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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METODO
PARA A PRODUGAO DE UM EXTRATO PURIFICADO DE ALERGENOS
NATURAIS, COMPOSIGAO FARMACEUTICA E SEUS USOS".

A presente invencgao refere-se a um método para a producéo de
extratos de alérgenos naturais, peptideos desses extratos e extratos de alér-
geno obteniveis através do novo método.

Alérgenos comuns s&o polens, acaros de poeira doméstica, mo-
fos, farmacos, alimentos e pélo e caspa animal.

As doencas alérgicas mais comuns sao rinite, asma e dermatite
atopica. Asma alérgica € um disturbio inflamatério crénico. Tratamento sin-
tomatico de disturbios alérgicos é realizado através do uso de antihistamini-
cos, b-antagonistas e corticosteroides.

Além disso, a assim denominada imunoterapia "especifica" é
baseada em uma hipo-sensibilizacdo. Tipicamente, os pacientes sao admi-
nistrados com injecao subcutanea dos alérgenos ofensivos especificos. O
tratamento é iniciado com pequenas doses de alérgeno e as doses sao au-
mentadas. O tratamento é, tipicamente, mantido durante varios anos. Esse
tipo de tratamento sofre de conformidade pura pelo paciente e tem sido
questionado em virtude de razdes de seguranga porque um paciente pode
sofrer de reacdes anafilaticas graves.

Além dos métodos compreendendo injecdes subcutaneas repe-
tidas, também existem métodos de hipo-sensibilizacao oral.

A patente US 4.822.611 descreve um método para tratamento
de alergias compreendendo tratamento oral com alérgenos. Ela descreve o
uso de extratos alergénicos "brutos" comercialmente disponiveis mostrando
variacao lote-a-lote e diferencas em extratos de diferentes fabricantes. O
preparo desses extratos ndo é descrito.

O GB 1 247 614 descreve um método de extragao de um alér-
geno. O objetivo desse método é ter um extrato alergénico mais completo e
eficaz incluindo todos os componentes extraiveis do alérgeno.

A US 5.770.698 descreve um processo para purificacao de ex-

tratos de proteinas alergenicamente ativas. O espectro da figura 2 nao apre-

Segue-se folha 1a
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senta um pico a 280nm. Isso implica que o extrato contém uma quantidade

Segue-se folha 2
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significativa de impurezas de n&o-proteina. O WO 99/22762 descreve um
método similar, portanto, o produto compreende grandes quantidades de
impurezas de nao-proteina também.

Por outro lado, ha uma tendéncia para desenvolver preparados
altamente especificos baseado em epitopos unicos. Por exemplo, o WO
00/58349 descreve um peptideo isolado e purificado compreendendo uma
leucina posicionada duas ligagdes peptidicas de distancia de um par de tiro-
sina/arginina. Esses peptideos podem ser usados para preparar uma com-
posicao farmacéutica para realizar tratamento ou profilaxia, nesse caso es-
pecialmente dirigida a alergia canina em cées.

Por outro lado, métodos sdo usados para purificar uma molécula
alergénica unica especificamente identificada. Por outro lado, as pessoas
estao tentando produzir extratos alergénicos tdo completos quanto possivel.

De acordo com uma primeira alternativa, sempre é possivel que
o preparado de alérgeno venha a carecer dos epitopos relevantes para indu-
zir a tolerancia em um determinado paciente. A segunda alternativa tem uma
deficiéncia de variabilidade lote-a-lote e da presenga de compostos capazes
de disparar respostas imunes, tais como moléculas de DNA, carboidratos,
lipidios de complexos dos mesmos.

E um objetivo da presente invengao superar pelo menos algu-
mas das deficiéncias da técnica anterior, especialmente proporcionar anti-
genos de alérgenos naturais com uma capacidade significativamente reduzi-
da de disparar reagdo de alergenicidade comparado com o extrato bruto de
alérgeno, mas capaz de estimular células T também.

O problema é resolvido através de fornecimento de métodos pa-
ra a preparagdao de um extrato de alérgeno compreendendo a maioria das
proteinas contendo partes de um extrato de alérgeno, mas com um teor re-
duzido, de preferéncia muito baixo, de componentes de nao-proteina, tais
como acidos nucleicos, lipidios, agucares e semelhantes.

Os extratos preparados de acordo com a inveng¢ao sdo superio-
res aos extratos da técnica anterior, especialmente porque eles mostram

uma composi¢ao reproduzivel de proteinas, mas nao sao purificados a um
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unico epitopo.

