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“PROCEDIMENTO PARA SINTETIZAR UMA MISTURA DE
OLIGOSSACARIDEOS”

Setor técnico

A presente invengdo refere-se ao campo da medicina, em

particular a sintese quimica de oligossacarideos derivados de ribose-ribitol-

- fosfato, que sdo empregados como principio ativo em vacinas para a

prevengdo de infec¢Oes causadas por Haemophilus influenzae tipo b (Hib),
bem como as vacinas que contém as referidas misturas de oligossacarideos.

Estado da Técnica

O Haemophilus influenzae tipo b constitui um sério problema
de saude no mundo. A bactéria provoca, fundamentalmente em criangas
menores de 5 anos, meningite, pneumonia, epiglotite, e outras doengas do
trato respiratorio. As seqiielas observadas, que vio desde a surdez até o atraso
mental grave, em muito paises ultrapassam os 30 % dos caso que sobrevivem
a doenca. Estimativas recentes da Organizagdo Mundial da Satde indicam
que morrem no mundo, hoje, em virtude de doengas provocadas pelo
Haemophilus influenzae tipo b mais de 550.000 criangas anualmente.

O polissacarideo purificado de Haemophilus influenzae é
capaz de provocar imunidade protetora em adultos. No entanto, a imunidade
conseguida em criangas pequenas € muito fraca e é praticamente nula em
menores de 2 anos.

O polissacarideo capsular tem a seguinte estrutura:
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Demonstrou-se que principal problema ¢ sua natureza, porque,

sendo um polissacarideo, ¢ um antigeno T-independente que n3o € capaz de

estimular o sistema imunoldgico da crianga, ainda imatura. Demonstrou-se

que é possivel resolver o problema unindo (conjugando) covalentemente o

polissacarideo a uma proteina que se denomina "carrier" (veiculo). O produto
formado, conhecido como vacina conjugada, consegue induzir niveis de
anticorpos protetores a partir dos 2 meses de idade.

Chu et al. (Infection Immunity 1983, 40, 245-256) prepararam
o conjugado a partir do polissacarideo nativo com toxdide tetdnico, apos
ativa-lo com brometo € cianogénio. |

Gordon (Patente US n° 4.496.538) ativaram o polissacarideo
natural com brometo de cianogénio e entdo o conjugaram a toxoéide diftérico
através da hidrazida do acido adipico.

Hilman et al. (Patente US n° 4.459.286), logo ap6s ativarem o
polissacarideo capsular, o conjugaram através do acido 6-amino capréico a
proteina da membrana externa do meningococo.

Em todos os casos anteriores, quando se realiza o processo de
conjugacio, a ligagdo covalente ocorre a0 mesmo tempo entre varios grupos
do polissacarideo capsular e da proteina veiculo.

A eficiéncia em induzir imunidade protetora na crianga
depende da estrutura do conjugado, ou seja, da forma com que se efetua esta
ligagdo. Quando se conjuga o polissacarideo natural, os grupos que
participam da ligagio com a proteina apresentam-se distribuidos em pontos

diferentes do polissacarideo de forma aleatéria ao longo da cadeia, o que
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dificulta o controle de cada lote.

Estas vacinas s3o muito dificeis de analisar por meio de
processos fisico-quimicos que, na pratica comum, consistem em avaliar cada
lote através de estudos de imunogenicidade em animais experimentais. No
entanto, algumas vezes o conjugado comporta-se de determinada maneira em
animais e de maneira diferente em criangas.

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saide, OMS, (M.R.
Holliday, C. Jones, Biologicals, 1999, 27, 51-53), que visando-se obter uma
qualidade estavel, o controle das vacinas conjugadas deve basear-se em
métodos fisico-quimicos que permitam demonstrar a reproduzibilidade do
produto de um lote para outro.

Para facilitar esta tarefa, as vacinas conjugadas devem ser
cada vez mais definidas molecularmente. Uma alternativa de solugdo para
este problema é a sintese de fragmentos do polissacarideo capsular. O
processo de construcdo do antigeno por sintese consta de duas grandes
etapas, a primeira € a obteng@o do dissacarideo intermediario e a segunda ¢
sua oligomerizagdo. Prop0s-se varias vias para esta sintese.

Beuvery et al. (Pedido de patente Européia EP 0276 516;
Patente US 5,034,519; Tetrahedron Lett., 28, 1553, 1987) e Hoogerhout et
al. (J. Carbohydr. Chem., 7, 1988, 399-416) obtiveram, por sintese, um
fragmento do polissacarideo capsular que reivindicam, o qual contém de 3 a
20 unidades repetitivas. Para tanto sintetizam o dissacarideo intermediario 2
€, com 0 mesmo, através de sintese em solugdo ou em fase sélida, conseguem
obter oligossacarideos com até 6 unidades repetitivas (Elie et al., Rec. Trav.
Chim. Pays-Bas 108, 1089, 219). Estes oligossacarideos sdo conjugados a
proteinas ou peptideos através de um espagador. O conjugado de um
fragmento com 3 unidades demonstrou ser tdo imunogénico em camundongos

quanto as vacinas comerciais obtidas por conjugagdo do polissacarideo

capsular.
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Em um exemplo 6timo que ilustra a via de sintese seguida,

realizam-se as seguintes operagles: 1. sintese do ribitol, 2. unido com a

tibose, 3. introdugdo seletiva dos substituintes da ribose, e 4. introdugio da

fungdo ativa do fosforo. Esta via de sintese permite chegar ao derivado do
dissacarideo 2 que serve de intermediario central em apenas 15 etapas de
reacao.
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O rendimento global € de 7 % (Hermans et al., Recl. Trav.
Chim. Pays-Bas 1987, 106, 498-504). Além disso, este processo apresenta
dois inconvenientes importantes: emprega-se 11 passos cromatograficos e os
grupos protetores do intermediario central ndo sdo adequados para o processo
de oligomerizagao.
Na oligomeriza¢do, ou segunda etapa de sintese, empregou-se
o método em solugdo com ativagdo a partir do fosfotriéster, que permite
rendimentos de 70-90 % por ciclo com base no dissacarideo. Este
procedimento apresenta o inconveniente de nio permitir a sintese de
fragmentos maiores que 4 unidades repetitivas porque os rendimentos
diminuem rapidamente. O dissacarideo intermediario 2 apresenta 3 tipos
diferentes de grupos protetores, o que dificulta a desprotecio do produto ao
final da sintese e, portanto, ndo ¢ o mais conveniente para seu emprego em
oligomerizagdo por fase solida. Ndo obstante, reporta-se seu uso para a
preparagdo de um hexamero.
Nos ensaios imunolégicos (Peters CCAM, et al. Infect.
Immunity 1991, 59, 3504-10) reporta-se apenas a conjugac¢ido de um trimero a

toxoide tetanico e sua imunogenicidade em camundongos € macacos.
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G. Just, J. Upeslacis (Pedido de patente Européia EP 0 320
942; L. Chan; G. Just, Tetrahedron, 46, 1990, 151-162) sintetizaram também
um fragmento do polissacarideo capsular através de um dissacarideo
intermediario e sintese em solugdo. Com o fim de se obter o intermediario
6timo para a sintese do antigeno recorre-se a uma via de sintese diferente: 1.
sintese do ribitol, 2. sintese da ribose com os grupos protetores adequados, 3.

unido da ribose e do ribitol e 4. introdugdo da fun¢do ativa do foésforo.
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Isto permite seguir um procedimento que chega a um
dissacarideo intermediario 3 como fosforamidito, que, por seus grupos
protetores, apresenta qualidades superiores no processo de oligomerizagdo.
Para conseguir este objetivo foi necessario um niimero maior de passos de
sintese. Chega-se ao derivado-chave em 19 etapas de sintese € o emprego de
8 passos de purificagdo cromatografica.

Com o dissacarideo intermedidrio 3 procede-se a
oligomerizagdo em solugdo, o que permite obter fragmentos do polissacarideo
capsular com 3 wunidades repetitivas, com rendimentos baseados no
dissacarideo que oscilam entre 70-90 % por ciclo.

Kandil ef al. (Syn. Lett., 1992, 555-7), Chon et al. (Pedido de
patente PCT WO 93/15205 e patente US 5,679,352) sintetizaram um
fragmento do polissacarideo capsular empregando o mesmo dissacarideo
intermediario 3 e, por sintese em fase sOlida usando como suporte
monometoxipolietilenoglicol, conseguiram obter fragmentos com até 6
unidades repetitivas do antigeno. A incorporagdo reportada por ciclo foi de
95 %.
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Krivan, et al. (Pedido de patente PCT WO 94/002149) ¢
Nilsson, et al. (J. Carbohydr. Chem. 10, 1991, 1-22) conseguiram obter um
fragmento de 10 unidades repetitivas com um dissacarideo intermediario
semelhante e quimica de fase sélida. Posteriormente conjugam o mesmo
através de um espacador com a adesina do Hib. O fosfonato intermediério é
entdo preparado com 21 etapas de sintese com um rendimento global de 5 %.
Além disso s3o necessarios 7 passos cromatograficos. Posteriormente, o
processo de oligomerizagdo realiza-se por meio de quimica de fase sélida
segundo o processo dos fosfonatos e resina de Merrifield aminada, chegando-
se ao antigeno com 97-99 % de incorporagéo por ciclo.

