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“COMPOSICAO E PROCESSO PARA PREPARAR A COMPOSICAQ”

Campo da Invengao

[001]A presente invengdo esta relacionada a novas composicdes de
adjuvantes glicolipidios, métodos para a sua utilizag&o, e sua preparagdo. As novas
composigdes da presente invengdo sdo estaveis por um periodo prolongado sem
floculagéo. Elas sdo particularmente uteis na aplicacdo de diversos medicamentos,
incluindo vacinas.

Fundamentos da Invengao

[002]Vacinas sao tipicamente usadas para proteger animais humanos e
veterinarios de infecgdes provocadas por bactérias, virus e organismos parasitas. Os
antigenos usados nas vacinas podem ser de qualquer variedade de agentes mas
sdo tipicamente composto de organismos patogénicos mortos, organismos
patogénicos que estdo vivos porém modificados ou atenuados, proteinas, proteinas
recombinantes ou fragmentos desses mencionados. Qualquer que seja a fonte do
antigeno, é frequentemente necessario acrescentar um adjuvante para melhorar a
imuno-resposta do hospedeiro ao antigeno.

[003]Os adjuvantes sdo usados para cumprir dois objetivos: eles freiam a
liberagdo dos antigenos oriundos do local da injecdo e eles estimulam o sistema
imuno.

[004]O primeiro adjuvante reportado na literatura foi o Adjuvante Completo
de Freund (FCA). O FCA contém uma emulsdo agua-em-Oleo e extratos de
micobactéria. Os extratos de micobactéria proporciona moléculas imuno-
estimulatérias em uma forma em bruto. A emulsdo agua-em-6leo atua para criar um
efeito de depdsito onde os antigenos sao lentamente liberados. Infelizmente o FCA é
pobremente tolerado e ele provoca uma inflamagcdo descontrolada. Desde a
descoberta do FCA ha 80 anos atras tém sido feitos esforgcos para reduzir os

indesejados efeitos colaterais dos adjuvantes.
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[005]Analogos glicolipidios compreendendo uma nova classe de compostos
que possuem propriedades adjuvantes s&o agora conhecidas. A Patente U.S. No.
4.855.283, (daqui em diante ‘283) revela a sintese analogos glicolipidios, que
incluem N-glicosilamidas, N-glicosiluréias, N-glicosilcarbamatos, e especificamente:
Acetato de N-(2-desoxi-2-L-leucilamino-f-D-glicopiranosil)-N-octadecildodecanamida
(conhecido como Bay R1005, O Lockhoff, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. (1991)
30:1611-1620. Os compostos descritos pa patente ‘283 sdo particularmente
adequados para uso como adjuvantes.

[006]Formulagdes de adjuvantes glicolipidios precisam ser faceis de fabricar
e estaveis quando armazenadas por periodos prolongados sem apresentar
floculagdo do componente lipidio. As formas nao-acetato das glicolipidio-amidas ou
glicosilamidas s&o altamente insoluveis e tipicamente se separam da solugdo por
floculagdo quando do armazenamento tanto na temperatura ambiente ou em
temperaturas mais baixas.

[007]As solugdes e adjuvantes compreendendo glicosilamidas providas aqui
apresentam pouca floculacdo e sdo bastante estaveis. Elas sao faceis para fabricar
e podem se preparadas em escala comercial. As formulagdes liquidas de
adjuvantes glicolipidios podem ser usadas como um diluente para re-hidratar uma
preparagao de antigeno liofilizado. Métodos para testar a estabilidade dessas
formulacbes em tempo real e através de protocolos de testagem acelerada da
estabilidade sdo também providos.

Sumario da Invengao

[008]Essa invencdo compreende a composicdo e método de produzir ou de
fabricar ambas a solugdo Estoque de Glicosilamida e Solugdo Adjuvante Glicolipidio.
A Solugao Estoque de Glicosilamida é preparada mediante dissolver um glicolipidio
de Formula 1 em um alcool e combinar isto com uma quantidade apropriada de um

acido fraco mais um tensoativo “ndo-idnico”. O acido fraco € acrescentado a solugao
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alcodlica de glicolipidios, em excesso molar de acido fraco com referéncia aos
glicolipidios. Em uma modalidade o glicolipidio € hidroacetato de N-(2-desoxi- 2-L-
leucilamino-B-D-glicopiranosil)-N-octadecildodecanoilamida. Em uma modalidade o
alcool é etanol. Em uma modalidade acido fraco & &acido acético. Em uma
modalidades tensoativos n&o-ibnicos sdo diversos sorbitanos (Span®) ou
polioxietilenosorbitanos (Tween®) em particular os mono-lauratos de sorbitanos
(Span 20®) e mono-lauratos de polioxietilenosorbitanos (Tween 20®). A Solugéo de
Adjuvante Glicolipidio é preparada mediante introduzir uma quantidade apropriada
da Solucédo Estoque de Glicosilamida num “tampé&o adequado”. O pH das Solugdes
de Adjuvante Glicolipidio finais estaveis descritas aqui devera estar entre cerca de 6
e cerca de 8. Um pH final de entre cerca de 6 até cerca de 7 é preferido. Um pH final
entre cerca de 6,3 até cerca de 6,4 é descrito. Altas concentracbes salinas de
Adjuvante Glicolipidio, aquelas acima de 30 mM NaCl, devem ser evitadas.

[009]Essas duas solucbes sdao exemplificadas em mais detalhes como a
sequir:

[0010]A Solugdo Estoque de Glicosilamida € uma composicdo que
compreende:

a) um glicolipidio de Férmula |; em que a Férmula | é

R°-0—CH,
CO-X~R?
© /
R
3 6
R —0 NH —R
em que

R' é hidrogénio, ou radical alquila saturado possuindo até 20 atomos de
carbono;

X & -CHz-, -O- ou -NH-;
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R? é hidrogénio, ou um radical alquila saturado possuindo até 20 atomos de
carbono;

R3, R*, e R% sdo independentemente hidrogénio, -SO4?, -PO4?-, -CO-alquilC1-
10,

R® é L-alanil, L-alfa-aminobutil, L-arginil, L-asparginil, L-aspartil, L-cisteinil, L-
glutamil, L-glicil, L-histidil, L-hidroxipropil, L-isoleucil, L-leucil, L-lisil, L-metionil, L-
ornitinil, L-fenilalani, L-prolil, L-seril, L-treonil, L-tirosil, L-triptofanil, e L-valil ou seus
D-isbmeros;

em uma forma sal, onde a forma salina é derivada de um acido fraco;

b) um alcool em que o alcool é HO-alquilC1-3;

c) um acido fraco, em que 1) o acido fraco estda em excesso molar com
referéncia ao teor de glicolipidio, e 2) &€ qualquer acido que possui um valor de pKa
entre cerca de 1,0 e cerca de 9,5 usando tabelas ou valores padrdes; e

d) um tensoativo n&o-ibnico, onde o tensoativo n&o-ibnico é um agente que
reduz a tensao superficial do material em que ele esta dissolvido e possui um
componente que € hidrofébico e um outro componente que € hidrofilico.

[0011]JA Solugdo de Adjuvante Glicolipidio € uma composicdo que
compreende:

a) uma Solugao Estoque de Glicosilamida; e

b) um tampdo adequado, onde o tampdo € um apropriado para uso
veterinario ou médico e pode manter um pH relativamente constante numa solucao
aquosa de entre cerca de 6,0 e cerca de 8,0.

Descricdo Detalhada da Invengéo

[0012]A menos que de outro modo estabelecido, os termos apresentados a
seguir usados na especificagdo e reivindicagdes pssuem os significados dados
adiante.

[0013]O termo “alcool” se refere a um composto de Formula: HO-C1-3lquil.
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Ele pode ser metanol, etanol, ou propanol em qualquer forma, tal como n-propanol
ou iso-propanol. Etanol é preferido.

[0014]0 termo “alquil” se refere a fragbes hidrocarbonetos saturados tanto
lineares e ramificadas.

[0015]O termo “glicolipidios” se refere aos compostos de Férmula | adiante.
Esses compostos sdo descritos na Patente US No. 6.290.971, e Patente US No.
4.855.283, concedida em 8 de agosto de 1989. Tanto a Patente US No. 6.290.971, e
Patente US No. 4.855.283 sao aqui incorporadas por referéncia em suas totalidades.
Um glicolipidio descrito em particular aqui, quando em sua forma acetato possui o
nome comercial Bay R1005®, e o nome quimico “acetato de N-(2-desoxi-2-L-
leucilamino-B-D-glicopiranosil)-N-octadecildodecanamida” A forma amida desse
composto tem o nome comercial Bay 15-1583® e o nome quimico de “N-(2-desoxi-2-

L-leucilamino-B-D-glicopiranosil)-N-octadecildodecanamida.’

[0016]Os glicolipidios de Férmula | s&o:

R®-0—CH, ,
o CO-X-R
4
3 6
R™—0 NH -gr
formula |
em que

R' é hidrogénio, ou radical alquila saturado possuindo até 20 atomos de
carbono;

X é -CHz-, -O- ou -NH-;

R? é hidrogénio, ou radical alquila saturado possuindo até 20 atomos de
carbono;

R3, R4 e R® sdo independentemente hidrogénio, -SO4%, -P0O4%, ou -CO-

alquilC1-10;
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R® é L-alanil, L-alfa-aminobutil, L-arginil, L-asparginil, L-aspartil, L-cisteinil, L-
glutamil, L-glicil, L-histidil, L-hidroxipropil, L-isoleucil, L-leucil, L-lisil, L-metionil, L-
ornitinil, L-fenilalani, L-prolil, L-seril, L-treonil, L-tirosil, L-triptofanil, e L-valil ou seus
D-isébmeros;

ou um sal farmaceuticamente aceitavel desses mencionados.

[0017]Uma outra modalidade especificada descreve os glicolipidios de
Formula 1 em que:

R' é hidrogénio, ou saturated alquilC12-1g;

R? é hidrogénio, ou saturated alquilC7-11;

X é -CHa,;

R4, e R® sdo independentemente hidrogénio;

R® é selecionado de L-leucil;

[0018]As variaveis para a Férmula | sdo separadas e todas as combinagdes
de variaveis sao aqui descritas e reivindicadas.

[0019]Em uma outra modalidade, os glicolipidios sdo aqueles descritos pela

Formula ll(a):

OH 0]

>——C7_11alkyl AlquilC7_11
° N }
HO HO Ciz-1salkyl AlquilCiz-1s
NH

0]

NH,
Formula ll(a)

[0020]Em uma outra modalidade, os glicolipidios sdo aqueles descritos pela

Formula ll(b):
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C]Alquilclﬁ

0 N
HO
HO
NH
0 NH,
CAlgquilCi—y

Formula 1l(b)
[0021]Em uma outra modalidade, os glicolipidios possuem a estrutura da

Férmula 1lI:

AV VN N P

0 NH,

O, N
HO
HO
NH

Foérmula (l11)

[0022]Um composto de Férmula Ill pode existir em uma ou outra de forma
amida ou forma acetato. A forma amida desse compostotem o nome comercial Bay
15-1583®. A forma acetato tem o nome comercial Bay R1005®.

[0023]0s (glicolipidios de Formula | podem ser feitos usando os
procedimentos seguintes, tomados da Patente U.S. No. 4.855.283.

[0024]Como pode ser visto a partir da Formula 1, os compostos de acordo
com a invengao sao baseados numa 2-amino-2-desoxihexose substituida. Esses
agucares sao sempre ligados por N-glicosida por meio de C-1, o atomo de carbono
anomérico, ao grupo acilamido, carbamido ou alcoxicarbonilamido

CO—X-—R2

R!
oy
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com os significados mencionados acima para R', R? e X.

