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RESUMO

“METODOS PARA A PRODUGCAO DE 4'-MONOFOSFORIL LIPIDO A
3-0-DESACTIVADO (3D-MLA)”

E aqui divulgado um método para produzir lipopolissacarido
(LPS), compreendendo: (a) fazer crescer wuma cultura de uma
estirpe bacteriana mutante profunda rugosa num meio; (b) manter
a cultura na fase estaciondria durante, pelo menos, cerca de
5 h; (c) colher as células da cultura; e (d) extrair o LPS das
células. O método permite a producdo de um LPS, o qual pode ser
utilizado para produzir um monofosforil 1lipido A 3-0O-desacilado
(3D-MLA) possuindo, pelo menos, cerca de 20% em moles do grupo
congénere hexa-acilo. E também aqui divulgado um método de
extraccédo de lipopolissacarido (LPS) a partir de uma cultura de
células de estirpe bacteriana mutante profunda rugosa,
compreendendo: (a) extrair as células com uma solugéao
consistindo essencialmente de, pelo menos, cerca de 75% em peso
de um 4alcool alifédtico, possuindo desde 1 a 4 atomos de carbono
e a agua de equilibrio produzindo, desse modo, células com teor
reduzido em fosfolipido; e (b) extrair as células com teor
reduzido em fosfolipido com uma solucgéo compreendendo
clorofdédrmio e metanol produzindo, desse modo, uma solucdo de LPS
em clorofdérmio e metanol (CM). Este método proporciona solugdes
de LPS em CM gque possuem teor reduzido em fosfolipido e séao
produzidos por passos processualis relativamente simples e pouco

dispendiosos.



DESCRICAO

“METODOS PARA A PRODUGAO DE 4'-MONOFOSFORIL LIPIDO A 3-0-
DESACTIVADO (3D-MLA)”

ANTECEDENTES DA INVENCAO
1. Campo da Invengédo

A presente invencao refere-se, de um modo geral, ao
campo da producdo Dbiossintética de 4'-monofosforil 1lipido A
3-0O-desacilado (3D-MLA) . Mais particularmente, refere-se a
métodos para melhorar o rendimento de congéneres de 3D-MLA
desejados ou minimizar o custo da purificacé&o de precursores do

lipopolissacdrido (LPS) de 3D-MLA.

2. Descrigdo da Técnica Relacionada

Tem sido desde ha muito reconhecido que 0s
lipopolissacaridos (LPS) enterobacterianos sdo estimuladores
potentes do sistema imunitdrio. Pode ser provocada uma variedade
de respostas, benéficas e prejudiciais, por quantidades na ordem
dos submicrogramas de LPS. O facto de algumas das respostas
serem prejudiciais, e algumas destas poderem ser fatais, tem
impedido a utilizacé&o clinica de LPS per se. Foi observado gque o
componente de LPS mais responsdvel pela actividade endotédxica é

o lipido A.



Consequentemente, tem sido feito um grande esforco para
atenuar os atributos téxicos de LPS ou lipido A, sem diminuir os
beneficios imunoestimulatérios destes compostos. De entre estes
esforcos, foram notdveis os de Edgar Ribi e seus associados, os
quais resultaram na producdo do 4'-monofosforil lipido A
3-0O-desacilado derivado do lipido A (3D-MLA; composicgdes
compreendendo 3D-MLA sdo comercializadas sob a marca registada
MPL® de Corixa Corporation (Seattle, WA)). O 3D-MLA mostrou ter,
essencialmente, as mesmas propriedades imunocestimulatdrias que o
lipido A, mas menor endotoxicidade (Myers et al., U.S. Pat.
N¢ 4912094). Myers et al., também referiu um método para a
producadao de 3D-MLA, como se segue. Em primeiro lugar, o LPS ou
lipido A obtido a partir de uma estirpe mutante profundamente
rugosa de uma bactéria gram-negativa (e. g., Salmonella
minnesota R595) é submetida a refluxo em solugdes de 4acido
mineral de forca moderada (e. g., HC1 0,1 N), durante um
periodo de, aproximadamente, 30 min. Isto leva a desfosforilacgéo
na posicgao 1 da glucosamina de extremidade redutora e
descarbo-hidratacdo na posicado 6' da glucosamina nao redutora do
lipido A. Em segundo lugar, o lipido A desfosforilado,
descarbo-hidratado (também conhecido como monofosforil lipido A
ou MLA) ¢é submetido a hidrélise alcalina por, por exemplo,
dissolucdo num solvente orgénico, tal como clorofdédrmio:metanol
(CM) 2:1 (v/v), saturando a solucdo numa solucdo aquosa de NayCOsz
0,5 M a pH 10,5 e evaporacao flash do solvente. Isto leva a uma
remocado selectiva da porcdo de A&cido B-hidroximiristico na
posicdo 3 do lipido A, resultando em 4'-monofosforil lipido A 3-

O-desacilado (3D-MLA).

A qualidade do 3D-MLA produzido pelo método acima descrito
¢ altamente dependente da pureza e composicdo do LPS obtido a

partir da bactéria gram-negativa. Para um exemplo, o componente



lipido A de LPS ¢é uma mistura de espécies estreitamente
relacionadas que contém entre cerca de b5-7 porcdes de 4&acido
gordo. Na formagdo de 3D-MLA, como é claro a partir da discusséo
acima, uma porcdo de &cido gordo é removida, produzindo 3D-MLA
com entre cerca de 4-6 porcgdes de 4&cido gordo. E geralmente
considerado que o 3D-MLA com, pelo menos, 6 porgdes de &acido
gordo ¢é preferido em termos da combinacdo de Dbeneficios
imunoestimulatdérios mantidos ou melhorados, toxicidade reduzida
e outras propriedades desejadas (Qureshi e Takayama, em "The
Bacteria™, Vol. XI (Iglewski e Clark, eds.), Academic Press,

1990, p. 319-338).

Para outro exemplo, a extracg¢do a escala comercial de LPS a
partir de bactéria gram-negativas envolve, tipicamente, o método
de Chen (Chen et al., J. Infect. Dis. 128:543 (1973));
nomeadamente extraccado com CM, o que leva a uma fase de CM rica
em LPS e fosfolipido, a partir da qual o LPS pode ser
posteriormente purificado. Contudo, a purificacdo de LIPS a
partir da fase de CM rica em LPS e fosfolipido necessita,
tipicamente, de multiplos passos de precipitacdo para obter LPS
de suficiente pureza para utilizacéao em aplicacdes
imunoestimulatérias, tal como, por exemplo, utilizacdo como um

adjuvante de vacina.

Por esse motivo, seria desejado ter métodos para preparar,
de um modo conveniente, composicdes de LPS altamente puras. Além
disso, seria desejado ter métodos para gerar composicgdes de LPS
cujas composigcdes tenham 3D-MLA com niveis aumentados de

congéneres de hexa-acilo.

