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(57) Resumo: METODO PARA OBTER LIPIDEO A MONOFOSFORILADO DA BORDETELLA PERTUSSIS COMO UM
SUBPRODUTO DA PRODUGAO DE VACINA CELULAR CONTRA COQUELUCHE, mais especificamente, um método de
purificacdo de BpMPLA a partir do processamento de um extrato alcodlico geralmente rejeitado ou filtrado da coleta inativada da
vacina de Bordetella pertussis (subproduto da producdo de vacina principal, método de purificagdo de BpMPLA este que
compreende o processamento de um extrato alcodlico geralmente rejeitado da coleta inativada de Bordetella pertussis, a
submisséo deste extrato final a uma coluna de afinidade e o envio da fragdo eluida de detergente a hidrélise acida seguida por
neutralizacao, liofilizagdo e ressuspensao com agua para injecao acrescida de detergente suave; 0 novo BpMPLA é usado em
aplicagbes imunoestimuladoras, mais especificamente, como um adjuvante de vacina e, ainda mais especificamente, como um
adjuvante de vacina contra gripe, com resultados promissores.
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METODO PARA OBTER LIPIDEO A MONOFOSFORILADO DA BORDETELLA
PERTUSSIS COMO UM SUBPRODUTO DA PRODUCAO DE VACINA CELULAR
CONTRA COQUELUCHE

[0001] A presente invencdo relaciona-se com a
producdo do Lipideo A Monofosforilado de Bordetella
pertussis (BpMPLA) como um subproduto da produgdo de vacina
celular da coqueluche, mais especificamente como um
subproduto da wvacina celular contra cogqueluche obtida pelo
processo desenvolvido por Raw et al, na solicitacdo de
patente pendente PCT/BR2004/000172. Mais especificamente,
relaciona-se com um método de purificacdo de BpMPLA a partir
do processamento de um extrato alcodlico geralmente
rejeitado da coleta inativada final da vacina Bordetella
pertussis, sujeitando-a a uma coluna de afinidade e enviando
a fracdo de detergente eluida a hidrélise de &cido seguida
por neutralizacdo, liofilizacdo e ressuspensdo com agua para
injecdo mais detergente suave.

[0002] O novo BpMPLA é usado em aplicacdes
imunoestimuladoras, como um adjuvante da vacina. Mais
especificamente, O BpMPLA mencionado é usado como adjuvante
para vacina contra gripe com resultados promissores.

[0003] A lise das bactérias gram-negativas faz com
que elas liberem lipopolissacarideo (LPS) a partir da
membrana externa de sua parede celular. Para a maioria dos
objetivos, os termos lipopolissacarideos ou LPS e endotoxina
sdo sindénimos. A indug¢do dos anticorpos bactericidas por LPS
¢ Dbem conhecida, mas diversas reacdes apds a injecdo em
animais ou humanos contradiz o uso de LPS em vacinas

(Luderitz et al, 1982; Morrison & Ryan, 1987, Rietschel et
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al, 1994). Foi observado que o componente de LPS mais
responsavel pela atividade endotdéxica é o Lipideo A. LPS é
composto de um lipideo hidrofébico (Lipideo A), uma cadeia
de polissacarideos de nucleo hidrofilico e uma cadeia lateral
de polissacarideos antigénicos hidrofilicos. O dominio de
nucleo hidrofilico consiste em KDO (2-ceto-3-deoxiotdnico);
heptose e aculcares neutros como a galactose. O antigeno
externo consiste em unidades de dois a oito acucares
repetidos muitas vezes. O Lipideo A abrange um nuUmero de
espécies que tém a mesma estrutura geral do Lipideo A (dois
residuos de GlcNAc-P acilados), mas diferem do nuUmero de
residuos de acido graxo. A remocdo da hidrdélise das cadeias
de polissacarideo de LPS produz o Lipideo A, tanto ocorrendo
naturalmente, na forma de difosforila citotdéxica, quanto na
forma de monofosforila menos téxica (Rietschel et al, 1987,
Caroff et al, 1988; Erridge et al, 2002).