[0025]O grupo 2-amino dos amino-agucares nos compostos de acordo com
a invengéao, de Férmula |, esta ligado por amida a um a-aminoacido ou um derivado
o-aminoacido.

[0026]0s aminoacidos sao os L-aminoacidos naturais tais como

glicina, sarcosina, acido hipurico, alanina, valina, leucina, isoleucina, serina,
treonina, cisteina, metionina, ornitina, citrulina, arginina, acido aspartico, asparagina,
glutamic acido, glutamina, fenilalanina, tirosina, prolina, triptofano e histidina.
Também s&o descritos D-aminoacidos, tal como D- alanina, ou aminoacidos
carboxilicos, tal como acido alfa-aminobutirico, acido a-aminovalérico, acido a-
aminocaproico ou acido a-amino-heptandico, amvos na forma-E e forma-L, para
atuar como substituintes no amino-agucar.

[0027]0s processos para a preparagao dos compostos de acordo com
Formula | sdo também providos. Isso enseja iniciar a partir de um derivado 2-amino-

2-desoxiglicopiranose (Formula V), que esta protegido no grupo amino,

HO—CH3
HO OH

HO NH~R!0
(Iv)

em que R'0 representa um grupo protetor para a protegdo de grupos amino,
que é conhecido a partir da sintese de peptideos e pode, onde apropriado, ser
seletivamente eliminado.

[0028]Exemplo de grupos protetores adequados sdo grupos acil, tal como
grupos trifluoroacetil ou tricloroacetil, o-nitrofenilsulfenil, 2,4-dinitrofenilsulfenil ou
grupos alcoxicarbonil inferiores opcionalmente substituidos tais como metoxicarbonil,

t-butiloxicarbonil, benziloxicarbonil, p-metoxibenziloxicarbonil ou 2,2,2-
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tricloroetiloxicarbonil groups. Adequados derivados amino-hexose N-protegidos séo
conhecidos. Por exemplo, M. Bergmann e L. Zervas, Ber. 64, 975 (1931); D. Horton,
J. Org. Chem. 29, 1776 (1964); P. H. Gross e R. W. Jeanloz, J. Org. Chem. 32, 2759
(1967); M. L. Wolfrom e H. B. Bhat, J. Org. Chem. 32, 1821 (1967); general: J. F. W.
McOmie (Editor). Prot. Groups. Org. Chem., Plenum Press (1973); Geiger em “The
Peptides” Vol. 3, p 1-99, (1981) Academic Press; e Literature cited there). Grupos
amino-protetores preferidos para a preparagdao dos compostos de acordo com
Formula | sdo o grupo BOC group (ter- butiloxicarbonil) ou o grupo Z
(benziloxicarbonil).

[0029]Os derivados amino-agucar bloqueados (IV) s&o reagidos, numa
primeira etapa de reagdo, com aminas (Férmula V),

H2N-R* (V)

onde R' tem o significado acima mencionado, para produzir glicosilaminas

(Formula VI)
HO~CH,
o
~ HO —NH-—R!
HO NH—RI0

(VD)

[0030]Preparagdes de glicosilamina desse tipo sdo conhecidas em principio
(ELLIS, Advances em Carbohidrate Chemistry 10, 95 (1955)) e sao,
especificamente, descritas em DE-OS (German Published Specification) No.
3.213.650.

[0031]Na segunda etapa de reacao, as glicosilaminas (VI) sédo reagidas ou
com adequados derivados acidos carboxilicos (Férmula VII), tal como haletos de

carboxila, ou anidridos carboxilicos,
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R"-CO-CH20R* (VII)

R? possuindo o significado acima mencionado, e R'' representando
halogénio tal como, por exemplo, cloro, ou representando -O-CO-R? com o
significado acima mencionado para R?, ou representando -O-CO-O-alquila inferior.

Desse modo, glicosilamidas (Formula VIII)

HO—CH3
o CO—X—R?
/
HO N
AN
Rl
HO NH—R10

(VI

em que R', e R? possuem os significados acima mencionados, e R'® é igual
como R® e X representa -CH2-, sdo obtidos. As condi¢cdes para as N-acilagdes desse
tipo estédo indicadas em DE-OS (German Published Specification ) No. 3.213.650.

[0032]Em uma modalidade preferida, as glicosilaminas de Férmula VI s&o
reagidas com um a dois equivalentes de um cloreto de carbonila (Férmula VII) ou
com um a dois equivalentes de um anidrido misto o qual foi obtido a partir do acido
carboxilico pertinente R2-- CH2--CO2 H e cloroformiato de etila ou cloroformiato de
isobutila, em presenca de uma base organica auxiliar, através de métodos

conhecidos da literatura, para produzir a glicosilamida de Férmula VIH com X=-CH2-

[0033]Isto é realizado em solventes organicos ou solventes aquosos-
organicos entre 0° C e 50° C, onde apropriado em presenca de uma base inorgéanica
ou organica. Adequados diluentes s&o alcoois, tal como metanol, etanol, 1-propanol
ou 2-propanol, ou éteres, tal como éter dietilico, tetraidrofurano ou 1,4-dioxano, ou
hidrocarbonetos halogenados, tal como diclorometano, triclorometano ou 1,2-
dicloroetano, ou N,N-dimetilformamida.

[0034]Quando as glicosilaminas (VI) que sdo obtidas na primeira etapa s&o
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reagidas com ésteres halogeno-formicos (1X)

R'2-CO-0-R? (IX)

R'2 representando halogénio tal como, por exemplo, cloro ou bromo, e R?
possuindo o significado acima mencionado, entdo os glicosilcarbamatos (VIIl) sado
obtidos, X na Formula VIl representando oxigénio.

[0035]Em uma modalidade, as glicosilaminas de Férmula VIII s&o reagidas
com um a dois equivalentes de um éster clorocarbbénico IX para produzir o
glicosilcarbamato. Isto & preferivelmente realizado em solventes orgénicos ou
solventes aquosos-organicos em temperaturas entre 0° C e 50° C, mas
particularmente preferivelmente na temperatura ambiente. Solventes adequados séo
alcoois, éteres, hidrocarbonetos halogenados ou dimetilformamida, tal como s&o
mencionados acima.

[0036]Quando glicosilaminas (V1) as quais sao obtidas na primeira etapa s&o
reagidas com um a dois equivalentes de um isocianato organico (Férmula X)

R2-NCO (X)

com R? possuindo o significado acima mencionado, glicosiluréias de Férmula
VIIl séo obtidas, e X € -NH-. Essa reagao de acilagdo, como as reagdes acima
mencionadas, € preferivelmente realizada em solventes organicos, com as
temperaturas de reacao estando entre -20° C e 60° C, preferivelmente entre 0° C e
25° C. Solventes adequados sao os acima mencionados alcoois, éteres,
hidrocarbonetos halogenados, ou dimetilformamida.

[0037]As dlicosilamidas (Foérmula VI, X= -CH2-), glicosilcarbamatos
(Formula VIII, X= -O-) ou glicosiluréias (Formula VIII, X= -NH-) obtidos desse modo
sao isolados na forma de sdlidos cristalinos ou amorfos através de processos
conhecidos individualmente e, se necessario, sao purificados através de
procedimentos padrdes tais como recristalizagao, cromatografia, extragao, etc.

[0038]Em muitos casos, € também vantajoso realizar, em paralelo com ou
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em lugar das acima mencionadas etapas de purificagdo, uma derivagdo quimica que
leve a um derivado das glicosilamidas, -carbamatos e -uréias de Formula VIII, os
quais possuam boas propriedades de cristalizacdo. Derivagdes quimicas desse tipo
sdo0, no caso das glicosilamidas, glicosilcarbamatos e glicosiluréias de acordo com a
invencéo, por exemplo reagdes de esterificagdo nos grupos hidroxila dos residuos
agucar. Exemplos de adequados grupos éster sao grupos acetil, benzoil ou p-
nitrobenzoil.

[0039]Para preparar os derivados tri-O-acil das glicosilamidas, glicosiluréias
ou glicosilcarbamatos,os correspondentes tridis (Férmula VIII) s&o reagidos com
agentes de acilagcdo em presenca de bases auxiliares organicas ou inorganicas.
Adequados agentes de acilagdo s&o cloretos acidos, tal como cloreto de acetila,
cloreto de benzoil ou cloreto de p-nitrobenzil, ou anidridos, tal como, por exemplo,

anidrido acético. Isso resulta na formacao de ésteres de acordo com Férmula Xl

RI3—0—CH;
0o CO—X—R?
RB— N/
AN
Rl
Ri3=0 NH—R!0

(XI)

com R', R?, R"% ¢ X possuindo os significados acima mencionados e

R'3 representando acetil, benzoil ou p-nitrobenzoil.

[0040]As reacbes de O-acilagdo sao preferivelmente realizadas em
solventes orgénicos inertes. Aqueles que podem ser usados sdo hidrocarbonetos
halogenados, tal como diclorometano, triclorometano ou 1,2-dicloroetano, éteres, tal
como tetraidrofurano, ou 1,4-dioxano, ésteres, tal como acetato de etila, e amidas,
tal como dimetilformamida.

[0041]E também possivel para bases organicas sozinhas, tal como

trietilamina ou piridina, serem indicadas como solventes adequados. As bases que
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podem ser usadas s&o todas as bases usadas na quimica orgéanica para as O-
acilacdes. Preferivelmente, ftrietilamina, piridina ou a mistura de piridina/4-
dimetilaminopiridina sdo usados. Os triésteres (Formula XlI) podem ser facilmente
cristalizados a partir de solventes organicos. Particularmente preferidos para a
cristalizagcdo sao solventes polares, tal como alcoois de cadeia curta, que significa
dizer metanol, etanol, n-propanol ou isopropanol. Outros solventes adequados para
a cristalizagao dos triésteres (Formula XI) s&o misturas de solventes organicos com
solventes inorganicos ou orgéanicos polares, por exemplo, tetraidrofurano-metanol,
tetraidrofurano-agua, etanol-agua, e isopropanol-agua. Os triésteres (Férmula Xl) os
quais tenham sido purificados por meio de recristalizacdo simples, ou onde
apropriado por recristalizagcdo multipla sao retornados aos tridis (Formula VIII) por
hidrolise ou transesterificacdo dos trés grupos O-acetil. Uma multiplicidade de
clivagens éster sdo conhecidas na quimica organica. A preparagdo dos tridis
(Formula VIII) a partir dos triésteres (Formula Xl) mencionada pode ser feita da
transesterificagdo dos grupos acila em presengca de metanol e quantidades
cataliticas de metanolato de sodio, que € conhecido como hidrolise ZEMPLEN na
quimica organica.

[0042]A terceira etapa de reacao na preparacao dos compostos de Férmula |
de acordo com a invengdo compreende a clivagem seletiva do grupo protetor do
grupo 2-amino no agucar nos compostos de Férmula VIII. Nessa reac&o, precisa ser
tomado cuidado particular pelo fato de que nao existe a eliminagao simultanea do
grupo 1-amido ou do grupo 1-carbamido ou do grupo 1-(alcoxicarbonilamido) no
acgucar nos compostos de Formula VIII.

[0043]O grupo benziloxicarbonil, o qual é preferivelmente usado, no C-2 dos
amino-hexanos pode ser quantitativamente e seletivamente clivado, com a retengéo
do grupo 1-amido, 1-carbamido ou 1-alcoxicarbonilamido, sob as condi¢gbes de

hidrogendlise. A hidrogendlise proporciona as glicosilamidas, glicosiluréias ou
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glicosilcarbamatos com um grupo 2-amino livre no agucar, com a seguinte Férmula

Estrutural (XII)

HO—CH;
o CO—X—R2
/
HO N

e

R!