Tém sido utilizados técnicas de fermentacdo conhecidas para

preparar culturas de bactérias gram-negativas, compreendendo LPS



facilmente ©purificédvel. Estas técnicas conhecidas envolvem,
tipicamente, a colheita de culturas |bacterianas em fase
estacionadria precoce, mantendo-as de acordo com préaticas
bacterioldégicas convencionais. Contudo, foi observado que o grau
de acilacdo de LPS produzido de acordo com condicdes conhecidas
é variavel. Por exemplo, o teor de espécies de hepta-acilo no
lipido A de 8. minnesota RbL95 pode variar desde 20% a 80%,
dependendo do lote (Rietschel et al., Rev. Infect. Dis. 9:S527
(1987)). Esta variabilidade no teor em congénere hepta-acilo
poderia resultar nas diferencas significativas no teor em
congénere hexa-acilo no 3D-MLA preparado a partir destes lotes

de LPS.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengdo refere-se a um método de extracgdo do
lipopolissacarido (LPS) a partir de uma cultura de células da

estirpe bacteriana mutante profundamente rugosa, compreendendo:

(a) extrair as células com uma solucéo consistindo
essencialmente de, pelo menos, cerca de 75% em peso de um alcool
alifdtico, possuindo desde 1 a 4 &tomos de carbono e a &gua de
equilibrio, produzindo, desse modo, células com teor reduzido em

fosfolipido;

(b) extrair as células com teor reduzido em fosfolipido com uma
solucdo compreendendo clorofdédrmio e metanol (CM) produzindo,
desse modo, uma solucdo de LPS em CM, em que a extraccdao com
dlcool alifatico é realizada a uma temperatura entre 35 °C e

65 eC.



Este método proporciona solucdes de LPS em CM que possuem
teor reduzido em fosfolipido e que sdo, por esse motivo,
adequadas para posterior modificacdo e purificacdo para 3D-MLA.
0 método envolve passos relativamente simples e pouco

dispendiosos.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Os desenhos seguintes formam parte da presente descricado e
estdo incluidos para demonstrar, adicionalmente, determinados
aspectos da presente invencdo. A invencdo pode ser melhor
compreendida por referéncia a um ou mais destes desenhos, em
combinacdo com a descricdo detalhada de formas de realizacéao

especificas aqui apresentadas.

A Figura 1 mostra placas de TLC de extractos de etanocl e
amostras de LPS obtidas com diferentes temperaturas, durante as
extraccbes de etanol. A placa da esquerda mostra, visto da
esquerda para a direita, os extractos de etanol a temperaturas
de 22 °C, 37 °eC e 50 °C. A amostra mais a direita desta placa é
uma amostra de ILPS auténtica. A placa da direita mostra o LPS
obtido a partir de cada preparacadao. As amostras nas pistas 3, 4
e 5 correspondem ao LPS das células submetidas a pré-extraccdes
com etanol a 22 ¢C, 37 ¢C e 50 9C, respectivamente. As Dbandas
pesadas a Rf ~0,6 correspondem a impurezas do fosfolipido e &cido
gordo. Os niveis destas impurezas sdo reduzidos pelo aumento da
temperatura das extraccgdes com etanol e sdo muito reduzidos na

amostra que fol pré-extraida a 50 °C.



DESCRICAO DE FORMAS DE REALIZACAO ILUSTRATIVAS

Os lipopolissacdridos s&o o principal constituinte lipidico
na camada exterior da membrana exterior de bactérias
gram-negativas. A parte de lipopolissacadrido de wuma bactéria
gram-negativa compreende, entre outros componentes, o lipido A.
como ja& foi descrito, o lipido A pode ser descarbo-hidratado e
parcialmente desfosforilado para produzir monofosforil lipido A
(MLA) e o MLA pode ser selectivamente desacilado na posicao 3

para produzir 4'-monofosforil lipido A 3-0O-desacilado (3D-MLA).

Contudo, o lipido A produzido por bactérias gram-negativas
compreende, tipicamente, vAarias espécies que tém a mesma
estrutura geral do lipido A, mas diferem no numero de porcgdes de
dcido gordo que contém. 0Os grupos de espécies de lipido A com o
mesmo namero de adcidos gordos sao referidos aqui como
“congéneres”. 0Os congéneres do lipido A que possuem desde 4 a
7 porcdes de éacido gordo sao produzidos por cultura padrdo a
escala comercial, de bactéria gram-negativas, tal como
S. minnesota R595. Como resultado, o 3D-MLA produzido de, e. g.,
lipido A de S. minnesota R595 tem uma composicdo congénere gue
varia, tipicamente, desde 3 a 6 porcdes de &acido gordo (uma vez

que o 3D-MLA sofreu perda de uma porcgado de acido gordo).

A heterogeneidade na composicdo congénere de 3D-MLA (via
lipido A e MLA) ¢é atribuivel a duas fontes: (1) wvariabilidade
biossintética na montagem do lipido A e (2) perda de porgdes de
dcido gordo da estrutura principal do 1lipido A, durante o
processamento para 3D-MLA. Apesar de nado estar limitado pela
teoria, pensa-se que a variabilidade biossintética ocorra devido
a especificidade ndo absoluta do substrato das aciltransferases

envolvidas dos passos terminais da biossintese do 1lipido A,



entre outras explicacgdes. A perda de porgdes de acido gordo da
estrutura principal do lipido A também pode ocorrer durante as
hidrélises &cida e alcalina utilizadas, tipicamente, na producéo

de 3D-MLA.

Surpreendemente, foi verificado que a composicdo congénere
de 3D-MLA pode ser alterada por alteracdo dos parametros de um
processo de cultura de uma estirpe bacteriana mutante
profundamente rugosa que produz o lipido A. Especificamente,
verificou-se que manter a cultura da estirpe bacteriana mutante
profundamente rugosa na fase estaciondria durante, pelo menos,
cerca de 5 h antes da colheita, resulta numa alteracdo nas
proporgdes de congéneres de lipido A assim produzidos, de tal
modo que, tipicamente, pelo menos, cerca de 20% em moles do
tultimo 3D-MLA produzido a partir do lipido A contém 6 A&acidos
gordos. De um modo preferido, pelo menos, cerca 50% em moles do
3D-MLA contém 6 4acidos gordos. Verificou-se gue uma manutencéo
no tempo de fase estacionaria de cerca de 5,5 h é
particularmente eficaz. Isto ¢é contrdrio aos ©processos de
cultura tipicos conhecidos na técnica, em que a colheita ocorre
quase imediatamente apds a introducdo da cultura na fase
estaciondria; no processo conhecido, o teor em congénere do LPS
¢ altamente variavel e resulta em 3D-MLA com teor varidvel em

congénere hexa-acilo.