[0004] A diversidade bioldégica do Lipideo A
destoxificado é exemplificada por suas atividades
multifuncionais, incluindo agir como um adjuvante contra os
antigenos da wvacina. O Lipideo A Monofosforilado é um
componente do Sistema Adjuvante Ribi (Oureshi et al, 1982;
Takayama & Oureshi 1991, Gupta & Siber, 1995, Hunter, 2002).
O peso molecular aproximado (ou médio) é de 1,7-1,8 kbDa,
dependendo do nUmero e identidade das cadeias de acido graxo
presentes. A composicdo do acido graxo varia dependendo do
método de producéo.

[0005] Diversos métodos de producdo sdo descritos e
eles levam em conta os esforcos para atenuar os atributos

téxicos de LPS sem diminuir os beneficios imunoestimuladores
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destes compostos. Myers et al descreveu métodos de producdo
de 3D-MLA (2001, 2003). Nestes métodos, o LPS obtido a partir
de bactéria gram-negativa de capsula extremamente rugosa
pode sofrer desfosforilizacdo e descarboidratacdo utilizando
solucdes minerais acidas de forca moderada (p.ex. 0,1 N HC1)
seguido da hidrdélise de base (por exemplo, CM 2:1 (v/v)
saturada com 0,5M Na,CO3 pH 10,5) sob condig¢des controladas
seguida de réapida evaporacdo do solvente. Ou as células
sofrem extracdo com solucdo de alcool alifatico (75 peso
percentual do &lcool com 1 a 4 carbonos em agua) produzindo
células pobres em fosfolipidios apos extracéo com
clorofédrmio e metanol (CM).

[0006] A presente invencdo é um método alternativo
para obter o Lipideo A Monofosforilado de Bordetella
pertussis (BpMPLA) como um subproduto da producdo da vacina
celular contra coqueluche, para uso em aplicacdes
imunocestimuladoras como um adjuvante da wvacina.

[0007] Uma apreciacdo mais completa da presente
invencdo e muitas das vantagens dela derivadas séo
prontamente compreendidas através da descrigcdo detalhada a
seguir, em conjunto com os desenhos que acompanham o presente
pedido, quais sejam:

[0008] A Figura 1 é um fluxograma da producdo de
BpMPLA como um subproduto do concentrado de Bordetella
pertussis;

[0009] A Figura 2 mostra a principal espécie idnica
atribuida ao MPLA de Bordetella pertussis (BpMPLA) ;

[0010] A Figura 3 sédo diagramas mostrando espectros

de massa por i1onizacdo de MPLA de Bordetella pertussis,
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ionizacgédo positiva (a e b) e ionizagdo negativa (c e d) (ESP
-/+ Esquire 3000 plus Bruker);

[0011] A Figura 4 é uma tabela mostrando alguns
resultados analiticos de BpMPLA obtidos pelo presente
método.

[0012] O objeto da presente patente de invencédo & um
“METODO PARA OBTER LIPIDEO A MONOFOSFORILADO DA BORDETELLA
PERTUSSIS COMO UM SUBPRODUTO DA PRODUCAO DE VACINA CELULAR
CONTRA COQUELUCHE"”, para uso em aplicacdes
imunoestimuladoras como um adjuvante da vacina.

[0013] Mais especificamente, a presente invencgdo
relaciona-se a um método de purificacdo de BpMPLA a partir
do processamento de um extrato alcodélico geralmente
rejeitado, suspenso ou filtrado a partir da coleta inativada
da vacina de Bordetella pertussis (subproduto da producédo da
vacina principal).

[0014] De acordo com a Figura 1, o presente método
apresenta as seguintes etapas:

a) Tratamento alcodélico da coleta inativada da wvacina
de Bordetella pertussis (1) (lg da massa umida a 20ml da
solucgdo de solvente - 1g/20ml);

b) Centrifugagcdo ou filtracdo do fluxo tangencial (2)
do referido tratado alcobélico da vacina de Bordetella
pertussis, resultando em um extrato alcodlico, suspenso ou
filtrado (3);

c) Submissdo do referido extrato alcodlico, suspenso ou
filtrado (3) obtido a partir da coleta inativada da vacina
de Bordetella pertussis a uma coluna de afinidade (4), mais

