservada da molécula (Wilkinson, 1996).

Lipideo A: estrutura e atividade endotéxica

Em 1954, foi demonstrado que a parte lipidica do LPS, mais
conhecida como lipideo A, era responsavel pela atividade endotdxica da
molécula (Westphal e Luderitz, 1954). Somente em 1980, quando finalmente
foi sintetizado, comprovou-se que o lipideo A era o centro da endotoxicidade
do LPS (Westphal et al., 1981; Luderitz et al., 1982). Pelo fato de o lipideo A
ser a estrutura responsavel pela atividade endotdxica do LPS, inumeros
esforgos tém sido empreendidos objetivando a sua sintese quimica, com o
proposito de se entender como modificagdes da sua estrutura quimica podem
afetar a sua atividade. Como discutido anteriormente, a estrutura do lipideo A
¢ caracterizada por por¢do conservada constituida de um dissacarideo de D-
GlcN unido por um ligagdo B(1-6). A esta unidade estdo ligados diferentes
cadeias aciladas, grupos fosfatos e outros grupos substituintes menos
freqiientes estdo ligados. Lipideos A e seus fragmentos, com diferentes graus
de acilagiio e fosforilagdo, t€m sido sintetizados e testados biologicamente,
contribuindo para o entendimento da relagdo estrutura e fung¢@o imunolédgica
(Erridge et al., 2002). Foi observado que a quantidade de cadeias acila e
grupos fosfato ligados ao dissacarideo de D-GIcN ¢, principalmente, fator

principal responsavel pela endotoxidade. Por exemplo, lipideos A contendo
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potentes do que o lipideo A de E. coli, contendo 2 grupos fosfatos (Rietschel

et al., 1987).
Preparagbes do monossacarideo D-GIcN fosforilado € acilado
5 em varias posigdes ndo possuem atividade, o que sugere que a unidade
dissacaridica é essencial para o reconhecimento por receptores celular e
humoral. Por outro lado, lipideo A contendo na unidade dissacridica um
residuo D-GIcN3N no lugar de D-GIcN, como € o caso de Campylobacter
Jjejuni, tem atividade endotdxica similar a lipideos A contendo dissacarideo

10  formado exclusivamente de D-GIcN (Aschauer ef al., 1990) (Esquema 1).

N. meningiticis
ou

"

Atividade endotéxica ++ +++ +++ ++

P. seruginosa C. trachomatis
ou ™
v o
d 5 w - g
e V .
] Il ]
a 3

2 (=0

w

"

Atlvidade andotéxica + + - -
Antagonista forte Antagonista muito fraco
de LPS de LPS

Esquema 1: Estrutura do lipideo A de distintas bactérias Gram-

negativas e sua atividade endotoxica. Adaptada de Erridge et al. (2002).
Ainda, vérios estudos tém sido direcionados ao entendimento
15  de como a natureza, nimero e o tamanho das cadeias acilas podem influenciar
na atividade endotdxica do lipideo A. Por exemplo, lipideos A de E. coli
contendo 5 ou 7 cadeias de acidos graxos ao invés de 6, como € mais

freqiientemente encontrado, apresentam uma atividade aproximadamente 100
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vezes menor (Rietschel et al., 1993). A partir:de #5%i08 estudds, .hego:u:s:é a0
consenso que o lipideo A hexa-acilado difosforilado de E. coli, contendo 2
residuos de D-glucosamina (GIcN ou GIcN3N) B(1-6) ligadas, parece ser a
estrutura melhor reconhecida por receptores de mamiferos, € que por
conseguinte, a que possui a melhor atividade endotoxica. Quase todas as
estruturas derivadas desta molécula apresentam a atividade endotdxica
reduzida (Erridge et al., 2002). As estruturas de lipideo A ideais para ativagdo
celular 6tima n3o sio as mesmas estruturas ideais para a ligacio celular.
Experimentos tém revelado que a estrutura de lipideo ideal para ligagdo as
células ¢ constituida meramente por um dissacarideo difosforilado contendo
no minimo 2 4cidos graxos. Lipideos A que se ligam bem as células nio
necessariamente induzem fortemente a produgdo de citocinas, sugerindo
assim que a natureza, o numero ¢ a distribui¢do dos acidos graxos, é que
determina a atividade endotdxica dessas moléculas (Erridge et al., 2002).

Atividades biologicas do LPS e lipideo A de Bordetella
pertussis

A endotoxina ou LPS de B. pertussis é capaz de induzir, em
macréfagos peritonial de rato, atividade citostatica contra células tumorais
(Lasfargues et al., 1986). A indugdo desta atividade foi mapeada a regido do
lipideo A do LPS. Esta atividade do LPS foi significativamente inibida (66%)
quando o fragmento de lipideo A monofosforilado foi utilizado. Em
condi¢Oes similares, a atividade persistiu depois do tratamento do lipideo A
com hidroxilamina, deste modo indicando que os 4cidos graxos éster-ligados
ndo estavam envolvidos na atividade citostética.

Gery ¢ Waksman (1972) mostraram que LPSs estimulam
células mononucleares a secretar interleucina-1 (IL-1). Entretanto, o LPS nfo-
fracionado de B. pertussis tem uma baixa capacidade para induzir sintese de
IL-1 por macréfagos peritoniais de rato, quando comparado a LPSs de outras

bactérias. Observagdes similares foram feitas em mondcitos humanos.

\S
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Quando LPS de B. pertussis foi fracionado nos constituintes LPS-I e LPS-II, a
indugfo da atividade de IL-1 do LPS-II, que contém mais fosfato € menos
KDO do que o LPS-I, foi muito maior do que aquela do LPS-I (Cavaillon e
Haeffner-Cavaillon, 1986).

Tanto a regido do polissacarideo (antigeno O e core
oligosscaridico) bem como fragmentos de lipideo A, isolados depois da
hidrolise com acido da LPS de B. pertussis, foram capazes de induzir IL-1
intracelular, produzidos em macréfagos peritoniais de camundongo
(Lasfargues et al., 1987). Atividades similares, obtidas com o fragmento
Heptose-KDO de um LPS rugoso de Salmonella, sugere que a regido KDO
tem um papel similar & regido do polissacarideo de B. pertussis. Em outro
experimento, o fragmento de lipideo A isento do polissacarideo, foi incapaz
de induzir uma secregdo de IL-1 (Caroff ef al., 1986).