Por “estirpe bacteriana mutante rugosa profunda” entende-se
uma estirpe de uma bactéria gram-negativa, possuindo um fendtipo
rugoso profundo. Um fendétipo “rugoso profundo” significa que a
porcédo de polissacarido ligada ao lipido A consiste em apenas
cerca de 2-3 residuos de acido 2-ceto-3-desoxi-D-manooctuldnico
(KDO) . De um modo preferido, a estirpe bacteriana mutante rugosa

profunda ¢é seleccionada do género Salmonella. De um modo mais



preferido, se a estirpe bacteriana mutante rugosa profunda for
do género Salmonella, é da espécie Salmonella minnesota e, de um
modo ainda mais preferido, ¢é da estirpe Salmonella minnesota
R595. Podem ser utilizadas outras estirpes bacterianas mutantes
rugosas profundas, tal como estirpes Proteus mirabilis, entre

outras.

Pode ser wutilizada qualguer técnica apropriada para fazer
crescer uma estirpe bacteriana mutante rugosa profunda.
Tipicamente, isto vai envolver a utilizacdo de, pelo menos, um
biorreactor a escala comercial. Numa forma de realizacédo, a
técnica envolve inocular um biorreactor relativamente peqgqueno
(e. g., 15 L) com células da estirpe bacteriana mutante rugosa
profunda, fazer <crescer a estirpe bacteriana mutante rugosa
profunda até uma fase estaciondria, seguido por transferéncia
asséptica do caldo de células 15-L para um biorreactor maior

(e. g., 750 L).

O crescimento pode ser realizado em qualquer meio conhecido
ou descoberto, para permitir o crescimento da estirpe bacteriana
mutante profunda rugosa. Numa forma de realizacgcado preferida, o
meio €& M9, uma mistura de sais inorgénicos suplementada com
dextrose e &cidos casamino. A composicdo de M9 é bem conhecida

prelos especialistas na técnica.

Apds a estirpe bacteriana mutante profunda rugosa ter sido
mantida em fase estaciondria durante, pelo menos, cerca de 5 h,
as células podem ser colhidas da cultura e o LPS extraido das
células. Podem ser empregues técnicas conhecidas para colher
células da cultura e extrair o LPS das células, embora uma
técnica preferida para a extraccdo de LPS das células seja

descrita abaixo.



A  colheita pode ser realizada por qualquer técnica
conhecida. Numa forma de realizacdo preferida, apds a cultura
celular ter sido mantida na fase estaciondria durante, pelo
menos, cerca de 5 h, os teores do biorreactor sao bombeados para
um aparelho de filtracao tangencial para separar © meio gasto

das células.

O LPS é depois extraido das células através de qualguer
técnica apropriada. As técnicas conhecidas incluem o método de
Galanos, o qual envolve a extracgdo de LPS com uma mistura de
fenol, cloroférmio e éter de petrdleo (PCP), seguido por
evaporacao do clorofdérmio e éter de petrdleo, adigdo de acetona
e A4Agua para precipitar o LPS e recuperagcdo do LPS por
centrifugacdo ou filtracdo (Galanos et al., Eur. J. Biochem.
9:245 (1969)) e o método de Chen, citado acima, o qual envolve a
extraccdo do LPS com uma mistura de clorofédrmio e metanol (CM),

seguido por uma série de passos de precipitacdo de metanol.

Um aperfeigcoamento do método de Chen é descrito abaixo e é
preferido para a producdo de LPS e o0s seus derivados, para

aplicacdes comerciais.

Independentemente da técnica de extraccgdo, o resultado €& um
LPS seco, substancialmente puro, o qual pode ser ainda
processado por hidrélise acida sequencial e hidrdlise alcalina
para formar 3D-MLA, como ensinado por Ribi, Pat. U.S. N¢ 4436727
e Myers et al., Pat. U.S. Ne 4912094. Para resumir os
ensinamentos destas referéncias, como uma forma de realizacéo
preferida para a formagdo de 3D-MLA, o LPS é feito reagir com um
dcido orgénico ou inorgadnico e depois liofilizado para produzir

MLA. O &cido inorgénico §&, de um modo preferido, acido



cloridrico, &cido sulfurico ou &cido fosfdérico. O acido orgénico
¢, de um modo preferido, &cido toluenossulfénico ou &cido
tricloroacético. A reaccdo pode ser realizada a uma temperatura
entre cerca de 90 °C e cerca de 130 ¢C, durante um periodo de
tempo suficiente para completar a hidrdlise, geralmente, entre
cerca de 15 min e cerca de 60 min. O MLA pode ser tratado com um
solvente, de um modo preferido, acetona, para dissolver 4acidos
gordos e outras impurezas e o solvente de &cido gordo rico em

impurezas € removido.

Depois disso, o MLA é submetido a tratamento
alcalino moderado para remover, selectivamente, o} acido
B-hidroximiristico da posigdo 3 do MLA (sob condig¢des alcalinas
moderadas, apenas o acido pB-hidroximiristico na posicdo 3 estéa
instédvel). O tratamento alcalino moderado pode ser realizado em
meios aquosos ou orgédnicos. 0Os solventes orgédnicos apropriados
incluem metanol ou outros &lcooils, dimetilsulfdéxido (DMSO),
dimetilformamida (DMF), clorofdérmio, diclorometano ou as suas
misturas, entre outros. Também podem ser empregues combinacdes

de &gua e solventes orgénico misciveis em agua.

A base alcalina utilizada para realizar a hidrdlise &, de
um modo preferido, seleccionada de hidrdéxidos, carbonatos,
fosfatos ou aminas. As Dbases inorganicas ilustrativas incluem
hidréxido de sdédio, hidréxido de potéssio, carbonato de sddio,
bicarbonato de potassio, bicarbonato de sdédio e bicarbonato de
potédssio, entre outros. As bases orgdnicas ilustrativas incluem
alquilaminas (tais como dietilamina e trietilamina, entre

outras), entre outras.

Em meios aquosos, o pH estéd, tipicamente, entre cerca 10 e

cerca de 14, de um modo preferido, entre cerca de 10 e cerca
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de 12. A reaccgdo de hidrdédlise é, tipicamente, realizada a desde
cerca de 20 9°C a cerca de 80 ¢C, de um modo preferido, desde
cerca de 50 °C a cerca de 60 °C, durante um periodo de cerca de

10 min a cerca de 48 h.

Uma técnica preferida para hidrdélise alcalina envolve a
dissolugdo de MLA em CM 2:1 (v/v), saturando a solucgdo com um
tampdo aquoso de NayCO; a 0,5 M a pH 10,5 e, depois, evaporacao
flash do solvente a 45-50 °C sob um aspirador a vacuo

(aproximadamente 100 mm de Hg).