O método para a produgdo do extrato de alérgeno da presente
invengao compreende as etapas de:

a) extragéo de uma fonte natural de alérgenos compreendendo
proteinas alergénicas para formar um extrato,

b) purificagdo do referido extrato para remover componentes de
nao-proteina para formar um extrato purificado,

c) desnaturagdo do referido extrato purificado para formar um
extrato desnaturado purificado,

o referido extrato desnaturado purificado compreendendo protei-
nas, em que as proteinas mais abundantes (peso/peso) que formam juntas
pelo menos 60% (peso/peso) de todas as proteinas, sdo pelo menos duas
proteinas e todas as proteinas representam pelo menos 60% (peso/peso) do
peso seco do extrato desnaturado purificado.

Esse método é referido como método I.

Em contraste aos métodos da técnica anterior, 0 método da pre-
sente invengdo produz extratos de alérgeno os quais compreendem predo-
minantemente proteinas, sem purificagdo do extrato a um Unico peptideo ou
proteina.

Em contraste aos produtos da técnica anterior, os produtos da
invengao tém as seguintes vantagens:

- outras substancias imunogénicas que nao proteinas sao subs-
tancialmente removidas

- 0 extrato de alérgeno natural é capaz de estimular células T
com a capacidade reduzida de disparar reagdo alérgica imediata (ativagao
de basdfilos, desgranulagao de mastécitos).

Como materiais de iniciagao, diferentes alérgenos que ocorrem
naturalmente podem ser usados. Materiais de iniciagao naturais tipicos sao
leite, veneno, ovo, erva daninha, grama, arvore, arbusto, flor, vegetal, grao,
fungos, fruto, bagas, noz, semente, fava, feijao, molusco, frutos do mar, car-
ne, temperos, inseto, mofo, acaro, animal, pombo, verme, coral macio, caspa

animal, nematodide, Hevea brasiliensis e misturas dos mesmos.
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Apos extragdo do material, o extrato é purificado para remover
componentes de nao-proteina, tais como agucares, lipidios, acidos nucleicos
e semelhantes. Tipicamente, varias proteinas diferentes estdo presentes na
frag@o de proteina do extrato purificado.

De acordo com a técnica anterior, uma proteina é purificada e as
outras proteinas restantes sio "impurezas”.

Em contraste a mesma, é o objetivo da presente invengao purifi-
car as proteinas juntas. As quantidades relativas das proteinas no extrato
purificado podem ser facilmente medidas usando métodos tal como SDS-
PAGE, seguido por densitometria.

Para 60% do peso total das proteinas, é necesséario combinar as
duas proteinas mais dominantes pelo menos, isto é, nenhuma proteina tnica
é 60% (peso/peso) ou mais de todas as proteinas. Mais preferivelmente,
60% de todas as proteinas sdo formadas por pelo menos 3 proteinas domi-
nantes, de preferéncia por pelo menos 4 proteinas dominantes e, mais prefe-
rivelmente, por pelo menos 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 proteinas.

Por exemplo, existem as seguintes proteinas:

Proteina 1 27%

Proteina 2 13%

Proteina3  34%

Proteina 4 19%

Proteina 5 17%

As proteinas mais abundantes que formam juntas pelo menos
60% (~60% ou mais) sdo proteinas 3 + 1 (34 + 27 = 61%).

Além disso, o teor de proteina total do extrato purificado é de
pelo menos 60% em peso, de preferéncia o teor é de pelo menos 70% em
peso ou 80% em peso, mais preferivelmente 90% em peso do extrato purifi-
cado.

Extracdo é, de preferéncia, realizada com solugbes aquosas.
Sais adequados sao sais tais como, mas nao restrito a, carbonato, bicarbo-
nato, fosfato, acetato, TRIS e HEPES.

Também, em contraste com muitos outros métodos de extragao,
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é preferido que a quantidade de meio de extragdo seja comparativamente
grande, isto €, pelo menos 20 vezes o peso da fonte natural de alérgenos,
de preferéncia 100 vezes o0 peso ou mais.

Purificag@o do extrato pode ser realizada através de um ou mais
dos seguintes:

- etapas de cromatografia de troca de ions (incluindo cromato-
grafia de troca de &nions e cromatografia de troca de cations),

- etapas de cromatografia por exclusdo de tamanho (também
denominada filtragao em gel),

- etapas de precipitagao,

- etapas de cromatografia por interagao hidrofébica,

- cromatografias por afinidade e pseudo-afinidade e/ou

- diafiltragao.

Em uma modalidade preferida, cromatografia de troca de ions é
usada em que, no caso de um permutador de cations, a solugao de carre-
gamento tem um pH entre a pKa da fungdo acida do permutador de cations
e a pKa da proteina tendo a menor pKa das proteinas no extrato. No caso de
um permutador de anions, o pH esta entre a pKa da fungao béasica do per-
mutador de anions e a pKa da proteina tendo a maior pKa das proteinas que
constituem o extrato.