Endotoxinas sdo potentes mitégenos e ativadores policlonais
de linfécitos B murino (Gery et al., 1970, 1972). Camundongos da linhagem
C3H/HeJ ndo respondem especificamente a mitégenos e ao lipideo A
monofosforilado. Tem sido determinado, contudo, que semelhante a poucos
outros LPSs, o LPS de B. pertussis, definitivamente induz uma resposta
mitogénica em linfécitos B da linhagem C3H/HeJ de camundongos (Girard et
al., 1981; Chaby et al., 1988). Esta atividade foi desencadeada por fragmentos
polissacaridicos (PS-1 e PS-2) do LPS de B. pertussis, enquanto que o lipideo
A monofosforilado foi completamente inativa.

A indugdo de linfécitos B policlonal ativados por endotoxinas
de B. pertussis tem sido estudada com esplenocito de coelho (Haeffner-
Cavaillon et al., 1982, 1982a), por mensuragdo do numero de
imunoglobulinas secretadas por célula. Ambos lipideo A monofosforilado € o
fragmento polissacaridico PS-1 foram capazes de induzir a ativagdo
policlonal, mas o fragmento polissacaridico PS-2 foi inativo. Este trabalho

mostrou que o nimero de Ig-secretado por células B, e induzido também por
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pela mistura destes componentes, ou pelo LPS intacto, deste modo sugerindo
que a atividade disparada por estas duas regides do LPS procede por
diferentes mecanismos.

Numerosas atividades imunomodulatérias observadas depois
da administragio da vacina de B. pertussis tem sido atribuidos por
componentes bacterianos especificos. Em varios estudos de imunizagdo e
vacinagdo, o lipideo A monofosforilado de B. pertussis mostrou ser o
fragmento de LPS com atividade adjuvante mais eficiente e sem toxicidade
(Munoz e Bergman, 1979; Ayme et al., 1980; Chaby e Caroff, 1988).

Métodos de obtengdo de LPS e lipideo A

Os métodos mais utilizados na obtengdo do LPS de bactérias
Gram-negativas sdo:

(1) 45% de fenol aquoso, 65-68°C, 15 min (Westphal ¢ Jann,
1965).

(2) 89% de fenol aquoso-cloroférmio-éter de petrdleo (PCP)
(2:5:8, v/v/v), 5-20°C, alguns minutos (Galanos ef al., 1969).

(3) 0,15 M de NaCl:dietil-éter (1:2, v/v), 6-12°C, 1 dia (Ribi et
al., 1961).

(4) 0,25 M de 4cido tricloroacético (TCA), 4°C, 3h (Staub,
1965).

(5) Dimetil-sulféxido, 60°C, 4 h (Adams, 1967).

(6) Dietileno-glicol, 20°C, 3-4 dias (Morgan, 1965).

(7) EDTA aquoso, pH 8-8,5, 37°C, 15 min (Leive and
Morrison, 1972).

(8) 1 M de NaCl - 0,1 M citrato de sédio, pH 7, 0-4°C, 5 dias
(Raynaud et al., 1973).

Estes métodos apresentam rendimento e eficiéncia bem

varidveis na extragdo do LPS de distintas bactérias Gram-negativas.

W
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Entretanto, o método do fenol aquoso quente (WeStphal ef

1 .

e Jann, 1965) (método 1), ainda é o procedimento mais aceito e utilizado, uma

vez que reduz a contaminagfo do LPS por outros componentes lipidicos ou
proteicos (Wilkinson, 1996). A grande desvantagem neste procedimento € a
utiliza¢dio de uma grande quantidade de fenol, um reagente extremamente
toxico e cancerigeno, ndo-reciclavel, e de dificil manipulagdo ¢ de descarte
em escala industrial, sendo um poluente altamente prejudicial ao meio-
ambiente. Os demais procedimentos de extragdo de LPS também apresentam
desvantagens em termos de rendimento e/ou de manipulag@o em larga escala.
Por exemplo, o médodo 2 (Galanos et al., 1969) tem a desvantagem de, além
de utilizar fenol em maior quantidade (89%) do que o método de Westphal e
Jann (método 1), também utiliza cloroférmio e éter de petrdleo, que s@o
reagentes altamente inflaméveis e toxicos, de dificil manipulag@o e descarte,
logo danosos ao meio-ambiente. O método 3 (Ribi et al, 1961) tem a
desvantagem de utilizar dietil-éter, um reagente altamente inflamavel, toxico
e de dificil descarte industrial. O método 4 (Staub, 1965) utiliza TCA, um
acido forte e altamente corrosivo, improprio para uso em escala preparativa,
pois gera um rejeito quimico de dificil descarte. O método 5 (Adams, 1967)
utiliza DMSO, um reagente também toxico, de manipulagdo industrial
complicada, ndo-reciclavel e de dificil descarte, e prejudicial ao meio
ambiente. Os métodos 6, 7 e 8 (Morgan, 1965; Leive and Morrison, 1972;
Raynaud et al., 1973), apesar de ndo utlizarem reagentes toxicos, tém como
desvantagens o fato de utilizarem reagentes ndo-reciclaveis (EDTA, etileno-
glicol, NaCl, citrato de s6dio), e apresentarem um rendimento muito baixo na
obten¢do do LPS (Wilkinson, 1996).

O lipideo A ¢ obtido pela hidrdlise do LPS com tratamento
4cido, que quebra a ligagdo glicosidica do residuo de KDO do core ao residuo
de GleN II do lipideo A (Estrutura 1B). A influéncia da condigo hidrolitica

na atividade endotdxica do fragmento do lipideo A resultante tem sido
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investigada (Ayme et al., 1980; Caroff et al’ 19'8.6). 0 ﬁagrhenf:) de: lipideo
A, obtido por hidrélise com acetato de sédio (pH 4,5), na presenga de 1%
SDS (1h, 100°C), resultou ser tdo pirogénico como o LPS nio-fragmentado,
porém mais toxico do que este. Ambas atividades indesejaveis decresciam
quando o fragmento do lipideo A era isolado, depois do tratamento com &cido
mais forte (TFA pH 3, 150 h, 50°C), durante o qual o grupo fosfato é clivado
no C-1. A remogdo completa do grupo fosfato no C-1 através do uso de acido
cloridrico (0,25 N HCl, 30 min, 100°C), permitiu o isolamento de um
fragmento ndo-to6xico e ndo-pirogénico, o lipideo A monofosforilado (MPL
ou MPLA), que é assim ideal como adjuvante. A perda de um &nion de
fosfato, induzindo a transformac¢do conformacional da molécula, €
responsavel pela modificagdo da atividade biolégica. A correlagdo observada
entre a clivagem do grupo fosfato no C-1 da unidade de glucosamina
reduzida, e a perda concomitante da pirogenicidade e toxicidade é consistente
com observagdes em endotoxinas de outras bactérias (Qureshi et al., 1982).