A presente invencdo refere-se a um método de extraccdo de
lipopolissacdrido (LPS) a partir de uma cultura de células de

estirpe bacteriana mutante profunda rugosa, compreendendo:

(a) extrair as células com uma solucéao consistindo
essencialmente de, pelo menos, cerca de 75% em peso de um &lcool
alifatico, possuindo desde 1 a 4 atomos de carbono e a agua de
equilibrio produzindo, desse modo, células com teor reduzido em

fosfolipido;

(b) extrair as células com teor reduzido em fosfolipido com uma
solugdo compreendendo clorofdérmio e metanol produzindo, desse
modo, uma solugdo de LPS em clorofdrmio e metanol, em que a
extracgcdo com alcool alifatico é realizada a uma temperatura

entre 35 ¢C e 65 °C.

As células da estirpe bacteriana mutante profunda rugosa, a
sua cultura e métodos de preparagdo da cultura, sao como
descrito acima. De um modo preferido, a estirpe bacteriana
mutante profunda rugosa é seleccionada dos géneros Salmonella ou

Escherichia. De um modo mais preferido, se a estirpe bacteriana
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mutante profunda rugosa for do género Salmonella, ¢é da espécie
Salmonella minnesota e, de um modo ainda mais preferido, ¢é a
estirpe Salmonella minnesota R595. Se a estirpe bacteriana
mutante profunda rugosa for do género Escherichia, de um modo
mais preferido, é da espécie Escherichia coli e, de um modo mais

preferido, é a estirpe Escherichia coli D31m4.

O primeiro passo de extracgcdo pode ser realizado com
qualquer &lcool alifdtico de cadeia curta. O &lcool alifético
pode ser linear, ramificado ou ciclico. De um modo preferido, o

dlcool alifatico tem desde 2 a 4 atomos de carbono e € miscivel

em &dgua. De um modo mais preferido, o &lcool alifatico é etanol.

A solugdo compreendendo o alcool alifatico pode compreender
qualquer proporcdo de 4&lcool alifdtico de 75% em peso ou
superior. De um modo preferido, a solucdo compreende entre cerca
de 85% em peso e cerca de 95% em peso de 4lcool alifético.
Essencialmente, o equilibrio da solugcdo ¢é 4&gua. Podem estar
presentes vestigios de outros compostos como resultado de
purificagdo incompleta ou outra contaminagédo do alcool alifatico

e componentes da agua da solucéo.

A temperatura a qual o primeiro passo de extracgdo é
realizado pode ser qualquer temperatura que seja eficaz no
fornecimento de extraccdo suficiente de fosfolipido, a partir de
células cultivadas. De um modo preferido, a temperatura esté
entre cerca de 35 ¢C e cerca de 65 ¢eC. De um modo mais
preferido, a temperatura estd entre cerca de 45 <°C e cerca

de 55 @ecC.

Outros paradmetros do primeiro passo de extracgdo, tais como

a taxa de adicdo da solucdo de é&alcool alifatico, duracédo do
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contacto da solucdo e das células e agitacdo ou a sua auséncia,
entre outros, podem ser rotineiramente variados por um

especialista na técnica.

O primeiro passo de extraccdo resulta (i) numa fase de
solugdo de &lcool alifatico rica em fosfolipido e (ii) células
com um teor reduzido em fosfolipido. O componente LPS das
membranas celulares separa-se, substancialmente, completamente

das células com um teor reduzido em fosfolipido.

0O segundo passo de extraccdo envolve a extraccao das
células com um teor reduzido em fosfolipido, com uma solucdo de

cloroférmio:metanol (CM) .

Qualguer proporcdao de clorofdédrmio e metanol conhecida por
ser adequada para utilizacdo na extraccdo de LPS de membranas
celulares (tal como no método de Chen) pode ser utilizada no
segundo  passo de extraccdao. Tipicamente, a proporgao de
cloroférmio para metanol é desde cerca de 2:1 a cerca de 9:1. As
misturas de solventes com propriedades equivalentes as de CM
também podem ser utilizadas para obter LPS a partir de células

com um teor em fosfolipido reduzido.

Uma vantagem do presente método em relacdo ao método de
Chen reside na remocdo de fosfolipido no primeiro passo de
extraccado. Considerando que a extracgcdo com CM do método de Chen
resulta numa solugdo de LPS que contém niveis substanciais de
fosfolipidos, o segundo passo de extraccdo da presente invencgao,
sendo realizado em células com um teor reduzido de fosfolipido,
resulta numa solugcédo rica em LPS que ¢é substancialmente
desprovida de fosfolipidos. Os métodos alternativos de producéo

de  preparacgdes de LPS que sao relativamente livres de
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fosfolipidos, tal como o método de Galanos (ver acima), séo
menos desejados, uma vez que nado sado favordveis para producdo em
grande escala, utilizam misturas de solventes que apresentam
problemas ao nivel da saude e seguranca (e. g.,

fenol:clorofdérmio:éter de petrdleo) ou ambos.

Dada a auséncia substancial de fosfolipido da solucédo de
LPS, a purificacdo adicional do LPS, de acordo com este método,
¢, geralmente, mais simples e menos dispendiosa do que sob o
método de Chen. Verificou-se que pode ser formado um residuo de
LPS seco de pureza suficiente, por evaporacdo do clorofdédrmio e

metanol a partir da LPS solucgéo.

Opcionalmente, o LPS pode ser adicionalmente processado,
tal como pelos passos de hidrdélise 4acida e hidrdlise alcalina

descritos anteriormente, para produzir MLA ou 3D-MLA.

O 3D-MLA produzido pelo seguimento dos métodos descritos
anteriormente pode ser utilizado para varios fins. Uma
utilizacdo preferida é como um imunostimulante ou adjuvante para
composicgdes farmacéuticas, compreendendo um polinucledtido
imunogénico, polipéptido, anticorpo, célula T ou célula
apresentadora de antigénio (APC) . Um imunostimulante ou
adjuvante refere-se, essencialmente, a qualquer substdncia que
aumente ou potencie uma resposta imune (mediada por anticorpo

e/ou célula) para um antigénio exdgeno.

Uma resposta imune gque o MLA ou 3D-MLA, produzidos de
acordo com a presente invencédo, pode estimular € o tipo Thl. Foi
observado que uma combinacdo de monofosforil lipido A (MLA), de
um  modo preferido, monofosforil lipido A 3-0-desacilado

(3D-MLA), em conjunto com um sal de aluminio, €é eficaz como um
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adjuvante para desencadear uma resposta predominantemente de
tipo Thl. 0Os elevados niveis de citocinas do tipo Thl (e. g.,
IFN-y, TNFoa, IL-2 e 1IL-12) tendem a favorecer a indugao de
respostas imunes mediadas por células, para um antigénio
administrado. Pelo contrdrio, elevados niveils de citocinas do
tipo Th2 (e. g., IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10) tendem a favorecer a
inducdo de respostas imunes humorais. Apds a aplicacdo de uma
composicdo farmacéutica compreendendo MLA ou 3D-MLA, um doente
ird suportar uma resposta imune que inclui respostas do tipo Thl
e Th2. Quando a resposta ¢é predominantemente do tipo Thl, o
nivel de <citocinas do tipo Thl ird aumentar para uma maior
extensdo do que o nivel de citocina do tipo Th2. 0Os niveis
destas «citocinas podem ser facilmente avaliados utilizando
ensaios padrdo. Para uma revisdo das familias de citocinas, ver

Mosmann e Coffman, Ann. Rev. Immunol. 7:145-173, 1989.

