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DESCRIPCIÓN

Derivativos del ácido siálico para la derivatización y conjugación de proteínas

La presente invención se refiere a derivativos de compuestos tales como polisacáridos que tienen al menos 
unidades siálicas terminales, y que preferiblemente consisten esencialmente solo en unidades de ácido siálico, que 
tienen un grupo aldehído para reacción con sustratos en el extremo terminal reductor y procedimientos para 5
producirlos. Los derivativos son útiles para la conversión a otros derivativos reactivos y para la conjugación con 
sustratos que contienen grupos amina, tales como péptidos, proteínas, fármacos, sistemas de administración de 
fármacos (por ejemplo, liposomas), virus, células, por ejemplo, células animales, microbios, polímeros sintéticos etc.

Los ácidos polisiálicos (PSA) son polímeros no ramificados naturales del ácido siálico producidos por ciertas cepas 
bacterianas y en mamíferos en ciertas células [Roth et. al., 1993]. Se pueden producir en diversos grados de 10
polimerización desde n = aproximadamente 80 o más residuos de ácido siálico hasta n = 2 por hidrólisis ácida 
limitada o por digestión con neuraminidasas, o por fraccionamiento de las formas naturales derivadas de bacterias 
del polímero. La composición de diferentes ácidos polisiálicos también varía de manera tal que existen formas 
homopoliméricas, es decir, el ácido polisiálico unido en alfa-2,8 que comprende el polisacárido capsular de la cepa 
K1 de E. coli y los meningococos del grupo B, que también se encuentra en la forma embrionaria de la molécula de 15
adhesión celular neuronal (N-CAM). También existen formas heteropoliméricas, tales como el ácido alfa-2,8 alfa-2,9 
polisiálico de la cepa K92 de E. coli y los polisacáridos del grupo C de N. meningitidis. El ácido siálico también se 
puede encontrar en copolímeros alternos con monómeros distintos del ácido siálico, tales como el grupo W135 o el 
grupo Y de N. meningitidis. Los ácidos polisiálicos tienen funciones biológicas importantes que incluyen la evasión 
de los sistemas inmune y del complemento por bacterias patógenas y la regulación de la adhesividad glial de las 20
neuronas inmaduras durante el desarrollo fetal (en las que el polímero tiene una función antiadhesiva [Muhlenhoff et. 
al., 1998; Rutishauser, 1989; Troy, 1990, 1992; Cho and Troy, 1994], aunque no se conocen receptores para los 
ácidos polisiálicos en los mamíferos. El ácido polisiálico unido a alfa-2,8 de la cepa K1 de E. coli también se conoce 
como "ácido colomínico" y se usa (en diversas longitudes) para ilustrar la presente invención.

La forma alfa-2,8 enlazada de ácido polisiálico, entre los polisacáridos bacterianos, es únicamente no inmunogénica 25
(que no provoca respuestas de células T ni de anticuerpos en sujetos mamíferos, incluso cuando se conjugan con 
proteínas portadoras inmunogénicas) que pueden reflejar su estado como un polímero de mamíferos (así como una 
bacteria). Las formas más cortas del polímero (hasta n = 4) se encuentran en los gangliósidos de la superficie 
celular, que están ampliamente distribuidos en el cuerpo, y se cree que imponen y mantienen de manera efectiva la 
tolerancia inmunológica al ácido polisiálico.  En los últimos años, se han explotado las propiedades biológicas de los 30
ácidos polisiálicos, en particular las del ácido polisiálico homopolimérico unido a alfa-2,8, para modificar las 
propiedades farmacocinéticas de las proteínas y las moléculas de fármacos de bajo peso molecular [Gregoriadis, 
2001; Jain et. al., 2003; USA- 5846,951: WO-A-0187922]. La derivatización del ácido polisiálico da lugar a mejoras 
dramáticas en la vida media en circulación para una serie de proteínas terapéuticas, incluidas la catalasa y la 
asparaginasa [Fernandes and Gregoriadis, 1996 and 1997], y también permite que dichas proteínas se usen frente a 35
anticuerpos preexistentes producidos como una consecuencia indeseable (y en ocasiones inevitable) de la 
exposición previa a la proteína terapéutica [Fernandes and Gregoriadis, 2001]. En muchos aspectos, las 
propiedades modificadas de las proteínas polisialiladas son comparables a las proteínas derivadas con 
polietilenglicol (PEG). Por ejemplo, en cada caso, las vidas medias aumentan y las proteínas y los péptidos son más 
estables para la digestión proteolítica, pero la retención de la actividad biológica parece ser mayor con el PSA que 40
con el PEG [Hreczuk-Hirst et. al., 2002]. Además, hay preguntas sobre el uso de PEG con agentes terapéuticos que 
se deben administrar de manera crónica, ya que el PEG es muy lentamente biodegradable [Beranova et.al., 2000] y 
las formas de alto peso molecular tienden a acumularse en los tejidos [Bendele, et al., 1998; Convers, et al., 1997]. 
Se ha encontrado que las proteínas PEGiladas generan anticuerpos anti-PEG que también podrían influir en el 
tiempo de residencia del conjugado en la circulación sanguínea (Cheng et. al., 1990). A pesar de la historia 45
establecida de PEG como un polímero administrado por vía parenteral conjugado con los agentes terapéuticos, se 
requerirá una mejor comprensión de su inmunotoxicología, farmacología y metabolismo (Hunter and Moghimi, 2002; 
Brocchini, 2003). Asimismo, existe preocupación sobre la utilidad de la PEG en agentes terapéuticos que pueden 
requerir dosis altas, ya que la acumulación de PEG puede conducir a toxicidad. El ácido polisiálico unido alfa-2,8 
(PSA) ofrece, por lo tanto, una alternativa atractiva al PEG, ya que es un polímero biodegradable inmunológicamente 50
invisible que forma parte natural del cuerpo humano y que se degrada, a través de las neuraminidasas tisulares, al 
ácido siálico, un sacárido tóxico. 