Chiu Machado et al. (J. Carbohydr. Chem., 13 1994, 465-474)
e o Certificado de Autor CU 22424 reportaram um processo eficiente para a
obtengdo de um derivado de ribose protegido a partir de glicose e, com o0 uso
do mesmo, chegam ao dissacarideo intermediario em 20 etapas de reagéo.

Um dos aspectos que dificulta a aplicagéo da sintese para a
obtencdo de fragmentos de Hib visando seu emprego em vacinas € a sintese
do dissacarideo intermediario.

Os métodos enumerados anteriormente refletem o estado
alcan¢ado na moderna quimica dos carboidratos, no entanto sofrem de dois
sérios problemas técnicos. O emprego de numerosas etapas cromatograficas
ao longo da sintese que torna impraticavel sua realizagdo em escala industrial
e o numero de etapas de sintese que € elevado. O problema fundamental que
impede a sintese do dissacarideo em menos etapas € a introdugdo dos grupos
benzila na unidade de ribose.

O processo de oligomerizagio do dissacarideo intermediario
pode realizar-se em solu¢do, com o sério inconveniente de que o tamanho do
antigeno que se pode alcangar estd limitado a 3-4 unidades repetitivas ou,
também, pode realizar-se por quimica de fase solida. A quimica de fase sélida

permite alcangar oligossacarideos com um tamanho de 6 e 10 unidades
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repetitivas com incorporagdes por ciclo muito altas. No entanto, 0 método
apresenta dois sérios inconvenientes, o rendimento real do processo é de
apenas 10-15 %, porque para se alcangar incorporagdes superiores a 95 % por .
ciclo, torna-se necessario um excesso de dissacarideo que varia entre 3 € 10
moles equivalentes que se perdem tio logo o ciclo se efetua. Por outro lado,
deve-se sintetizar dois diferentes derivados do dissacarideo intermediario, um
que se liga a fase sdlida e o outro que se emprega no crescimento da cadeia.

Um aspecto comum a todos os trabalhos precedentes de
sintese do antigeno, e que constituiu um de seus objetivos principais, é a
obten¢do de um unico fragmento oligossacaridico puro, que nio contenha
diferen¢as apenas em sua estrutura, mas tampouco ao longo de sua cadeia.
Tudo isto baseou-se na suposi¢do de que um antigeno formado por uma inica
molécula é imprescindivel para se obter vacinas conjugadas anti-Hib de
qualidade mais estavel, devido a seu controle mais facil.

Com esta mesma finalidade de melhorar € tornar mais estavel
a qualidade das vacinas conjugadas, sucederam-se aos trabalhos iniciais com
os polissacarideos naturais outros de que se obteve fragmentos
oligossacaridicos por fragmentagdo de polissacarideos naturais ¢ descobriu-se
processos que ativam a mistura obtida por uma ou por ambas as pontas
terminais.

Nas patentes norte-americanas US 4,808,700 ¢ US 4,761,283,
bem como em Glycoconjugate J., 1989, 6, 489-98 (R.C. Seid, et al.)
descreve-se a oxida¢do do polissacarideo natural com periodato e a
purificagdo dos fragmentos obtidos. As misturas de fragmentos
oligossacaridicos tornam-se desta forma ativadas pelas duas extremidades
como se mostra no esquema a seguir. Estes oligossacarideos sdo conjugados
posteriormente através de uma reagdo de aminag@o redutiva a proteina CRM
197. Como se pode observar no esquema a seguir, os dois sitios de

conjugagdo sdo diferentes, o que ocasiona que, uma vez efetuada a
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conjugacio, existirdo duas familias diferentes de oligossacarideos conjugados

com estruturas diferentes. Tudo isto gera heterogeneidade e dificulta o

Aol

Por outro lado, na patente norte-americana US 5,153,312, bem

controle.

como em Vaccine 1999, 17, 1251-63 (P. Constantino et al.) reporta-se a
hidrélise do polissacarideo natural com acido acético e a purificagdo da
mistura de fragmentos oligossacaridicos resultantes. O produto ¢ ativado
através de uma seqiiéncia de reagdes em que se introduz o espagador através
de aminagdo redutiva com etilenodiamina a um pH e temperatura elevados
que podem afetar a integridade da mistura de oligossacarideos. Por outro
lado, uma propor¢io do antigeno ¢ reduzida em seu grupo carbonila terminal
tornando-se inativado como ¢ mostrado no esquema a seguir. Posteriormente,
realiza-se uma reag3o seletiva do antigeno com o éster ativo do acido adipico
em apenas uma de suas extremidades. A outra extremidade ativada é

empregada para a conjugacio com a proteina.

NH,CH;CH,;NH,
Py/Borano
pH 9-10
H - (o]
o "0 o Ho— o NHCHCH:NH; [~°0 o oH OH
ﬁ: o oHj © ol ©
ol E_ o—-‘i: m o i
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As duas vacinas preparadas a partir de produtos de
fragmentagdo do polissacarideo capsular demonstraram, através da pratica da
imunizagdo em grandes massas de criangas, que € possivel empregar
oligossacarideos, ndo de um tamanho especifico, mas com uma faixa de
tamanhos, na manufatura de vacinas conjugadas contra Hib, e controlar
adequadamente a reproduzibilidade e a qualidade do produto. Embora os
conjugados obtidos por estas duas vias sejam mais definidos do que os
obtidos por ativagdo direta do polissacarideo, é praticamente impossivel
fragmentar um polissacarideo capsular e, depois, introduzir um grupo
funcional ativo no mesmo para conseguir a defini¢do molecular ¢ a pureza do
antigeno a que se pode chegar através da sintese.

Nio existem vantagens evidentes sobre o controle de vacinas
conjugadas quando se emprega um oligossacarideo com um tamanho definido
ou uma mistura de oligossacarideos considerando-se seu tamanho, porém
mantém-se homogéneo o resto da estrutura. Isto ficou demonstrado com o
avango dos métodos de analise do estado da técnica, que tornam possivel
determinar facilmente a composi¢io de uma mistura de fragmentos de
oligossacarideos de Hib (P. Constantino, et al., Vaccine 1999, 17 1251-1263
e D. Prioeti, et al., European Carbohydrate Symposium, Galway, julho de
1999, PB014).

Por outro lado, ndo existem diferengas entre o0 comportamento
imunoldégico de uma vacina conjugada composta de uma mistura de
oligossacarideos de Hib de diferentes tamanhos, ou de oligossacarideos de
um unico tamanho, sempre ¢ quando os fragmentos forem maiores que 3
unidades repetitivas (S. Pillai, et al., Infection and Immunity, 1991, 59 4371-
6; A.A Kandil, et al., Glycoconjugate J., 1997 14, 13-17 e Peters CCAM, et
al., Infect. Immunity 1991, 59,3504-10).

Existem circunstancias adicionais que dificultam a selegdo de

um Unico tamanho que seja 6timo por todos os pontos de vista. Por um lado,
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a favor de oligossacarideos entre 4-6 unidades repetitivas estd que estes sdo
sintetizados com maior facilidade, seu tamanho sendo suficiente para induzir
um resposta imunoldgica adequada. No entanto, a quantidade de proteina
veiculo de que se necessita na vacina € muito elevada e a estabilidade do
oligossacarideo incluido na composi¢do da vacina € inferior, pois o processo
de degradagdo que ocorre com a hidrdlise de ligagdes fosfato ocasiona que,
imediatamente apos o inicio da degradagdo, o fragmento ligado ao veiculo se
apresente com menos de 4 unidades repetitivas e se converta em inativo. Em
principio, os fragmentos com um tamanho entre 8-20 unidades repetitivas sdo

mais estaveis ja que possuem a vantagem, embora se degradem a metade do

tamanho, de que o fragmento ligado a proteina veiculo conservard mais de 4

unidades repetitivas. Por outro lado, a quantidade de veiculo de que se
necessita empregar por dose de vacina ¢ inferior.

No entanto, de acordo com o estado da técnica para os
oligossacarideos de Hib, ¢ impossivel obter-se fragmentos com um tamanho
entre 10-20 com os dois processos de sintese em solucgdo, € € muito dificil
obter os mesmos com os processos em fase solida. Efetivamente, nenhum dos
relatos anteriores apresenta qualquer exemplo em que haja conseguido obter
oligossacarideos deste tamanho. Outra vantagem é que o carater T-
dependente da resposta imunologica, aspecto indispensavel para se obter uma
boa resposta em criangas, € inferior a0 maior tamanho do oligossacarideo (C.
Fernandez, E. Sverremark, Cell Immonul 1994, 153, 67-78).

Em resumo, qualquer via de sintese de antigenos de Hib que
aspire ser competitiva deve reduzir o nimero de etapas de sintese do
dissacarideo-chave, reduzir o nimero de passos cromatograficos e, sobretudo,
incrementar de maneira essencial os rendimentos do processo de
oligomerizag3o.

As misturas de oligossacarideos obtidas por hidrdlise do

polissacarideo natural, ao conterem fracdes de ambos os intervalos de
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tamanhos, reunem as vantagens de cada um e, por outro lado, abrandam o
efeito de suas desvantagens. Se misturas semelhantes pudessem ser obtidas
por sintese, estas teriam as vantagens de agrupar fragoes das duas faixas de
tamanhos, além disso sua estrutura, ao ser desenhada por sintese, seria mais
definida e pura ao conter o espa¢ador numa propor¢éo e posi¢do precisas.