Numa forma de realizacgdao preferida, o sistema adjuvante
inclui a combinagdo de um monofosforil lipido A (MLA), de um
modo preferido, 3D-MLA, com um derivado de saponina (tal como
Quil A ou os seus derivados, incluindo QS21 e QS7 (Aquila
Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA); Escin; Digitonin; ou
saponinas de Gypsophila ou Chenopodium quinoa), tal como a
combinagcdo de QS21 e adjuvante 3D-MLA, como descrito no
documento WO 94/00153 ou uma composicdo menos reactogénica, onde
0 QS21 é mitigado com colesterol, como descrito no documento
WO 96/33739. Outras formulacdes preferidas compreendem uma
emulsdo 6leo em &gua e tocoferol. Outra formulacdo adjuvante
particularmente preferida empregando QS21, 3D-MLA e tocoferol

numa emulsdo éleo em Agua € descrita no documento WO 95/17210.
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EXEMPLO 1 - Métodos gerais

A. Preparacgdo do meio

O crescimento celular foi conduzido em meio M9, o qual é
preparado pela combinacao de solucdes estéreis de sais
inorganicos, &cidos casamino e dextrose. A solugdo salina M9 é,
tipicamente, preparada no fermentador e contém os seguintes
sais: 2,0 g/L de NaCl, 0,2 g/L de MgSOs-7H;0, 3,0 g/L de KH;POg,
6,0 g/L de NayHPO, e 1,0 g/L de NH,Cl. As solucgbes estéreis de
dcidos casamino a 20% (p/v) (20 mL/L) e dextrose a 50% (p/v)
(32 mL/L) s&o depois adicionadas assepticamente ao fermentador

para produzir o meio completo.

B. Crescimento de sementes

Tipicamente, um baldo Erlenmeyer estéril de 250 mL
foi carregado com 50 mL de meio M9 estéril. Um frasquinho de
sementes de Salmonella minnesota R595 (ca. 10° cfu)
foi descongelado e adicionado ao baldo, o qual foi depois wvedado
com um tampdo de gaze. A cultura foi incubada, a 37 °C, durante

6—-8 h, até o crescimento robusto ser evidente.

C. Crescimento celular

As culturas de Salmonella minnesota R595 foram colocadas a
crescer num fermentador BioFlo III (New Brunswick Scientific,
Inc.) eqgquipado com um vaso de vidro de 2,5 L. Numa corrida
tipica, o recipiente foi carregado com 2,0 L de solugado de

sais M9, autoclavado e solucdes estéreis de 4&cidos casamino e
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dextrose foram depois adicionadas assepticamente. O fermentador
foi equipado com linhas de alimentacdo para anti-espuma (SAG-471
a 0,1%, Witco Corp.) e NH4OH (30%) bem como sondas para pH, dO,,
e espuma. O meio foi ajustado para pH 6,9, utilizando a
alimentacdo de NH,OH. O fermentador foi depois inoculado com toda
a cultura de sementes e foi incubado, a 37 ¢C, com aspersadao de
ar (tipicamente 2,0 Lpm) e agitacdo (tipicamente 50 rpm). A fase
de crescimento da cultura foi monitorizada por medicdo da
densidade odptica a 590 nm. As células foram recolhidas por
centrifugacdo ou filtracdo de fluxo tangencial, lavadas com &agua

e liofilizadas.

D. Extraccdo de lipopolissacarido (LPS)

O LPS foi isolado, de acordo com o procedimento de Qureshi
et al., (1986) com ligeiras modificacdes. Numa corrida tipica,
as células secas foram primeiro agitadas a uma concentracdo de
20 mg/mL em etanol a 90% (v/v), & temperatura ambiente, durante
1 h, e foram depois recuperadas por filtracdo de vacuo. As
células foram submetidas a uma segunda extracg¢do com etanol,
seguido por extraccgdes sequenciais com acetona e dietiléter
(15 min cada, ambas a 40 mg/mL com base no peso inicial) e o pd
de éter resultante foil deixado a secar ao ar, de um dia para o
outro. Entretanto, uma solucdo de fenol (89%):clorofdérmio:éter
de petrdleo 19:45:72 (v/v/v; abreviado como PCP) foi preparado e
deixado a repousar, de um dia para o outro. 0 pd de éter foi
suspenso em PCP, o qual foi eliminado por decantacdo da agua em
excesso, a uma concentracdo de 70 mg/mL. A solucgdo foi agitada
durante 30 min e foi depois centrifugada (3000 x g, 15 min,
0-5 ¢C). A fraccao sobrenadante foi decantada para um frasco de

fundo redondo e o pélete celular foi extraido uma segunda vez
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com PCP. As fracgbdes de sobrenadante foram combinadas e
evaporadas por evaporador rotativo, a 40 <¢C, até todos os
solventes voladteis serem largamente removidos. O volume restante
foi depois medido. A &gua foi adicionada, gota a gota, até uma
turbidez persistente ser evidente e, depois, foram adicionados
5 volumes de acetona, seguido por 1 volume de dietiléter (ambos
arrefecidos num banho de gelo) a solucdo de fenol, com mistura
rapida. A solucdo foi colocada num banho gelado durante 30 min
e, depoils, o LPS precipitado foi recuperado por centrifugacao
(5000 x g, 15 min, 0-5 2C). Foi geralmente necessario filtrar
por gravidade o sobrenadante para recuperar qualquer LPS gque néao
permaneceu no pélete. O LPS foi lavado uma vez num volume minimo
de acetona fria, recuperado por centrifugacdo/filtracédo e foi
depois seco sob vacuo. Os rendimentos tipicos foram 4-5%, com

base no peso seco inicial de células.

