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RESUMO

“Produgao de esqualeno a partir de leveduras

hiperprodutoras”

Revela-se um ©procedimento para a preparagao de
levedura purificada, em que a fonte de esqualeno ¢é uma
enzima que hiperproduz esqualeno. O esqualeno é util para
fins farmacéuticos. Por exemplo, pode ser usado para a
preparacao de uma emulsdo de 6leo em agua, e a emulsao é
especialmente adequada para ser usada como adjuvante

imunoldgico.



DESCRICAO

“Produgao de esqualeno a partir de leveduras
hiperprodutoras”

Area Técnica

Esta invengdo enquadra-se na Aarea do fabrico de
esqualeno destinado a ser wutilizado em adjuvantes de

emulsdao de &6leo em agua.

Técnica Anterior

O o6leo de figado de tubardo contém um terpendide
insaturado chamado esqualeno, 2,6,10,15,19, 23-hexametil-
2,6,10,14,18,22-tetracosahexaeno. E conhecida a utilizacéo
do esqualeno em emulsdes de 6leo em agua em vacinas humanas
como, por exemplo, a emulsdo MF59 que ¢é utilizada como
adjuvante em vacinas da gripe. O esqualeno também é usado
noutros produtos farmacéuticos (por exemplo: unguentos,
supositdérios) e em cosméticos.

As fontes actuais do esqualeno sao, principalmente,
6leos de peixe e, em particular, o6leos de figado de
tubarao. Pode haver ©problemas associados ao uso de
esqualeno extraido a partir de éleo de figado de tubaréao,
particularmente se as normas rigorosas de fabrico (tais
como as utilizadas durante a produgdo de MF59 pela
Novartis) ndo forem respeitadas. Por exemplo, o0s tubardes
podem estar infestados por elementos patogénicos dque
também sdo infecciosos no caso dos seres humanos ou que
produzem substdncias que sdo nocivas para o0s seres
humanos, e podem existir agentes de tubardo de EET ou do
tipo EET [por exemplo, referéncias 1-3]. Além disso, os

tubardes podem conter toxinas humanas, tais como a toxina



carcha. Por 1isso, as fontes de esqualeno baratas de baixa
qualidade nao sao adequadas para uso farmacéutico humano.
O risco de danos num receptor humano pode aumentar em
situagdes em que o esqualeno faga parte de um adjuvante
imunoldégico porque, por definicéo, o adjuvante pode
induzir wuma forte resposta imune indesejavel contra a
impureza.

Por 1isso, em vez de se usarem fontes de esqualeno
derivado de tubardes baratas e de baixa qualidade, os usos
farmacéuticos do esqualeno (por exemplo, tal como
utilizado no fabrico de MF59) wutilizam um material de
melhor qualidade, mas estes esqualenos de alta gqualidade
sdo caros e a sua disponibilidade é limitada. Tais fontes
caras ndo sao uteis, por exemplo, para serem utilizadas no
mundo em vias de desenvolvimento.

Seria util que se descobrisse uma fonte de esqualeno

que satisfizesse estes altos niveis farmacéuticos mas néao

tdo dispendiosa. E por isso desejavel uma fonte de
esqualeno alternativa viavel, particularmente quando o
esqualeno se destina a ser usado num adjuvante

imunoldégico. Uma fonte de esqualeno de grau farmacéutico
mais barata seria particularmente 0Gtil para paises em vias
de desenvolvimento que ndo tém acesso facil a tubardes ou
ndo se podem permitir facilmente o uso do material
dispendioso de grau farmacéutico actualmente utilizado,
por exemplo, pela Novartis. Uma eventual fonte é a das

leveduras [5, 37, 38].

Descricdo da invencgéo

A invencao refere-se a procedimentos para a

preparagado de esqualeno a partir de leveduras dque



hiperproduzem esqualeno. As leveduras sado organismos GRAS
(geralmente considerados como de uso seguro) e como tais
constituem uma fonte atil de esqualeno para uso
farmacéutico. Além disso, o esqualeno pode ser preparado
livre de contaminacdo por elementos patogénicos, prides e
toxinas ambientais; por exemplo, as leveduras estao, a
priori, livres de mercUrio. Na &area das vacinas j& se usam
as leveduras (por exemplo, para a expressao recombinante
do antigénio de superficie do virus da hepatite B) e, por
isso, ndo representam qualquer preocupagao reguladora
especifica, isto é, o esqualeno derivado de leveduras ¢é
especialmente adequado para ser utilizado na preparacao de
adjuvantes imunoldgicos. Finalmente, as técnicas de
cultivo de leveduras estdao generalizadas e sado facilmente
adaptaveis a transferéncia de tecnologia.