Divulgacido da invencio

A presente invengdo refere-se particularmente a sintese
quimica de misturas de oligossacarideos derivados de ribose-ribitol-fosfato
que sfo empregadas como principio ativo em vacinas para a prevengdo de
infecgbes causadas por Haemophﬂus influenzae tipo b (Hib), bem como as
vacinas que contém as referidas misturas de oligossacarideos.

As misturas de oligossacarideos obtidas por sintese quimica
da presente invengdo compreendem unidades repetitivas de formula (fosfato-
ribose-ribitol)n ou (ribose-ribitol-fosfato)n de pelo menos 5 compostos com
estrutura A ou B, que representam a unidade repetitiva do polissacarideo
capsular do Haemophilus influenzae tipo b e diferem apenas em n, sendo que
n é um valor compreendido entre 4 € 25 (n 2 4 € < 25), e em que R;ou R, ¢
um espagador para a conjugacdo a um veiculo com a condigdo de que R; =

espagador se R, = H, ou R,=espagador se R; =H:

- -

i 7
oH H o
o OR

I O _

8 R, Refp— 1 o—r,
L A “n L g N

A invengdo também se refere aos imundgenos que contém
estas misturas oligossacaridicas, as vacinas que contém estes imundgenos €
aos processos para preparar estes oligossacarideos em forma de misturas.
Além disso, a inven¢do considera o uso das vacinas, quer sejam sozinhas ou

em combinagdo com outras vacinas, para a prevencao das infecgbes causadas
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pelo Haemophilus influenzae tipo b.

Mediante a inven¢do pode-se obter, por sintese quimica, uma
mistura regular de oligossacarideos com tamanho definido e de forma
eficiente. Esta mistura apresenta uma pureza superior ¢ € obtida mediante um
procedimento técnico mais simples. Verificou-se também que as vacinas
conjugadas preparadas a partir da mistura sdo superiores em sua manufatura e
mais simples de controlar.

Outro objeto da presente invencdo € o método de sintese para
se chegar aos oligossacarideos previamente indicados, que se caracteriza por
ser um processo de uma unica etapa de sintese e que consiste de uma reag@o
de policondensagio controlada em que participam um derivado intermediario
do polissacarideo-chave, um espacador ¢ um promotor, € que também se
caracteriza porque, através das propor¢des de cada um dos derivados, de sua
ordem de adi¢@o e do tempo de reagdo, € possivel controlar o tamanho médio
do antigeno.

Também constitui um objeto da presente inveng@o o uso das
misturas de oligossacarideos previamente indicados na elaboragdo de
imundgenos através de sua conjugagdo com proteinas, peptidios, lipidios, ou
outra substincia daquelas incluidas sob a denominagio de veiculo.

Constitui outro objeto da presente invengdo o emprego dos
imunogenos previamente indicados na elaboracdo de vacinas contra- as
doengas provocadas pelo Haemophilus influenzae tipo b, com ou sem o
emprego de adjuvantes ou outros aditivos.

Outro dos objetos da presente invencdo € o emprego das
misturas previamente indicadas na elabora¢do de vacinas combinadas com
outras vacinas quer sejam conjugadas ou nfo, como por exemplo, com a
vacina contra a Hepatite B, a DTP, as anti-meningocdcicas A, B, C, as anti-
pneumococicas 1, 5, 6B, 6A, 14, 19F, 19A, 23F, e a vacina anti-poliomielite.

Outro dos objetos da presente invencdo € a otimizagdo do
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processo de sintese do dissacarideo-chave requerido para a sintese dos
oligossacarideos do Hib. A otimizagfo indicada consiste no descobrimento de
uma reagdo de benzilagdo seletiva que, aplicada ao dissacarideo 4, permite
transformar o mesmo no dissacarideo 5 e introduzir os grupos protetores
benzila na unidade de ribose em uma tnica etapa, encurtando ou

simplificando significativamente o processo de sintese.

OBn
OBn
OBn
All
4R=H
SR=Bn

Também constitui um objeto da presente invengdo O
procedimento 4timo projetado para a sintese do intermedidrio 4 que permite
obter 0 mesmo em forma pura em apenas 11 etapas de reagdo e sem o
emprego de processos crdmatogréﬁcos.

Outro dos objetos da presente invengio é o emprego dos
oligossacarideos previamente descritos na detecgio de anticorpos anti-Hib
através de seus conjugados com substancias imunologicamente inertes, como
a poliacrilamida, o poliestireno, o latex, etc., o que permite quantificar os
anticorpos indicados. |

A novidade da presente invengdo consiste na propria
composi¢do da mistura de oligossacarideos obtidos, que respondem a unidade
repetitiva do polissacarideo capsular do Haemophilus influenzae tipo b com
um espagador para sua conjugagdo em uma unica de duas pontas, numa
posigdo pré-desenhada na sintese, que respondem sempre a mesma estrutura
regular e homogénea. A mistura de oligossacarideos, em virtude de sua
composi¢do que inclui fragmentos dos dois grupos de tamanhos
fundamentalmente entre 4-6 e 8-20, reine as vantagens dos compostos

individuais e diminui as desvantagens que cada um deles poderia ter em
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separado.

Além disso, a novidade da presente invengdo estd no proprio
processo de elaboragiio destas mesclas através de sintese, o que permite
obter-se o produto com alta reproduzibilidade e eficiéncia. ‘Ainda assim,
mediante a présente inveng¢do, demonstra-se que uma unica reagdo permite
introduzir os grupos protetores benzila na unidade de ribose em uma tnica
etapa, incrementando-se assim a eficacia na obtengdo do dissacarideo
intermedi4rio-chave para a sintese dos oligossacarideos indicados.

A sintese do dissacarideo intermediario inicia-se com a
obtengdo do derivado 5-O-alil-2,3,4-tri-O-benzil-D-ribitol 14 através de 9
reagdes quimicas que estdo representadas no esquema a seguir. A ribose se
transforma no derivado isopropilideno 6 seguindo-se o procedimento descrito
previamente na arte (Leonart et al., J. Het. Chem., 1966, 3, 485).
Posteriormente, procede-se a alilagio da posi¢do 5 com brometo de alila em
condig¢des de transferéncia de fase, e hidroliza-se o grupo isopropilideno com
acido sulfiirico em metanol para se chegar ao derivado 8, que ¢ submetido a
uma representa de benzilagdo com cloreto de benzila e hidreto de sédio em

dimetilformamida.
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O grupo metila ¢ hidrolizado com uma mistura de acido
acético e acido cloridrico, seguido de uma redugdo com boroidreto de sodio.
O derivado 5-O-alil-2,3-di-O-benzil-D-Ribitol 11 é absorvido em silica-gel e
€ extraido seletivamente gragas a um processo de percolagdo, primeiramente
com cicloexano, e, depois, com cloroformio. Este procedimento permite a
purificagdo em grande escala, sem recorrer a técnicas cromatograficas
convencionais.

Posteriormente, o derivado de ribitol 11 € tritilado com
trifenilclorometano em piridina, benzilado com cloreto de benzila e hidreto
de s6dio em dimetilformamida e, finalmente, hidrolizado com acido acético
para se chegar ao derivado de ribitol final que € purificado por meio de
destilagdo. O derivado do ribitol 14 € ribosilado como se mostra no esquema
a seguir com o derivado de ribose peracetilado 15. A desacetilagdo, seguida
de uma nova aplicagdo da técnica de absor¢io-dessor¢do, permite chegar ao

triol 4 em grande escala, sem recorrer a etapas cromatograficas.
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A seguir, aplica-se sobre este triol 4 a rea¢io de desbenzilagéo

encontrada no ambito da presente invengéo, e que permite obter o derivado 5,

imediatamente ap6s um processo de purificagdo por cromatografia de coluna.

O grupo alila do intermediario 5 ¢ isomerizado a grupo propenila e,
posteriormente, introduz-se o fosfonato pela posi¢do 3 livre da unidade de
ribose para dar, logo apds a remogio do grupo propenila, o derivado
intermediario-chave 19. De maneira semelhante, pode-se acetilar o grupo
hidroxila da posi¢do 3 ao derivado 17, hidrolizar a propenila, posteriormente
introduzir o fosfonato na posi¢do 5 e desacetilar o produto para se chegar a
um dissacarideo-chave 23 que apresenta fosfonato na posi¢io 5 e hidroxila na

posigdo 3.
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A estrutura dos produtos formados foi confirmada em todos os
casos por meio de ressonincia magnética nuclear 'H e °C e por meio de
experimentos de correlagdo H-H ¢ H-X. A pureza foi verificada por meio de
cromatografia de camada fina ou por HPLC. |
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A partir dos derivados 18 ou 22, pode-se preparar os
derivados 24 e 25 que também servem de receptores na reagdo de
policondensag¢io, como se observa a seguir.