E. Preparacdo de 4'-monofosforil lipido A (MLA)

O LPS foi suspenso em adgua a uma concentracdo de 10 mg/mL,
utilizando sonicacédo em banho, a 45-55 ¢C, para auxiliar a
dispersdo do material sdélido. A solugdo resultante deve ser
ligeiramente turbida, sem sélidos visiveis a olho nu. A esta
solucdo foi adicionado 1 volume de HC1 0,2 N e foi depois
colocada num banho de &gua a ferver, durante 15 min. A reaccéo
foi mitigada num banho gelado e foi, depois, extraida com
5 volumes (relativamente a solucéo de LPS inicial) de
cloroférmio:metanol 2:1 (v/v). A solucdo bifédsica foi agitada
com vbértex e as fases foram separadas por centrifugacdo a baixa
velocidade (500-1000 x g). A fase inferior foi recuperada e

evaporada sob azoto, produzindo MLA em bruto.
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F. Preparacdo de 4'-monofosforil lipido A 3-0O-desacilado

(3D-MLA)

O MLA em bruto foi dissolvido em clorofdérmio:metanocl 2:1
(v/v) a uma concentracdo de entre cerca de 1-5 mg/mL, e 3,0 mL
desta solucdo foram transferidos para um tubo de teste de
16 x 100 mm. 0,4 mL de metanol adicionais foram adicionados ao
tubo e este foi depois colocado num banho de &gua, a 50 <2C,
durante 10 min. A reacg¢do foi iniciada por adicdo de 40 pL de
KHCO3 a 0,5 M, pH 10,5 e a solucado foi incubada, a 50 ¢C, durante
20 min. No final deste periodo de tempo, o tubo foi removido do
banho de 4adgua e a reaccdo foi mitigada por adicdo de 2,0 mL de
HC1 0,1 N (arrefecido), seguido por agitacdo com vdrtex. O
3D-MLA foi recuperado por adicado de 1,0 mL de metanol, agitacéao
com vértex, centrifugacdao (500-1000 x g) e evaporacdo da fase

inferior (orgdnica) até a secura, sob azoto.

EXEMPILO 2 - Métodos Analiticos

A. Cromatografia em camada fina (TLC) de MLA e amostras

relacionadas

Todas as analises de TLC foram realizadas utilizando
placas de 5 x 10 cm revestidas com Silica Gel 60 (E Merck). As
amostras foram geralmente aplicadas as placas de TLC como
solugdes de 10 mg/mL em clorofdérmio:metanol 4:1 (v/v), com 3 uL
de solucdo (30 pg de amostra) aplicados em pequenos pontos a uma
linha de 5 mm utilizando uma pipeta capilar. As placas foram
desenvolvidas com um sistema de solvente compreendendo
cloroférmio/metanol/adgua/hidréxido de aménio 50:31:6:2 (v/v). As

bandas desenvolvidas nas placas foram visualizadas por spray com
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uma solucdo de A4acido fosfomolibdico a 10% (p/v) em etanol,
seguido por carbonizacdo a 150-160 <C. Em alguns casos, as
intensidades relativas dos pontos foram quantificadas por
densitometria de varrimento com um Shimadzu CS9000U Dual
Wavelength Flying Spot Scanner (Shimadzu Corp.), utilizando um

comprimento de onda de varrimento de 520 nm.

B. Anadlise de MLA/3D-MLA por cromatografia liquida de

elevado desempenho (HPLC)

As amostras a serem analisadas foram primeiro convertidas
para a forma &cida por lavagem da solucdo de 3-5 mg de amostra
em 5 mL de clorofdérmio:metanol (2:1 v:v) com 2 mL de HC1 0,1 N.
O sistema bifdsico foi agitado com vértex, centrifugado e a fase
inferior (orgénica) foi transferida para um tubo de teste e
evaporada sob uma corrente de azoto. O residuo foi depois
metilado por tratamento com diazometano. Brevemente, foi
preparada uma solucdo etérea de diazometano por colocacdo de
60-100 mg de 1l-metil-3-nitro-l-nitrososguanidina (MNNG; Aldrich)
num frasquinho de 2 dram, adigdo de 60 pL de dietiléter por mg
de MNNG, depois, adigado de 9 pL de NaOH 5 N por mg de MNNG,
enquanto se agita a solucgcdo a <-10 @°C. Apds o final da reaccgao,
a fase de éter amarelo-limdo foi seca, transferindo-a para um
segundo frasquinho que continha diversos péletes de NaOH e
submeteu-se a rotacado, todos a <-10 2°C. A amostra lavada com
adcido foi dissolvida em 1 mL de clorofdérmio:metanol 4:1 (v:v),
colocada num banho a <-10 °C e a solucdo de diazometano foi
adicionada, gota a gota, com agitacdo, até uma cor amarela
palida persistir. O solvente foi depois evaporado a temperatura
ambiente sob uma corrente de azoto e foi depois seca sob vacuo

durante, pelo menos, 30 min.
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As andlises cromatograficas foram conduzidas numa
coluna Cj;g de fase reversa (Nova-Pak, 4 um de tamanho de
particula, 8 mm x 10 cm [Waters]). As amostras metiladas foram
dissolvidas em clorofdédrmio:metanol 4:1 (v/v) a uma concentracdo
de 100 pg/mL e filtradas através de um filtro de seringa de PTFE
de 0,45 pm. Um volume de injecgao de 20-25 plL foi tipicamente
utilizado, seguido de eluicdédo com um gradiente linear de 20 a
80% de isopropanol em acetonitrilo, durante 60 min, a um caudal

de 2 mL/min com monitorizacgdo a 210 nm.

C. Andlise do teor em congénere de LPS por HPLC

O LPS tende a ser um material altamente heterogéneo,
devido a variabilidade 1) no numero de residuos de acgucar nas
regides de antigénio O e nucleares, 2) nas substituic¢des polares
na regido nuclear e nos fosfatos no lipido A e 3) no numero e
local de 4cidos gordos 1ligados a estrutura principal do
lipido A. E esta ultima fonte de variabilidade que ¢é de
interesse, relativamente ao teor em congénere de 3D-MLA (MPL®). A
hidrélise de LPS para MLA e 3D-MLA remove a variabilidade nas
regides de antigénio O e nucleares, contudo, introduz também
heterogeneidade adicional devido & perda nao controlada de
dcidos gordos ligados a O. Isto evita que o padrdo de acilacao
no LPS intacto seja conhecido de modo exacto. Como um modo de
contornar isso, foi desenvolvido um método em que os fosfatos e
a regido nuclear sao removidos sob condig¢des moderadas que nao
resultam na perda de &cidos gordos ligados a O. O lipido A
desfosforilado resultante (fosforil lipido A zero ou ZPL) pode
ser depois analisado por HPLC, produzindo um reflexo preciso do