HO NH; (XID)

com o significado acima mencionados for R', R? e X.

[0044]Exemplos de catalisadores adequados para a hidrogendlise sé&o
metais nobres tal como platina ou paladio os quais sdo adsorvidos sobre carvao
ativo. Paladio/carvao (5% ou 10%) é preferivelmente usado. A hidrogendlise pode
ser realizada sob pressao atmosférica ou pressao elevada em um vaso de pressao
adequado. Solventes inertes sdo adequados para a hidrogenacao, tal como, por
exemplo, alcoois tal como metanol, etanol, ou propanol, éteres tal como
tetraidrofurano ou 1,4-dioxano, ou acidos carboxilicos tal como acido acético, ou
misturas desses mencionados. Onde apropriado, o solvente € misturado com agua
ou acidos diluidos tal como acido cloridrico ou acido sulfurico. Naturalmente, quando
tais acidos sédo acrescentados, as 2-amino-2-desoxi-glicosilamidas, -carbamatos e -
uréias de acordo com Formula Xll sdo obtidas como os sais aménio desses acidos.
O grupo protetor t-butiloxicarbonil, que é igualmente preferivelmente usado nos
compostos de Férmula VIII, pode ser clivado através de métodos conhecidos a partir
da literatura usando acidos minerais tal como acido cloridrico ou acido sulfurico.
Nesse caso também, as 2-amino-2-desoxi-glicosilamidas, -carbamatos e -uréias de
Foérmula Xll sdo seletivamente obtidas como os sais amdnio dos acidos usados para
a clivagem.

[0045]A quarta etapa de reacao para a sintese dos compostos de Formula |,
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de acordo com a invengdo, compreende a ligacdo das aminoglicosilamidas, amidas,
-carbamatos ou -

uréias de acordo com Férmula Xll, ou de seus sais, com a adequados
derivados aminoacidos. Adequados derivados aminoacidos s&o aminoacidos N-

bloqueados Formula (XIII)

HO,C—CH~N—R4

R?7 RS
(XTI

com R’ possuindo o significado acima mencionado,

R® representando hidrogénio ou metil, e

R' representando um grupo protetor que é usualmente utilizado na sintese
de peptideos e pode ser seletivamente eliminado novamente embora mantendo a
ligacao peptideo.

[0046]Os grupos protetores para o grupo amino na Férmula Xlll que s&o
preferivelmente usados sdo os acima mencionados, e 0os grupos benziloxicarbonil ou
t-butiloxicarbonil sdo particularmente preferidos. A ligacdo da 2-amino-2-desoxi-
glicosilamida, -carbamato ou -uréia de Férmula Xll com um derivado aminoacido de
Foérmula XIEI pode ser realizada por meio de métodos convencionais de sintese de
peptideos (E. Wunsch e outros: Synthese von Peptiden (Synthesis de peptides) em:
Methoden der Org. Chemie (Methods de org. chemistry) (HoubeN-Weyl) (E. Muller,
Editor), Vol XV/l e XV/2, 4th Edition, publicada por Tbieme, Stuttgart (1974).

[0047]Exemplos de processos convencionais sdo a condensagédo do grupo
amino no composto de Formula XII com um derivado aminoacido de Formula XlIIl em
presencga de agentes removedores de agua, por exemplo, dicicloexilcarbodiimida ou
diisopropilcarbodiimida.

[0048]A condensacdo dos compostos de Férmula XlI com aqueles de
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Formula Xl pode ser também realizada quando o grupo carboxila esta ativado. Um
grupo carboxila ativado possivel €, por exemplo, um anidrido acido, preferivelmente
um anidrido misto, tal como um acetato do acido, ou uma amida do acido, tal como
uma imidazolida, ou um éster ativado. Exemplos de ésteres ativados sao os ésteres
de cianometila, ésteres de pentaclorofenila, e ésteres de N-hidroxiftalimida. Esteres
ativados podem ser também obtidos a partir do acido (Férmula XIIl) e N-
hidroxisuccinimida ou 1-hidroxibenzotiazol em presenga de um agente de remogao
de agua, tal como carbodiimida. Os derivados aminoacidos s&o conhecidos e podem
ser preparados em um modo conhecido. A condensagcdo do amino-composto de
férmula XIl com os compostos carboxilicos de Férmula Xl opcionalmente ativados

proporciona os peptidoglicolipidios de Formula XIV.

HO—CH; ‘
o CO—X—R2
HO N
A AN
Rl
HO NH—CO-CH—N—R
7 ge
R R (XIV)

com os significados acima mencionados para R', R?, R7, R8 R e X.

[0049]Numa etapa final do processo para a preparacdo dos compostos de
acordo com Férmula I, o grupo protetor R' nos compostos de Férmula XIV é
eliminado. Deve ser tomado cuidado durante essa etapa para que os outros grupos
amida, uretano ou uréia presentes nos compostos de Formula XIV ndo sejam
clivados. Os grupos protetores R' que sdo preferivelmente usados nos compostos
de Férmula XIV, o grupo N-carbobenzoxi e o grupo N-ter-butiloxicarbonil, podem ser
eliminado embora mantendo o grupo amida, uretano ou uréia. O grupo carbobenzoxi

pode ser seletivamente eliminado por hidrogendlise em presenga de um metal nobre
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tal como, por exemplo, paladio sobre carvdo, em um solvente adequado tal como
etanol, metanol, acido acético glacial ou tetraidrofurano. Os solventes podem ser
usados como o solvente puro ou combinados entre si ou com agua. A reagao pode
ser realizada ou sob pressao atmosférica ou sob pressdo elevada. O grupo ter-
butiloxicarbonil R'* nos compostos de Formula XIV pode ser eliminado por meio de
processos acidoliticos. Exemplos de condi¢bes adequadas sao o usl de cloreto de
hidrogénio nos solventes adequados, tal como, por exemplo, acido acético glacial,
éter dietilico, dioxano ou etil acetato, na temperatura ambiente. Processos desse tipo
para a clivagem dos t-butil carbamatos sdo conhecidos em principio. As
peptidoglicosilamidas, -carbamatos e -uréias de Férmula | que sdo obtidas desse
modo, sdo isoladas na forma de sdlidos cristalinos ou amorfos, através de processos
conhecidos individualmente, e sdo, se necessario, purificadas através de métodos
padrdes, tal como recristalizagdo, cromatografia, extragao, etc.

[0050]0s compostos de acordo com a invengao, de Formula |, podem ser
também preparados por meio de uma segunda rota sintética com resultados
similarmente bons. Esta segunda rota sintética difere da primeira, a qual esta
descrita acima, pelo fato de que a sequéncia da ligagdo dos sintons amino agucar
aminoacido, amina R' NH2 e &cido carboxilico R?>-CH2-H, ou derivado acido
carboénico r?>-O-CO-halogénio, ou R>-NCO, com os significados acima de R' e R?, é
diferente. Nesta segunda rota, 2-N-(aminoacil)Jamino-agucares adequados de

Férmula XV

HO—CH3

HO OH

HO NH=-CO—CH—N—R !4

7 8
R’ R (XV)
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com o significado acima mencionado para R” e R®, e na qual R'* representa
um grupo protetor amino conhecido na quimica de peptideos, preferivelmente o
grupo benziloxicarbonil ou o grupo t-butiloxicarbonil, sdo usados as o componente
de partida. Os compostos de Férmula XV que sdo desse modo obtidos sdo em
seguida condensados com os compostos amino de Formula Il para produzir

glicosilaminas da Formula Geral XVI

HO—CH;
0

HO : NH—R!

HO NH-CO—CH—N—R!4

7 8
RT R (XVI)

com R', R7, R® e R"* possuindo significados consistentes com a Formula | e
a definicdo de RE.

[0051]Todos os processos descritos acima para a preparacdo dos
compostos da Formula Geral VI podem ser usados para a preparagao dos
compostos da Férmula Geral XVI. Os compostos de Formula XVI sdo em seguida
reagidos ou com os acima mencionados derivados acidos carboxilicos(Férmula VII)
ou com ésteres halogeno-formicos (Formula IX) ou com isocianatos organicos
(Formula X) para produzir as 2-(aminoacil)-aminoglicosilamidas de Formula XIV
(com X= -CH2-), ou os -carbamatos de Férmula XIV (com X= -O), ou as - uréias de
Formula XIV (com X= -NH-). Essas reagdes de acilagdo podem ser realizadas
geralmente por meio dos processos descritos acima para a reagao de glicosilaminas
com derivados de acido carboxilico ou de acido carbénico.

[0052]Os intermediarios (Formula XIV) que sdo obtidos desse modo podem
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ser purificados através do método fisico de purificagdo anteriormente mencionado.
Entretanto, €& preferivel converter os compostos de Férmula XlIV, através dos
métodos de O-acilacdo descritos acima, na forma dos tri-O-acetatos ou dos tri-O-

benzoatos da Formula Geral XVII

R13—0—CH,
o CO—X—R2
RB— : N
AN
Rr!
RB3—0 NH—CO—CH—N—R
7 8
RT R (XVID)

com os significados para as variaveis consistentes com a formula 1.

[0053]Esses compostos podem ser facilmente cristalizados, preferivelmente
a partir de solventes polares tal como metanol ou etanol, e desse modo purificados.
Os derivados cristalinos purificados derivados da Formula XVII sdo entdo
convertidos nos tridis de Férmula XIV por meio dos métodos acima mencionados de
hidrélise éster, os quais sao amplamente usados especialmente na quimica do
agucar. A eliminagao final dos grupos protetores no aminoacido nos compostos de
Formula X1V ja foram descritos acima para a preparagao dos compostos de Férmula
I. A invengdo também esta relacionada aos sais dos compostos de Formula |. Estes
sao primordialmente os sais nao toxicos que podem ser usualmente utilizados em
farmacia, por exemplo, cloretos, acetatos, e lactatos, ou sais inertes dos compostos
de Férmula I.

[0054]0 termo “acido fraco” significa qualquer acido possuindo um valor de
pKa (o -log da Ka) de entre cerca de 1,0 e cerca de 9,5 usando tabelas ou valores
padrées. Embora ndo pretendendo limitar essa invengao, os exemplos apresentados
a seguir de acidos fracos, sdo descritos com nome, formula, e pKa aproximado.

Acido acético, H(C:Hs0.) (pKa 4,76); acido ascérbico (1), Ho(CsHsOs) (pKa 4,10);
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acido acetilsalicilico, Hs(C+04), (pKa 3,5,); acido butandico H(C:H-0O.) (pKa 4,83);
acido carbbnico formas 1, H,COs3, (pKa 4,83 ); acido cromico forma 2, HCrO,- (pKa
6,49 ); acido citrico, H3(CsHsO; forma 1), (pKa 3,14 ); acido citrico forma 2,
H.CsHs0O+-, (pKa 4,77 ); acido citrico forma 3, (HC¢sHs0,)-, (pKa 6,39 ); acido
férmico, H(CHO:), (pKa 3,75); acido fumarico, Hi(C.0.) (pKa 3,03); &cido
heptandico, H(C7H130z2), (pKa 4,89); acido hexandico, H(CsH1102), (pKa 4,84); acido
fluoridrico, HF, ( pKa 3,20); isocitrato, Hs(CsO7) (pKa 3,29); acido latico, H(C3Hs0s3),
(pKa 3,08); acido maleico, H4(C404) (pKa 1,83); acido nicotinico, Hs(CsNO2)(pK3,39);
acido oxalico forma 1, H2(C204), (pKa 1,23 ); acido oxalico forma 2, (HC204), (pKa
4,19 ); acido pentanoico, H(CsH9Oz2), (pKa 4,84); acido fosforico forma 1, HsPOa,
(pKa 2,16 ); acido propanoico, H(CsHs02), (pKa 4,86); acido piruvico, H4(C303) (pKa
2,39); acido succinico Hs(C404) (pKa 4,19) e acido tricloroacético, H(C2C1302) (pKa
0,70). Quaisquer combinagdes desses sdo também exemplificadas.