A invengao proporciona um procedimento para a
preparagdo de um adjuvante de emulsdo de dleo em agua, dJue
compreende as etapas seguintes: (a) purificar esqualeno a
partir de uma levedura que produz um alto rendimento de
esqualeno durante o cultivo; e (b) combinar o esqualeno
purificado da etapa (a) com um componente aquoso para
formar a emulsdo de &leo em 4&agua. A 1invencdo também
proporciona um procedimento para a preparagdo de um
adjuvante de emulsdo de &éleo em agua, gque compreende as
etapas seguintes:

(@) purificar esqualeno a partir de uma levedura que
produz um alto rendimento de esqualeno durante o
cultivo; e

(b) combinar o esqualeno da etapa (a) «com um
componente aquoso para formar a emulsdo de 6leo em agua.

As leveduras sadao desenvolvidas em meios controlados,



livres de produtos de origem animal.

A invencdo também proporciona um procedimento para a
preparacdo de uma composicdo imunogénica (por exemplo, uma
vacina), que compreende a preparacdo de uma emulsdo de dleo
em Aagua tal como anteriormente descrito, e a mistura da
emulsdo com um imunogénio.

A invencgdo também proporciona um procedimento para a
preparacao de um kit para a preparagao de uma composicgao
imunogénica desta forma, que compreende a preparacdo de uma
emulsdao de 6leo em &gua, tal como anteriormente descrito, a
embalagem da composicdo num primeiro recipiente, e a
combinagdo do primeiro recipiente em forma de kit com um
segundo recipiente, em que o segundo recipiente contém um
imunogénio. O imunogénio pode estar em forma seca ou
aquosa.

Produgdo de esqualeno em levedura

A invengdo utiliza esqualeno que foili purificado a
partir de levedura. As leveduras podem ser estirpes
naturais ou mutantes que sado seleccionadas por um alto
rendimento de esqualeno, mas em geral serao estirpes
geneticamente modificadas que foram manipuladas para
produzirem altos rendimentos de esqualeno. Outra
possibilidade consiste em cultivar estirpes de leveduras
naturais, mutantes ou modificadas na presenca de factores
que resultam num aumento do rendimento de esqualeno.

O rendimento de esqualeno pode ser expresso como uma %
do peso seco celular (cdw) numa levedura particular. Uma
estirpe normal de levedura de tipo selvagem Yarrowia
lipolytica pode produzir tipicamente esqualeno
aproximadamente a 0,5% cdw, enquanto uma levedura de

cerveja normal Saccharomyces uvarum pode produzir esqualeno



aproximadamente a 1,4% cdw [4]. Uma levedura gue produz um
"alto rendimento" de esqualeno é uma levedura em que pelo
menos 2% cdw sdo esqualeno, por exemplo: 2 3%, =2 4%, 2 5%,
2 6%, 2 7%, 2 8%, 2 9%, 2 10%, 2 11%, 2 12%, 2 13%, 2 14%,
2 15% ou mais de cdw.

O rendimento de esgqualeno também pode ser expresso
como uma % dos lipidos totais numa levedura particular. Uma
levedura da cerveja normal S.uvarum produz esqualeno a 33%
dos lipidos totais [4]. Uma levedura gque produz um "alto
rendimento" de esqualeno pode produzir esqualeno a >40% dos
lipidos totais, por exemplo: >50%, >60%, etc.

De forma vantajosa, o esqualeno esta, pelo menos em
95%, na sua configuragdo trans (isoforma natural), por
exemplo: >96%, >97%, >98%, >99%, ou 100%.

As estirpes de levedura mutantes naturais que tém um
alto rendimento de esqualeno sdo conhecidas na técnica
como, por exemplo, a estirpe Torulasopra delbrueckii
descrita na referéncia 5. 0Os mutantes podem ser obtidos por
procedimentos bem conhecidos de indugdao de mutacgdes (quer
mutagénese aleatdria quer dirigida) como, por exemplo, os
descritos nas referéncias 6 e 7, seguidos da crivagem das
células que sofreram mutagénese para se seleccionarem as
que apresentam um alto rendimento de esqualeno adequado. A
referéncia 8 descreve estirpes de levedura mutantes com
mutagdes sensiveilis a temperatura da 4-o-carboxiesterol-C3-
desidrogenase (ERG26) que provoca a acumulacaoc de esqualeno
quando se desenvolvem a uma temperatura apropriada.