Através desse método, todas as proteinas se ligam ao permuta-
dor de ions, enquanto as impurezas neutras e as impurezas com a mesma
carga que a resina de troca de ions serdo removidas.

Em uma modalidade preferida, pelo menos uma etapa de purifi-
cagao é realizada com uma solugao compreendendo um ou mais de um ten-
sideo e/ou um agente de desnaturagao. O tensideo pode ser nao-idnico, a-
niénico, catiénico ou anfotérico. Agentes de desnaturagao adequados sao,
por exemplo, uréia, cloreto de guanidinio, etileno glicol, isopropanol. Uma
concentragao adequada de uréia é 3 M ou mais, de preferéncia 4 M ou mais.
Uma concentragdo adequada de guanidinio é, de preferéncia, 2 M, de prefe-
réncia 3 M ou mais. Uma concentragao adequada de etileno glicol e/ou iso-

propanol é 5% ou mais, mais preferivelmente 10% ou mais, até 20% em pe-
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SO.

Em alguns casos, a produgdo do extrato purificado de acordo
com o método | da invengéo é suficiente. Extratos desse tipo podem ser u-
sados para produzir tratamento diagndstico, profilatico e terapéutico ex vivo,
in vivo e in vitro de doengas alérgicas. Uma outra modalidade da presente
invengdo é um meétodo para a produgdo de um hidrolisato de alérgeno, quer
a partir de extratos de acordo com o método | ou a partir de qualquer outra
fonte. Se o extrato é proveniente de qualquer outra fonte de alérgenos purifi-
cados que nao o método |, uma etapa preliminar de desnaturagao é requeri-
da de forma a melhorar a digestibilidade.

O método (método Il) compreende as etapas de:

a) hidrélise de um alérgeno natural para formar um hidrolisato de
alérgeno,

b) purificagdo do referido hidrolisato de alérgeno para remover
peptideos com um peso molecular acima de 10.000 Da e abaixo de 1.000
Da de forma a obter um hidrolisato purificado, em que 70%, mais preferivel-
mente 80% dos peptideos estdao entre 10.000 Da e 1.000 Da.

As vantagens do produto obtido através do mesmo sa&o que os
peptideos séo o resultado da digestéo de proteinas desnaturadas. Em virtu-
de de uma calibragdo de tamanho especificada, eles tém uma poténcia re-
duzida para induzir a reagdo alérgica imediata e reagédo pré-inflamatoria
também.

Desnaturacao, se necessario, €, de preferéncia, realizada na
presenga de agentes caotropicos, agentes de redugcdo ou misturas dos
mesmos. Agentes caotropicos adequados sao, por exemplo, uréia e cloreto
de guanidinio. Agentes de redugéao tipicos sdo, por exemplo, ditiotreitol, -
mercaptoetanol, tio-glicerol e misturas dos mesmos.

A etapa de hidrélise é, tipicamente, realizada com uma enzima.
Enzimas adequadas sao, por exemplo, pepsina, tripsina, quimiotripsina. Es-
sa etapa de hidrdlise pode ser realizada na presenc¢a de um agente caotrépi-
co, de preferéncia uréia ou cloreto de guanidinio também. Durante hidrdlise,

a concentracdo de uréia e cloreto de guanidinio devera estar abaixo de 4 M,
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de preferéncia abaixo de 3 M.

Na etapa b) do método Il, peptideos com um peso molecular
maior do que 10.000 Da ou menor do que 1.000 Da sao removidos.

Os peptideos do hidrolisato purificado, portanto, compreendem
peptideos com um peso molecular entre 1.000 e 10.000 Da. Métodos ade-
quados para remogao de peptideos grandes ou pequenos sao ultrafiltragéo e
cromatografia por exclusao de tamanho. Novamente, essa cromatografia por
exclusao de tamanho pode ser realizada na presenga de agentes caotrépi-
cos, por exemplo, uréia, cloreto de guanidinio, etileno glicol, isopropanol e
misturas dos mesmos.

Uma outra modalidade da invengdo € um extrato de alérgeno
obtenivel através do método | da presente invengao. Tipicamente, também
nesse extrato, as proteinas dominantes mais importantes em peso, as quais
formam juntas pelo menos 60% em peso de todas as proteinas, sdo pelo
menos 2 proteinas, de preferéncia pelo menos 3 ou 4 proteinas ou, mais
preferivelmente, pelo menos 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 proteinas. A pureza é obser-
vada através de uma Proporgdo de Densidade Optica 260,m: Densidade Op-
tica 280,m de < 1, de preferéncia < 0,9, mais preferivelmente entre 0,75 e
0,9.