[0055]Acido acético é preferido. Acido acetilsalicilico, acido citrico, acido
foérmico, acido fumarico, acido fluoridrico, isocitrato, acido maleico, acido nicotinico,
acido fosforico, acido piruvico, acido succinico e acido trifluoracético sdo os acidos
fracos mais comuns que sdo materializados individualmente, em combinacéo e
como uma colegéo.

[0056]0O termo “tensoativo ndo-idnico” significa um tensoativo que seja uma
substancia que reduza a tensao superficial do material no qual ele esta dissolvido e
nao-idnico significa que ele possui um grupo polar que nao esta eletricamente
carregado. O termo tensoativo anfifilico significa um tensoativo onde uma parte da
molécula do tensoativo é hidrofobica e uma parte é hidrofilica. Tensoativos
adequados srao tanto nao-idnicos e anfifilicos e aceitaveis para uso veterinario ou
meédico. Se um tensoativo nao-idbnico em particular € ou ndo aceitavel par uso
meédico ou veterinario isto pode ser facilmente determinado por aqueles usualmente

versados na técnica. Existem muitos tensoativos nao-ibnicos adequados que podem
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ser usados com essa invengao e numerosos exemplos sédo providos adiante.

[0057]Dois tipos bem conhecidos de tensoativos n&o-idnicos séo incluidos
aqui. Estes sao conhecidos como sorbitanos, usualmente comercializados sob o
nome comercial Span®, e polioxietileno sorbitanos, usualmente comercializados sob
o nome comercial Tween®. Especificamente incluidos aqui s&o os seguintes:
monolaurato de Sorbitano (Span 20®), monopalmitato de Sorbitano (Span 40®),
monostearato de Sorbitano (Span 60®), tristearato de Sorbitano (Span 65®),
monooleato de Sorbitano (Span 80®), trioleato de Sorbitano (Span 85®),
monolaurato de Polioxietilensorbitano (Tween 20®), monopalmitato de
Polioxietilensorbitano (Tween 40®), monosterato de Polioxietilensorbitano (Tween
60®), monooleato de Polioxietilensorbitano (Tween 80), e trioleato de
Polioxietilensorbitano (Tween 85). Essas descricbes s&o significadas incluir o nome
comercial dos ingredientes, ou ingredientes equivalentes, como listados em
catalogos de fornecedores para esses tensoativos. Os tensoativos podem ser
usados individualmente ou em qualquer combinagao.

[0058]Monolaurato de  sorbitano (Span 20®), monolaurato de
Polioxietilensorbitano (Tween 20®), monooleato de Sorbitano (Span 80®), trioleato
de Sorbitano (Span 85®), monooleato de Polioxietilensorbitano (Tween 80), trioleato
de Polioxietilensorbitano (Tween 85) s&o particularmente descritos.

[0059]0 termo “tampao adequado” significa um tampédo que € adequado
para uso veterinario ou mético e pode manter um pH relativamente constante numa
solucdo aquosa de entre cerca de 6 e cerca de 8. Tampdes fosfato sdo uma
modalidade descrita aqui. Tampdes fosfato podem ser feitos num pH especifico
numa faixa ampla por meio da mistura de sais monobasicos e dibasicos de fosfato
de sddio e/ou fosfato de potassio em diferentes proporcdes. A fabricacdo e o uso de
diversos tampdes de sodio e potassio € bem conhecida por aqueles usualmente

versados na técnica.
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[0060]Outros exemplos de tampdes s&o apresentados a seguir:

Acido 2-(N-morfolino)etano-sulfénico (também conhecido como MES);

Acido 3-(N-morfolino)propano-sulfénico (também conhecido como MOPS);

Acido N-[tris (hidroximetil]-2-aminoetano-sulfénico (também conhecido como
TES);

Acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-etano-sulfénico (também conhecido como
HEPES);

[tris (hidroximetil)metil]glicina (também conhecido como TRIS).

[0061]Parte |. Preparagao das solugdes.

[0062]As novas formulagdes reveladas aqui sdo 1) Solugbes Estoque de
Glicosilamida e 2) Solugdes de Adjuvante Glicolipidio

[0063]1) Uma Solugdo Estoque de Glicosilamida é preparada mediante
dissolver um glicolipidio em um alcool e combinar quantidades apropriadas de um
acido fraco. O acido fraco & acrescentado a solugdo alcodlica de glicolipidios, em
excesso molar do acido fraco com referéncia aos glicolipidios. Um tensoativo nao-
ibnico é acrescentado mistura acida alcodlica de glicolipidios para criar a Solugao
Estoque de Glicosilamida. O glicolipidio exemplificado é o acetato de N-(2-desoxi-2-
L-leucilamino-B-D-glicopiranosil)-N-octadecildodecanoilamida. O alcool
exemplificado é etanol. O acido fraco exemplificado € acido acético. Os tensoativos
n&o-ibnicos sdo as descritos acima.

Preparagao de Solugbes Estoque de Glicosilamida.

[0064]0 acido fraco é acrescentado a uma solugdo alcodlica contendo um
glicolipidio. O acido fraco é acrescentado em excesso molar com referéncia ao teor
do glicolipidio. O acido fraco componente deve ser acrescentado de 1,25 a 5 vezes a
quantidade do glicolipidio, em equivalentes molares em relagdo ao glicolipidio. Em
certas modalidades as seguintes quantidades relativas de acido sdo recomendadas.

A quantidade molar do acido fraco deve ser 2,0 vezes, 2,5 vezes, 2,7 vezes, 3,0
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vezes, e 5,0 vezes, e muito preferido de 2,7 vezes mais que a quantidade molar do
glicolipidio.

[0065]Um tensoativo nao-ibnico € acrescentado a mistura alcodlica de
glicolipidio apresentada acima, ou antes ou apds o acido fraco ser acrescentado,
para criar a Solugao Estoque de Glicosilamida final.

[0066]Em presenca do acido fraco, a glicosilamida é convertida na forma
acetato do glicolipidio. Os glicolipidios de Foérmula | ndo s&o totalmente soluveis
quando simplesmente introduzidos diretamente nas solu¢cbes aquosas tamponadas.
A solucéo obtida tipicamente a partir da dissolugdo de um glicolipidio de Férmula |
numa solugdo aquosa tamponada € uma mistura leitosa. Pesquisadores anteriores
tentaram produzir tais solugbes na forma de misturas homogéneas mediante
submeter a solucdo leitosa a acdo sbnica. Todavia, o efeito da agao sbnica nao
garante que a solugdo ira permanecer homogénea durante a estocagem. A
abordagem quimica de suspender esses compostos resulta numa solugéo
totalmente soluvel, quase que oticamente limpa, de glicolipidio tamponado em meio
aquoso, em pH apropriado. Quando o acido fraco € acrescentado em excesso de
quantidade comparada com a dos glicolipidios € assegurado que a totalidade do
glicolipidio esta convertida na forma soluvel, e sua reversdo de volta a forma n&o
soluvel é impedida.

[0067]O acido fraco converte os glicolipidios em um sal farmaceuticamente
aceitavel. Sais preferidos sao sais nao toxicos, os quais sdo usualmente utilizados
em preparagbes farmacéuticas e bioldgicas. Por exemplo, cloretos, acetatos,
lactatos, e sais inertes dos compostos de formula |, sdo obtidos com os acidos fracos
descritos aqui.

[0068]Os alcoois usados para dissolver o glicolipidio podem ser metanol,
etanol, qualquer forma isomérica de propanol, ou qualquer combinagcdo desses

mencionados. A solugdo alcodlica de glicolipidio resultante sera oticamente limpa.
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Qualquer reagdo quimica que possa converter a forma acetato do glicolipidio de
volta para a forma nao acetato pode provocar a floculagao do glicolipidio contido na
Solugdo aquosa. Quando ocorre a floculagdo do glicolipidio, as moléculas do
glicolipidio saem da solugdo como escamas finas, sedimentando no fundo do
recipiente. A concentracdo inicial do acido fraco na Solugdo Estoque de
Glicosilamida de glicolipidio e alcool determina se ira ocorrer qualquer floculagdo do
glicolipidio. O acido fraco devera estar em excesso molar com referéncia ao
glicolipidio para evitar floculagao.

[0069]2) Solugbes de Adjuvante Glicolipidio sado preparadas mediante
introduzir uma apropriada quantidade da Solucdo Estoque de Glicosilamida em um
“tampao adequado”. O pH das solugdes estaveis finais de Adjuvante Glicolipidio
descritas aqui devera estar entre cerca de 6 e cerca de 8. Um pH final de entre cerca
de 6 até cerca de 7 ¢é preferido. Um pH final de entre cerca de 6,3 até cerca de 6,4 €
descrito.

[0070]JA Solugao Estoque de Glicosilamida contém excesso de acido de
modo que ela devera ser tamponada para uso como um adjuvante. Por exemplo, um
tampao fosfato pode ser feito num pH especifico numa faixa ampla mediante a
mistura de sais monobasicos e dibasicos de fosfato de sédio ou fosfato de potassio
em diferentes proporgdes. Se um tampao fosfato € usado ele pode ser feito em torno
de 20 mM, e isso tem um pH de cerca de 7,8. Quando a Solucdo Estoque de
Glicosilamida é acrescentada ao tampao, o pH do tampao é rebaixado. Uma solucao
tamponada em fosfato a pH 7,8 resulta numa Solugao final de Adjuvante Glicolipidio
com um pH de cerca de 6,4. os ajustes finais do pH podem ser feitos nas
tipicamente n&o sao necessarios.

[0071]JA Solugdo Estoque de Glicosilamida contendo o acido fraco e um
glicolipidio tem um pH muito baixo. Pode ser necessario elevar o pH até um nivel

aceitavel. Uma base forte deve ser evitada para esse proposito porque a adigao de
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uma base forte pode converter a forma salina do glicolipidio de volta a forma nao
salina, resultando em precipitagdo (floculagdo) da forma n&o sal no ambiente
aquoso. Entretanto, se uma base forte é desejado, apenas pequenas quantidades
deverao ser usadas. Por exemplo, € recomendado que ndao mais que 100 mM NaOH
seja usado, ao passo que 4,0 mM ou menos € 6timo.

[0072]A solugdo tamponante pode opcionalmente incluir algum NaCl, mas
nao € necessario. As concentracdes de NaCl podem variar na faixa de a partir de
cerca de 1 até cerca de 50 mM. Quantidades menores de NaCl sao preferidas sobre
quantidades maiores. Exemplos aqui possuem ou nada de NaCl ou 15 mM NacCl.
100 mM NaCl nao é adequado devido a ocorréncia de floculacdo. Nao é esperada
floculagdo com concentracbes de NaCl de 15 mM ou menos. Nao é esperada
floculagdo com concentracbées de NaCl de 30 mM ou menos. Nao é esperada
floculagdo com concentragdes de NaCl de 50 mM ou menos.