Goodman e Sultzer (1977) observaram que a hidrdlise alcalina
branda do lipideo A resultava em diminuig¢do de sua atividade endotéxica,
porém aumento de sua atividade mitogénica. Em seguida, foi observado que o
tratamento do lipideo A com &lcali moderado (0,25 N de NaOH, 56°C),
resultava na liberagio especifica e tinica do acido graxo B-hidroximiristico (-
OH-C14:0) ligado ao carbono 3 da GlcN I (C-3/GIceN I)(vide Estrutura 1B)
(Riestchel et al., 1987, 1993). Na patente americana No. 4,912,094, Myers et
al. demonstraram que a redugfo da atividade endotoxica do lipideo A estava
associada & remogdo do residuo de B-OH-C14:0 do C-3/GIcN I, apds
tratamento com 0,5 M de carbonato de sédio, pH 10,5, 45°C.

Bordetella pertussis e vacinagio contra a coqueluche

O género Bordetella ¢ constituido de cocobacilos Gram-
negativos delicados, englobados em trés espécies: pertussis, parapertussis e

bronchiseptica. A Bordetella pertussis ¢ o agente da coqueluche, uma
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infeccio aguda do aparelho respiratorio, *qué*‘acomete, principalmente,

vy

criangas até 10 anos de idade. A B. parapertussis causa infecgdo respiratoria
semelhante 4 coqueluche; entretanto, o paciente ndo apresenta o quadro de
tosse paroxistica. A B. bronchiseptica ¢ uma bactéria primariamente
5  patogénica para animais (coelho, cobaia, rato, porco, cachorro e outros),
sendo suas infec¢des freqiientemente epidémicas. Raramente causa infecgdo
. no homem (Cherry, 1996; Wirsing von Koénig et al., 2002).
_ A B. pertussis sofre mutagdes de varios tipos, quando
submetida a culturas sucessivas no laboratorio. Estas mutages sdo

10  freqiientes, determinando alteragdes profundas na estrutura, metabolismo e
viruléncia da bactéria. Dependendo da existéncia e do grau destas alteragdes a
B. pertussis pode se apresentar em quatro fases. Na fase 1, caracteristica da
bactéria recém-isolada, a B. pertussis ¢ portadora de todas as suas estruturas,
produz seus fatores de viruléncia e € bastante exigente com relago aos seus

15  requerimentos nutritivos. Na fase 2, ocorre o oposto, a B. pertussis deixa de
apresentar muitas de suas estruturas, € praticamente avirulenta € ndo apresenta

‘ exigéncias nutritivas. As fases 3 e 4 sio intermediarias com relagdo a essas
caracteristicas. Apenas as culturas de Bordetella pertussis, em fase 1, devem
ser utilizadas no preparo de vacinas (Cherry, 1996; Rothstein ef al., 1999).

20 Somente nos ultimos anos, varios estudos tém sido realizados
com o objetivo de se entender os mecanismos de viruléncia da Bordetella
pertussis. Foi demonstrado, por exemplo, que a bactéria coloniza as células
ciliadas do trato respiratorio, produzindo, durante o crescimento, uma série de
substincias toxicas, que seriam responsaveis pelas manifestagdes patologicas

25 e clinicas da infecg3o. A colonizagdo da mucosa inicia-se com a fixagdo, ou
aderéncia, da bactéria aos cilios das células, sendo a fixagdo mediada por duas
proteinas: a hemaglutinina filamentosa e a prdpria toxina pertissica (Cherry,
1996).

As vacinas contra B. pertussis podem ser de dois tipos: celular
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e acelular. A vacina celular é composta dé urid’ suspensdo dé células da
bactéria inativadas por formaldeido (0,2%). Esta vacina foi desenvolvida nos
anos 30. Baseando-se em ensaios clinicos de eficicia desde os anos 40, foi
demonstrado que a vacina apresenta 70-90% de eficacia na prevengdo da
coqueluche. As reagdes adversas & vacina celular s3o raramente observadas,
mas ainda existem preocupa¢les quanto a sua seguranga na imunizagdo de
humanos, principalmente no que se refere a possibilidade da vacina causar
dano cerebral. Neste sentido, existe um total desacordo entre os especialistas.
No entanto, a maioria deles concorda que se esse tipo de dano ocorrer, ele €
raro. Assim, a vacina ainda é utilizada até hoje na maioria dos paises, apesar
de que hd uma preocupagfo para o desenvolvimento de vacinas mais
purificadas, que o caso da vacinas acelulares (Cherry, 1996; CDC, 1997).

As vacinas acelulares contém componentes purificados ou
inativos de B. pertussis. Vérias vacinas acelulares tém sido desenvolvidas nos
ultimos anos, e as primeiras vacinas foram licenciadas para uso humano em
1991. Quatro vacinas acelulares estdo atualmente licenciadas para uso
humano nos Estados Unidos, e em todas elas estio combinadas toxoides
diftérico e tetinico, em uma formulagdo conhecida como DtaP. A eficicia
destas vacinas varia de 71 a 84%. Mais recentemente, vem sido discutida a
possibilidade de utilizagdo de adjuvantes para melhoria da eficacia das
vacinas acelulares (CDC, 1997; Wirsing von Konig ef al., 2002).

Um dos problemas para se produzir uma vacina acelular, que
confira uma protecdo total contra a B. pertussis, ¢ a baixa imunogenicidade
observada para esse tipo de vacina. Isto poderia ser resolvido com a
administragdo da vacina na presenga de um adjuvante (Rothstein et al., 1999).
Porém, um dos maiores empecilhos para que isto ocorra é o alto custo dos
adjuvantes comerciais (e.g. MPL ou MPLA da RIBI ImmunoChem Research
Inc., E.U.A.), de uso aprovado para humanos, € em fase de testes clinicos com

varias vacinas (Baldridge ¢ Crane, 1999).

*
°
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OBJETIVO DA INVENCAO
Assim, esta invengdo tem como racional a utilizagdo da

prépria B. pertussis para obtengdo de um adjuvante comprovadamente eficaz

experimentalmente, o lipideo A monofosforilado ou MPLA. Isto resulta na

produgiio de um adjuvante de baixo custo, ¢ que poderd ser adicionado a

vacina acelular contra a Bordetela pertussis.

BREVE DESCRICAO DA INVENCAO E DAS FIGURAS

A Figura 1 apresenta protocolos de obtengdo de LPS de
Bordetella pertussis.

A Figura 2 apresenta o protocolo de obtengdo e preparagdo de
lipideo A de Bordetella pertussis.