Uma outra modalidade € um hidrolisato de alérgeno obtenivel
através do método Il. Ele pode ser usado para:

- diagndstico in vivo de doengas alérgicas: teste de picada, inje-
¢Oes subcuténeas, testes conjuntivais, de aspiragao e inalagao,

- tratamentos profilatico e terapéutico de doencas alérgicas: va-
cina para tratamentos de desensibilizagao/hipo-sensibilizagdo e modulagao
de resposta imune com/sem combinagdao com adjuvante.

O extrato alérgeno da presente invengdo pode ser usado para o
preparo de uma composi¢do farmacéutica e/ou composigao alimenticia para
indugao de tolerancia. Indugéo de tolerancia pode ser usada para curar ou
prevenir reagdes alérgicas.

Uma outra modalidade da presente invengao é uma composi¢cao

farmacéutica compreendendo o extrato de alérgeno da presente invencgao,
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que em uma forma completa ou na forma hidrolisada. Adicionalmente, a
composi¢cao farmacéutica pode compreender uma ou mais das seguintes
substancias: trifosfatos de nucleosideo, difosfatos de nucleosideo, monofos-
fatos de nucleosideo, acidos nucleicos, acidos nucleicos peptidicos, nucleo-
sideos ou analogos dos mesmos, citocinas imunossupressoras, compostos
que induzem a expressao de imunoproteassomas, 1,25-dihidréxi vitamina D3
ou analogos da mesma, lipopolissacarideos, endotoxinas, proteinas de cho-
que térmico, tioredoxina com NADPH ou reductase de NADP-tioredoxina,
ditiotreitol, agonistas do receptor adrenérgico, tal como salbutanol, antago-
nistas do receptor adrenérgico, tal como butoxamina, compostos que regu-
lam a expressdao da molécula de adesdo ICAM-1, N-acetil-L-cisteina, y-L-
glutamil-L-cisteinil-glicina (L-glutationa reduzida), alfa-2-macroglobulinas,
indutores de expressdo do gene Foxp3, flavondides, isoflavondides, ptero-
carpanoides, estilbenos, tal como resveratrol, antagonistas do receptor de
taquiquinina, inibidores de quimase, adjuvante para vacina, tal como CpG ou
MPL ou adjuvante tolerogénico, tal como zymosan, beta-1,3-glicana, indutor
de células T regulatdrias, um agente muco-adesivo para fixagdo da proteina
ao revestimento mucosal intestinal, tal como uma lecitina de planta, zinco,
sais de zinco, polissacarideos, vitaminas e lisatos bacterianos.

Baseado na fonte de alérgenos naturais, a composi¢gao pode
compreender alérgenos selecionados dentre alérgenos de pdlen, alérgenos
de leite, alérgenos de veneno, alérgenos de ovo, alérgenos de erva daninha,
alérgenos de grama, alérgenos de arvore, alérgenos de arbusto, alérgenos
de flor, alérgenos de vegetal, alérgenos de grao, alérgenos de fungos, alér-
genos de fruta, alérgenos de baga, alérgenos de noz, alérgenos de semente,
alérgenos de fava, alérgenos de peixe, alérgenos de molusco, alérgenos de
frutos do mar, alérgenos de carne, alérgenos de temperos, alérgenos de in-
seto, alérgenos de acaro, alérgenos de mofo, alérgenos animais, alérgenos
de pombo, alérgenos de verme, alérgenos de coral macio, alérgenos de
caspa animal, alérgenos de nematoide, alérgenos de Hevea brasiliensis.

Em uma modalidade preferida, a composi¢do farmacéutica é

preparada para administragédo oral, para distribuicao sublingual de farmaco,
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para distribuicao entérica de farmaco.

Figura 1: Imuno-reatividade através de Western blot de 1g9G: Fi-

leira 1: marcadores de peso molecular, fileira 2: extrato de proteina bruto,
fileira 3: extrato de alérgeno desnaturado purificado. Membrana bloqueada
através de BSA a 5% e leite a 3%. Soro do paciente diluido para 1/250. A
ligagdo a IgG foi detectada através de HRP-IgG anti-humana de cabra dilui-
da para 1/2.500 e revelada através de substrato TMB. Alérgeno 1: 61-54
kDa, Alérgeno 2: + 36-31 kDa.

Figura 2:_Imuno-reatividade através de Western blot de IgE: Fi-

leira 1: marcadores de peso molecular, fileira 2: extrato de proteina bruto,
fileira 3: extrato de alérgeno desnaturado purificado. Membrana bloqueada
através de BSA a 5% e leite a 3%. Soro do paciente diluido para 1/5. A liga-
¢ao a IgE foi detectada através de HRP-IgG anti-humana de cabra diluida
para 1/10.000 e revelada através de substrato TMB. Alérgeno 1: 61-54 kDa,
Alérgeno 2: + 36-31 kDa.