padrdo de acilacdo no LPS parental.
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O método foi tipicamente realizado como se segue. Entre
0,5-5,0 mg de amostra de LPS foram hidrolisados em 200 uL de
dcido flouridrico concentrado durante 3-4 h, a 27 <°C. Esta
reaccado deve ser realizada num tubo de Teflon bem fechado e numa
hotte bem wventilada. O HF foi removido por evaporagao sob uma
corrente de azoto, a temperatura ambiente, e o hidrolisado foi
depois dissolvido em clorofédrmio:metanol 4:1 (v/v) e transferido
para um teste de tubo de 16 x 100 mm e o solvente foi evaporado
sob uma corrente de azoto. O residuo foi suspenso em 1,0 mL de
trietilamina a 0,1%, utilizando sonicacgao em banho, foi
adicionado 1,0 mL de NaOAc a 40 mM e o tubo foi suspenso num
banho de 4dgua a ferver, durante 30-45 min. A reaccdo foi
mitigada por arrefecimento num banho gelado e o ZPL foi
recuperado por extracgdo com 5 mL de cloroférmio:metanol
2:1 (v/v). A fase orgédnica foi transferida para um pequeno
frasqguinho de tampa de rosca e o solvente foi evaporado sob
azoto. O ZPL foi derivatizado por adicdo de 200 pL de 10 mg/mL
de HCl1 0O-(3,5-dinitrobenzil)hidroxilamina (Regis Technologies,
Inc.) em piridina, fechando bem o frasquinho, depois, incubar, a
60 ¢C, durante 3 h. A piridina foi evaporada sob azoto e o
residuo foi depois seco sob vacuo durante >30 min. O residuo foi
depois suspenso em 500 pL de clorofdérmio:metanol 2:1 (v/v) e
carregado num leito de 0,5-1,0 mL de Accell-QMA (forma de
acetato; Waters) que foi pré-equilibrado no mesmo solvente. A
coluna foi enxaguada com um total de 5,0 mL de
clorofdérmio:metanol 2:1 (v/v) em diversas pequenas porgbes e o
eluato foi recolhido num tubo de teste de 16 x 100 mm. 2,0 mL de
HC1 0,1 N foi adicionado ao eluato, 0o sistema Dbifésico
foi agitado com vértex, centrifugado brevemente a 500-1000 x g,
e a fase inferior (orgénico) foi transferida para um outro

tubo de teste e evaporado sob azoto. O residuo foi dissolvido em
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100-300 pL de clorofdrmio:metanol 4:1 (v/v) e filtrado através
de um filtro de seringa de PTFE de 0,45 um. O filtro foi
enxaguado duas vezes com cloroférmio:metanol 4:1 (v/v) e o
filtrado foi evaporado sob azoto. 0O filtrado foi, por fim,
recuperado em 50-150 uL de <clorofdérmio:metanol 4:1 (v/v) e
transferido para um frasquinho auto-injector para andlise de
HPLC. As condig¢bes de HPLC foram como se segue: coluna Ci;g de
fase reversa (e. g., Waters), volume de 1injec¢cdo de 10 uL,
gradiente linear de 20 a 80% de isopropanol em acetonitrilo,

durante 60 min, a um caudal de 2 mL/min, monitorizado a 254 nm.

EXEMPLO DE REFERENCIA 3 - Comparacdo da composicdo

congénere de MLA/3D-MLA de culturas colhidas em diferentes

momentos

Uma série de <corridas de fermentador foi conduzida
com os seguintes parémetros: 2,0 L de meio M9 (pH inicial de
6,84-6,87), 2 Lpm de fluxo de ar, agitacdo a 50 rpm, 37 2C, sem
controlo de ©pH. As culturas foram monitorizadas através da
medicdo da densidade déptica a 590 nm e foram cessadas quando foi
alcancado o estadio de crescimento desejado. As células foram
processadas e extraidas como descrito acima, para produzir as
amostras de LPS, as quais foram depois hidrolisadas para MLA e
3D-MLA e analisadas por HPLC (ver Exemplos 1 e 2). Os resultados

estdo resumidos na Tabela 1.

23



Tabela 1. Composicdo congénere

de MLA e 3D-MLA de células

colhidas em diferentes idades.

Corrida | Descricgao Idade da | Tempo na MLA 3D-MLA
cultura fase
na estacionaria | hexa-acilo | hepta- hexa-acilo
colheita 3-0- acilo 3-0-
desacilado desacilado
A Exponencial 6,75 h N/A 12,4% 12,2% 9,9%
tardia
B Fase 9,5 h ~0,5 h 9,2% 6,8% 9,2%
estaciondria
precoce
C Fase 15 h ~6 h 19,5% 13,2% 21,5%
estaciondria
tardia
Os dados mostram que as culturas de S. minnesota R595
alteram 0 padrao de acilacéao dos seus LPS durante a
fase estaciondria, resultando num aumento no teor global de
hexa—-acilo 3-O-desacilado mais espécies hepta-acilo em MLA
derivadas deste LPS e isto origina, por sua vez, 0 teor
aumentado de espécies hexa-acilo 3-0-desaciladas em 3D-MLA,
preparadas a partir deste MLA.
EXEMPLO DE REFERENCIA 4 - Comparacdo da composicao

congénere de LPS a partir de culturas colhidas em diferentes

momentos

Uma série de corridas de fermentador foi conduzida com os

seguintes parametros: 2,0 L de meio M9
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6,84-6,87), 2 Lpm de fluxo de ar, agitacao a 225 rpm, 37 ¢C, sem

controlo de pH. O estddio de crescimento das culturas foi

monitorizado através da medicdo da densidade éptica a 590 nm. As
células foram processadas e extraidas como descrito no Exemplo 1

para produzir amostras de ILPS. As amostras de LPS foram

hidrolisadas para ZPL e analisadas por HPLC, como descrito no

Exemplo 2. Os resultados estdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo congénere de LPS a partir de células

colhidas em diferentes idades.

Corrida | Descrigdo Idade da | Tempo na Teor em congénere
cultura fase
na estaciondria | hexa—-acilo | hexa-acilo | hepta-
colheita 3-0O-acil 3-0- acilo
desacilado
B Fase 9 h ~0,5 h 76% 0% 24%
estacionéria
precoce
C Fase 15 h ~6 h 48% 17% 19%
estacionaria
tardia
Ndo foi detectado componente hexa-acilo 3-O-desacilado no
LPS das células em fase estaciondria precoce (corrida A). Por

este motivo, a uUnica fonte de congéneres hexa-acilados em 3D-MLA

preparados a partir deste LPS seria o0 material hepta-acilado
(24%) . Pelo contrario, o LIPS das células colhidas na fase
estaciondria tardia continha ambas as espécies hepta-acilo e
hexa-acilo 3-0O-desacilado (19% e 17%, respectivamente) .

Ambas estas espécies iriam contribuir para o teor de hexa-acilo
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em 3D-MLA (MPL®) preparado a partir deste LPS. Foi inesperado
verificar que as células produzem espécies de hexa-acilo

3-0O-desacilado de LPS sob determinadas condigdes.