A Figura 3A apresenta o perfil em ESI-MS (modo negativo)
do lipideo A de Bordetella pertussis obtido a partir dos trés distintos
processos preparativos (PO, P1 e P2). As mesmas espécies idnicas sdo
observadas nas 3 preparagdes, sendo o ion m/z 1478 ([M-H]) a espécie
majoritaria. E importante notar, abaixo de 1000 m/z, a completa auséncia de
contaminantes, tais como acidos graxos livres e fosfolipideos, ou de
fragmentos originados da degradagdo do lipideo A. Os espectros foram
normalizados quanto a abundancia relativa de fons. m/z, razio massa/carga.

A Figura 3B apresenta a atribuigdo (assignment) por ESI-MS
(modo negativo) da estrutura dos principais ions de lipideo A de Bordetella
pertussis. As demais espécies i6nicas observadas em m/z 1252, 1268, 1290,
1450 e 1534, representam variagdes no tamanho das cadeias lipidicas, ou
adutos de Na'. O ion majoritirio de m/z 1478 representa uma espécie
contendo 5 acidos graxos (4 OH-C14:0, e 1 OH-C10:0) e 1 grupo fosfato. O
ion de m/z 1506 representa uma espécie contendo 4 acidos graxos (2 OH-
C14:0, 1 OH-C16:0 ¢ 1 OH-C10:0; ou 3 OH-C14:0 ¢ 1 OH-C12:0) O ion de
m/z 1308 representa uma espécie contendo 4 4cidos graxos (4 OH-C14:0). As

massas moleculares monoisotdpicas tedricas calculadas para estes 3 ions

oa
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(1479,02, 1507,05 e 1308,89, respectivaménte):'est'ﬁo.'de acoero com as
massas moleculares monoisotdpicas experimentais observadas em diferentes
experimentos (1479,0, 1507,1 e 1309,0).

A Figura 4 apresenta as fragmentagdes sucessivas (ESI-MS/MS") do
ion majoritario (m/z 1478) do lipideo A de B. pertussis para confirmagdo de

sua estrutura. A fragmentagdo do ion m/z 1478 deu origem a um pico

. majoritario de m/z 1290, o que pode ser atribuido & perda de um residuo
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completo de 4cido graxo OH-C10:0 (CH;-[CH,]s-CH(OH)-CH,-COOH),
éster ligado ao C-3 da GlcN 1. O ion m/z 1290 quando fragmentado da origem
ao ion m/z 1046, que pode ser atribuido a perda de um residuo completo de
4cido graxo OH-C14:0 (CH;3-[CH,],o-CH(OH)-CH,-COOH), éster ligado ao
C-3’ da GIcN II. Estas atribuigdes estdo baseadas em dados prévios da
literatura (Chan e Reinhold, 1994). Segundo estes autores, os 4cidos graxos
éster-ligados (R;-COO-R;) diretamente aos residuos de GlcN ou as cadeias de
acidos graxos, sdo mais susceptiveis a fragmentagio por ESI-MS do que os
acidos graxos amido-ligados (R;-CON-R;) diretamente ao residuo de GIcN.
De fato, em ESI-MS/MS ¢ muito dificil quebrar uma ligagdo éster, uma vez
que a energia de colisdo é em geral baixa. Os demais fragmentos formados
pela colisdio sucessiva dos ions precursores de m/z 1046, 718 € 490, foram
interpretados e sdo apresentados na figura. As atribui¢des para estes ion estdo
também de acordo com os dados da literatura (Chan e Reinhold, 1994). O ion
final obtido (m/z 222) pode ser atribuido possivelmente a uma glucosamina-
fosfato com dupla insaturagdo, resultante da perda de 2 grupos OH.

A Figura 5 apresenta a atribuigdo estrutural da espécie
majoritaria do lipideo A de Bordetella pertussis (cepa 18323). A massa
molecular monoisotdpica (M) determinada para esta molécula estd de acordo
com o dados de espectrometria de massa, onde foi observada uma espécie

monocarregada [M-H] de m/z 1478. A auséncia de um grupo fosfato na
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possivelmente, o lipideo A original deve conter o fosfato na posig¢do Cl1.

A Figura 6 apresenta a analise por ESI-MS (modo negativo)
dos lipideos A preparados de LPS Bordetella pertussis € de outras bactérias
pelo processo PO (Figura 1). Os lipideos A de Bordetella pertussis,
Salmonella minnesota, Serratia marcescens e Escherichia coli foram obtidos
ap6és hidrélise acida, seguido por particdo em cloroférmio:metanol:agua
(1:1:1, v/v/v). As atribui¢Bes de estrutura para as espécies majoritarias de
lipideo A de cada bactéria estfio representadas nos espectros.

A Figura 7 apresenta o resultado da imunizagdo com o0
antigeno anatoxina de Corinebacterium diphteriae, na presenga e auséncia de
lipideo A de B. pertussis. Os soros dos animais imunizados foram testados por
CL-ELISA a partir da diluigdo de 1:1000. RLU, unidades relativas de
luminescéncia.

A Figura 8 apresenta o resultado da imunizagdo com o
antigeno recombinante TSSA-II de Trypanosoma cruzi, na presenga ou nio de
adjuvante (MPLA de B. pertussis ou adjuvante de Freund). Os soros dos
animais imunizados foram testados por CL-ELISA a partir da diluigdo de
1:100.

A Figura 9 apresenta o resultado da imunizagdo com o
antigeno OMV de Neisseria meningitidis, na presenga ou auséncia de
adjuvante (MPLA de B. pertussis ou adjuvante de Freund). Os soros dos
animais imunizados foram testados em CL-ELISA na diluigéo de 1:1.000.

A Figura 10 apresenta o resultado da imunizagio com a
vacina acelular contra a Bordetella pertussis, na presenga e auséncia de
adjuvante (MPLA de B. pertussis ou hidroxido de aluminio, Al). (A) Titulos
de anticorpos; (B) Sobrevivéncia de animais vacinados. A vacina acelular
(AVac) foi produzida pelo Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan de

Sdo Paulo. O teste de sobrevivéncia foi realizado em camundongos BALB/c,

AN
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procedimentos-padrdes para testes pré-clinicos de vacina pertissica.

Preparagdo de lipopolissacarideo (LPS) de Bordetella
pertussis e de outras bactérias gram-negativas

O LPS de Bordetella pertussis foi obtido utilizando-se um
protocolo diferente daqueles mais comumente citados na literatura (vide
revisdo de Wilkinson, 1996, e referéncias nela incluidas). O protocolo aqui
empregado baseia-se nas propriedades anfifilicas de glicolipoproteinas,
lipoproteinas, glicolipideos e lipopolissacarideos de bactérias e parasitas. Ou
seja, estas moléculas, por possuirem uma regido altamente hidrofilica
(oligossacarideo, polissacarideo ou polipeptideo) e uma regido hidrofobica
(cauda lipidica), possuem a capacidade de se dissolverem ou se particionarem
tanto em 4gua como em solventes organicos polares (i.e. butanol, propanol),
em baixas concentragdes. Basicamente, a presente invengdo pode empregar,
ou nfo, uma seqiiéncia de extragdes com solventes organicos (cloroférmio e
metanol), em diferentes proporgdes, para delipidag@o das células, seguida de
extragdes com 5-9% de 1-butanol.