A reagio de oligomerizacdo foi estudada sob diversas
condi¢des, sempre com base no uso de apenas trés componentes, um
dissacarideo-chave (19 ou seu analogo 23), um promotor de reagdo, que pode
ser cloreto de pivaloila, cloreto de adamantano-1-carbonila ou outro cloreto
de 4cido obstruido estericamente, ¢ um terceiro componente que €
encarregado de interromper a reagio no momento de se introduzir o
espacador com seu grupo funcional ativo ou seu precursor em uma das
extremidades, que pode ser um composto do tipo 24, 25 ou 26.

Como espagador para as substincias 24, 25 ou 26 considera-se
o 5-azido-3-oxapentinol, podendo-se empregar, adicionalmente, qualquer dos
compostos de formula global R;-Y-OH, em que Y é uma cadeia espagadora
que pode ser formada por uma cadeia carbonada alifatica que pode
apresentar, de forma intercalada, uma cadeia aromatica ou por um nimero de
heteroatomos que podem oscilar entre 0-5. O grupo funcional R; na
extremidade do espagador pode ser um grupo NH,, COOR, CHO, SH ou
outro grupo precursor dos mesmos.

As condig¢des 6timas do processo foram desenvolvidas para
varios casos, por exemplo, com o dissacarideo 19, o espagador 5-azido;3-
oxa-pentanol 26 e cloreto de pivaloila, em diclorometano-piridina obtém-se
uma mistura que, depois de ser oxidada e cromatografada por sephadex LH-
20 em metanol, permite obter-se uma fragdo de oligbmeros 27 com um

rendimento de 70-85 % sobre a base do dissacarideo.
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A mistura de oligossacarideos 27 ¢ hidrogenada em metanol-
acetato de etila-4cido acético-agua na presenga de paladio sobre carbono para
da a mistura bruta de oligossacarideos 28. Se o grupo do espagador deve ser
ativado, o processo realiza-se na etapa seguinte. Por exemplo, & mistura de

5  oligbmeros 28 adiciona-se o derivado N-hidrdxissucinimidila do acido PB-
maleimidopropidnico em dimetilformamida. Uma vez concluida a reagéo, o
produto € diluido com agua destilada e € ultra-filtrado sob pressdo de
nitrogénio gasoso através de uma membrana com tamanho de corte 1000. O
produto 30 assim obtido constitui a mistura de oligossacarideos ativa, pronta

10  para ser empregada no processo de conjugacio.
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A estrutura dos produtos formados foi confirmada em todos os
casos por ressonincia magnética nuclear 'H, ®C e *'P e por meio de
experimentos de correlagdo H-H e H-X.
As proteinas, por sua vez, sio funcionalizadas com acido

15  tiopropidnico, para o qual se introduz o tiol mascarado em forma de ligagdo
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dissulfeto através de reagentes, como o SPDP ou o DSP, seguido de uma
reagdo com ditiotreitol em atmosfera inerte. A separagdo do excesso de
reagente pode ser realizada, tanto para a OMP do meningococo (Neisseria
meningitidis) como para o toxoOide tetinico, mediante precipitagdes com
concentragdes de etanol em uma faixa de 20-95 % seguidas de centrifugac@o.
No caso da OMP Neisseria meningitidis o processo que ocorre exemplifica-

se com O esquema a seguir.

Ty
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32

A proteina tiolada é misturada em atmosfera inerte com o
oligossacarideo funcionalizado, previamente filtrado através de 0,2 microns e
liofilizado. A reagdo € interrompida por meio de precipitagdo etanolica
seguida de centrifugac¢io ou por ultrafiltragdo.

Alternativamente, o excesso dos reagentes ativadores pode ser
removido do conjugado por meio de ultrafiltragdo. Ambos os processos de
separa¢do eliminam praticamente todo o oligossacarideo que ndo se conjuga
com a proteina, o0 que incrementa ¢ estabiliza a qualidade do conjugado.

A mistura de oligossacarideos 30 pode ser conjugada com
outros tipos de veiculo, por exemplo lipideos. Assim, por exemplo, a reagdo
com o 2,3-dioctadeciloxipropil succinimidil butanodioato 33 na presenga de

carbodiimida permite obter o conjugado 34



10

15

20

21

0 000 }:g
OH 3 i
OoH
oH
—H
-o—t=0
J

O
AL Ve ° oM
. n
LoH
Mgy
NWWO—%:O
v oD

3

O conjugado da mistura de oligossacarideos sintéticos € as
proteinas pode ser diluido em um tampdo fisiologico adequado e,
adicionalmente, pode ser misturado com aditivos, como adjuvantes,
conservantes ou outros, com a finalidade de se obter a formulagdo definitiva
da vacina.

Ainda assim, a vacina pode ser misturada antes ou durante o
processo de formulagdo com outras vacinas dentre aquelas empregadas nos
esquemas de imunizagido da crianga menor de um ano. Por exemplo, pode-se
misturar com as proteinas a membrana externa de Neisseria meningitidis tipo
B (OMP) e conformar uma vacina combinada anti-Hib e anti-meningococo B.
Pode-se mesclar com a vacina DEP e formar uma vacina combinada
tetravalente anti-Hib e anti-difteria, pertusis e tétano.

A imunogenicidade da vacina conjugada entre a mistura de
oligossacarideos 30 € as proteinas da membrana externa do meningococo foi
demonstrada em diferentes modelos animais. A presenga de anticorpos contra
o polissacarideo capsular de Hib induzidos pela preparagdo vacinal foi
detectada mediante o método de ELISA (D.C. Phipps et al., J. Immunolog.
Methods, 1990. 135. 121-8). Os resultados obtidos sdo mostrados nas figuras
2-5.

Em coelhos, a vacina formulada sem alumina induz uma
resposta superior na primeira dose. No entanto, ambas as preparagdes se

equiparam quando da segunda dose e provocam uma alta concentragdo de
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anticorpos.

No exemplo de ratas Sprague-Dawley, a vacina preparada a
partir dos conjugados que diferem na relagdo oligossacarideo-proteina
mostraram também altas concentragGes de anticorpos anti-Hib.

Em camundongos Balb C, a vacina preparada a partir de um
conjugado semelhante induziu altas concentra¢des de anticorpos anti-
pplissacarideo capsular.

A mistura de oligossacarideos 30 pode ser acoplada a
matrizes, como por exemplo, poliacrilamida, e pode ser empregada na
detecgdo de anticorpos anti-Hib em humanos imunizados ou em animais de
laboratério. Também ¢ possivel acoplar a mistura a um latex e emprega-la na
detecgdo de anticorpos em doentes e vacinados. A poliacrilamida ativada
segundo N. Bovin (Glycoconjugate J., 1998, 15, 431-446) é reagida com a
mistura de oligossacarideos 30. Estudou-se de forma comparativa a
capacidade de HbO-HSA, que ¢ a substincia recomendada para a detecgéo de
anticorpos anti-Hib, com o conjugado de 30 e a poliacrilamida, observando-
se na figura 6 uma melhor relagio resposta-ruido do produto com o antigeno
sintético.

Exemplos de realizacdo:

Exemplo 1: Sintese do 5-O-alil-2,3-di-O-benzil-D-ribitol 11.

Alilagdo - 100 g de metil 2,3-O-isopropilideno-D-

ribofuranosida s@o dissolvidos em 70 ml de brometo de alila e agita-se isto na
presenga de 75 ml de hidroxido de sodio aquoso a 50 % € 2,6 g de iodeto de
tetrabutil aménio durante 12 horas. Transcorrido este tempo, interrompe-se a
agitagdo e as fases sdo separadas. A capa aquosa € extraida com 70 ml de
diclorometano e as fases organicas reunidas sdo evaporadas e secadas em
vacuo.

Hidrdlise - O xarope resultante € dissolvido em 1,5 1 de

metanol. Adiciona-se a solugdo 3,6 ml de acido sulfiirico aquoso 0,4 N e a
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mistura € refluxada durante 3 horas. Uma vez concluida a reacgio, neutraliza-
se 0 acido com bicarbonato de sodio, filtram-se os sais resultantes e a solugdo
¢ evaporada em vacuo. O residuo € extraido com acetato de etila, secado e
evaporado. O xarope resultante € secado em vacuo durante pelo menos 2
horas.

Benzilagdo - Posteriormente, o produto obtido € dissolvido em
450 ml de dimetilformamida. A solugdo resultante € resfriada a 0°C ¢
adiciona-se lentamente a mesma 50 g de hidreto de sddio. A mistura € agitada
durante 30 minutos e, posteriormente, goteja-se sobre a mesma 150 ml de
cloreto ‘de benzila. Apds 2 horas de agitagdo adiciona-se por gotejamento
sobre a reagdo 20 ml de metanol. A suspensdo resultante € evaporada em
vacuo, redissolvida em diclorometano e lavada com agua. A fase orgéanica €
secada com sulfato de sddio e evaporada.

Hidrolise - O xarope resultante da reagio anterior € dissolvido
em 1,5 1 de dioxano. Adiciona-se HCI (2N, 1,5 1) e aquece-se o sistema até
uma temperatura de 75-80°C. Apds 2 horas de reagdo interrompe-se a
agitacio e as fases sdo separadas. A fase aquosa € extraida duas vezes com
200 ml de diclorometano e as fases orginicas unidas sdo rotoevaporadas. O
produto concentrado ¢ dissolvido em 1 litro de diclorometano ¢ lavado
sucessivamente com 400 ml de agua, 300 m! de solugdo saturada com
bicarbonato de sédio e 400 ml de agua, e, finalmente, isto é secado com
sulfato de sodio e rotoevaporado.