No entanto, normalmente a invencdo usara leveduras
geneticamente modificadas. Podem ser utilizados diversos
procedimentos para o aumento do rendimento de esqualeno de

uma estirpe de partida. O metabolismo dos esterdis pode ser



manuseado para se aumentarem os rendimentos de esqualeno,
por exemplo, aumentando o anabolismo do esqualeno e/ou
diminuindo o catabolismo do esqualeno (incluindo a sua
degradacgdo e/ou a sua conversdo natural a ergosterol). Os
genes envolvidos na biossintese de esqualeno incluem
mevalonato cinase, fosfomevalonato cinase,
pirofosfomevalonato descarboxilase, isopentenil pirofosfato
isomerase, HMGR (3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase), e
esqualeno sintase. Os genes envolvidos na conversao de

esqualeno a ergosterol incluem esqualeno epoxidase (ERG1),

lanosterol sintase, Cl4d-dimetilase, dl4-redutase, c4-
metiloxidase, C4d4-descarboxilase (ERG26), 3-cetorredutase,
C24-metiltransferase, C8—-isomerase, C5-dessaturase, dz22-
dessaturase e d24-redutase. Outras enzimas catabdlicas
incluem LEU2 (P-isopropilmalato desidrogenase),
oxidoesqualeno ciclase, cimosterol-24-metiltransferase e
ergosta-5,7,24(28) —-trienol-22-desidrogenase. Tais

manipulag¢des sao divulgadas, por exemplo, na referéncia 9.

Os niveis de actividade das enzimas pertinentes podem
ser aumentados ou diminuidos de gqualquer forma adequada,
normalmente mediante engenharia genética. As leveduras
podem ser geneticamente modificadas mediante procedimentos
standard, incluindo os descritos nas referéncias 7 e 10. Os
genes podem ser introduzidos em leveduras de diferentes
formas como, por exemplo, num plasmideo, ou por integracéao
cromossémica. As técnicas de inactivacdo de genes também
estdo bem estabelecidas para leveduras.

As vias para o aumento da actividade enzimdtica
incluem, mas ndo se limitam a: aumentar o numero de cdpias
de uma enzima gque Jja& estd presente numa estirpe, por

exemplo, adicionando um ou mais genes, normalmente num



plasmideo; aumentar os niveis de expressdo (hiperexpressao)
de uma enzima que Jj& esta presente, por exemplo, dotando-a
de um promotor mais forte; adicionar uma enzima heterdloga,
isto é, uma enzima que ainda nédo esteja presente numa
estirpe; diminuir ou evitar a expressdao de um factor
supressor ou inibidor; modificar a sequéncia de uma enzima
que Ja estd presente numa estirpe, por exemplo, para
aumentar a estabilidade, para eliminar residuos de
aminodcido que exercem 1nibicdo, alterar o trafego de
proteinas ou a localizacgdo celular, etc. Por exemplo, sabe-
se gque o truncamento de uma sequéncia de uma enzima pode
fazer com que ela passe de uma proteina de membrana a uma
proteina citosdélica de forma que provoque a acumulacao de
esqualeno.

As vias para a redugdo da actividade enzimatica
incluem, mas nao se limitam a: delecgdo de uma enzima que
j& estd presente numa estirpe; diminuicdo dos niveis de
expressdo de uma enzima gque Ja& estad presente, por exemplo,
dotando—a de um promotor mais fraco; aumentar a expressao
de um factor inibidor ou supressor; modificar a sequéncia
de uma enzima que Ja& estd presente numa estirpe, por
exemplo, para diminuir a estabilidade, modificar os
residuos de aminodcido que medeiam a actividade enzimatica,
eliminar dominios funcionais, alterar o trafego de
proteinas ou a localizacgdo celular; etc.

Os niveis de sub- ou sobre-expressdo, e de actividade
aumentada ou deficiente, expressam—-se relativamente a
estirpe de tipo selvagem correspondente gque nao tem
modificagdo pertinente.

Ja existem varios relatdrios de manipulacdes genéticas

adequadas em levedura. Por exemplo, a referéncia 11 divulga



leveduras com acumulacdo de esqualeno aumentada devida a
hiperexpressdo de HMGR com expressao deficiente de
cimosterol-24-metiltransferase e/ou ergosta-5,7,24(28) -
trienol-22-desidrogenase. A referéncia 12 divulga leveduras
que expressam uma HMGR truncada (a i1soenzima HMGl) a qual
falta a sua regido de unido a membrana, proporcionando
desta forma uma enzima citosdlica, e que apresenta
acumulagdao de esqualeno. A alteracgao da esqualeno epoxidase
provoca a acumulagao de esqualeno [13]. A referéncia 14
divulga a modificacdo de Yarrowia lipolytica para inibicéo
da acetil-CoA carboxilase e para hiperexpressao de HMGR, de
forma que as estirpes produziram esqualeno a 2% cdw
utilizando fontes de carbono baratas tais como queijo, soro
ou cana-de-acglUcar. A mutacdo da oxidoesqualeno ciclase
(ERG7) também pode causar a acumulagdao de esqualeno [8].
Descobriu-se que um auxdétrofo para ergosterol incapaz de
crescer a base de 3-cetosterdis sem a adicdo de colesterol
acumula esqualeno [15]. As estirpes de levedura com
deficiéncias na sintese do hemo podem acumular esqualeno
[16].