especificamente a uma coluna de afinidade de endotoxina, que
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usa o ligante polimixina B imobilizada, resultando em uma
fracdo de endotoxina enriquecida;

d) Eluicédo da referida fracédo enriquecida de
endotoxicina com deoxicolato de sédio (1% DOC) (5);

e) Envio da referida fracdo eluida a hidrdélise de acido,
com acido acético (2N Hac) a 100°C durante 60 minutos (0);

f) Filtracdo, mais especificamente, filtracdo de papel
simples (7), para separar o precipitado de detergente;

g) Evaporacdo do acido sob wvacuo (8);

h) Neutralizacdo ao pH 5-6 (9), seguindo de uma
filtracdo estéril (10), resultando no novo BpMPLA (11);

i) Distribuicdo e liofilizacdo (12) do referido novo
BpMPLA;

j) Ressuspensdo (13) do referido novo BpMPLA com &agua
para injecdo (WFI) mais detergente antes do uso.

[0015] @) novo BpMPLA é usado em aplicacdes
imunocestimuladoras, como um adjuvante da vacina. Mais
especificamente, o BpMPLA suspenso mencionado é usado como
adjuvante para vacina contra gripe.

Exemplo 1:

Métodos Gerais:

Preparagdo do Lipideo A Monofosforilado de Bordetella
pertussis (BpMPLA) a partir da coleta inativada da vacina de
Bordetella pertussis (BpMPLA)

Obtencdo do filtrado rejeitado:

[0016] A coleta inativada da vacina Bordetella
pertussis fol concentrada pela filtracdo do fluxo tangencial
antes do tratamento com solucdo alcodlica para diminuicédo da

contaminacdo de LPS por 1lipideos e proteinas. Para a
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realizacdo desta etapa, deve ser conhecida a massa uUmida/ml
da coleta inativada Volume Final Bp, e entdo calcular a cada
1lg de massa umida a 20ml da solucdo de solvente (1g/20ml).
Apds o tratamento alcodlico, uma nova filtracdo de fluxo
tangencial foi feita para remover o solvente e o filtrado
rejeitado foi utilizado como material inicial para purificar
o BpMPLA. A determinacdo de KDO foi realizada nesta etapa.

Obtencdo da fracao rica em endotoxina:

[0017] O filtrado rejeitado foi, entdo, passado por
uma coluna de afinidade de endotoxina (coluna de polimixina)
e eluida com 1% de solucdo de deoxicolato de sédio (1% DOC)
com o volume maximo de 2 volumes da coluna. A capacidade de
ligacdo da endotoxina por ml de gel foi anteriormente
determinada para a coleta inativada de Bordetella pertussis
para evitar sobrecarga. A capacidade ligante do gel de até
2mg LPS/ml foi determinada. A cromatografia de afinidade foi
realizada em temperatura do refrigerador (2-8°C). A amostra
foi lentamente bombeada sobre o gel por periodos determinados
de tempo (8-16hr), em vez de usar uma simples filtracéo
gravitacional pela coluna. O volume da fragcdo rica em
endotoxina eluida foi determinado, e também o contetdo de
KDO.

Hidrélise do acido da fracdo rica em endotoxina:

[0018] A fracdo rica em endotoxina (s) foi entéo
submetida a uma hidrélise de acido com 2N de acido acético
(v/v) a 100°c durante uma hora. O precipitado de detergente
foi removido pela filtracdo com papel antes da evaporacdo do
dcido sob vacuo seguida de um ajuste de pH a pH 5-6 com 3N

de NaOH. O filtrado neutralizado recuperado rendeu o BpMPLA
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e deve ser um material negativo para a determinacdo de KDO.
A avaliacdo do fésforo foi realizada para determinar a
concentracdo do Lipideo A.

Filtracdo estéril, distribuicdo e 1liofilizagdo de
BpMPLA :

[0019] o) BpMPLA foi submetido a filtracéo
esterilizante com membrana de PVDF com porosidade de 0,22 um
antes da distribuicdo e da liofilizacd&o sem nenhum
estabilizador ou crioprotetor. O 1idéfilo de BpMPLA foi
analisado por espectometria de massa.