Redugdo - O xarope resultante € dissolvido em etanol (800 ml)
e resfria-se o sistema até 20°C e adiciona-se 24 g de NaBH,;. A mistura
reacional ¢ agitada a temperatura ambiente durante 1,5 horas e, uma vez
finalizada a reagfo, destrdi-se o excesso de boroidreto com acido acético até
que alcance um pH 7-8. A solugdo resultante ¢ filtrada e rotoevaporada. O
residuo € dissolvido em 500 ml de diclorometano e a solugdo orgéinica é

lavada com agua, secada com sulfato de sddio e empregada no exemplo
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seguinte.

Exemplo 2: Purificacio do 5-0-alil-2.3-di-O-benzil-D-ribitol
11. '

A solugio diclorometanélica do 5-O-alil-2,3-di-O-bencil-D-
ribitol 11 bruto proveniente do exemplo anterior adiciona-se 300 g de silica-
gel. Agita-se manualmente o sistema até que o produto seja absorvido na fase
solida e evapora-se em vacuo para eliminar o dinitrilo. O produto absorvido
em silica-gel ¢ colocado em um equipamento de percolagdo. As impurezas
presentes sd3o extraidas com cicloexano durante 48 horas. Posteriormente,
troca-se o solvente por diclorometano e o produto é extraido em forma de
xarope amarelo claro cromatograficamente puro. Rendimento de 75-95 %.
RMN "C & 60,7 (C-1), 70,2 (C-4), 71,0, 71,7, 72,0, 73,6 (PhCH,C-5,
OCH,CH=), 79,2, 79,3 (C-2,3), 117,1 (CH,=), 127,5-128,2 (Ph), 1343
(CH=), 138,0, 138,1 (Cipso).

Exemplo 3: Sintese do 5-0O-alil-2.3.4-di-O-benzil-D-ribitol 14.

Tritilagdo - 100 g de 5-O-alil-2,3-di-O-benzil-D-ribitol 11
proveniente do exemplo anterior sdo secados em vacuo e dissolvidos em 600
ml de piridina. Adiciona-se mais 75 ml de trifenilclorometano e 0,5 g de
dimetilaminopiridina e a mistura € agitada a 50°C durante 6 horas. Uma vez
concluida a reagdo a mesma € evaporada e o residuo € dissolvido em 500 ml
de diclorometano, lavado com 1 1 de agua, secado com sulfato de sédid e
evaporado. O residuo é secado em vacuo durante 3 horas.

Benzilagdo - O xarope da etapa anterior € dissolvido em 300
ml de dimetilformamida e a solugdo é resfriada a 5°C. Adiciona-se
lentamente 25 g de hidreto de sddio e, uma vez terminada a adi¢8o, mantém-
se a agitagdo durante 30 minutos. Goteja-se entdo 40 ml de cloreto de benzila
¢ a reagdio ¢ deixada agitando durante 1 hora. Uma vez concluida a reagéo,
resfria-se e goteja-se 10 ml de metanol para destruir o excesso de reagente, os

solventes sdo evaporados € o residuo resultante é dissolvido em 500 ml de
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diclorometano, lavando-se com 1 1 de 4gua. A fase organica é secada com
sulfato de sddio e evaporada.

Hidrolise - O residuo é dissolvido em 1 1 de 4cido acético,
adiciona-se 110 ml de agua destilada a reacdo, agita-se a 80°C. Apos 1,5
hora, a reagdo termina. O solvente é evaporado e o residuo é dissolvido em
500 ml de cicloexano, a fase organica ¢ resfriada a 0-5°C durante 4 horas ¢
filtrada. A fase orgénica € lavada com agua, secada sobre sulfato de sodio ¢
evaporada. O produto ¢ obtido puro por destilagdo entre 200-220°C a 0,1
mm. Rendimento de 80-90 g a partir de 100 g de ribose. RMN “C § 61,2 (C-
1), 69,6, 71,8, 72,1, 72,3, 73,9 (PhCH,C -5, OCH,CH=), 78,0, 78,8, 78,9 (C-
2,3,4), 116,8 (CH,=), 127,5-128,2 (Ph), 134,7 (CH=), 138,0, 138,1, 138,2
(Cipso).

Exemplo 4: Sintese do 5-0-alil-2.3.4-tri-O-benzil-1-O-(B-D-
ribofuranosil)-D-ribitol 4

Glicosilacdo - Adiciona-se em um reator o derivado do
exemplo anterior (370 g) dissolvido em 2,7 1 de dicloroetano seco. Resfria-se
o sistema de reagfio a 0-25°C, adiciona-se peneiras moleculares de 4 A em p6
(207 g) e, ap6s 15 minutos, adiciona-se uma solugdo de trifluoroeterato de
boro (407 ml) a um fluxo préximo de 15 ml/min. Por ultimo, adiciona-se o
peracetato de ribofuranosila 15 (370 g) dissolvido em diclorometano seco (1
1) durante um periodo aproximado de 20 minutos € mantém-se o sistema
reagindo durante 3 horas. Verifica-se 0 consumo do produto de saida com
CCD empregando-se o sistema de solventes hexano/acetato de etila (2/ 1)ese
revela com H,SO4 a 5 % e etanol. Ao fim da reagfio neutraliza-se com
trietilamina (222 ml) até pH 7 e, posteriormente, adiciona-se solugéo saturada
de bicarbonato de sédio (800 ml) e se deixa agitando durante meia hora. A
reagdo deve manter-se a um pH neutro. Descarrega-se o conteudo do reator e
filtra-se em vacuo. O sdlido obtido é lavado 2 vezes com dicloroetano (200

ml) para arrastar o produto retido na torta sélida. A fase so6lida ¢
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desmanchada e a fase orgénica é extraida duas vezes com 600 ml de agua,
seca-se com sulfato de sodio e evapora-se em vacuo.

Desacetilagdo - Ao xarope resultante da reagdo anterior
dissolvido em metanol (2 1) adiciona-se uma solugido de metéxido de sdédio
em metanol (1 %) at€¢ que o pH do meio reacional alcance 9. Mantém-se o
sistema reagindo durante quase 2 horas. Ao terminar a rea¢do neutraliza-se
com resina 4cida até pH 6-7. A resina € separada por filtragdo em vacuo. O
xarope obtido (427 g) contém, além do produto desejado, 5-O-alil-2,3,4-trio-
O-benzil-D-ribitol sem reagir, D-ribose e outras impurezas ndo determinadas.

Exemplo 5: Purificacdo do 5-0-alil-2,3 4-trio-O-benzil-1-O-
(B-D-ribofuranosil)-D-ribito] 4.

O xarope proveniente do exemplo anterior é dissolvido em
diclorometano (1 1) e adiciona-se silica-gel (1 kg). Agita-se o sistema
manualmente até o produto seja absorvido na fase sélida e evapora-se em
vacuo para eliminar o diclorometano. O sélido resultante ¢ mantido em vacuo
durante 2 horas para eliminar qualquer trago de diclorometano.

O produto absorvido em silica-gel é colocado em um
equipamento de percolagdo. As impurezas presentes sdo extraidas com
cicloexano durante 48 horas. Posteriormente troca-se o solvente com
cloroférmio ¢ o produto ¢ extraido em forma de xarope amarelo claro
cromatograficamente puro. Rendimento de 238 g. RMN 'H § 5,85 (m, 1H,
CH=), 5,20 (m, 2H, CH,=), 4,85 (s, 1H, H-1"), C 5 62,8 (C-5°), 77,7, 77,9,
78,2 (C-2,3,4), 84,0 (C-4’), 107,2 (C-1°).

Exemplo 6: Sintese do 5-0-alil-2,3.4-tri-O-benzil-1-O-(B-D-
2’,5’-di-O-benzil-ribofuranosil)-D-ribitol 5.

Benzilagdo - Dissolve-se o derivado resultante do exemplo
anterior (200 g) em tolueno (2 1), adiciona-se Bu,;SnO (80 g) e refluxa-se
durante 4 horas. Resfria-se & temperatura ambiente e adiciona-se pouco a

pouco NaH a 50 % (56 g). Agita-se a 80°C durante aproximadamente meia
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hora e adiciona-se iodeto de tetrabutil aménio (62 g). Agita-se a 80°C durante
aproximadamente 1 hora e adiciona-se entdo o cloreto de benzila (148 mil).
Continua-se a agitagio a 80°C e as adigdes de porgdes semelhantes de cloréto
de benzila com aproximadamente meia hora de intervalo até que o CCD
(hexano/acetado de etila — 2/1) mostre que o produto majoritario na reagio
seja o dissacarideo dibenzilado. Resfria-se entdo a reagdo, neutraliza-se com
uma solugdo metanolica a 1 % de HCI e filtra-se sob pressio reduzida
utilizando celite como auxiliar de filtragdo. Evapora-se o tolueno a pressdo
reduzida. O produto obtido com sais da evaporagdo € dissolvido em acetato
de etila, filtrado sob pressdo reduzida e concentrado. O xarope bruto é
purificado por meio de cromatografia de coluna utilizando-se um sistema de
solventes tolueno/acetona - 60/1. O produto puro 5 é obtido como xarope
(100 g). RMN-"H § 5,96 (m, 1H, -CH=), 5,18 (m, 2H, CH,=), 5,02 (s, 1H, H-
D

Exemplo 7: Sintese do 2.3.4-tri-O-benzil-1-O-
O-benzil-3’-O-trietilamdnio fosfonato-ribofuranosil)-D-ribitol (19).