Figura 3: Pico de exclusdo do perfil de eluicdo por SEC G25: A

propor¢ao volume da coluna / volume da amostra era de 12. A resina foi e-
quilibrada com Tris.HCl a 25 mM, uréia a 1,5 M, pH de 8,0 em uma taxa de
fluxo de 9 ml/min. A elui¢do foi acompanhada através da absorbancia a 280
nm.

Figura 4: Perfil de proteina através de SDS-PAGE: Gel de Bis-

Tris a 4-12%. Fileira 1: marcadores de peso molecular, fileira 2: extrato de

alérgeno desnaturado purificado. Coloragao realizada com azul Coomassie
brilhante R-250.
Figura 5: Perfis de proteina e peptideo através de SDS-PAGE:

Gel de Bis-Tris a 4-12%. Fileira 1: marcadores de peso molecular, fileira 2:
extrato de alérgeno desnaturado purificado (13 pg), fileira 3: hidrolisado (13
ug).. Coloragao realizada com azul Coomassie brilhante R-250.

Figura 6: Perfil de eluicdo por G50 SEC: A coluna foi equilibrada
com uréia a 2 M, NaCl a 100 mM, pH de 3,0. Taxa de fluxo de 15 ml/min. A

proporgao volume da coluna / volume da amostra foi de 10. A eluigao foi a-

companhada através da absorbancia a 280 nm.
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Figura 7: Curva de calibracdo para analise por HPLC: 10 ul dos

seguintes padrdes (1 mg/ml) foram injetados sobre a coluna BioSep-SEC
S2000: 1. Albumina de soro bovino (66 kDa), 2. B-lactoglobulina (18,5 kDa),
3. Citocroma C (12 kDa), 4. Glucagon (3,4 kDa), Peptideo sintético de 5,1
kDa.

Figura 8: Perfil de HPLC por exclusdo de tamanho: Coluna Bio-
Sep-SEC S2000 (PHENOMENEX). Tampao de eluicdo: NaHPO4 a 50 mM -
SDS a 0,5% (peso/v), pH de 6,8. Taxa de fluxo de 1 ml/min. Detecgdo a 214
nm. 10 ul das amostras foram injetados. A area sob a curva, entre os limites

de 10 kDa e 1 kDa, foi usada para calcular o percentual dos peptideos de
interesse.
Figura 9: Propriedades de alergenicidade dos produtos deriva-

dos de pdélen: Amostras de sangue de voluntarios alérgicos ao pdlen foram

incubadas com concentragdes crescentes (0, 1, 10, 100 e 1000 ng/ml) de
extrato de polen bruto, proteinas purificadas de pdlen e peptideos purifica-
dos de pédlen. Expressao da proteina gp53 foi medida através de citometria
de fluxo com ativagao sobre leucécitos IgE-positivos. Os resultados sao ex-
pressos como % de células gp53 positivas em células ativadas (média *
desvio de 2 determinagdes).

Figura 10: Estimulacdo de proliferacdo de PBMC humana por

proteinas de podlen e peptideos de pdlen: PBMCs humanas purificadas de

voluntarios alérgicos ao podlen foram incubadas 5 dias a 37 °C na presenga
de concentragbes crescentes (10, 30 e 90 ug/ml) de proteinas de pdlen ou
peptideos de pdlen. [°H]-timidina foi adicionada a cultura de células durante
16 horas e a incorporagdo de [*H]-timidina foi medida com um contador beta
usando o principio de cintilagao de liquido. Os resultados sao expressos co-
mo a meédia de 5 determinagdes. O método da presente invengao é ainda
exemplificado pelos exemplos nao limitativos a seguir.

Exemplos

Exemplo 1: Extracdo

Pélen a 1% (peso/v) (Lolium perenne da ALLERGON) foi adicio-

nado a bicarbonato de sddio (12,5 mM) e incubado 2 h sob agitagéo. A solu-
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¢ao foi, entao, clarificada e filtrada através da adigdo de celite (ACROS) a
2% (peso/v) e passando através de um filtro de 0,2 um. Essa amostra consti-
tui o extrato bruto.

A presenga de alérgenos no extrato foi analisada através de
Western blotting usando soro de pacientes alérgicos ao pélen. Epitopos de
IgG e IgE sao visualizados com anticorpos anti-lgG ou IgE humana.

Conforme mostrado nas figuras 1 e 2, existem dois alérgenos
principais no extrato.

O referido extrato bruto foi acidificado para um pH de 3,0 e Twe-
en 20 (0,1% v/v) foi adicionado. Essa amostra constitui o extrato acidificado.