Pode-se utilizar uma combinacdo destas focagens como,
por exemplo, a expressao de HMGR truncada citosdlica em
combinagdo com a inactivagdo da esqualeno epoxidase.

Dad-se preferéncia as estirpes de S.cerevisiae dJue
expressam HMGR truncada, tais como as descritas na
referéncia 12. A expressdo de uma forma soluvel ndo unida a
membrana de HMGl, idealmente sob o controlo de um promotor
constitutivo (por exemplo, um promotor ADH1), conduz a um
alto nivel de acumulacdo de esqualeno (40x tipo de tipo
selvagem). A proteina truncada pode conter parte da regido

espacadora e o dominio catalitico C-terminal de HMGlp mas



ndo ter a regido N-terminal de fixagdo a membrana. Uma
estirpe pode expressar uma ou mais cdépias do gene.

A levedura (natural, mutante ou modificada) pode ser
desenvolvida na presenga de factores que aumentem o
rendimento de esqualeno. Por exemplo, os antimicdéticos de
alilamina (por exemplo: terbinafina, naftifina) podem
inibir a esqualeno epoxidase dando como resultado uma falta
de ergosterol e uma acumulagcao de esqualeno intracelular
[17]. Se os inibidores da esqualeno epoxidase estiverem
incluidos num nivel subletal, ou se forem utilizados com
estirpes resistentes, etc., o rendimento de esqualeno de um
cultivo pode aumentar. Foi observado um aumento do
rendimento de esqualeno de ~100 vezes na referéncia 18 na
presenga de terbinafina. As esqualeno epoxidases em
diferentes espécies de Candida diferem na sensibilidade a
terbinafina num factor de aproximadamente 10, de modo que a
concentragcao de um factor pode ter que ser optimizada para
qualquer levedura de interesse. Outros antimicdticos que

podem causar a acumulacgdo de esqualeno incluem, mas nao se

limitam a, voriconazol [19], 6—amino—-2-n-—
pentiltiobenzotiazol [20], e antimicdéticos de tiocarbamato
(por exemplo, tolnaftato e tolciclato) [217. 0

desenvolvimento na presenca de tiamina também pode aumentar
o rendimento de esqualeno [22].

As leveduras adequadas incluem qualquer levedura due
produza esqualeno ou que possa ser manipulada para produzir
esqualeno. Os exemplos de leveduras adequadas 1ncluem
espécies do género: Arthroascus, Arxiozyma, Arxula,
Bullera, Candida, Debaryomyces, Dekkera, Dipodascopsis,
Endomyces, Eremothecium, Geotrichum, Hanseniaspora,

Hansenula, Hormoascus, Issatchenkia, Kloeckera,
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Kluyveromyces, Lipomyces, Lodderomyces, Metschnikowia,
Pachysolen, Pachytichospora, Pichia, Rhodosporidium,
Rhodotorula, Saccharomyces, Saccharomycodes,

Schizoblastosporion, Schizosaccharomyces, Schwaniomyces,
Sporobolomyces, Sterigmatomyces, Sympodiomyces, Taphrina,
Torula, Torulaspora, Torulopsis, Trichosporon, Yarrowia,
Zygohansenula, e Zygosaccharomyces. 0Os géneros Uteis para a
invencdo sédo a Saccharomyces, e a Torulaspora. Uma espécie
preferida para uso com a invengdo ¢é a Torulaspora
delbrueckii e a mais preferida é a Saccharomyces
cerevisiae.

A fermentagcao de leveduras para a produgao de
esqualeno pode ser efectuada em grande escala,
proporcionando gquantidades quase ilimitadas de esqualeno
e, por 1isso, reduzindo o custo unitdrio do esqualeno
produzido. A levedura pode ser desenvolvida usando
qualquer cultivo ou sistema de fermentagao conhecido. Os
sistemas de fermentacao de leveduras adequados para serem
utilizados na invengado incluem sistemas de fermentacgao por
lotes e continuos. Pode-se utilizar um sistema de cultivo
em duas etapas. A levedura pode ser desenvolvida sob
condigbes aerdbias para se aumentar a biomassa antes de
ser mudada para uma fase anaerdbia (pelo menos
parcialmente) para se aumentar a produgdo de esqualeno. Um
sistema de cultivo em duas etapas permite a separacadao da
acumulacao de esqualeno da fase de crescimento. O cultivo
de levedura sob condic¢bdes anaerdbicas pode ser utilizado
para o aumento da produgcao de esqualeno [23-25], e as
fontes de carbono também podem influir.