Isomerizagdo do grupo alila - 20 g do xarope resultante do
exemplo anterior sdo secados em alto vacuo durante 2 horas. Adiciona-se ao
mesmo dimetilsulfoxido seco (100 ml) e t-butdxido de potassio (6,4 g). A
reacdo ¢é colocada a 100°C durante uma hora, e logo verte-se sobre 250 ml de
agua gelada. Adiciona-se acido cloridrico concentrado por gotejamento até
que o pH da reagdo alcance 7. Extrai-se com 3 vezes 80 ml de éter etilico. As
fases organicas unificadas sio secadas com sulfato de sddio e sdo evaporadas.

Fosfonilagdo - Prepara-se uma solugéo de imidazol (1,5 g) em
acetonitrila seca (34 ml), resfria-se a 0°C e adiciona-se & mesma tricloreto de
fosforo (0,56 ml) e trietilamina 3,1 ml. A solugdo ¢ agitada durante 15
minutos e adiciona-se @ mesma por gotejamento o dissacarideo resultante da
etapa anterior dissolvido em acetonitrila (3 ml). A mistura é agitada durante

15 minutos a temperatura ambiente e interrompe-se a reagdo adicionando-se a
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mesma solu¢do 1M de brometo de trietilamonio. Agita-se durante 10 minutos
e | adiciona-se 2 mesma diclorometano, as fases sdo separadas e a fase
organica € lavada com solugdo fria de brometo de trietilam6nio. A fase
organica ¢ lavada, secada com sulfato de sodio e evaporada.

Hidrolise da propenila - O produto ¢ dissolvido em acido
acético a 60 % e agitado a 70 % durante 30 minutos, o solvente é evaporado e
a mistura redissolvida em diclorometano, e lavada com solugdo de brometo
de trietilamonio, secada e evaporada. A cromatografia de coluna do xarope
resultante permite obter-se o produto puro com um rendimento que oscila
entre 70-85 %.

RMN 'H § 6,85 (d, H-P), 4,95 (s, H-1), 4,60 (m, H-3), 2,93 (q,
NCH,CH.) 1,20 (t, NCH,CHS,). *C § 105,9 (C-1).

Exemplo 8: Reacio de policondensacio entre 19 e 26 (relacio

10-1)

A uma solug¢do do composto 19 (1 g) em piridina-trietilamina
(10-1,1 ml) adiciona-se cloreto de trimetilacetila (0,14 ml) e a reagdo ¢
agitada durante 20 minutos. Adiciona-se entdo o espagador 26 (14,6 mg) ¢
uma nova quantidade de cloreto de trimetilacetila (0,9 ml) e a reagéo ¢
novamente agitada durante 1 hora. Adiciona-se uma solugdo de I, (1,1 g) em
piridina-agua (7,3 ml; 20-1) e agita-se durante 30 minutos. A reacdo ¢ diluida
com diclorometano e lavada com solucdo 1 M de tiossulfato de sodio € com
uma solugdo fria de brometo de trietilaménio (0,5 M), secada com sulfato de
sodio e evaporada. O produto ¢ ressuspenso em metanol € cromatografado
através de uma coluna de Sephadex LH-20 previamente estabilizada em
metanol. As fragdes correspondentes s3o reunidas e evaporadas. Rendimento
de 80 %.

Exemplo 9: Reacdo de policondensacio entre 19 e 26 (relacio

10-1)
A uma solugdo do composto 19 (1 g) e do espagador 26 (14,6
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mg) em piridina-trietilamina (10-1,1 ml) adiciona-se cloreto de trimetilacetila
(0,23 ml) e a reag@o ¢ agitada durante 2 horas. Adiciona-se uma solugdo de I,
(1,1 g) em piridina-agua (7,3 ml; 20-1) e o produto é tratado de maneira
semelhante ao exemplo 8.

Exemplo 10: Reacdo de policondensacdo entre 19 e 26

(relagdo 5-1)

A uma soluqﬁo do composto 19 (1 g) e o espacador 24 (29,2
mg) em piridina-trielamina (10-1, 1 ml) adiciona-se cloreto de trimetilacetila
(0,23 ml) e a reagdo € agitada durante 2 horas. Adiciona-se uma solugio de I,
(1,1 g) em piridina-agua (7,3 ml;' 20-1) e o produto € tratado de maneira
semelhante ao exemplo 8.

Exemplo 11: Reacdo de policondensacio entre 23 e 26

(relacdo 5-1, solvente piridina)

A uma solug¢do do composto 23 (1 g) e do espagador 26 (29,2
mg) em piridina (1 ml) adiciona-se cloreto de trimetilacetila (0,23 ml) ¢ a
reagdo € agitada durante 2 horas. Adiciona-se uma solugzo de I, (1,1g) em
piridina-agua (7,3 ml; 20-1) e o produto € tratado de maneira semelhante ao
exemplo 8.

Exemplo 12: Reacdo de policondensacio entre 19 e 24

(relacdo 5-1. solvente piridina)

A uma solu¢3o do composto 19 (1 g) e do espacador 24 (29,2
mg) em piridina (1 ml) adiciona-se cloreto de trimetilacetila (0,23 ml) e a
reagdo € agitada durante um intervalo de 2 horas. Adiciona-se uma solugio de
I, (1,1 g) em piridina-agua (7,3 ml; 20-1) e o produto ¢ tratado de maneira
semelhante ao exemplo 8.

Exemplo 13: Reacio de hidrogenacdo dos produtos dos

Exemplos 8-12

O produto bruto dos exemplos 8-12 ¢é hidrogenado numa

mistura de acetato de etila-agua-acido acético (1-2-2-0,1) com paladio a 10 %
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sobre carvio e, finalmente, purifica-se com troca idnica através de Sephadex
C-25 Na. O liofilizado caracterizado por RMN mostra que o produto contém
a unidade repetitiva Rib-Rib-fosfato e o espagador. As fragles ativas sdo
obtidas com duas ultrafiltragGes, primeiro através de uma membrana com
intervalo de corte 1000 e o retido € ultrafiltrado por 10.000. O que passa pela
membrana € liofilizado dando o produto final 28 com um rendimento global
que oscila dependendo das condi¢des selecionadas entre 20-80 % com
respeito ao dissacarideo de saida. RMN 'H § 5,12 (H-1), 4,60 (H-3), 3,29
(CH,NH,). *'P § 2,14 (espagador-P-Rib) 0,74 (Ribitol-P-Rib).

Exemplo 14: Sintese do derivado 5-(3-

maleimidopropionamido)-3-oxapentil oligo ribosil ribitol fosfato 30.

A uma solu¢go do produto do exemplo anterior (3,34 mg, 1,73
umol) em agua bidestilada (0,1 ml) adicionou-se 0,7 mg (2,62 pmol) de N-
hidroxisuccinimidil B-maleimidopropionato 27 dissolvido em N,N-
dimetilformamida (0,4 ml). Apds 4 horas de reagdo (0,5 ml) centrifugou-se
(10 minutos, 3500 rpm) e o sobrenadante foi diluido com agua bidestilada,
procedendo-se a ultrafiltragdo com um equipamento Amicon através de uma
membrana com valor de corte 1000. O retido na membrana foi liofilizado. O
rendimento oscila entre 85 e 95 %. RMN: 'H, § 6,95 (s, 2H, CH=CH), 5,01
(s, H-1) 3,41 (t, 2H, CH,NH), 2,56 (t, 2H, CH,,).

Exemplo 15: Anéalise dos produtos obtidos no Exemplo 13 bor

meio de cromatografia de troca idnica

Os produtos dos exemplos 8-12 hidrogenados € em forma de
sal de sodio sdo analisados por meio de cromatografia de troca ibnica em uma
coluna HR 5/5 de Mono Q, com um gradiente linear de cloreto de sédio (P.
Constantino, et al., Vaccine 1999, 17, 1251-1263). O perfil cromatografico de
elui¢do representado na figura 1B mostra que a mistura de oligossacarideos
do exemplo 8 contém fragmentos de diferente tamanhos. Comparando-se com

o reportado na literatura e no cromatograma A de um pentidmero pode-se
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concluir que estio representadas, na mistura, 4-5 unidades repetitivas, até

mais de 20.