Exemplo 2: Purificacdo de proteinas de alérgeno

O extrato de alérgeno foi purificado através de:

- Cromatografia de troca de cations

Uma membrana Sartobind S° (SARTORIUS) foi equilibrada com
28x volume de leito (Bv) de bicarbonato de sédio a 12,5 mM, citrato a 30
mM, pH de 3,0, Tween 20 a 0,1% (v/v). O referido extrato acidificado foi car-
regado sobre a membrana equilibrada. A coluna foi lavada primeiro com 35x
Bv de bicarbonato de sédio a 12,5 mM, citrato a 30 mM, pH de 3,0, Tween
20 a 0,1% (v/v) e, entao, lavada com 42x Bv de bicarbonato de sédio a 12,5
mM, citrato a 30 mM, pH de 3,0. As proteinas foram eluidas com carbonato a
0,1 M, cloreto de sddio a 0,5 M, pH de 9,15. A presenga de proteinas foi a-
companhada pela OD a 280 nm. As fragdes de interesse foram empogadas.

- Precipitagao com sulfato de aménio

Essa etapa foi realizada a 0-4 °C.

Uma quantidade de sulfato de aménio para atingir saturagao de
90% foi adicionada ao produto sob agitagdo. A agitagao foi cessada apds a
dissolugao completa do sal. A suspensao foi incubada durante a noite e cen-
trifugada 2 vezes durante 15 min a 10.000 g. O sobrenadante foi, de cada
vez, cuidadosamente descartado.

- Desnaturacao

As pelotas foram resuspensas a 9 mg/ml em uréia a 6 M, DTT a
10 mM, Tris.HCl a 0,1 M, pH de 8,0 e incubadas a 37 °C durante 1 h.
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- Cromatografia por exclusdo de tamanho sobre resina G25 (Se-
phadex fino da AMERSHAM)

A amostra desnaturada foi carregada sobre a coluna e as protei-
nas foram eluidas com Tris.HCI a 25 mM, uréia a 1,5 M, pH de 8,0.

A presenga de proteinas foi acompanhada através de medigao
da OD a 280 nm. As fragdes de interesse foram empogadas para constituir 0
extrato de alérgeno desnaturado purificado.

O extrato de alérgeno desnaturado purificado foi ainda analisa-
do. O teor de proteina (Ensaio BCA) e o peso seco foram determinados de
forma a avaliar a pureza da proteina. A eficiéncia de purificagdo também foi
acompanhada através da remog¢ao de carboidratos (teste de Orcinol) e atra-
vés da diminuigdo da propor¢ao OD2go/ODggo.

Tabela 1: Remog¢ao de componentes de ndo-proteina para formar um extra-

to purificado

Proporgéo protei-|{Proporgao Proporgdo carboidra-
na/peso seco OD260/OD2gy  |tos/proteina

Extrato bruto 16% 1,3 400%

Extrato purificado |85% 0,75 17%

Conforme mostrado na tabela 1, o processo de purificacdo per-
mite:

- 0 aumento do percentual de proteinas no extrato de ~15% para
80%

- que a proporgao OD.g/OD2go tenda a 0,5, caracterizando uma
proteina pura

- uma remogao significativa de carboidratos (o teor residual po-
deria representar a por¢ao carboidrato das proteinas).
Exemplo 3: Hidrdlise de extrato de alérgeno desnaturado

O extrato foi hidrolisado usando o seguinte protocolo:

O referido extrato de alérgeno purificado foi acidificado para um
pH de 2,0. A digestao foi realizada a 2,5 mg/ml de proteinas de pélen e 1 Eu.
Ph. U de pepsina (MERCK) para 337 mg de proteinas a 37 °C durante 2 h.
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A Figura 5 mostra uma comparagdo entre o extrato purificado
(fileira 2) e o extrato hidrolisado (fileira 3). Conforme pode ser observado,
proteinas de elevado peso molecular, correspondendo as proteinas nao di-
geridas desnaturadas, desapareceram apds a incubagao com pepsina.

Exemplo 4: Purificacdo

De forma a eliminar os peptideos com um MW = 10.000 Da e
MW < 1.000 Da, o hidrolisato foi purificado através de:

- Cromatografia por exclusao de tamanho sobre resina G50 (Se-
phadex fino da AMERSHAM). Isopropanol a 16,5% (v/v) e NaCl a 0,1 M fo-
ram adicionados ao hidrolisato.

Essa amostra foi imediatamente carregada sobre uma coluna
G50. Os peptideos foram eluidos e as fragdes contendo os peptideos (MW <
10 kDa) foram empogados, conforme mostrado na figura 6.

- Diafiltragdo sobre uma membrana de 1 kDa (cassete de ultrafil-
tracdo Omega PES da PALL). Os peptideos foram concentrados 10x, diafil-
trados contra 10 volumes de Tris.HCI a 50 mM, pH de 7,4 ¢, finalmente, con-
centrados 2,5x. Essa amostra constitui o hidrolisato de alérgeno purificado.