Devido ao facto de a levedura poder ser desenvolvida

num meio controlado, pode-se ter a certeza de gque um
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cultivo estada livre de agentes causadores de doencas,
toxinas ambientais e outros contaminantes. Os meios
adequados para o desenvolvimento de levedura dependerao da
espécie de levedura e do sistema de fermentagdo. Os meios
adequados incluem meios ricos ou minimos, com e sem
suplementos. Por exemplo, a levedura pode ser desenvolvida
em MM, EMM, YPD, YPDS, YPG, YPGS, YT, YAPD, YEPD, YPL,
YEP, YNBD e SD. Utilizam-se meios livres de qualquer
produto de origem animal (por exemplo, S0ro).

Devido ao controlo das condigbdes de cultivo, o)
esqualeno purificado a partir de levedura de acordo com a
invencgao estéa livre de contaminagao por elementos
patogénicos, produtos metabdlicos de elementos patogénicos,
toxinas e outras substancias prejudiciais, e a priori esté
livre de agentes que provocam EET (talis agentes nao se
encontram nas leveduras) . Os procedimentos para o)
isolamento de esqualeno a partir de levedura sao conhecidos
na técnica e incluem procedimentos tais como cromatografia,
extraccdo de solvente liquido-liquido, extraccdo com géas
subcritico [26] e extracgdo com fluidos supercriticos
(opcionalmente precedida de 1liofilizagé&o), por exemplo,

utilizando CO,;, extracgdo de solvente clorofdédrmio-metanol

[5,23,27]. Em condigbes ideais, o esqualeno purificado tem
uma pureza superior a 97% (em peso), mais preferivelmente

superior a 98%, 99%, 99,5%, 99,9%, 99,99%, e inclusivamente
de 100%. Idealmente, o esqualeno purificado contém menos de
6153 pg de PCB/dioxina por grama de esqualeno, medido como
equivalentes tdxicos (TEQ) . Os TEQ permitem que a
toxicidade de uma mistura de PCB's/dioxinas seja
representada como um Unico nUmero. A toxicidade de cada PCB

(bifenilo policlorado) € expressa como uma fracgdo (o
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factor de equivaléncia tdéxica, TEF; OMS 2005) da toxicidade
da dioxina 2,3,7,8-TCDD (gue tem um valor de referéncia de
1) . Para calcular o TEQ total de uma mistura, multiplica-se
a massa de cada PCB pelo seu TEF e depois o TEQ € a soma
destes valores. Por exemplo, o esqualeno pode ter niveis de
dioxina/PCB de menos de 5000 pg/g, 4000 pg/g, 3000 pg/g,
2000 pg/g, 1000 pg/g, 500 pg/g, 100 pg/g, 50 pg/g (TEQ).

Depois de o esqualeno ter sido purificado a partir da
levedura, ¢é utilizado para a preparacgdo de adjuvantes de
emulsdao de é6leo em agua.

Emulsdes de 6leo em agua

Descobriu-se que as emulsdes de &leo em 4&agua sao
particularmente adequadas para serem utilizadas como
adjuvantes em vacinas. As emulsdes preparadas de acordo com
a invengdo incluem esqualeno e pelo menos um tensioactivo,
além de um componente aquoso. As emulsdes podem conter
6leos adicionais. Em condigdes ideais, o(s) déleo(s) e of(s)
tensioactivo(s) sdo biodegradaveis (metabolizaveis) e
biocompativeis.

Podem ser usadas combinagdes oleosas de esqualeno e
tocoferdis. Quando uma composicdo inclui um tocoferol, pode
ser utilizado qualquer um dos o, B, v, 0, g ou (
tocoferdis, mas da-se preferéncia aos o-tocoferdis. O
tocoferol pode adquirir diversas formas como, por exemplo,
diferentes sais e/ou isdmeros. Os sails incluem sais
organicos, tais como succinato, acetato, nicotinato, etc.
Podem ser wutilizados tanto D-a—-tocoferol como DL-o-
tocoferol. Um o-tocoferol preferido é o DL-o-tocoferol.

E habitual um contetdo em &leo no intervalo de 2-20%
(em volume) .