Exemplo 16: Conjugacio com as proteinas da membrana

externa de Neisseria miningitidis

Dissolve-se a massa de proteina da membrana externa de
Neisseria miningitidis ou meningococo (OMPC) de um frasco que contém
aproximadamente 400 mg de proteina em 80 ml de PBS de pH 8 com N, (g)
durante 5 minutos, mantendo-se a agitagdo e em banho de agua com gelo.
Adiciona-se 1,6 ml da solucio de DSP em DMP e agita-se lentamente a 4°C
durante 2 horas. Adiciona-se 1,6 ml de solugio de DTT em PBS e agita-se
lentamente a 4°C o fraséo bem tampado durante 1 hora. Transvasa-se a
solugdo para um frasco com 20-400 ml de etanol frio e centrifuga-se a 1800
pm e 4°C durante 30 minutos. Decanta-se o sobrenadante e o sélido é
ressuspenso em uma pequena por¢do de etanol, e logo adiciona-se entre 200-
400 ml de etanol. Centrifuga-se novamente. Ressuspende-se a torta obtida em
80 ml de PBS pH = 7-9. Adiciona-se uma solu¢do do oligossacarideo
sintético funcionalizado 30 e agita-se durante 1-48 horas. Uma vez concluido
0 processo repete-se as opera¢des de precipitagdo etandlica-centrifugagdo,
seguido de uma ultrafiltragdo por uma membrana de 30.000 e, finalmente,
reconstitui-se no tampdo de PBS a uma concentragdo antigeno sintético de
40-80 pg por ml.

Exemplo 17: Conjugacio com toxoide tetinico

A solug@o de toxodide tetinico a uma concentragido de 5 mg/ml
em PBS de pH 8 ¢ borbulhada com N, durante 5 minutos, mantendo-se a
agitagdo € em banho de agua com gelo. Adiciona-se 1,6 ml da solugdo de
DSP em DMP e agita-se lentamente a 4°C durante 2 horas. Adiciona-se 1,6
ml de solucio de DTT em PBS e agita-se lentamente a 4°C o frasco bem
tampado durante 1 hora. Transvasa-se a solugdo para um equipamento de

ultrafiltracio com membrana de 10.000, procede-se a ultrafiltragdo
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adicionando-se tamp@o fresco previamente borbulhado com Ny, ao retido
pela membrana, até que a solugdo daquilo que passa pela membrana seja
negativa no teste de Ellman para tidis. Adiciona-se uma solu¢do do
oligossacarideos sintético funcionalizado 30 e agita-se durante 1-48 horas.
Uma vez concluido o processo, repetem-se as operagdes de ultrafiltragdo por
membrana de 10.000 até que a solugdo daquilo que passa pela membrana seja
negativa no teste de fenol-sulfiirico para agucares. Finalmente reconstitui-se
no tampdo de PBS a uma concentragio de antigeno sintético de 40-80 pg por

ml.

Exemplo 18: Conjugacio com dioctadecil glicerina

hemissuccinato

O produto do exemplo 8 (10 mg) é dissolvido em 1 ml de
dimetilformamida, mistura-se com uma solu¢do do hemissuccinato
dioctadecil glicerina ativado em forma de N-hidroxisuccinimidila 31.
Adiciona-se etil diaminopropilcarbodiimida (5 mg) e a reagdo é agitada
durante 6 horas. Adiciona-se uma nova por¢do de carbodiimida e a reagdo ¢
continuada com agitagdo durante 6 horas. O solvente é evaporado € a mistura
¢ aplicada a uma coluna de C18-silica-gel (1 g). Elui-se com agua para
remover o oligossacarideo e, finalmente, com uma concentragdo crescente de
metanol-4gua para eluir o produto da reagdo. Rendimento de 85 %. RMN 'H
6 5,12 (H-1), 4,60 (H-3), 3,40 (CH,;NH), 1,30 (CH,), 0,90 (CHs,).

Exemplo 19: Preparacio da vacina sem adjuvante

O imunégeno obtido no exemplo 16 que se encontra
dissolvido em tampdo de PBS a uma concentra¢io de 40 pg por ml € diluido
em condigdes assépticas € a 4-8°C com uma solugio de agua bidestilada.
Agita-se durante 10 minutos. Determina-se a concentra¢do do antigeno de
Hib e das proteinas por meio de ensaios colorimétricos € ajusta-se
adicionando mais tampio de PBS a uma concentragdo final do antigeno de

Hib de 20 mg/ml. Adiciona-se tiomersal até uma concentragdo final de 0,1-
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0,001 %. A suspens@o resultante constitui o granel de uma vacina conjugada

contra Hib sem adjuvante.

Exemplo 20: Preparacdo da vacina anti-Hib com alumina

como adjuvante

O imundgeno obtido no exemplo 16 que se encontra
dissolvido em tampao de PBS a uma concentragio de 40 pg € misturado em
condigdes assépticas € a 4-8°C com uma solu¢io de alumina 1-0,001 mg por
ml em A4gua bidestilada. Agita-se durante 20 min. Determina-se a
concentragdo do antigeno de Hib e das proteinas por meio de ensaios
colorimétricos e ajusta-se adicionando-se mais tamp3o de PBS a uma
concentragdo final do antigeno de Hib de 20 mg/ml. Adiciona-se timerosal
até uma concentracdo final de 0,1-0,001 %. A suspens3o resultante constitui
o granel de uma vacina conjugada contra Hib com adjuvante de alumina.

Exemplo 21: Preparacdo de uma vacina combinada anti-Hib €

anti-meningocdcica B.

O imunégeno obtido no exemplo 16 que se encontra
dissolvido em tampdo de PBS a uma concentragdo de 80 pg por ml que tem
uma propor¢do oligossacarideo-proteina entre 1-3 e 1-5, é misturado em
condi¢Oes assépticas € a 4-6°C com uma solugdo do complexo de proteinas
da membrana externa (OMPC) de Neisseria miningitidis tipo b, dentre as
empregadas na produgdo da vacina VA MENGOC BC, a uma concentragdo
em PBS de 100-200 mg por ml. Apés 20 minutos de homogeneiza¢do por
agitacdo magnética suave, o conteudo da reagdo € misturado com igual
volume de solugdio de alumina 1-0,01 mg por ml em agua bidestilada. Agita-
se durante 20 minutos a 4-6°C. Determina-se a concentragdo do antigeno de
Hib por estimativa de ribose e das proteinas mediante o método de Lowry €
ajusta-se adicionando mais tampdo de PBS a uma concentragio final de 0,1-
0,001 %. A suspensio resultante constitui o granel de uma vacina combinada

anti-Hib e anti-meningocdcica B adjuvada com alumina.
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Exemplo 22: Preparacio de uma vacina combinada anti-Hib e

anti-DTP

O imunogeno obtido no exemplo 16 que se encontra
dissolvido em tamp3o de PBS a uma concentragio de 80 pg por ml, é
misturado em condig¢Oes assépticas e a 4-6°C com uma solugdo de granel
final da vacina tripla bacteriana que se encontra a uma concentragio quatro
vezes superior aquela usualmente empregada na formulagdo final. Apds 20
minutos de homogeneizagdo por agitagdo magnética suave, o conteudo da
reacdo € misturado com igual volume de solugdo de alumina 1-0,01 mg por
ml de agua bidestilada. Agita-se durante 20 minutos a 4-6°C. Determina-se a
concentragdo do antigeno de Hib por estimativa de ribose e das proteinas
totais mediante Lowry e ajusta-se adicionando mais tamp3o de PBS a uma
concentracdo final do antigeno de Hib de 20 mg/ml. Adiciona-se tiomersal
até uma concentragio final de 0,1-0,001 %. A suspensio resultante constitui
o granel de uma vacina combinada anti-Hib e anti-DTP adjuvada com
alumina.

Exemplo 23: Ensaios imunologicos da vacina obtida a partir

do oligbmero e a OMP

A vacina dos exemplos 19 ¢ 20 foi utilizada para imunizar a
uma dose de 1 pg ou 2 pug de antigeno. Os animais usados para este ensaio
foram coelhos, ratos e camundongos. Realizaram-se 2 imunizagdes com 4
semanas de intervalo e 3 extra¢des de sangue para todos os experimentos a
0,28 e 42 dias. Apos coletadas, as amostras de sangue foram centrifugadas a
3500 r.p.m. durante 20 minutos. Os soros assim obtidos foram diluidos 10
vezes € armazenados a -40°C até o momento de sua analise.

A avalia¢3o da resposta de anticorpos dos soros de todos os
animais imunizados foi realizada mediante um ensaio imunoenzimatico tipo
ELISA indireto. Os resultados alcangados sdo mostrados nas figuras 2-5.

Exemplo 24: Conjugado da mistura de oligossacarideos
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sintéticos e p-nitrofenilacrilato

A mistura de oligossacarideos do exemplo 13 (10 mg) ¢
dissolvida em dimetilformamida e adicionada sobre uma solugio de p-
nitrofenilacrilato (10-30 mg) em dimetilformamida (1 ml). Adiciona-se 0,1-
0,5 ml de trietilamina e a reagdo é mantida com agitagio durante 16 horas.
Adiciona-se 3 mesma 0,1-0,5 ml de amoniaco e a agitacdo € continuada
durante 24 horas. A solugdo ¢ aplicada numa coluna de Sephadex LH-20 em
acetonitrila. Flui-se com uma mistura de acetonitrila-agua. As fragdes
positivas de ribose segundo o ensaio de orcinol s3o reunidas e liofilizadas. O
rendimento € superior a 80 %. |

Exemplo 25: Capacidade do conjugado do oligossacarideo

sintético de detectar anticorpos anti-Hib

Uma solu¢@o do produto do exemplo anterior em tampéo de
carbonato-bicarbonato € aplicada a uma concentragdo de 1-100 pg por ml
sobre a metade de uma placa de 96 pogos. Na outra metade aplica-se o
antigeno HbO-HSA & concentragdo recomendada. Procede-se realizando um
ensaio de tipo ELISA empregando um soro anti-Hib, o soro de camundongos
imunizados com um conjugado do polissacarideo natural conjugado com
toxoide tetdnico. Os resultados obtidos neste ensaio sdo mostrados na Figura

6.