A Bordetella pertussis (cepa 18323) utilizada no
desenvolvimento deste invento estudo € cultivada pelo Centro de
Biotecnologia do Instituto Butantan, SZo Paulo, SP. A bactéria ¢
rotineiramente cultivada, em escala industrial, para a produgio de vacina
contra coqueluche (Dias et al., 1994). As bactérias foram inativadas pela
adi¢do de formaldeido (0,02% final), ou de acetona (10% final). O
precipitado (pellet) de bactérias inativadas foi centrifugado a 2.000-
10.000 g, por 15-30 min, a 4-10°C, e o sobrenadante descartado. O pellet
foi liofilizado e pesado. O LPS foi obtido a partir dos 3 protocolos abaixo
descritos.

No protocolo PO, cada 1 grama do pellet liofilizado de

bactérias foi seqiiencialmente extraido 3 vezes (por 5-30 min, a 4-30°C, cada
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cloroférmio:metanol (C:M), 2:1 (v/v); (b) C:M, 1:1 (v/v); (c) C:M, 1:2 (v/v);

e (d) cloroférmio:metanol:agua (C:M:A), 1:2:0,8 (v/v/v). As fases orgéanicas

extragio) com 10 ml de cada um dos "s:egﬁint.e “solventes:

de cada extra¢io foram separadas do precipitado (pellet) por centrifugagéo
(1.000-10.000 g, 15-60 min, 4-10°C; ou 1.000-3.000 g, 15-30 min, 15-30°C).
Os extratos organicos, contendo lipideos neutros e fosfolipideos, foram
removidos e descartados. O pellet final deslipidado foi seco sob N, e extraido
(3 vezes) com 10 ml de 1-butanol 5-9%, 1-18 h (cada extragdo), 4-30°C, sob
agitacdo. Os 3 extratos butandlicos foram reunidos e secos em rotaevaporador
a vacuo, a 20-70°C. A fragdo de 1-butanol 5-9% é enriquecida de LPS, devido
as suas caracteristicas anfifilicas. Este protocolo inicial, denominado PO, foi
modificado 2 vezes, com intuito de simplificd-lo, dando origem aos
protocolos P1 e P2, que serdo descritos a seguir.

No protocolo P1, o pellet liofilizado de bactérias (1 g) foi
sequencialmente extraido (3x cada) com 10 ml de C:M, 2:1 (v/v) e C:M, 1:2
(v/v). As fases orgnicas de cada extragdo foram separadas do precipitado
(pellet) por centrifugagdio (1.000-10.000 g, 15-60 min, 4-10°C; ou 1.000-
3.000 g, 15-30 min, 15-30°C). Os extratos orgénicos, contendo lipideos
neutros e fosfolipideos, foram removidos e descartados. O pellet final
deslipidado foi seco sob N, e extraido (3 vezes) com 10 ml de I-butanol 5-
9%, 1-18 h (cada extragio), 4-30°C, sob agitagdo. Os 3 extratos butanolicos,
contendo o LPS, foram reunidos e secos em rotaevaporador a vacuo, a 20-
70°C.

No protocolo P2, cada um grama do pellet liofilizado de
bactérias foi diretamente extraido (3 vezes) com 10 ml de 1-butanol 5-9%, 1-
18 h (cada extragdo), 4-30°C, sob agita¢do. Os 3 extratos, contendo o LPS,
foram reunidos e secos em rotaevaporador a vacuo, a 20-70°C. A Figura 1
mostra esquematicamente os trés procedimentos de obtengfo do LPS de B.

pertussis.
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O tratamento do LPS com 4cido brando resulta na quebra da
ligagdo glicosidica entre o KDO, presente no oligossacarideo do core interno,
e a GlcN II do lipideo A (Osborn, 1963; Chaby e Caroff, 1988). O LPS (10-
100 mg), diluido em agua deionizada, é transferido para um tubo de vidro
rosqueado (10-20 ml), com tampa contendo septo interno de
politrifluoroetileno (PTFE). Em seguida, sdo adicionados acido cloridrico
(HC1) a solug@o de LPS, para uma concentraggo final de 0,1-0,3 N. A mistura
é, entdo, homogeneizada por 1-3 min, e incubada por 0,5-2 h, a 90-100°C, em
bloco de aquecimento ou estufa. Em seguida, ¢ adicionada uma solugdo de
hidréxido de sédio (NaOH) em quantidade suficiente para neutralizar o HCl
(por exemplo, para 1 ml do hidrolisado de LPS contendo 0,3N de HCI,
acrescenta-se 0,1 ml de NaOH 3 M). Alternativamente, procedemos a
hidrélise com &cido acético (HAc) 1,0-3,0 N (6-18%), 90-100°C, 1-2 h;
seguida de neutralizagdo com hidroxido de soédio (NaOH), em quantidade
suficiente para neutralizar o HAc (por exemplo, para 1 ml do hidrolisado de
LPS contendo 1 N de HAc, acrescenta-se 1 ml de NaOH 1 M).

A mistura €, entdo, submetida a partigdo com solvente
organicos, apds adigdo de 2 volumes de uma mistura de C:M (1:1, v/v), para
cada volume do hidrolisado. A mistura € agitada por 1-3 min, e centrifugada
por 15-30 min, a 1.000-3.000 g, a 4-30°C. Apds a centrifugagio sdo
observadas duas fases: uma fase superior e uma fase inferior. A fase inferior,
contendo o lipideo A monofosforilado, € transferida para outro tubo de vidro,
no qual s3o adicionados 1 volume da fase superior da mistura de solvente
cloroférmio:metanol:agua (C:M:A) (1:1:0,9, v/v/v). A mistura € agitada por
1-3 min e submetida & centrifugagdo por 15-30 min, a 1.000-3.000 g, a 4-
30°C. A fase superior é descartada, e a fase inferior resultante ¢ novamente
submetida a duas novas partigdes com a fase superior do solvente C:M:A

(1:1:0,9, v/v/v), para remogdo de sais e contaminantes hidrofilicos (e.g.
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antigeno-O e core oligossacaridico do LPS). Apés"c? término desse processo, a
fase inferior resultante € seca sob N, a 30-45°C. O lipideo A foi ressuspenso
em C:M (1:1), e armazenado entre -20 e -70°C até o uso. Alternativamente,
em escala analitica, semi-preparativa ou industrial, o lipideo A pode ser
purificado dos demais componentes do LPS, através de passagem ou adsorgdo
em uma resina de troca-idnica contendo o grupo quimico dietilenoaminoetil
(DEAE), ligado a um suporte ou matriz de celulose ou equivalente. O lipideo
A, devido a sua carga negativa, interage com essa resina carregada

positivamente, ¢ pode ser eluida com um solvente organico, tal como

tricloroetileno, metanol, etanol, propanol, 1-butanol, ou cloroférmio:metanol -

(1:1, v/v). O extrato organico resultante é entdo seco em rotaveporador (20-
70°C) ou sob fluxo de N, (20-45°C). |

A Figura 2 mostra esquematicamente o protocolo de
preparacdo do lipideo A de B. pertussis.