As gotinhas de 6leo da emulsdo tém geralmente um
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didmetro inferior a 5 um, e podem inclusivamente ter um
didmetro submicrométrico, sendo estes tamanhos reduzidos
convenientemente alcancados com um microfluidificador para
proporcionarem emulsdes estaveis. Da-se preferéncia as
gotinhas com um tamanho de menos de 220 nm, dado que podem
ser submetidas a esterilizacdao por filtracgéao.

Os tensiocactivos podem ser classificados pelos seus
'"HLB' (relagdo hidréfilo/lipofilico). Os tensioactivos
preferidos da invencdao tém um HLB de pelo menos 10,
preferivelmente pelo menos 15, e mais preferivelmente pelo
menos 16. A invengdo pode ser utilizada com tensiocactivos
que incluem, mas ndo se limitam a: tensicactivos de ésteres
de polioxietileno sorbitano (comummente denominados
Tweens), especialmente polissorbato 20 e polissorbato 80;
co-polimeros de 6xido de etileno (EO), 6xido de propileno
(PO), e/ou o6xido de butileno (BO), comercializados sob o
nome comercial DOWFAX™, tais como co-polimeros de bloco
lineares EO/PO; octoxindis, gque podem variar no numero de
repetigdes dos grupos etdxi (oxil,2-etanodiilo), sendo o
octoxinol-9 (Triton X-100, ou t-octilfenoxipolietoxietanol)
de interesse especial; (octilfendxi)polietoxietanol (IGEPAL
CA-630/NP-40) ; fosfolipidos tais como fosfatidilcolina
(lecitina); nonilfenol etoxilatos, tais como a série NP de
Tergitol™; ¢éteres gordos de polioxietileno derivados de
lauril, cetil, estearil e alcoois oleicos (conhecidos como
tensioactivos Brij), tais como trietilenoglicol monolauril
éter (Brij 30); e ésteres de sorbitano (conhecidos
comummente como  ©OS SPAN' s), tais como trioleato de
sorbitano (Span 85) e monolaurato de sorbitano. Déa-se
preferéncia aos tensiocactivos nao idnicos. O tensioactivo

mais preferido para inclusdo na emulsdo é o polissorbato 80
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(mono-oleato de polioxietileno de sorbitano; Tween 80).

Podem ser utilizadas misturas de tensioactivos, por
exemplo, misturas de Tween 80/Span 85. Uma combinacdo de um
éster de polioxietileno sorbitano e um octoxinol também é
adequada. Outra combinacdo Util compreende laureth 9 mais
um éster de polioxietileno sorbitano e/ou um octoxinol.

As gquantidades preferidas de tensiocactivos (% em peso)
sdo: ésteres de polioxietileno sorbitano (tais como Tween
80) 0,01 a 2%; octil- ou nonilfendxi polioxietandis (tais
como Triton X-100, ou outros detergentes da série Triton)
0,001 a 0,1%; éteres de polioxietileno (tais como laureth
9) 0,1 a 20%.

Da-se preferéncia as emulsdes de 6leo em agua contendo
esqualeno que contenha o tensioactivo polissorbato 80. Os
adjuvantes especificos de emulsdes de 6leo em agua dque
podem ser fabricados utilizando esqualeno purificado de
acordo com a invenc¢do incluem, mas nao se limitam a:

* Uma emulsao submicrométrica de esqualeno,
polissorbato 80, e trioleato de sorbitano. A composicgéao
da emulsdo em volume pode ser de aproximadamente 5% de
esqualeno, de aproximadamente 0,5% de polissorbato 80 e
de aproximadamente 0,5% de Span 85. Em termos de peso,
estas relacgdes convertem-se em 4,3% de esqualeno, 0,5%
de polissorbato 80 e 0,48% de Span 85. Este adjuvante é
conhecido como 'MF59' [28-30], tal como descrito mais
pormenorizadamente no capitulo 10 da ref?2. 31 e capitulo
12 da ref?a. 32. De forma vantajosa, a emulsdo de MF59
inclui ides citrato como, por exemplo, tampao citrato de
sédio 10mM.