A eficiéncia da purificagéo foi controlada através de HPLC por
exclusdo de tamanho. Uma coluna BioSep-SEC S2000 (PHENOMENEX) foi
equilibrada com Na;HPO, a 50 mM - SDS a 0,5% (peso/v), pH de 6,8, em
uma taxa de fluxo de 1 mli/min.

Os limites de 10 kDa e 1 kDa foram calculados a partir de uma
curva de calibragao, conforme exemplificado na figura 7.

Conforme mostrado na figura 8, peptideos com um peso molecu-
lar entre 1.000 Da e 10.000 Da representam cerca de 75% de todos os pep-
tideos no hidrolisato purificado.

Exemplo 5: Diminuigcdo de alergenicidade
As propriedades de alergenicidade do extrato bruto de pdlen (de

acordo com o exemplo 1) e proteinas de pdlen purificadas (de acordo com o
exemplo 2) e peptideos de pdlen purificados (de acordo com o exemplo 4)
foram avaliadas através de medi¢do de sua capacidade de induzir & desgra-

nulagcao de basdfilo.
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O teste foi realizado in vitro sobre amostras de sangue humano
frescas de voluntarios alérgicos ao pélen incubadas com concentragdes
crescentes de extrato bruto de pélen, proteinas purificadas e peptideos puri-
ficados. Desgranulagéo de basofilo foi avaliada através de medigdo, por
meio do método citométrico de fluxo, da expressdo do marcador de proteina
gp53 dos granulos em células em repouso e aparece sobre a superficie celu-
lar quando de ativagdo da célula (em virtude da fusdo da membrana do gra-
nulo com a membrana citoplasmica). Portanto, ela se torna detectavel por
anticorpos anti-gp53 rotulados especificos. Conforme mostrado na figura 9,
peptideos purificados séo cerca de 30x menos alergénicos do que proteinas
purificadas e 100x menos alergénicos do que extrato bruto de pdlen.
Exemplo 6: Imunogenicidade das proteinas de pdlen e peptideos de

polen

A imunogenicidade das proteinas e peptideos de alérgeno foi
estudada através de medicao de sua capacidade de estimular a proliferacdo
de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs).

PBMCs purificadas de amostra de sangue de voluntarios alérgicos ao
pdlen através de centrifugacdo em gradiente de densidade foram cultivadas
5 dias em laminas com 96 cavidades na presenga de concentragdes cres-
centes de proteinas de pélen e peptideos de pélen. No dia 5, [°H]-timidina foi
adicionada a cultura de células e as laminas foram ainda incubadas a 37 °C
durante 16 horas.

Proteinas de pdlen (de acordo com o exemplo 2) e peptideos de pdlen (de
acordo com o exemplo 4) estimulam a proliferagao de PBMCs humanas de
uma maneira dose-dependente. A proliferagdo induzida por peptideos de
alérgeno é ligeiramente menor do que aquela observada em resposta as
proteinas. Esses resultados mostram que o processo de produgido de pepti-
deo conserva a maioria dos epitopos do alérgeno implicado em ativagédo de

células T.
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REIVINDICAGOES

1. Método para a producédo de um extrato purificado de alérge-
nos naturais, caracterizado pelo fato de que compreende as etapas de:

a) extracao de uma fonte natural de alérgenos compreendendo
proteinas alergénicas para formar um extrato;

b) purificacao do referido extrato para remover componentes de
nao-proteina para formar um extrato purificado;

c) desnaturacdo do referido extrato purificado para formar um
extrato desnaturado purificado,

o referido extrato desnaturado purificado compreendendo protei-
nas, em que as proteinas mais abundantes (peso/peso), formando junto 60%
ou mais (peso/peso) de todas as proteinas, sdo pelo menos duas proteinas
e todas as proteinas representam pelo menos 60% (peso/peso) do peso se-
co do extrato desnaturado purificado.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado pelo
fato de que a extracao é realizada em uma solugao compreendendo nenhum
sal ou um sal selecionado dentre carbonato, bicarbonato, fosfato, acetato,
TRIS e HEPES.

3. Método, de acordo com a reivindicagao 1 ou 2, caracterizado
pelo fato de que a extragao é realizada com um meio de extracdo em que o
peso do meio de extracdo é de pelo menos 20 vezes, de preferéncia 100
vezes o peso da fonte natural de alérgenos.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
3, caracterizado pelo fato de que a purificagdo compreende um ou mais de
uma etapa de cromatografia de troca de ions, uma etapa de filtragdo em gel
ou cromatografia por exclusdo de tamanho, uma etapa de precipitacdo, uma
etapa de cromatografia por interagao hidrofébica, uma etapa de cromatogra-
fia por pseudo afinidade ou afinidade ou uma etapa de diafiltracao.