Parte Il. Caracterizagdo da Solugao de Adjuvante Glicolipidio.

[0073]JA estabilidade da Solugdo de Adjuvante Glicolipidio durante o
armazenamento pode ser monitorada por meio de simples observacgao visual ou por
meio da utilizacdo de instrumentos analiticos apropriados. As moléculas de
glicolipidios formam micelas quando em solugdo aquosa e é possivel determinar o
tamanho das micelas precisamente com um difratdmetro a laser. Uma tal medigao
pode ser usada para determinar se existe floculacdo das moléculas d glicolipidio.

[0074]Uma abordagem alternativa para a medigéo da estabilidade em tempo
real é realizar os testes acelerados d estabilidade. Com a realizagdo dos testes
acelerados de estabilidade a solugdo de adjuvante é submetida a uma temperatura
de cerca de 37° C por cerca de sete dias, seguido por incubagdo em torno de 4 °C
por cerca de dois dias sob agitagdo constante. A incubagdo em torno de 37 °C por
cerca de sete dias representa a armazenagem em cerca de 4 °C por a periodo de

cerca de um ano. A incubagdo em torno de 4 C por cerca de dois dias com agitagéo
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constante representa a condicdo de estresse que a Solugdo de Adjuvante
Glicolipidio deve enfrentar durante o transporte.

[0075]Para determinar se a Solugdo de Adjuvante Glicolipidio esta isotbnica
com o citoplasma, a osmolaridade pode ser determinada. Diferentes concentracbes
de cloreto de sodio podem ser acrescentadas e a osmolaridade da solugao
resultante determinada usando um osmémetro. Concentracdes crescentes de cloreto
de sdédio, além de aumentar a osmolaridade, também tendem a tornar a solugao
mais turva. A turbidez é considerada ser causada por meio da agregacédo das
micelas na forma de particulas maiores. Solugdes que sejam dificeis ou impossiveis
de filtrar usando um filtro de 0,2 um n&o sao geralmente aceitaveis para uso
comercial porque a filtracdo terminal & frequentemente usada para assegurar a
esterilidade das solu¢des de adjuvante preparadas numa escala comercial. Uma
analise por microscoépio eletronico pode ser usada para determinar se existe uma
agregacao das micelas como um resultado de muita concentracéo de sal.

[0076]Adjuvantes nao-glicolipidio adicionais podem ser usados na Solug&o
de Adjuvante Glicolipidio em combinagdo com aqueles descritos acima. Em uma
outra modalidade da invengdo, moléculas imunoestimulatérias adicionais sé&o
acrescentadas a uma solugdo de Adjuvante Glicolipidio. As moléculas
imunoestimulatérias sdo bem conhecidas na arte, e elas incluem saponinas, Quil A,
brometo de dimetil dioctadecil aménio (DDA) e Carbopol.

[0077]Quil A é um extrato purificado proveniente da casca da arvore
originaria da América do Sul Quillaja saponaria. Quil A induz ambas as respostas
humoral e célula-mediada. Quil A é frequentemente usada com colesterol porque o
colesterol elimina os efeitos colaterais menos desejaveis quando acrescentado em
proporgcdes apropriadas. O colesterol forma complexos insoluveis com a Quil A que
forma estruturas do tipo helicéide a medida que o colesterol se liga com Quil A,

expondo desse modo as unidades agucar da molécula que ajudam a estimular a
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imuno-resposta.

[0078]Brometo de dimetil dioctadecil amoénio, (DDA), € um tensoativo
catiénico com cadeias alquila de 18 carbonos. Ele € uma amina quaternaria anfifilica.
A interagédo direta do DDA e o antigeno é necessaria para se obter uma imuno-
resposta otima, porque o DDA funciona como um veiculo do antigeno através da
ligagdo direta do antigeno na interface oleo/agua. Ele estimula ambas as respostas
humoral e a resposta célula-mediada.

[0079]Carbopol € uma outra molécula imunoestimulatoria util que pode ser
usada com essa invencdo. Ele € um homopolimero de acido acrilico que é reticulado
com um éter de polialquenila.

Parte Ill. Usos da Solucdo de Adjuvante Glicolipidio.

[0080JA Solugdo de Adjuvante Glicolipidio, em uma forma de sal
farmaceuticamente aceitavel, pode ser misturada com um antigeno. Antigenos
convenientes incluem: proteinas de patdogenos microbianos, glicoproteinas,
lipoproteinas, peptideos, glicopeptideos, lipopeptideos, toxoides, carboidratos, e
antigenos tumor-especificos. Os antigenos podem ser derivados a partir de uma
variedade de fontes. Antigenos provenientes de patégenos virais incluem bactérias,
virus e organismos parasitas causadores de doencgas. Misturas de dois ou mais
antigenos podem ser empregadas. O antigeno pode ser morto, naturalmente
atenuado, vivo modificado, ou um extrato de proteina, proteina produzida de modo
recombinante, um peptideo sintetizado quimicamente ou qualquer outra coisa que
estimule uma imuno-resposta. O antigeno peptideo pode existir como um peptideo
em estado livre ou conjugado ao glicolipidio ou conjugado a outros epitopos de
célula-B ou célula-T conhecidos.

[0081]A solucado estavel de Adjuvante Glicolipidio pode ser combinada com
adjuvantes ou componentes adicionais componentes 0s quais sejam conhecidos

por possuir propriedades adjuvantes. Adjuvantes adicionais que podem ser
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combinados com a Solugédo de Adjuvante Glicolipidio incluem polimeros, compostos
terpendides naturalmente ocorrentes em sua forma bruta ou parcialmente purificada,
amina quaternaria anfifilica, derivados de materiais da parede celular bacteriana, e
analogos sintéticos da parede celular bacteriana ou componentes DNA. A Solugéo
de Adjuvante Glicolipidio pode ser usada ou combinada com um ou mais agentes
tais como antibidticos ou diferentes antigenos. Antigenos bacterianos ou virais
podem ou estarem mortos ou vivos modificados. Antigenos virais mortos sao
preparados por meio do crescimento de virus em cultura tecidual e a inativagao dos
virus através de tratamentos quimicos. Alguns virus podem ser crescidos em ovos
embrionados. O antigeno viral morto pode ser acrescentado a solugdo contendo a
Solugdo de Adjuvante Glicolipidio, e a solugdo resultante pode ser usada para
vacinar os animais para conseguir protecédo contra as infec¢des virais.

[0082]Em uma modalidade dessa invengdo, a Solugcdo de Adjuvante
Glicolipidio pode ser usada como um diluente para antigenos virais vivos
modificados. Patdgenos virais podem ser atenuados em sua viruléncia ou por meio
da passagem deles em cultura tecidual por diversas geragdes ou através de
manipulagbes especificas do genoma viral. Tais cepas virais atenuadas podem ser
crescidas até titulos muito altos em cultura tecidual e podem ser usadas como
antigenos de vacina. Cepas virais atenuadas sao referidas como antigenos virais
vivos modificados. Embora essas cepas sejam menos virulentas, elas sdo ainda
altamente imunogénicas quando usadas como um antigeno na vacina e oferecem
protecao contra a infeccdo por meio de cepas virulentas. No caso da Solugédo de
Adjuvante Glicolipidio ser usada como um diluente para os antigenos virais vivos
modificados, a Solugdo de Adjuvante Glicolipidio devera ser testada para assegurar
que ela ndo possui nenhum efeito viricida sobre o virus particular de interesse.

[0083]A propriedade viricida da Solugdo de Adjuvante Glicolipidio sobre os

antigenos virais vivos modificados pode ser determinada em um experimento em
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vitro. Antigenos virais liofilizados sdo reidratados com a Solu¢do de Adjuvante
Glicolipidio ou com agua. As solugdes virais resultantes sao plaqueadas sobre uma
monocalamda de células permissivas. O titulo do antigeno viral € determinado
mediante a contagem do numero de placas formadas sobre a monocamada. A
diferenga nos titulos virais obtidos entre as amostras reidratadas com agua e a
Solugéo de Adjuvante Glicolipidio pode ser usada para determinar qual, se houver, o
efeito vificida da Solugdo de Adjuvante Glicolipidio sobre qualquer virus vivo.

[0084]Antigenos virais vivos modificados podem ser liofilizados e providos
como massas liofilizadas em uma preparagdo de vacina comercial. Em geral essas
massas liofilizadas de antigenos virais vivos modificados sdo reidratadas com uma
solucéo diluente e usadas para vacinagao de modo parenteral.

[0085]Exemplos de diluentes incluem uma solugdo aquosa contendo salino
tamponado em fosfato. Se a solugdo diluente contém uma molécula
imunoestimulatoria conhecida, a eficiéncia da vacinagdo com os antigenos virais
vivos modificados pode ser aprimorada. Em uma modalidade da presente invencgao,
a Solugao de Adjuvante Glicolipidio € usada como uma solugéo diluente.

EXEMPLOS

Exemplo 1.

[0086]Preparagcdo de wuma composicao glicosilamida insoluvel com
concentragdo igual de Bay 15-5831® e acido acético.

Tabela 1.

Uma composi¢cdo ndo adequada para uso comercial.

Reagente Quantidade (200 mL)
etanol 176,1 mL
Tween 20 4,0 mL

Acido acético glacial | 1,5 mL

Bay 15-5831® 18,4 g
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[0087]Bay 15-5831® esta registrado para the Bayer Company, é o nome
comercial para N-(2-desoxi-2-L-leucilamino-B3-D-glicopiranosil)-N-
octadecildodecanoilamida. Quando esse composto € usado para fazer um adjuvante
solucdo usando as composicdes descritas na Tabela 1, acima, onde o acido acético
€ usado em concentragdo molar igual a do glicolipidio, e o glicolipidio estda em sua
forma base livre, o glicolipidio € insoluvel e flocula.

Exemplo 2

[0088]Uma Solucao Estoque de Glicosilamida soluvel que utiliza os mesmos
componentes como no Exemplo 1, mas com um aumento na concentragdo de acido
acético relativamente a concentragéo do glicolipidio, resulta numa Solugédo Estoque
de Glicosilamida soluvel.

Tabela 2.

Composicao de a Solucédo Estoque de Glicosilamida.

Reagente Quantidade (50 mL)

Etanol (60% v/vol) 44,64 mL

Tween 20 1,12 mL

Acido acético glacial | 0,68 mL

Bay 15-5831® 3,49 g

[0089]Aqui, etanol 60% (v/v) foi usado, e a relagdo molar de acido acético
em relacdo ao to glicolipidio € de 2,0. O etanol da prova 200 do Exemplo 1 foi
substituido com etanol 60% em agua. A Solugéo Estoque de Glicosilamida resultante
foi oticamente limpa e nao havia sedimentacédo no fundo do recipiente. Essa Solugao
Estoque de Glicosilamida é acrescentada a diversos tampdes para produzir uma
Solucéo de Adjuvante Glicolipidio no Exemplo 3, adiante.

Exemplo 3.

Preparacao de Solugdes de Adjuvante Glicolipidio

[0090]Solucdes tampao em fosfato em diferentes pHs foram preparadas.
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Uma solugao estoque 2M de fosfato monobasico de sodio foi preparada mediante
dissolver 138 gramas de sal de NaH2PO4.H20 em 250 mL de agua DI em um béquer
e levando o volume final para 500 mL. De modo similar, uma solugdo estoque 2M de
fosfato dibasico de sodio foi preparada mediante dissolver 142 gramas de NaH2PO4
em 300 mL de Agua DI em um béquer trazendo o volume final a 500 mL. Ambas as
solucdes estoques foram esterilizadas por filtracdo usando um filtro de 0,2 micron.