EXEMPLO 5 - Efeito da temperatura de pré-extracgdo na

pureza de LPS de S. minnesota R595

As células de S. minnesota R595 foram cultivadas num
fermentador de 80 L (New Brunswick Scientific) wutilizando
essencialmente as mesmas condigdes, como descrito no Exemplo 1.
As células foram concentradas por filtracdo de fluxo tangencial
mas nao foram centrifugadas e a pasta continha 51,5 mg de massa
celular seca por mL. Foram preparadas trés solucgdes, nas quais
aliquotas de 150 mL da suspensédo celular foram, cada, combinadas
com 600 mL de etanol. As solucdes de etanol foram agitadas
durante 1 h a 22 °C, 37 °C e 50°C e foram filtradas. As células
foram submetidas a uma segunda extraccdo com etanol, sob as
mesmas condicdes, excepto a wutilizacdo de etanol a 95%. As
células foram recuperadas por filtracdo por succédo e foram
depois extraidas, de um dia para o outro, em clorofdérmio:metanol
4:1 (v/v) a 50 °C. As solugbdes foram filtradas e os filtrados
foram evaporados em evaporador rotativo até a secura, produzindo
as preparagcdes de LPS. As amostras do primeiro e segundo
filtrados da extraccdo com etanol obtidos em cada temperatura,
bem como o LPS obtido a partir das células pré-extraidas, foram
analisadas por cromatografia em camada fina, de acordo com o
método no Exemplo 2. As imagens das placas de TLC sao mostradas

na Figura 1.

A Figura 1 mostra as placas de TLC de extractos de etanocl e

as amostras de LPS obtidas com diferentes temperaturas durante
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as extraccdes com etanol. A placa da esquerda mostra, visto da
esquerda para a direita, os extractos de etanol a temperaturas
de 22 °C, 37 °C e 50 °C. A amostra mais a direita desta placa é
uma amostra de LPS auténtica. A placa a direita mostra o LPS
obtido a partir de cada preparacao. As amostras nas pistas 3, 4,
e 5 correspondem ao LPS das células submetidas a pré-extraccdes
com etanol a 22 ¢C, 37 ¢C e 50 9C, respectivamente. As bandas
pesadas a Rf ~0,6 correspondem a impurezas do fosfolipido e &cido
gordo. Os niveis destas impurezas sdo reduzidos pelo aumento da
temperatura das extracgdes de etanol e sdao muito reduzidos na

amostra que fol pré-extraida a 50 °C.

E evidente a partir das placas de TLC na Figura 1 que a
pré-extraccdo com etanol a temperaturas elevadas ¢é eficaz na
remocdo de impurezas que, de outro modo, sdo co-extraidas com
cloroférmio:metanol 4:1 (v/v). A pré-extraccdo a 50 °C resulta

em LPS que € largamente livre dessas impurezas.

EXEMPLO 6 - Comparacdo de LPS obtido com e sem

pré—extracgdo com etanol

Trés lotes de células de S. minnesota R595 foram cultivados
num fermentador de 750 L (B. Braun), utilizando essencialmente
as mesmas condig¢des como descrito no Exemplo 1. As células
foram colhidas por filtracédo de fluxo tangencial e foi obtida
uma amostra da suspensao celular de cada lote e liofilizada. A
maior parte das células foram submetidas a duas pré-extraccgdes
com etanol a 90%, a 50 ¢°C, durante 1 h. As células foram
recuperadas por filtracdo de fluxo tangencial entre extraccgdes.
As células foram depois extraidas, de um dia para o outro, com

clorofédrmio:metanol 4:1 (v/v), sob refluxo. O extracto foi
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recuperado por filtracdo de fluxo tangencial e evaporado até a
secura. As amostras celulares liofilizadas foram extraidas, de
um dia para o outro, sob refluxo de clorofdédrmio:metanol 4:1
(v/v) e as solugbes foram filtradas e os filtrados foram
evaporados até a secura. As amostras de LPS obtidas com e sem
pré-extraccao com etanol foram analisadas por TLC,
essencialmente como descrito no Exemplo 2. As placas de TLC
foram examinadas desde cerca de Rf = 0,01 a 0,90 e a proporcao de
intensidade na regidao de LPS (Re = 0,01 a 0,020) para a
intensidade total foi calculada para cada amostra. Os resultados

sao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Pureza de LPS a partir das células com e sem

pré—-extracgdo com etanol.

Corrida | Numero de Lote Percentagem de intensidade total na

regido de LPS'

sem pré-extraccgdo [ com pré-extraccdo
com etanol com etanol
A 48020-B2698C 7 86
48020-C0598A 11 83
C 48020-C0598B 14 88

Nota:

Percentagem de intensidade total na regid&o de
LIPS = [(intensidade em R¢f = 0,01 a 0,20)/(intensidade em
Re = 0,01 a 0,90)] x 100
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Os resultados na Tabela 3 demonstram que o LPS obtido apds
a pré-extracgdo de células de S. minnesota R595 com etanol a
90%, a 50 °C, é substancialmente mais puro do que o material das

células sem pré-extraccéao.

Lisboa, 24 de Outubro de 2014
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REIVINDICACOES

Método de extraccdo de lipopolissacarido (LPS) a partir de
uma cultura de células de estirpe Dbacteriana mutante

profunda rugosa, compreendendo:

a. Extrair as células com uma solugdo consistindo
essencialmente de, pelo menos, 75% em peso de um
dlcool alifédtico, possuindo desde 1 a 4 atomos de
carbono e a &gua de equilibrio produzindo, desse

modo, células com teor reduzido em fosfolipido;

b. Extrair as células com teor reduzido em fosfolipido
com uma solugdo compreendendo clorofdérmio e metanol
produzindo, desse modo, uma solucdo de LPS em

cloroférmio e metanol,

em que a extraccgdo com &lcool alifdtico é realizada a uma

temperatura entre 35 °2C e 65 ¢°C.

Método da reivindicacdo 1, em que a estirpe bacteriana
mutante profunda rugosa ¢é dos géneros Salmonella ou

Escherichia.

Método da reivindicacdo 2, em que a estirpe bacteriana
mutante profunda rugosa do género Salmonella é da espécie

Salmonella minnesota.

Método da reivindicacdo 3, em que a estirpe bacteriana
mutante profunda rugosa da espécie Salmonella minnesota & a

estirpe Salmonella minnesota R595.



10.

11.

12.

Método da reivindicacdo 2, em que a estirpe bacteriana
mutante profunda rugosa do género Escherichia é da espécie

Escherichia coli.

Método da reivindicacdo 5, em que a estirpe bacteriana
mutante profunda rugosa da espécie Escherichia coli é da

estirpe Escherichia coli D31m4.

Método da reivindicacdo 1, em que o &lcool alifatico tem

desde 2 a 4 atomos de carbono.

Método da reivindicacdo 7, em que o 4&lcool alifatico ¢é

etanol.

Método da reivindicacdo 1, em que a solucdo compreendendo
dlcool alifatico compreende entre 85% em peso e 95% em peso

do &lcool aliféatico.

Método da reivindicacdo 1, em que a temperatura estd entre

45 °C e 55 ¢©C.

Método da reivindicacdo 1, compreendendo ainda evaporar o
clorofdérmio e metanol da solucdo de LPS produzindo, desse

modo, um residuo de LPS seco.
Método da reivindicacdo 11, compreendendo ainda submeter o

residuo de LPS seco a hidrdlise 4&cida sequencial e

hidrélise basica, para formar 3D-MLA.

Lisboa, 24 de Outubro de 2014
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