* Uma emulsdo submicrométrica de esgqualeno, um

tocoferol, e polissorbato 80. Estas emulsdes podem ter
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entre 2 a 10% de esqualeno, entre 2 a 10% de tocoferol e
entre 0,3 a 3% de polissorbato 80, e a relagcdao em peso
de esqualeno:tocoferol €& preferivelmente < 1 (por
exemplo, 0,90), dado que isto pode proporcionar uma
emulsdo mais estavel. O esqualeno e o polissorbato 80
podem estar presentes numa relagao de volume de
aproximadamente 5:2 ou numa relacgao em peso de
aproximadamente 11:5. Uma emulsdao deste tipo pode ser
fabricada dissolvendo Tween 80 em PBS para dar uma

solugdo de 2%, misturando depois 90ml desta solugdo com

uma mistura de (5 g de DL-oa-tocoferol e 5 ml de
esqualeno), e microfluidificando depois a mistura. A
emulsao resultante tem gotinhas de 6leo

submicrométricas, por exemplo, com um didmetro médio de
entre 100 e 250 nm, de aproximadamente 180 nm. A emulsao
também pode incluir um monofosforil 1lipido A 3-0-
desacilado (3D-MPL). Outra emulsdo Util deste tipo pode
compreender, por dose humana, 0,5-10 mg de esqualeno,
0,5-11 mg de tocoferol, e 0,1-4 mg de polissorbato 80
[33].

* Uma emulsao de esqualeno, um tocoferol, e um
detergente Triton (por exemplo Triton X-100). A emulsao
também pode incluir 3D-MPL (veja adiante). A emulsao
pode conter um tampao fosfato.

* Uma emulsao que compreende esqualeno, um solvente
aquoso, um tensioactivo ndo idénico hidrofilico de
alquiléter de polioxietileno (por exemplo
polioxietileno (12)cetoestearil éter) e um tensiocactivo
ndo idénico hidrofdbico (por exemplo, um éster de
sorbitano ou um éster de manitano, tal como mono-oleato

de sorbitano ou 'Span 80'). A emulsdo é preferivelmente



16

termorreversivel e/ou tem pelo menos 90% de gotinhas de
6leo (em volume) com um tamanho de menos de 200 nm [34].
A emulsdo também pode incluir um ou mais de: alditol; um
agente crioprotector (por exemplo, um acglUcar, tal como
dodecilmaltdésido e/ou sacarose) ; e/ou um
alquilpoliglicésido. A emulsdo pode incluir um agonista
TLR4 [35]. Tais emulsdes podem ser liofilizadas.

* Uma emulsdo de esqualeno, poloxdmero 105 e Abil-
Care [36]. A concentracgao final (peso) destes
componentes nas vacinas adjuvadas sao 5% de esqualeno,
4% de poloxédmero 105 (poliol plurdnico) e 2% de Abil-
Care 85 (Bis-PEG/PPG-16/16 PEG/PPG-16/16 dimeticona;
triglicéridos caprilico/céaprico).

As emulsdes podem ser misturadas com um componente
separado contendo antigénio de forma extemporanea, no
momento da administragcao ou durante o fabrico da vacina.
Quando estes dois componentes forem liquidos, a relacdo de
volume dos dois 1liquidos a misturar pode variar (por
exemplo entre 5:1 e 1:5) mas em geral é de cerca de 1l:1.

Por 1isso, um procedimento da invencgdao pode incluir
uma etapa adicional de combinacdo da emulsdo com um
imunogénio. 0 procedimento pode incluir uma etapa
adicional de embalagem da emulsao ou a mistura
emulsdo/imunogénio. Uma emulsdo produzida de acordo com a
invengdo pode ser embalada num primeiro contentor dentro
de um kit, e este kit inclui um segundo contentor que
inclui um imunogénio. Os conteldos dos dois contentores
podem ser posteriormente misturados e administrados a um
sujeito (por exemplo um ser humano) ou podem ser co-—
administrados em separado.

Geral
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A expressao "que compreende"™ engloba "que inclui"
assim como "constituido por" por exemplo uma composigao
"que compreende" X pode ser constituida exclusivamente por
X ou pode incluir algo adicional, por exemplo X+E.

O termo "aproximadamente"™ em relagdao com um valor
numérico x é opcional e significa, por exemplo, x #10%.

Modos de execucdo da invencao

Preparam-se diversas estirpes mutantes de levedura
mediante técnica de engenharia genética. As estirpes
mutantes sobre—expressam ou sub-expressam enzimas
envolvidas no metabolismo do esqualeno. Uma de tais de
leveduras é a estirpe ATC1551 divulgada na referéncia 11,
que pode produzir esqualeno até 16% cdw sob condicgdes de
crescimento adequadas.

Depois do cultivo, as células cultivadas sao
recolhidas e rompidas utilizando um moinho de pérolas de
vidro. Purifica-se o esqualeno a partir do 1lisado por
extracgdo de solvente com clorofédrmio-metanol (2:1) ou,
para se melhorar o rendimento, mediante o procedimento
divulgado na referéncia 5, utilizando liofilizacgdo e depois
extraccdo com didéxido de carbono supercritico. O esqualeno
resultante é de alta pureza (>95%).