Tabela 3.

Composicdes da solucao estoque 1M da solugcdo tampao de fosfato de sodio

em diferentes pHs

pH Solugdo  [Solucdo Volume Agua DI estéril | Volume
calculado |Na2HPO4 |Na2HPO4.H20 |total da|(mL) total da
(mL) (mL) solucao acrescentada |solucéo
estoque 2M estoque 1M
(mL) (mL)
6,0 87,7 12,3 100 100 200
6,5 68,5 31,5 100 100 200
7,0 39,0 61,0 100 100 200
7,5 16,0 84,0 100 100 200
7,8 8,5 91,5 100 100 200

[0091]Diferentes volumes de solucdes estoques 2M de fosfato monobasico
de sédio e fosfato dibasico de sddio como mostradas na Tabela 3 foram preparados,
em seguida solugdo 1M de solugdes tampdes de fosfato de sddio foram obtidas a
diferentes niveis de pH. As solugbes 1M de tampao fosfato foram em seguida
diluidas 50X para obter tampdes fosfato 20 mM.

[0092]Solugbdes de Adjuvante Glicolipidio foram preparados usando esses
tampoes estoque e as solugdes estoque de Glicosilamida do Exemplo 2.

[0093]A 96 mL de cada uma dessas solucdes fosfato 20 mM, 5 mL de
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solucao Estoque de Glicosilamida como preparada no Exemplo 2 foi acrescentado. A
Solucédo de Adjuvante Glicolipidio resultante continha 12,5 mM de acido acético e
6,33 mM glicolipidio. O glicolipidio esta agora na forma acetato.

Exemplo 4.

[0094]Significancia do pH final da Solugédo de Adjuvante Glicolipidio

[0095]Em um outro conjunto de experimentos, a significancia do pH final de
diversas solucdes foi testada para avaliar como o pH influencia a floculacdo. Um
tampéao fosfato 20 mM foi preparado num pH inicial de 7,8. A tabela 4 mostra os
adjuvantes glicolipidios preparados usando a glicosilamida preparada como no
Exemplo 1, onde o glicolipidio e acido acético foram usados em concentragbes
molares iguais. Nota, o pH final ndo caiu muito (Tabela 4), indicando a eficacia do
tampao. As concentragcdes de NaCl variaram. As leituras da densidade ¢6tica (O.D.) a
600 nm, na Tabela 4 foram comparadas as leituras similares na Tabela 5, onde as
solugdes de adjuvantes glicolipidio foram preparadas com Solu¢des Estoque de
Glicosilamida contendo duas vezes a relagcdo molar de acido acético em relagédo a do
glicolipidio, como preparado no Exemplo 2. Utilizando quantidade ou quantidade
maior de acido acético resulta em minima floculagdo. A floculagdo foi maior na
amostra nao filtrada que nas amostras filtradas. Além disso, com o aumento da
concentragdo de NaCl, existe um aumento na floculagéo e ainda na precipitagdo. A
Solugdo de Adjuvante Glicolipidio descrita na Tabela 5 foi preparado com um
tampao fosfato possuindo um pH inicial de 8,0; o pH final da Solugéo de Adjuvante
Glicolipidio estava entre 6,8 e 7,0. Uma reduc¢ao adicional no pH final da Solugao de
Adjuvante Glicolipidio pode resultar numa Solugdo de Adjuvante Glicolipidio com
menos turbidez e sem floculagao.

Tabela 4.

Preparacdo de composicdes de glicosilamida contendo quantidade

equimolar de acido acético e glicolipidios. (Ver Exemplo 1)
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Concentragdo de|Volume de|Volume das composic¢des |pH O.D. a

NaCl (mM) tampao (mL) |estoque de glicolipidio (mL) |[final |600 nm

0 480 25 7,42 1,693

15 480 25 7,39 1,873

100 480 25 7,33 2,742
Tabela 5.

Preparacao de solugao de Adjuvante Glicolipidio usando Solugéo estoque de

Glicosilamida contendo duas vezes a quantidade molar de acido acético como

glicolipidio (ver Exemplo 2)

Concentragao  de |Volume de |Volume das composicdes |pH OD. a
NaCl (mM) tampédo (mL) |estoque de glicolipidio (mL) |[final |600 nm
0 480 25 6,93 10,146

15 480 25 6,88 0,487
100 480 25 6,84 2,826

[0096]Uma densidade otica (O.D) de menos de 0,1 representa uma solugéo
translucida. Uma densidade o6tica de entre 0,1 e 0,5 € homogénea com ligeira
turbidez, uma densidade ¢6tica de 0,5 a 1,0 possui alguma turbidez, uma densidade
otica de 1,0 a 1,5 é considerada turva. uma densidade otica acima de 1,5 é turva e
nao provavel de ser filtravel usando um filtro de 0,2 micron. A Ultima seria
geralmente ndo considerada comercialmente adequada.

Exemplo 5.

[0097]Titulacdo de adjuvante glicolipidio com acido acético para mostrar que
a floculagao pode ser revertida.

[0098]Para determinar se a adi¢gao de quantidade crescente de acido acético
ao adjuvante glicolipidio que apresenta floculagdo pode reverter a floculagéo,
floculagédo, um adjuvante glicolipidio como descrito no Exemplo 1 foi preparado. Este

adjuvante glicolipidio apresentava floculagdo mesmo em auséncia de qualquer NaCl.
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Uma concentracédo crescente de acido acético foi acrescentado a essa mistura d
adjuvante glicolipidio floculada. O acido acético foi diluido 16,6 vezes com agua para
conseguir uma solugdo de trabalho de concentragdo 1 Molar. Em seguida, 15 uL
dessa solucao 1M foi acrescentada a 15 mL da mistura de adjuvante glicolipidio para
aumentar a concentragdo de acido acético em 1 mM. Com concentragdo crescente
de acido acético, o pH dos adjuvantes glicolipidios reduziu e os floculados se
dissolveram. Todavia, os adjuvantes glicolipidios permaneceram um tanto turvos.
Essa observacdo confirma que o aumento da concentracdo de acido acético
converte a base livre de Bay 15-5381 numa forma acetato, a qual € mais soluvel em

solucdo aquosa.

Tabela 7.
Titulacdo de adjuvante glicolipidio com acido acético.
Volume de adjuvante|Volume de acido aceético 1N|pH da
glicolipidio acrescentado solucéo
15 mL 0 7,25
15 mL 15 uL (1 mM) 7,21
15 mL 30 pL (2 mM) 7,10
15 mL 60 uL (4 mM) 6,97
15 mL 150 pL (10 mM) 6,44
15 mL 750 pL (50 mM) 4,57
Exemplo 6

[0099]Preparacéo de uma segunda solugao estavel de adjuvante glicolipidio
com e sem NaCl

[00100]Apods estabelecer a importdncia de um aumento na quantidade de
acido acético na manutengao da estabilidade de solugdes de glicolipidio, foi decidido
usar a composi¢cao mostrada na Tabela 8 para primeiramente preparar a Solucao

Estoque de Glicosilamida e em seguida utilizar esta para preparar uma outra
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Solugédo de Adjuvante Glicolipidio tanto com e sem NaCl. Essa solugédo estoque de
Glicosilamida € similar a solugdo do Exemplo 2, com 4 vezes o volume total e
quantidades relativamente maiores de acido acético e Tween 20.

Tabela 8.

Composigédo de uma solucéo estoque de Glicosilamida

Reagente Quantidade (200 mL)

60% etanol (v/v)[179 mL

Tween 20 4,0 mL

Acido acético 3,0 mL

Bay 15-5381 13,96 gramas

[00101]Trés diferentes Solugdes de Adjuvante Glicolipidio com
concentracdes variadas de NaCl foram preparados usando o tampéao fosfato do
Exemplo 3 e the Solugao Estoque de Glicosilamida preparada como na Tabela 8.

[00102]Igual a formulagdo no Exemplo 4, Tabela 5, a Solugéo de Adjuvante
Glicolipidio foi feita para que contivesse 0 mM, 15 mM, e 100 mM NaCl. As solucdes
0 mM e 15 mM NaCl puderam ser filtradas através de um filtro de 0,2 micron. A
Solucédo de Adjuvante Glicolipidio contendo 100 mM NaCl ndo pode ser filtrada
através de um filtro de 0,2 micron.

Tabela 9

Preparacao de Solugdes de Adjuvante Glicolipidio estaveis com e sem NaCl

Concentragao de |Volume de|Volume de solugao | pH OD. a

cloreto de sédio (mM) |[tamp&o (mL) |estoque de glicosilamida |final |600 nm

(mL)
0 465 35 6,39 0,039
15 465 35 6,37 0,073
100 465 35 6,29 10,439

[00103]20 mL de cada uma das solugbes de adjuvante glicolipidio foram
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colocadas em frascos de vidro de 30 mL e incubadas na temperatura ambiente e a
4°C. Observagoes visuais foram feitas a intervalos regulares. Inicialmente a Solugdo
de Adjuvante Glicolipidio com 0 mM NaCl estava oticamente limpa. A Solugédo de
Adjuvante Glicolipidio contendo 15 mM NaCl estava ligeiramente turva e tinha uma
O.D. de 0,073 a 600 nm. A Solugdo de Adjuvante Glicolipidio contendo 100 mM
NaCl era turva e tinha uma O.D. de 0,439 a 600 nm., Tabela 9. Nenhuma dessas
Solugdes de Adjuvantes Glicolipidio apresentou quaisquer sinais de floculagéo tanto
na temperatura ambiente e a 4 °C. Essas Solugdes de Adjuvantes Glicolipidio foram
observadas durante um periodo de um ano sem alteragao na aparéncia.

Exemplo 7

Titulacdo de Solugdes estaveis de Adjuvante Glicolipidio

[00104]Inicialmente uma Solugédo de Adjuvante Glicolipidio oticamente limpa
e estavel foi obtida sem NaOH. A fim de estabelecer que a eliminacdo ou o uso de
uma quantidade minima de NaOH era essencial para prevenir a floculacdo, é
necessario mostrar que uma adigao gradual de NaOH pode induzir floculagdo em
uma mistura de outro modo estavel de glicolipidio. Volumes apropriados de NaOH
1N foram acrescentados a 15 mL de solucdo de Adjuvante Glicolipidio sem qualquer
NaCl adicionado, como preparado na Tabela 10, adiante. O NaOH foi aumentado
gradualmente de 1 mM a 12 mM. (Tabela 10). A Solugdo de Adjuvante Glicolipidio
usada nesse experimento foi preparada usando a Solugao Estoque de Glicosilamida
descrita no Exemplo 6. Com concentracdo crescente de NaOH na Solugdo de
Adjuvante Glicolipidio, o pH da formulagdo aumentou gradualmente juntamente com

o aparecimento de floculagao.

Tabela 10.

Titulagdo de uma Solucéo estavel de Adjuvante Glicolipidio com NaOH
Volume de adjuvante | Volume de NaOH 1N acrescentado | pH da
glicolipidio (mM) solugéo
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15 mL 0 6,21

15 mL 15 uL (1 mM) 6,38

15 mL 30 puL (2 mM) 6,48

15 mL 60 pL (4 mM) 6,68

15 mL 150 pL (10 mM) 7,11

15 mL 750 pL (50 mM) 12,17
Exemplo 8

Quantificagdo do componente glicolipidio utilizando HPLC

[00105]A metodologia apresentada a seguir foi usada na analise HPLC de
Bay 15-5831®. Os parametros de HPLC descritos na Tabela 11 foram usados.