A composigdo e a pureza do lipideo A de B. pertussis bem
como dos demais lipideos A extraidos utilizando o mesmos protocolos, sdo
avaliadas por espectrometria de massas de ionizagdo por eletroborrifagéo
(electrospray ionization mass spectrometry, ESI-MS). As amostras (1-10
pmol/ul) em solvente cloroférmio:metanol (1:1, v/v), contendo 10 mM de
acetato de amoénio (CM/AA), foram introduzidas no aparelho por infusio
direta, utilizando uma microbomba de infusdo, em um fluxo de 5-10 pl/min.
Alternativamente, as amostras s3o introduzidas na fonte de ionizagdo através
do injetor (loop injector) do espectrometro, com o auxilio de um fluxo do
solvente CM/AA gerado por um sistema de entrega de solvente (solvent
delivery system), operando em pressdo positiva de nitrogénio de 9-10 psi. As
voltagens da fonte de ionizagZo e do capilar aquecido sdo mantidas a 4,0-4,5
kV e 35-45 V, respectivamente. A temperatura do capilar € mantida a 180-
200°C. Os espectros em modo negativo de ionizagdo (MS’) so coletados a 3

segundos/varredura, em uma faixa de razio carga/massa (m/z) entre 200 e

99
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psi. Todos os pardmetros de ESI-MS e ESI/MS/MS" sfo otimizados
utilizando uma preparagdo de lipideo A monofosforilado de Escherichia coli
comercial. A concentragio de lipideo A monofosforilado de B. pertussis, nas

distintas preparagdes, ¢ estimada por ESI-MS, utilizando-se o lipideo A

' monofosforilado de E. coli como padrio, em diferentes concentragdes.
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Utilizagdo do lipideo-A monofosforilado de B. pertussis em
imunizagdes e vacinagcdes

Os testes para comprovagdo da atividade adjuvante do lipideo
A monofosforilado de B. pertussis foram feitos em grupos de camundongos
BALB/c. Os animais foram inoculados com diferentes antigenos, na presenga
ou n3o dos adjuvantes de Freund (completo e incompleto), hidréxido de
aluminio (AIOH) e do lipideo A monofosforilado de B. pertussis, como
descrito abaixo.

Antigenos:
1. TSSA-II (trypomastigote small surface antigen II) de

Trypanosoma cruzi; antigeno recombinante produzido em E. coli de acordo -

com Di Noia et al. (2002); 100 ng/ul; 1 pg por animal/imunizagio.

2. OMV (outer membrane vesicle) N44/89 de Neisseria
meningitidis, produzida pelo Centro de Biotecnologia, Instituto Butantan, S3o
Paulo, SP; 200 ng/ul; 2 pg por animal/imunizagio.

3. Anatoxina de Corinebacterium diphteriae, produzida pelo
Centro de Biotecnologia, Instituto Butantan, Sio Paulo, SP; 1 pg por
animal/imunizagio.

4. Vacina acelular (AVac) de Bordetella pertussis, produzida
pelo Centro de Biotecnologia, Instituto Butantan, Sdo Paulo, SP.

Adjuvantes:

1. Adjuvante de Freund completo e incompleto

o2
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2. Hidroxido de aluminio (AIGH 6%°AD © ©

3. Lipideo A monofosforilado de B. pertussis

Animais:

Camundongos BALB/c, em grupos de 5 animais, imunizados
da seguinte forma:

Quando utilizado o TSSA-II de Trypanosoma cruzi como
antigeno, foram realizadas quatro imunizagdes por grupo de animais (5 cada),
com intervalos de uma semana entre elas (dias 1, 7, 15 e 22). Em cada
imunizagdo, os animais foram injetados intra-peritonealmente (i.p.) com 200
pl da preparagdo, na presenga ou ndo de lipideo A monofosforilado de B.
pertussis, ou de adjuvante de Freund. Neste ultimo grupo de animais, a 1°
imunizag3o foi realizada com adjuvante de Freund completo, enquanto que as
2% e 3® imunizag¢Bes foram realizadas na presenga de adjuvante de Freund .
incompleto.

Quando utilizada o OMV de Neisseria meningitidis como
antigeno, foram realizadas trés imunizagdes por grupo de animais (5 cada),
com intervalos de 3 semanas entre elas (dias 1, 21 e 42). Em cada imunizag#o,
os animais foram injetados i.p. com 200 pl da preparagéo, na presenga ou ndo
de lipideo A monofosforilado de B. pertussis, ou de adjuvante de Freund.
Neste ultimo grupo de animais, a 1* imunizagio foi realizada com adjuvante
de Freund completo, enquanto que as 2° ¢ 3* imunizag¢des foram realizadas na
presenca de adjuvante de Freund incompleto.

Quando utilizada a anatoxina de Corinebacterium diphteriae
como antigeno, foram realizadas 2 imuniza¢des por grupo de animais (5
cada), com intervalo de 15 dias entre elas (dias 1 e 15). Em cada imunizag3o,
os animais foram injetados i.p. com 200 pl da preparagdo, na presenga ou ndo
de lipideo A monofosforilado de B. pertussis.

Quando utilizada a vacina acelular contra a Bordetella

pertussis, foram realizadas 2 imunizag¢des por grupo de animais (5 cada), com
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intervalo de 15 dias entre elas (dias 1 € 15). Em ééaa imuhizagio, os animais
foram injetados com a vacina acelular (AVac), na presenga ou ndo de
hidréxido de aluminio (Al) ou lipideo A monofosforilado de B. pertussis.

Em todos os grupos, apos o término da imunizag&o, os animais
foram sangrados e o sangue coletado individualmente. Os soros foram obtidos
ap6s incubagio do sangue em banho-maria a 37°C, por 1 h, e a 4°C, por 1h.
Um volume de glicerol (50% final) foi adicionado para cada amostra de soro,
para conservagdo do mesmo. Os soros glicerinados (diluigdo 1:2) foram
armazenados a —20°C ou —70°C.