Breve descricio das figuras

Figura 1. Cromatograma tipico das fragdes de oligdmeros
obtidas no Exemplo 15 por meio de cromatografia de troca i6nica em Mono
Q HR 5/5 com um gradiente linear de NaCl de 0-500 mM, em que A:
pentamero; B: oligdbmero do Exemplo 10.

Figura 2. Respostas dos anticorpos de coelhos imunizados
com a vacina do Exemplo 16.

Figura 3. Respostas dos anticorpos de coelhos imunizados

com a vacina do Exemplo 15.
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Figura 4. Respostas dos anticorpos de ratos imunizados com a
vacina do Exemplo 15.

Figura 5. Respostas dos anticorpos de camundongos Balb C
imunizados com a vacina do Exemplo 15.

Figura 6. Capacidade do conjugado de 26-PPA para detectar

anticorpos anti-Hib.
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REIVINDICACOES

1. Procedimento para sintetizar uma mistura de
oligossacarideos compreendendo unidades repetitivas de formula (fosfato-

ribose-ribitol)n ou (ribose-ribitol-fosfato)n

r ‘ : -
HO np O
oH HO— o ©
o oH OH
OH
| 0-LR, Ry 0 OH
o o—ﬁ;_o___ﬁz
L -
A n L B 5 h
em que

n = & um numero inteiro entre 4 ¢ 25
R; = espagador ¢ R, = H; ou R, = espagador e Rj=H

caracterizado pelo fato de que a reagdo para formar o

oligossacarideo acima compreende as seguintes etapas: 2,3,4-tri-O-benzil-1-
O-(B-D-2’,5’-di-O-benzil-3’-O-trietilamonio fosfonato-ribofuranosil)-D-
ribitol ou 2,3,4-tri-O-benzil-5-O-trietilamdnio fosfonato-1-O-(B-D-27,5"-di-
O-benzil-ribofuranosil)-D-ribitol sendo submetidos a uma reagdo de
policondensagdo adicional na presenga de um promotor, com um espagador
em um solvente basico, em que o promotor é cloreto de pivaloila ou cloreto
de adamantano-1-carbonila e dito espacador como um receptor pode
interromper o crescimento das cadeias de oligdbmero, em que dito espagador
tem a formula geral R3-Y-OH, em que Y é uma cadeia alifatica que pode
incluir anel(éis) aromatico(s) ou pode incluir heteroatomos em um niimero de
0 a 5, em que R;3 ¢ grupo funcional na extremidade terminal do espacador que
pode ser selecionado de NH,, COOR, CHO, SH, ou azida; e o produto da
policondensac@o sendo ainda submetido a oxidagdo do fosfonato a fosfato,

seguido de hidrogenagdo para remover o0s grupos protetores benzila,
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desprotegdo ou ativagdo do espacador e eliminagdo das frages maiores que
25 unidades repetitivas, por meio de um ou varios processos de peneiragdo
molecular.

2. Procedimento de acordo com a reivindica¢io 1,

caracterizado pelo fato de que 2,3,4-tri-O-benzil-1-O-(-D-2’,5’-di-O-benzil-

3’-O-trietilaménio fosfonato-ribofuranosil)-D-ribitol ou 2,3,4-tri-O-benzil-5-
O-trietilamonio fosfonato-1-0O-(B-D-2",5"-di-O-benzil-ribofuranosil)-D-
ribitol e o promotor encontram-se em uma propor¢do molar de 1/1-3.

3. Procedimento de acordo com a reivindicagio 1,

caracterizado pelo fato de que o espacgador ¢ 5-azido-3-oxapentanol.

4, Procedimento de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que 2,3,4-tri-O-benzil-1-O-(-D-2’,5’-di-O-benzil-

3’-O-trietilamdnio fosfonato-ribofuranosil)-D-ribitol ou 2,3,4-tri-O-benzil-5-
O-trietilamonio fosfonato-1-0-(B-D-2’,5"-di-O-benzil-ribofuranosil)-D-
ribitol e o espagador encontram-se numa propor¢do molar entre 5-10/1.

5. Procedimento de acordo com a reivindicagdo I,

caracterizado pelo fato de que o dissacarideo ¢ 2,3,4-tri-O-benzil-1-O-(B-D-
2’,5’-di-O-benzil-3’-O-trietilambnio  fosfonato-ribofuranosil)-D-ribitol, o
espacador é 5-azido-3-oxapentanol, o promotor € cloreto de pivaloila e o
solvente basico ¢ piridina.

6. Procedimento de acordo com a reivindicacdo |1,

caracterizado pelo fato de que 2,3,4-tri-O-benzil-1-O-(f-D-2’,5’-di-O-benzil-

3’-O-trietilaménio fosfonato-ribofuranosil)-D-ribitol ou 2,3,4-tri-O-benzil-5-
O-trietilamonio fosfonato-1-0-(B-D-2",5"-di-O-benzil-ribofuranosil )-D-
ribitol em forma pura sfo obtidos empregando o 2,3,4-tri-O-benzil-5-O-alil-
(B-D-ribofuranosil)-D-ribitol, que ¢ sintetizado por meio de ribosilagdo do
2,3,4-tri-0-benzil-5-0-alil-D-ribitol com peracetato de ribofuranosa seguido
de desacetilagdo dando o composto 2,3,4-tfi-O-benzyl-5-O-alil-(B-D-

ribofuranosil)-D-ribitol, que ¢ submetido a purificagdo por adsorc¢éo-
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dessorgdo em silica-gel.
7. Procedimento de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que o 2,3,4-tri-O-benzil-1-O-(B-D-2’,5’-di-O-

benzil-3’-O-trietilaménio fosfonato-ribofuranosil)-D-ribitol ou 2,3,4-tri-O-
benzil-5-O-trietilaménio fosfonato-1-O-(B-D-2",5 -di-O-benzil-
ribofuranosil)-D-ribitol sdo obtidos empregando o 5-O-propenil-2,3,4-tri-O-
benzil-1-0-(2',5'-di-O-benzil-B-D-ribofuranosil)-D-ribitol que ¢ sintetizado
por um processo de dibenzilagdo do 2,3,4-tri-O-benzil-5-O-alil-(B-D-
ribofuranosil)-D-ribitol com 6xido de dibutilestanho, iodeto de
tetrabutilamoénio, hidreto de sddio e cloreto de benzila em uma relagdo 1: 0,5-
2:0,001-1, 0,5-10: 1-5, em um solvente selecionado do grupo consistindo de

tolueno, benzeno, tetraidrofurano e xileno, dando o composto de féormula

OBn
0Bn
OBn
HO OBn O Al

em que Bn € benzila e AIl ¢ alila, seguido de isomerizagdo de
alila a propenila.
8. Procedimento de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que 2,3,4-tri-O-benzil-1-O-(B-D-2’,5’-di-O-benzil-

3’-O-trietilamoénio fosfonato-ribofuranosil)-D-ribitol ou 2,3,4-tri-O-benzil-5-
O-trietilamonio tosfonato-1-0O-(B-D-2",5 -di-O-benzil-ribofuranosil )-D-
ribitol sdo obtidos comegando a partir de 5-O-propenil-2,3,4-tri-O-benzil-1-
0-(2’,5’-di-O-benzil-B-D-ribofuranosil)-D-ribitol, por um método que
compreende um processo de fosfonilagdo com tricloreto de fésforo-imidazol
seguido de hidrdlise do grupo propenila, ou acetilagdo, hidrélise do grupo
propenila, e fosfonilagdo com tricloreto de fdésforo-imidazol, seguido de

desacetilagdo.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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RESUMO
“PROCEDIMENTO PARA SINTETIZAR UMA MISTURA DE
OLIGOSSACARIDEOS”

A presente invengdo refere-se ao campo da medicina, em
particular a sintese quimica de misturas de oligossacarideos derivados de
ribose-ribitol-fosfato, que sdo empregadas como principio ativo em vacinas
para a prevencdo de infec¢des causadas por Haemophilus influenzae tipo b
(Hib), bem como as vacinas que compreendem a referida mistura de
oligossacarideos. As misturas de oligossacarideos obtidas por sintese quimica
da presente invengdo compreendem unidades repetitivas de féormula (fosfato-
ribose-ribitol)n ou (ribose-ribitol-fosfato)n de pelo menos 5 compostos com
estrutura A ou B, que representam a unidade repetitiva do polissacarideo
capsular do Haemophilus influenzae tipo b e que diferem apenas em n, sendo
que n >4 e £ 25), e em que R; ou R, € um espagador para a conjugagio a um
veiculo, com a condi¢8o de que R; = espagador se R, = H, ou R, = espagador
se R; = H. A invengd@o também se refere aos imundgenos que contém estas
misturas oligossacaridicas, as vacinas que contém estes imundgenos € aos
processos para preparar estes oligossacarideos em forma de misturas. Além
disso, a invencdo refere-se ao uso das vacinas, quer sejam sozinhas ou em
combinagdo com outras vacinas, para a prevengdo das infecgdes causadas

pelo Haemophilus influenzae tipo b.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