Tabela 11

Sumario dos parametros usados no método HPLC para quantificar Bay 15-

5381®
Parametro Detalhes
Coluna Hamilton PRP-1,7 micron, 250 x 4,6 mm
Fluxo 1,5 mL/min
Volume de inje¢ao 10 uL

Comprimento de onda do detector [210 nm

Fase movel A 0,4% acido percldrico, v:v
Fase movel B acetonitrila
Gradiente 0 min 40% A /60% B

15 min 30% A/70% B
20 min 30% A/70% B
35 min 10% A /90% B
50 min 10% A /90% B /51 min 40% A

Tempo de corrida 65 min

Tempo de retencdo Bay 15-5381® | Aproximadamente 25 minutos
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Tabela 12
Padrbes de Bay 15-5831®.

Padréo Concentragao

1 0,103 mM

0,206 mM

0,412 mM

0,618 mM

0,824 mM

(o) N4, B P> (OS] \ S

1,03 mM

[00106]Padrbes na faixa de 0,10 a 1,03 mM foram preparados e injetados
numa HPLC. Um resumo dos padrdes € mostrado na Tabela 12. As amostras foram
aquecidas até a temperatura ambiente e invertidas 5 vezes antes da utilizacdo. Um
mL de amostra foi acrescentado a 6 mL de metanol em um frasco de volume 10 mL.
As amostras foram em seguida submetidas a agao soénica por 10 minutos e em
seguida diluidas até o volume e misturadas. A regressao linear foi realizada nos
padrées com as areas de pico marcadas em grafico contra a concentragdo. As
amostras foram em seguida calculadas contra a curva.

Exemplo 9.

Producédo em escala (30 L)

[00107]Uma batelada de 30 litros de Solugédo de Adjuvante Glicolipidio com
a composi¢cao como descrita no Exemplo 6 foi preparada. Essa batelada continha
NaCl 15 mM.

[00108]Usando essa preparacdo de 30 L, cinco diferentes sub-solugcdes
foram preparadas com concentragcao crescente de NaOH. A concentragao de NaOH
aumentou de 0O mM a 1 mM, 2 mM, 4 mM, 8 mM, e 12 mM. A amostra para cada
concentracdo de NaOH foi dividida em aliquotas para a medicdo do pH e

observacao visual.
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Tabela 13

Caracteristicas da batelada de 30 L de adjuvante glicolipidio com o aumento

da concentragcdo de NaOH

No. amostra |Descricdo Concentragdo medida|O.D. a 600 |pH
(mM) nM
30 L Amostra|15 mM NaCl, 0 mM|6,21 0,218 6,42
1 NaOH
30 L Amostra|15 mM NaCl, 1 mM 6,3 0,137 6,52
2 NaOH
30 L Amostra|15 mM NaCl, 2 mM 6,24 0,137 6,59
3 NaOH
30 L Amostra|15 mM NaCl, 4mM 6,17 0,15 6,80
4 NaOH
30 L Amostra|15 mM NaCl, 8 mM 6,26 0,129 7,06
5 NaOH
30 L Amostra|15 mM NaCl, 12 mM|6,15 0,062 7,54
6 NaOH

[00109]A quantidade de Bay 15-5381

em todas as seis amostras

apresentadas na Tabela 13 foi quantificada usando o método de HPLC descrito no

Exemplo 8. As amostras com variagcdo de pH apresentaram a mesma concentragao

de Bay 15-5381 sugerindo que o componente adjuvante ndo é degradado durante o

aumento do pH com a adicdo de NaOH e a floculacdo que acompanha.

Exemplo 10.

[00110]Avaliagdes da estabilidade usando realizacdo de testes de estresse

acelerado

[00111]Esse exemplo descreve os métodos e resultados da realizagao de
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testes de estresse acelerado da Solugdo de Adjuvante Glicolipidio. Trés bateladas
de Solugdes de Adjuvantes Glicolipidio como descrito no Exemplo 6 foram
preparadas na escala de 500 L. Todas as trés bateladas tinham 15 mM NaCl e nao
continham NaOH. As Solug¢des de Adjuvantes Glicolipidio provenientes dessas trés
bateladas de 500 L foram usadas para o estudo da estabilidade dos glicolipidios
usando uma realizacao de testes acelerados de estabilidade.

[00112]Para os testes acelerados do estresse, a Solugcdo de Adjuvante
Glicolipidio foi submetida a agitagéo por sete dias a 37 °C, seguido por agitagao a 4
0C por dois dias. Os sete dias de agitacdo a 37 °C representam um envelhecimento
a 4 °C por um ano. Uma agitagcéo a 4 °C por dois dias representa o estresse durante
o transporte.

[00113]Um grupo de solugdo de Adjuvante Glicolipidio foi mantido estatico a
37 °C por 7 dias, em seguida agitado a 100 rpm a 4 °C por mais dois dias. Em quatro
momentos no tempo, isto € T =0, 3, 7, e 9 dias, foram registradas as observacgdes e
fotos. Em 2 momentos no tempo, isto &, T = 0 e 9 dias, o indice Refrativo e a analise
do tamanho de particula foram em seguida realizados.

[00114]O segundo grupo de Solugdo de Adjuvante Glicolipidio foi agitado a
100 rpm a 37 °C por 7 dias; em seguida agitado a 100 rpm a 40C por mais 2 dias.
Em quatro momentos no tempo, isto é, T = 0, 3, 7, e 9 dias, foram registradas as
observacdes e fotos. Em 2 momentos no tempo, isto €, T = 0 e 9 dias, o indice
Refrativo e a analise do tamanho de particula foram em seguida realizados.

[00115]0O terceiro grupo de Solugédo de Adjuvante Glicolipidio ficou estatico a
4 °C por 9 dias como controle. Em quatro momentos no tempo, istoé, T=0, 3,7,e 9
dias, foram registradas as observacdes e fotos. Em 2 momentos no tempo, isto &, T
= 0 e 9 dias, o indice Refrativo e a analise do tamanho de particula foram em
seguida realizados.

[00116]Nao houve alteragdo no tamanho de particula como o resultado da

Peticaio 870200156250, de 14/12/2020, pég. 52/63



41/43

realizacdo dos testes de estresse. Todas as amostras mantiveram tamanho de
particula sub-micron como observados nas amostras imediatamente apds elas terem
sido preparadas. Além disso, uma medigdo da HPLC do componente Bay 15-5831®
nas amostras mantidas a 4 °C ou submetidas a estresse a 37 °C por sete dias néo

apresentou qualquer alteragcdo na quantidade de Bay 15-5831®.

Tabela 15.

Quantificacdo de Bay 15-5831® apos a realizacdo dos testes de estresse
Numero da batelada da solu¢do de adjuvante glicolipidio | Concentragdo  medida
e tratamento (mM)

Batelada 1 -4 °C 6,23
Batelada 1 - 37 °C agitacao 6,29
Batelada 2 - 4 °C 6,32
Batelada 2 - 37 °C agitagéo 6,30
Batelada 3 - 4 °C 6,28
Batelada 3 - 37 °C agitagéo 6,29

[00117]Na Tabela 15, as amostras controle foram mantidas a 4 °C por sete
dias, enquanto que as amostras de teste foram mantidas em agitacdo a 37 °C por
sete dias. A amostras agitadas a 37 °C por sete dias possuem concentragdes
similares aquelas armazenadas a 4 °C.

Exemplo 11.

[00118]Realizagao dos testes viricidas da Solugao de Adjuvante Glicolipidio

[00119]A realizacdo dos testes viricidas foi conduzia numa Solugdo de
Adjuvante Glicolipidio preparada numa escala de 30 L como descrito acima no
Exemplo 9. Essa Solugdo de Adjuvante Glicolipidio continha 15 mM NaCl e nao
continha NaOH.

[00120]O adjuvante glicolipidio foi testado quanto a sua adequabilidade para

utilizacdo como diluente com virus vivos modificados. Antigenos virais vivos
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modificados sdo preparados como massas aglomeradas secadas por congelamento.
Quando da reidratagdo dessas massas aglomeradas com adequada Solugdo de
Adjuvante Glicolipidio, foi confirmado que a Solugdo de Adjuvante Glicolipidio
utilizada ndo mata os virus vivos modificados. A Solugédo de Adjuvante Glicolipidio foi
testada novamente contra trés antigenos virais bovinos: Virus Sincicial Respiratério
Bovino (BRSV), Virus Para-influenza Tipo 3 (PI3), e Virus da Rinotraqueite Bovina
Infecciosa (DBR).

[00121]Massas aglomeradas virais foram reidratadas usando a Solugao de
Adjuvante Glicolipidio. Apds incubac&o na temperatura ambiente (RT) por 1 hora, a
amostras foram plagueadas sobre uma monocamada de uma linhagem celular com
uma diluigdo serial. Através da contagem do numero de massas aglomeradas virais
que aparecem sobre a monocamada, o valor da dose infectiva para 50% da cultura
tecidual por mL (TCID50/mL) foi obtido para cada antigeno viral reidratado com agua
estéril ou Solugédo de Adjuvante Glicolipidio. Nesse ensaio, uma redugéo no titulo de
0,7 apos reidratagdo com a Solugéo de Adjuvante Glicolipidio de teste foi tratada
como viricida.

[00122]0s resultados estdo apresentados na Tabela 16. A Solugdo de
Adjuvante Gilicolipidio ndo apresentou qualquer efeito viricida sobre esses trés virus
bovinos.

Tabela 16

Ensaio Viricida para a Solugédo de Adjuvante Glicolipidio.

Virus Titulo Titulo final com adjuvante | Titulo final com|Perda no
original glicolipidio agua estéril titulo

tsIBR 73+05 |7,08 7,49 0,42

051404

tsIBR 76+05 |7,74 7,49 -0,25
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052604

BRSV 6,4+05 |6,57 6,82 0,25
08103

[00123]Esse exemplo mostra que a Solugdo de Adjuvante Glicolipidio pode
ser usada numa formulagdo comercial de uma Vacina de Saude Animal. Rispoval®
contém trés diferentes doencgas virais bovinas utilizando 3 antigenos virais vivos
modificados. Esses antigenos virais bovinos sdo o virus do herpes bovino
modificado, virus sincicial respiratério bovino modificado, e virus para-influenza Tipo
3 vivo modificado. Esses antigenos virais sdo produzidos como massas liofilizadas e
a Solucdo de Adjuvante Glicolipidio produzida mediante essa invengédo pode ser
usada como uma solugéo diluente para esses antigenos. O glicolipidio usado foi o
acetato de N-(2-desoxi-2-L-leucilamino-B-D-glicopiranosil)- N-
octadecildodecanamida.