Os titulos sorologicos de anticorpos, antes e apds as
imunizag¢des, foram avaliados por ELISA quimioluminescente (CL-ELISA),
realizado de acordo com o protocolo descrito por Almeida et al. (1997). Os
antigenos (TSSA-II, OMV, anatoxina ou AVac), em distintas concentragdes,
foram adicionadas aos pogos de placa de poliestireno para CL-ELISA (Nunc,
Dinamarca), em 50 pl do tampdo carbonato-bicarbonato 50 mM, pH 9,6
(CBB) ou em tampdo fosfato-salina (PBS) pH 7,2-7,4. Os antigenos foram
fixados por 16-18 h, a 4°C, e em seguida a placa foi bloqueada com 0,1% de
albumina sérica bovina (BSA) em CBB (1 h a 37°C), e lavada (3x) com 300
ul PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T). Em seguida, os soros dos camundongos
imunizados, diluidos 1:1.000 em PBS-T ou em dilui¢o seriada 1:2 a partir de
soros 1:100, foram adicionados (50 pl/pogo), e a placa incubada durante 0,5-
1,0 h a 37°C. A placa foi lavada (3x) com 300 pl PBS-T e incubada com
anticorpos anti-IgG de camundongo (Amersham-Pharmacia Biotech) (na
dilui¢do 1:2.000 em PBS-T; 50 wl/pogo), por 0,5-1,0 h a 37°C. Apds a
lavagem (3x) com PBS-T, a placa foi incubada com estreptavidina-peroxidase
(Amersham-Pharmacia Biotech) (diluiggo 1:1000 em PBS-T; 50 pl/pogo). A
placa foi lavada, e a reagiio revelada pela adigdo do reagente
quimioluminescente ECL (Amersham-Pharmacia Biotech) diluido 1:20 em

CBB. As leituras foram efetuadas em lumindmetro de microplaca (Fluoroskan

5N
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Ascent FL, Labsystems) e expressas em unidade reié
(RLU).
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

As bactérias sdo inativadas pela adi¢io de formaldeido (0,02%

.
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ivas de luminescéncia

final), ou de acetona (10% final). O pellet de bactérias inativadas ¢é
centrifugado a 1.000-10.000 g, por 15-30 min, a 4-10°C, e o sobrenadante
descartado. O pellet ¢ liofilizado e pesado. O LPS € obtido a partir dos 3
protocolos abaixo descritos.

No protocolo PO, o pellet liofilizado de bactérias (1 g) €
seqliencialmente extraido 3 vezes com 10 ml de cada um dos seguintes
solventes: (a) cloroférmio:metanol (C:M), 2:1 (v/v); (b) C:M, 1:1 (v/v); (¢)
C:M, 1:2 (v/v); e (d) cloroférmio:metanol:agua (C:M:A), 1:2:0,8 (v/v/v). As
fases orgéanicas de cada extragdo sdo separadas do pellet por centrifugacio
(1.000-10.000 g, 15-60 min, 4-10°C; ou 1.000-3.000 g, 15-30 min, 15-30°C).
Os extratos organicos, contendo lipideos neutros e fosfolipideos, sdo
removidos e descartados. O pellet final deslipidado é seco sob N, e extraido
(3x) com 10 ml de 1-butanol 5-9%, 1-18 h (cada extragdo), 4-30°C, sob
agitacdo. Os 3 extratos butandlicos sdo reunidos € secos em rotaevaporador, a
20-70°C. A fragdo de 1-butanol 5-9% é enriquecida de LPS, devido as suas
caracteristicas anfifilicas. Este protocolo inicial, denominado PO, pode ser
modificado 2 vezes, com intuito de simplificd-lo, dando origem aos
protocolos P1 e P2, que serdo descritos a seguir.

No protocolo P1, o pellet liofilizado de bactérias (1 g) ¢
sequencialmente extraido (3x cada) com 10 ml de C:M, 2:1 (v/v) e C:M, 1:2
(v/v). As fases organicas de cada extragdo sdo separadas do pellet por
centrifugacdo (1.000-10.000 g, 15-60 min, 4-10°C; ou 1.000-3.000 g, 15-30
min, 15-30°C). Os extratos organicos, contendo lipideos neutros e
fosfolipideos, sfo descartados. O pellet final deslipidado € seco sob N, e

extraido (3x) com 10 ml de 1-butanol 5-9%, 1-18 h (cada extrag#o), 4-30°C,

K&
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sob agitagdo. Os 3 extratos butanélicos, contehdo’ 6 LPS, sdo reunidos e secos

em rotaevaporador, a 20-70°C.

No protocolo P2, o pellet liofilizado de bactérias (1 g) é
diretamente extraido (3x) com 10 ml de 1-butanol 5-9%, 1-18 h (cada
extra¢do), 4-30°C, sob agitagdo. Os 3 extratos, contendo o LPS, foram

reunidos e secos em rotaevaporador, a 20-70°C. A Figura 3 mostra

‘ esquematicamente os trés procedimentos de obten¢do do LPS de B. pertussis.
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O LPS (10-100 mg), em 1 ml de agua deionizada, € transferido
para um tubo de vidro com septo de Teflon. Um mililitro de acido cloridrico
(HC1) 0,2-0,6 N ¢ adicionado a solugdo de LPS, para uma concentra¢io final
de HCl de 0,1-0,3 N. A mistura € entdo homogeneizada, e incubada por 1-2 h,
a 90-100°C, em bloco de aquecimento. Em seguida, sdo adicionados 200 ul de
hidroxido de sédio (NaOH) 1,0-3,0 M para neutralizar o HCL
Alternativamente, em escala analitica, semi-preparativa ou preparativa, a
hidrélise pode ser realizada com 1 ml de 4cido acético 2,0-6,0 N (6-18%),
para uma concentragdo final de HCI de 0,1-0,3 N. 90-100°C. A mistura é
entdo homogeneizada, e incubada por 1-2h; seguida de neutralizagio do acido
com 200 pl de NaOH 1,0-3,0 M. A mistura é, entdo, submetida & parti¢do
com solvente organico, apds adi¢do de 2,2 ml de cloroférmio e 2,2 ml de
metanol. A mistura € agitada por 1-3 min e centrifugada por 5-30 min, a
1.000-3000 g, a 4-30°C. Apds a centrifugagdo sfio observadas duas fases: uma
fase superior e uma fase inferior. A fase inferior, contendo o lipideo A, ¢
transferida para outro tubo de vidro, no qual séo adicionados 2,2 ml da fase
superior tedrica do solvente C:M:A (1:1:0,9, v/v/v). A mistura é agitada e
submetida a centrifugagdo por 5-30 min, a 1.000-3.000 g, a 4-30°C. A fase
superior ¢ descartada, e a fase inferior resultante é novamente submetida a
duas novas partigdes com a fase superior tedrica, para remog¢do de sais e
contaminantes hidrofilicos (e.g. antigeno-O e core oligossacaridico do LPS).