O esqualeno purificado é combinado com uma mistura de
tensioactivos Tween 80 e Span 85 e com um tampdao citrato
para a preparagao de uma mistura com 5% de esqualeno, 0,5%
de Tween 80 e 0,5% de Span 85 (em volume). Esta mistura é
microfluidificada para a preparagdao de uma emulsdo com um
tamanho médio de gotinha de menos de 500 nm. Esta emulséao,
conhecida como 'MF59', pode ser utilizada como um adjuvante

de vacina.
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REIVINDICAGOES

1. A invengao proporciona um procedimento para

a preparacao de um adjuvante de emulsdo de 6leo em agua
que compreende as etapas seguintes:

(a) purificar esqualeno a partir de uma levedura

que produz um alto rendimento de esqualeno durante a

cultura, na qual a levedura se desenvolve num meio de

crescimento controlado, 1livre de produtos de origem

animal; e
(b) combinar o esqualeno purificado na etapa (a)
com um componente aquoso para formar o adjuvante de

emulsdo de 6leo em Agua.

2.Um procedimento para a preparacgao de um
adjuvante de emulsdo de d6leo em agua que compreende as
etapas seguintes:

(a) obter esqualeno que foil purificado a partir
de uma levedura que produz um alto rendimento de
esqualeno durante a cultura, na qual a levedura se
desenvolve num meio de crescimento controlado, livre
de produtos de origem animal; e

(b) combinar o esqualeno da etapa (a) com um
componente aquoso para formar o adjuvante de emulsao

de 6leo em agua.
3.0 procedimento de qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, em que a levedura produz

esqualeno a 2 5% de peso seco celular.

4.0 procedimento de qualquer uma das



reivindicag¢des anteriores, em que a levedura € uma

espécie do género Saccharomyces, tal como S. cerevisiae.

5.0 procedimento de qualqgquer uma das
reivindicag¢des anteriores, em que a levedura expressa

uma enzima HMGR truncada dque tem uma localizagdao

citosdlica.
6.0 procedimento de qualquer uma das
reivindicag¢des anteriores, em que a levedura € uma

estirpe modificada que, relativamente a uma estirpe

parental nao modificada, hiperexpressa HMGR.

7.0 procedimento de qualquer uma das
reivindicag¢des anteriores, em gque a levedura € uma
estirpe modificada que, relativamente a uma estirpe
parental nao modificada, sub-expressa a cimosterol-24-
metiltransferase e/ou a ergosta-5,7,24(28)-trienol-22-

desidrogenase.

8.0 procedimento de qualgquer uma das
reivindicagdes anteriores, em dque a levedura expressa

uma oxidoesqualeno ciclase mutante.

9.0 procedimento de qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, em que a levedura tem uma

disrupgao na esqualeno epoxidase.

10. O procedimento de qualquer uma das
reivindicacodes anteriores, em que a levedura se
desenvolve na presenca de factores que aumentam o

rendimento de esqualeno durante a cultura, por exemplo,



em que o factor é alilamina, voriconazol, 6-amino-2-n-

pentiltiobenzotiazol, tiamina ou um tiocarbamato.

11. © procedimento de qualquer uma das
reivindicacgdes anteriores, em que a levedura se
desenvolve em condigdes parcial ou totalmente

anaerdbicas antes da purificacdo do esqualeno.

12. © procedimento de qualquer uma das
reivindicagdes anteriores, em gque o esqualeno tem uma

pureza superior a 97% (em peso).

13. 0O procedimento de qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 12, em que a emulsdao de 6leo em agua
tem goticulas de 6leo com um didmetro submicrométrico,
em gque a emulsdo de Oéleo em agua ¢é uma emulséo
microfluidificada e/ou em gque a emulsdo de dleo em &agua

compreende esqualeno e polissorbato 80.

14. Um procedimento para a preparagao de uma vacina
para uso por via parenteral em seres humanos, due
compreende uma etapa de preparacido de um adjuvante de
emulsdao de 6leo em Aagua pelo procedimento de qualgquer
uma das reivindicagbes 1 a 13, e a mistura do adjuvante

de emulsao com um imunogénio.

15. Um procedimento para a preparacao de um kit
para a preparacdo de uma composicdo imunogénica, dque
compreende a preparacdo de uma emulsdao de 6leo em Agua
mediante o) procedimento de qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 13, a embalagem da emulsao num

primeiro recipiente e a combinacgao do primeiro



recipiente em forma de kit com um segundo recipiente, em

que o segundo recipiente contém um imunogénio.
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