[00124]0s exemplos sa apresentados para ilustrar a invencdo. Eles nao
deverdo ser considerados como limitantes do escopo da invengdo. Muitas
alteracbes, variagcdes, modificagcdes, e outros usos e aplicacbes dessa invengao

serdo evidentes para aqueles usualmente versados na técnica.
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REIVINDICACOES

1. Composicdo CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:
a) um glicolipidio de Férmula I,

em que a formula | é

R>~0—CH,
o CO-X-R?
/
r'—o0 N
\Rl
3 6
R™—0 NH —Rr

em que

R' é hidrogénio, ou um radical alquila saturado tendo até 20 atomos de
carbono;

X é -CHz-, -O- ou -NH-;

R? ¢ hidrogénio, ou um radical alquila saturado ou insaturado tendo até 20
atomos de carbono;

R3, R*, e R® sdo independentemente hidrogénio, -COC1-10-alquil;

R® é L-alanil, L-alfa-aminobutil, L-arginil, L-asparginil, L-aspartil, L-cisteinil, L-
glutamil, L-glicil, L-histidil, L-hidroxipropil, L-isoleucil, L-leucil, L-lisil, L-metionil, L-
ornitinil, L-fenilalani, L-prolil, L-seril, L-treonil, L-tirosil, L-triptofanil e L-valil, ou seus
D-isébmeros;

em uma forma salina, onde a forma salina € derivada de um acido fraco;

b) um alcool em que o alcool é HO-C1-3-alquil;

c) um acido fraco, em que o acido fraco 1) estda em excesso molar com
referéncia ao teor de glicolipidio, e 2) é qualquer acido tendo um valor de pKa (o -log
da Ka) entre 1,0 e 9,5 usando tabelas ou valores padrdes; e

d) um tensoativo ndo-idbnico, em que o tensoativo n&o-ibnico € um agente
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que reduz a tensao superficial do material em que ele esta dissolvido e possui um
componente que € hidrofébico e um outro componente que € hidrofilico;
adicionalmente em que a composi¢cédo tem um pH de 6 a 8.
2. Composicao, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADA pelo

fato de que o glicolipidio € um composto de Férmula ll(a):

OH 0
>—C7_11Alquil
oL N
~

HO Ci2-18Alquil
NH

HO

o
NH,

Formula ll(a)

e o0 acido fraco é selecionado a partir de um ou qualquer combinagao dos
seguintes acidos fracos, acido acético, H(C2H302) (pKa 4,76); acido ascorbico (1),
H2(CsHsOs) (pKa 4,10); acido acetilsalicilico, Hs(C904), (pKa 3,5,); acido butandico
H(C4H702) (pKa 4,83); acido carbénico, forma 1, H2COs, (pKa 4,83); acido citrico,
forma 1, H3(CeHs07), (pKa 3,14); acido citrico forma 2, H2CeHsO7, (pKa 4,77); acido
citrico, forma 3, (HCeHs07)7, (pKa 6,39); acido formico, H(CHOz2), (pKa 3,75); acido
fumarico, H4(C404) (pKa 3,03); acido heptandico, H(C7H1302), (pKa 4,89); acido
hexandico, H(CeH1102), (pKa 4,84); isocitrato, Hs(CsO7) (pKa 3,29); acido latico,
H(CsHs03), (pKa 3,08); acido maleico, H4(Cs4O4) (pKa 1,83); acido nicotinico,
Hs(CsNO2) (pK 3,39); acido oxalico forma 1, Hz(C204), (pKa 1,23); acido oxalico,
forma 2, (HC204), (pKa 4,19); acido pentanoico, H(CsHeOz2), (pKa 4,84); acido
fosforico forma 1, HsPOa4, (pKa 2,16); acido propandico, H(CsHs02), (pKa 4,86); acido
piravico, H4(C303) (pKa 2,39) e acido succinico Hs(C404) (pKa 4,19).

3. Composicao, de acordo com a reivindicagao 2, CARACTERIZADA pelo

fato de que o glicolipidio € um composto de Férmula ll(b):
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C1,5Z—\lquil

HO
HO

le7Alquil

Foérmula li(b)

e o0 acido fraco é selecionado a partir de um ou qualquer combinagao dos
seguintes acidos fracos: acido acético, acido acetilsalicilico, acido citrico, acido
férmico, acido fumarico, isocitrato, acido maleico, acido nicotinico, acido fosfoérico,
acido piruvico e acido succinico.

4. Composicao, de acordo com a reivindicagcado 3, CARACTERIZADA pelo
fato de que o glicolipidio € acetato de N-(2-deoxi-2-L-leucilamino-B-D-glicopiranosil)-

N-octadecildodecanamida, possuindo uma estrutura de Férmula IlI:

Férmula llI

e 0 acido fraco é o acido acético.

5. Composicéo, de acordo com a reivindicagao 2, CARACTERIZADA pelo
fato de que o acido fraco € selecionado a partir do grupo que consiste em: acido
aceético, acido acetilsalicilico, acido citrico forma 1, acido citrico forma 2, acido citrico
forma 3, acido férmico, acido fumarico, isocitrato, acido maleico, acido nicotinico,
acido fosforico forma 1, acido piravico e acido succinico.

6. Composigcao, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5,
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CARACTERIZADA pelo fato de que o referido acido fraco esta em uma quantidade
que é maior que o equivalente molar do glicolipidio, ou estda em uma quantidade
maior que o equivalente molar do glicolipidio na seguinte proporgéo;

a) 1,25 vezes maior,

b) 2,0 vezes maior,

c) 2,5 vezes maior,

d) 2,7 vezes maior,

e) 3,0 vezes maior,

f) 5,0 vezes maior,

que a quantidade de equivalente molar do glicolipidio.

7. Composigcao, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6,
CARACTERIZADA pelo fato de que o alcool € o alcool etilico.

8. Composicao, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7,
CARACTERIZADA pelo fato de que o referido tensoativo ndo-iénico é selecionado a
partir de qualquer um ou uma combinagdo do grupo que consiste em: monolaurato
de Sorbitano, monopalmitato de Sorbitano, monostearato de Sorbitano, tristearato de
Sorbitano, monooleato de Sorbitano, trioleato de Sorbitano, monolaurato de
Polioxietilensorbitano, monopalmitato de Polioxietilensorbitano, monosterato de
Polioxietilensorbitano,  monooleato de  Polioxietilensorbitano, trioleato de
Polioxietilensorbitano, e outros sorbitanos e polioxietileno sorbitanos comumente
usados em vacinas.

9. Composicao CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

a) um glicolipidio de Férmula I;

em que a formula | é:

R°-0—CH, ,
o CO-X-R
4
R*—0 N
\Rl
3 6
R—o0 NH -Rr
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em que

R' é hidrogénio, ou um radical alquila saturado possuindo até 20 atomos de
carbono;

X é -CHz-, -O- ou -NH-;

R? ¢ independentemente hidrogénio ou um radical alquila saturado ou
insaturado possuindo até 20 atomos de carbono;

R3, R* e R® sdo independentemente hidrogénio, -S04%, -PO4?:, -COC1-10-
alquil;

R® é L-alanil, L-alfa-aminobutil, L-arginil, L-asparginil, L-aspartil, L-cisteinil, L-
glutamil, L-glicil, L-histidil, L-hidroxipropil, L-isoleucil, L-leucil, L-lisil, L-metionil, L-
ornitinil, L-fenilalani, L-prolil, L-seril, L-treonil, L-tirosil, L-triptofanil e L-valil, ou seus
D-isébmeros;

na forma de um sal, em que a forma de um sal € derivada de um acido fraco;

b) um alcool em que o alcool é HO-C1-3-alquil;

c) um acido fraco, em que o acido fraco 1) estda em excesso molar com
referéncia ao teor de glicolipidio, e 2) &€ qualquer acido que possui um valor de pKa
(o -log de Ka) entre 1,0 e 9,5 usando tabelas ou valores padrdes; e

d) um tensoativo ndo-idbnico, em que o tensoativo n&o-ibnico € um agente
que reduz a tensao superficial do material em que ele esta dissolvido e possui um
componente que é hidrofobico e um outro componente que é hidrofilico; e

e) um tamp&o aquoso, em que o tampao aquoso apropriado € adequado
para uso em vacina e pode manter o pH dos outros ingredientes dentro de uma faixa
de pH de 6 a 8, com a condi¢cdo de que ndao mais que 50 mM de NaCl seja usado;

adicionalmente em que a composi¢cédo tem um pH de 6 a 8.

10. Composicao, de acordo com a reivindicacdo 9, CARACTERIZADA pelo
fato de que o pH da solugéo é ajustado para um pH relativamente constante em uma

solugdo aquosa de entre 6 e 7, e o tampé&o é selecionado a partir do grupo que
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consiste em tampdes fosfato tendo um ou outro ou ambos sais monobasico e
dibasico de fosfato de sdédio e/ou fosfato de potassio em proporgdes iguais ou
diferentes.

11. Composig¢ao, de acordo com a reivindicagédo 9, CARACTERIZADA pelo
fato de que o referido tampé&o é selecionado a partir do grupo:

a) acido 2-(N-morfolino)etano-sulfénico (também conhecido como MES);

b) acido 3-(N-morfolino)propano-sulfénico (também conhecido como MOPS);

c) acido N-[tris (hidroximetil]-2-aminoetano-sulfénico (também conhecido
como TES);

d) acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-etano-sulfénico (também conhecido
como HEPES);

e) [tris (hidroximetil)metillglicina (também conhecido como TRIS); e

f) fosfato de sédio ou potassio;

ou qualquer combinacdo dos mesmos.

12. Composicao, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 a 11,
CARACTERIZADA pelo fato de que adicionalmente compreende um antigeno
selecionado a partir do grupo consistindo em virus do herpes bovino vivo modificado,
virus sincicial respiratorio bovino vivo modificado e virus para-influenza vivo
modificado Tipo 3, ou qualquer combinagdo dos mesmos.

13. Composicdo CARACTERIZADA pelo fato de que compreende:

a) acetato de N-(2-desoxi-2-L-leucilamino-3-D-glicopiranosil)-N-

octadecildodecanamida, possuindo uma estrutura de Férmula Ill:

OH 0
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Formula 11l

b) etanol;

c) acido aceético;

d) tensoativo nao-ibnico, selecionado de: monolaurato de Sorbitano,
monopalmitato de Sorbitano, monostearato de Sorbitano, tristearato de Sorbitano,
monooleato de  Sorbitano, trioleato de  Sorbitano, monolaurato de
Polioxietilensorbitano, monopalmitato de Polioxietilensorbitano, monosterato de
Polioxietilensorbitano,  monooleato de  Polioxietilensorbitano, trioleato de
Polioxietilensorbitano;

e) um tampdo aquoso, em que o pH da solugdo € ajustado para um pH
relativamente constante em uma solugdo aquosa tamponada de entre 6 e 7, € 0
tampao é selecionado a partir dos seguintes:

1) acido 2-(N-morfolino)etano-sulfénico (também conhecido como MES);

2) acido 3-(N-morfolino)propano-sulfénico (também conhecido como MOPS);

3) acido N-[tris (hidroximetil]-2-aminoetano-sulfénico (também conhecido
como TES);

4) acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-etano-sulfénico (também conhecido
como HEPES); e

5) [tris (hidroximetil)metillglicina (também conhecido como TRIS);

ou qualquer combinacdo dos mesmos,

com a condigédo de que nao mais que 15 mM de NaCl seja usado e;

6) um antigeno consistindo essencialmente de virus do herpes bovino vivo
modificado, virus sincicial respiratorio bovino vivo modificado e virus para-influenza
vivo modificado Tipo 3.

14. Processo para preparar uma composicdo CARACTERIZADO pelo fato
de que compreende misturar juntos os seguintes:

A) um glicolipidio de Férmula |;
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B) um alcool, em que o alcool é HO-C1-3-alquil;

C) um acido fraco, em que a quantidade do acido fraco esta em excesso
molar com referéncia ao teor do glicolipidio; e

D) um tensoativo n&o-ibnico.

15. Processo para preparar uma composicdo CARACTERIZADO pelo fato
de que compreende misturar juntos os seguintes:

A) um glicolipidio de Férmula I,

B) um alcool, em que o alcool é HO-C1-3-alquil;

C) um acido fraco, em que a quantidade do acido fraco esta em excesso
molar com referéncia ao teor do glicolipidio;

D) um tensoativo ndo-ibnico; e em seguida acrescentar,

E) um tampao adequado.
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