Ressuspensdo do BpMPLA:

[0020] A ressuspensdo dos frascos com BpMPLA foi
realizada com agua para injecdo, que continha um detergente
suave para evitar agregacdao.

Exemplo 2:

Métodos Analiticos:

Ensaios calorimétricos:

[0021] O espectrofotdmetro foi utilizado para todos
0s ensaios calorimétricos.

Determinacdo de KDO:

[0022] O ensaio do é&cido tiobarbiturico (TBA) de
Karkhanis et al (1978) foi utilizado para determinacdo de
KDO.

Ensaio de fésforo:

[0023] Neste procedimento, o fosfato contido em
amostras do Lipideo A ¢é satisfatoriamente estimado por
determinacdo de fésforo (Rouser et al, 1970).

Analise de BpMPLA por espectrometria de massa:
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[0024] A espectrometria de massa foili a ferramenta
analitica utilizada para medir a massa molecular de BpMPLA.
A amostra foi inserida diretamente na fonte de ionizacdo, ou
passou por cromatografia de liquido em alta pressdo (HPLC)
en route a fonte de ionizacdo. O método de ionizacéao
utilizado foi a Ionizacdo por Eletrospray (ESI). Para
detectar os ions negativamente carregados da amostra, a
andlise foi feita utilizando o modo de ionizacdo negativa.
O equipamento usado foi o Esquire 3000 plus, Bruker.

[0025] A Figura 2 mostra a principal espécie idnica
atribuida ao MPLA de Bordetella pertussis (BpMPLA) .

[0026] A Figura 3 sédo diagramas mostrando espectros
de massa por ionizacdo tipo Eletrospray (ESI) de BpMPLA,
ionizacdo positiva (a e b) e ionizacgdo negativa (c e d) (ESP
-/+ Esquire 3000 plus Bruker). Os resultados das andlises de
massa de BpMPLA mostraram que a principal espécie ibénica
observada foi 1291.7 m/z.

[0027] A Figura 4 ¢é uma tabela mostrando alguns
resultados analiticos de BpMPLA obtidos pelo presente
método.
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REIVINDICAGOES

1. Método para obter lipideo A monofosforilado da
Bordetella pertussis (BpMPLA) como um subproduto da producédo
de vacina celular contra coqueluche, mais especificamente,
método de purificacéao de BpMPLA para aplicacdes
imunoestimuladoras e como um adjuvante de vacina, a partir
do processamento de um extrato alcodlico geralmente
rejeitado ou filtrado da coleta inativada da wvacina de
Bordetella pertussis (subproduto da producdo de vacina
principal), caracterizado pelo fato de compreender as
seguintes etapas:

a) Tratamento alcodlico da coleta inativada da vacina
Bordetella pertussis (1) (lg da massa umida a 20ml da solucédo
de solvente - 1g/20ml);

b) Centrifugacdo ou filtracdo de fluxo tangencial (2)
do tratado alcodbdlico da vacina Bordetella pertussis,
resultando em um extrato alcodlico, suspenso ou filtrado
(3) 7

c) Submissdo do extrato alcodlico, suspenso ou filtrado
(3) a partir da coleta inativada da vacina de Bordetella
pertussis a uma coluna de afinidade (4), mais especificamente
a uma coluna de afinidade de endotoxina, que usa como ligante
polimixina B imobilizada, resultando em  uma fracao
enriquecida de endotoxina;

d) Eluicdo da fracdo enriquecida de endotoxicina com
deoxicolato de sdédio (1% DOC) (5);

e) Envio da fracdo eluida a hidrdélise de é&acido, com
acido acético (2N Hac) a 100°C durante 60 minutos (6);

f) Filtracdo, mais especificamente, filtracdo com papel
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simples (7), para separar o precipitado de detergente;

g) Evaporacdo do acido sob vacuo (8);

h) Neutralizag¢do ao pH 5-6 (9), seguido de uma filtracéo
esterilizante (10), resultando no novo BpMPLA (11);

i) Distribuicédo e liofilizacdo (12) do novo BpMPLA;

J) Ressuspensdo do novo BpMPLA com &agua para injecéo

mais detergente (12) antes do uso.
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