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a
4, caracterizado pelo fato de que pelo menos uma etapa de purificagéo é
realizada com uma solugdo compreendendo um tensideo e/ou agente de

desnaturagéo.
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6. Método, de acordo com a reivindicagao 5, caracterizado pelo
fato de que a desnaturacédo é realizada com um agente de desnaturacéo
selecionado a partir do grupo de agentes caotrépicos, agentes redutores e
misturas dos mesmos, de preferéncia dentre ureia, cloreto de guanidinio,
ditiotreitol, tioglicerol, B-mercaptoetanol e misturas dos mesmos.

7. Método, de acordo com a reivindicagao 6, caracterizado pelo
fato de que a concentracao de ureia é superior a 4 M, de preferéncia superi-
or a 5 M e/ou a concentragao de cloreto de guanidinio esta acima de 3 M, de
preferéncia acima de 4 M.

8. Método para a produgdo de um extrato purificado de alérge-
nos naturais, caracterizado pelo fato de compreende as etapas de:

a) hidrolise de um alérgeno desnaturado para formar um hidroli-
sato de alérgeno,

b) purificacdo do referido hidrolisato de alérgeno para remover
peptideos com um peso molecular superior a 10.000 Da e inferior a 1.000 Da
de modo a obter um hidrolisato purificado onde 70%, mais preferivelmente
80% dos peptideos estao entre 10.000 Da e 1.000 Da.

9. Método, de acordo com a reivindicagao 8, caracterizado pelo
fato de que a hidrdlise é realizada com uma enzima, de preferéncia pepsina,
tripsina ou quimiotripsina.

10. Método, de acordo com a reivindicagao 8 ou 9, caracterizado
pelo fato de que a hidrdlise é realizada na presenga de um agente caotrépi-
co, de preferéncia selecionado dentre ureia e cloreto de guanidinio.

11. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 8 a
10, caracterizado pelo fato de que a remocédo dos peptideos é realizada
através de cromatografia por exclusdo de tamanho e/ou através de ultrafil-
tracao.

12. Método, de acordo com a reivindicagao 11, caracterizado pe-
lo fato de que a etapa de cromatografia por exclusao de tamanho é realizada
na presengca de um agente caotropico, de preferéncia selecionado dentre
uréia, cloreto de guanidinio, etileno glicol, isopropanol e misturas dos mes-

mos.
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13. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 8 a
12, caracterizado pelo fato de que, antes de hidrdlise, um alérgeno nao des-
naturado € desnaturado para formar um alérgeno desnaturado.

14. Método, de acordo com a reivindicagcao 13, caracterizado pe-
lo fato de que a desnaturacéao é realizada na presenca de agentes caotrépi-
cos, agentes de reducio e misturas dos mesmos.

15. Uso de um extrato desnaturado purificado de alérgenos natu-
rais obtido através do método, como definido em qualquer uma das reivindi-
cagdes 1 a 7, ou de um hidrolisato de alérgeno purificado obtido através do
método, como definido em qualquer uma das reivindicagdes 8 a 14, caracte-
rizado pelo fato de que é para o preparo de uma composi¢ao farmacéutica
e/ou composigao alimenticia para indugao de tolerancia.

16. Uso, de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado pelo
fato de que a inducao de tolerancia é usada para curar ou prevenir reagdes
alérgicas.

17. Composigcao farmacéutica, caracterizada pelo fato de que
compreende um extrato desnaturado purificado de alérgenos naturais obtido
através do método, como definido em qualquer uma das reivindicacdes 1 a
7, ou um hidrolisato de alérgeno purificado obtido através do método, como
definido em qualquer uma das reivindicacbes 8 a 14.

18. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindicagao
17, caracterizada pelo fato de que os alérgenos sao selecionados dentre
alérgenos de polen, alérgenos de leite, alérgenos de veneno, alérgenos de
ovo, alérgenos de ervas daninhas, alérgenos de grama, alérgenos de arvo-
res, alérgenos de arbusto, alérgenos de flores, alérgenos vegetais, alérge-
nos de grao, alérgenos de fungos, alérgenos de fruta, alérgenos de bagas,
alérgenos de nozes, alérgenos de semente, alérgenos de favas, alérgenos
de peixe, alérgenos de moluscos, alérgenos de frutos do mar, alérgenos de
carne, alérgenos de acaros, alérgenos de insetos, alérgenos de acaros,
alérgenos de mofo, alérgenos animais, alérgenos de carrapato da pomba,
alérgenos de verme, alérgenos de coral mole, alérgenos de pélo de animal,

alérgenos de nematoide, alérgenos de Hevea brasiliensis.
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19. Composicao farmacéutica, de acordo com a reivindicagao 17
ou 18, caracterizada pelo fato de que é para administracédo oral, para distri-

buicao de farmaco sublingual, para distribuicdo de farmaco entérica.
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