Apbs o término desse processo, a fase inferior resultante € seca sob N, a 20-

2’
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industrial, o lipideo A pode ser purificado dos demais componentes do LPS,
através de passagem ou adsor¢do em uma resina de troca-idnica contendo o
grupo quimico dietilenoaminoetil (DEAE), ligado a um suporte ou matriz de
celulose ou equivalente. O lipideo A, devido & sua carga negativa, interage
com essa resina carregada positivamente, e pode ser eluida com um solvente
orgénico, tal como tricloroetileno, metanol, etanol, propanol, 1-butanol, ou
cloroférmio:metanol (1:1, v/v). O extrato organico resultante é entdo seco em
rotaveporador (20-70°C) ou sob fluxo de N, (20-45°C).

Os exemplos aqui apresentados sdo meramente ilustrativos da

presente invengio, ndo devendo restringir o escopo da mesma.
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REIVINDICAGOES

1. Processo de obtencdo do lipolissacarideo (LPS) de
Bordetella pertussis caracterizado pelo fato de compreender
as etapas de:

i) Extrair, sequencialmente, por 3 vezes o pellet
liofilizado das bactérias com 10 volumes de cada um dos
seguintes solventes: (a) cloroférmio:metanol (C:M), 2:1
(v/v); (b) C:M, 1:1 (v/v); (c) C:M, 1:2 (v/v); e (d)
cloroférmio:metanol:agua (C:M:A), 1 :2:0,8 (v/v/v);

ii) Separar, por centrifugacdo, o pellet (1.000-10.000
g, 15-60 min, 4-10°C; ou 1.000-3.000 g, 15-30 min, 4-30°C)
das fases orgdnicas de cada extracéo;

iii) Descartar os extratos orgédnicos contendo lipideos
neutros e fosfolipideos;

iv) Extrair o pellet liofilizado das mesmas com 1-
butanol 5-9%, 1-18 h (cada extracdo), 4-30°C, sob agitacéo;
e

V) Reunir e secar os extratos Dbutandélicos em
rotaevaporador, a 20-70°C.

2. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,

A\Y ”

caracterizado pelo fato de, alternativamente, a etapa “i

ser simplificada e compreender extrair, sequencialmente, por
3 vezes o pellet liofilizado das bactérias com 10 volumes
dos seguintes solventes:

(a) clorofdérmio:metanol (C:M), 2: 1 (v/v) e (b) C:M, 1
2 (v/v).

3. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de o processo ser alternativamente

A\ TN 4

“i ii e iii s&ao

” AW N4
14

simplificado, em que as etapas
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descartadas, e o pellet liofilizado é diretamente extraido
das bactérias com l-butanol 5-9%, 1-18 h (cada extracdo), 4-

A\Y

30°C, sob agitacdo (etapa “iv”), em que posteriormente os
extratos butandélicos sdo reunidos e secos em rotaevaporador,
a 20-70°C (etapa “Wv”).

4. Processo de obtencdo e preparacgcdo do lipideo-A
monofosforilado (MPLA) de Bordetella pertussis caracterizado
pelo fato de compreender as etapas de:

i) Acidificar uma solucdo do LPS em agua deionizada com
solucdo de 0,1-0, 3N de &cido cloridrico ou &cido acético
1,0-3,0 N, em que a dita solucdo de LPS é obtida conforme
processo definido em qualgquer uma das reivindicagbes 1 a 3;

ii) Homogeneizar a mistura e incubar a mesma 1-2 h, a
90- 100°C-

iii) Neutralizar a mistura resultante com solucdo de
base NaOH 1,0-3,0 M;

iv) Particionar a mistura com o0s solventes orgénicos
cloroférmio e metanol, com agitagcdo por 1-3 min e
centrifugacdo por 5-30 min, a 1.000- 3.000 g, a 4-30°C;

v) Transferir a fase inferior, contendo o lipideo A, e
particionar a mesma novamente com a fase superior tedbdrica do
solvente C:M:A (1: 1 :0,9, v/v/v), promovendo agitacdo e
centrifugacdo por 5-30 min, a 1.000-3.000g, a 4-30°C;

vi) Repetir a etapa de particionamento da fase inferior
contendo o lipideo A por mais duas vezes;

vii) Secar a fase inferior resultante sob N2 a 20-45°C;

viii) Ressuspender o lipideo A em C:M (1l: 1, v/v); e

ix) Armazenar o mesmo entre -20 e -70 °C.
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5. Processo, de acordo <com a reivindicacédo 4,

caracterizado pelo fato de que, alternativamente:

A\Y 44

- o0 lipideo A monofosforilado, obtido apds etapas “i”-
“iii”, é purificado através de passagem ou adsorcdo em uma
resina de troca-idnica contendo o) grupo quimico
dietilenoaminoetil (DEAE); em que posteriormente o lipideo
A monofosforilado é eluido da resina de DEAE com um solvente
orgénico, tal como tricloroetileno, metanol, etanol,
propanol, 1- butanol, ou cloroférmio:metanol (1: 1, v/v), em
gque o eluato contendo o lipideo A monofosforilado resultante
é seco em rotaveporador (20-70°C) ou sob fluxo de N2 (20-
45°C) .

6. Vacina caracterizada pelo fato de compreender,
como adjuvante, o MPLA obtido conforme processo definido
pela reivindicacdo 4 ou 5, associado a um antigeno
selecionado do grupo que consiste em antigeno de
tripomastigota (TSSA-IT, trypomastigote  small surface
antigen II), OMV N44/89 de Neisseria meningitides, ou outros,
como anatoxina de Corinebacterium diphteriae, ou vacina
acelular (AVac) de Bordetella pertussis.

7. Uso do 1lipideo-A monofosforilado de Bordetella
pertussis caracterizado pelo fato de ser na preparacdo de
vacinas experimentais e humanas e de uso veterinario.

8. Vacina acelular contra coqueluche caracterizada
pelo fato de compreender, como adjuvante, o MPLA obtido
conforme processo definido pela reivindicagdo 4 ou 5,
associado a antigenos vacinais purificados ou inativos de

Bordetella pertussis.
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9. Uso do 1lipideo-A monofosforilado de Bordetella
pertussis caracterizado pelo fato de ser como adjuvante na

preparacdo de uma vacina acelular contra a coqueluche.
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