Se ha descrito, en artículos científicos anteriores y en patentes concedidas, la utilidad de los ácidos polisiálicos 
naturales para mejorar las propiedades farmacocinéticas de los agentes terapéuticos de proteínas [Gregoriadis, 
2001; Fernandes and Gregoriadis; 1996, 1997, 2001; Gregoriadis et. al., 1993, 1998, 2000; Hreczuk-Hirst et. al., 55
2002; Mital, 2003; Jain et. al., 2003, 2004; US-A-05846,951; WO-A-0187922]. Ahora, se describen nuevos 
derivatizados de PSA, que permiten nuevas composiciones y procedimientos de producción de proteínas derivadas 
de PSA (y otras formas de agente terapéutico). Estos nuevos materiales y procedimientos son particularmente 
apropiados para la producción de agentes terapéuticos derivatizados de PSA destinados al uso en humanos y 
animales, donde la definición química y molecular de las entidades farmacológicas es de gran importancia debido a 60
los requisitos de seguridad de la ética médica y de las autoridades reguladoras (por ejemplo FDA, EMEA).
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Los procedimientos se han descrito anteriormente para la unión de polisacáridos a agentes terapéuticos tales como 
proteínas [Jennings and Lugowski 1981, US-A-5846,951; WO-A-0187922_. Algunos de estos procedimientos 
dependen de la derivatización química del extremo "no reductor" del polímero para crear una unidad estructural de 
aldehído reactivo a la proteína (Fig. 1). Esto se debe a que el extremo reductor del PSA y otros polisacáridos solo es 
débilmente reactivo con las proteínas en las condiciones suaves necesarias para preservar la conformación de la 5
proteína y la integridad química del PSA y la proteína durante la conjugación. Una unidad técnica de ácido siálico no 
reductor, ya que contiene dioles vecinales, se puede oxidar fácilmente (y selectivamente) con peryodato para 
producir una forma de monoaldehído, que es mucho más reactiva hacia las proteínas, y que comprende un elemento 
adecuadamente reactivo para la unión de proteínas mediante aminación reductora y otras químicas. Se ha descrito 
anteriormente en US-A-5846,951; WO-A-0187922. La reacción se ilustra en la figura 1 en la que10

a) muestra la oxidación del ácido colomínico (ácido polisiálico unido a alfa-2,8 de E. coli) con peryodato de 
sodio para formar un aldehído reactivo a la proteína en el extremo no reductor y

b) muestra la reducción selectiva de la base de Schiff con cianoborohidruro de sodio para formar un enlace 
covalente irreversible estable con el grupo amino proteico.

De los diversos procedimientos, que se han descrito para unir ácidos polisiálicos a agentes terapéuticos [US-A-15
5846,951; WO-A-01879221], ninguno de estos está específicamente destinado a conjugar a través del extremo 
reductor, debido a su débil reactividad frente a las proteínas terapéuticas. Aunque teóricamente es una reacción útil, 
el logro de rendimientos aceptables de conjugado mediante la reacción de proteínas con el hemicetal del extremo 
reductor del PSA requiere tiempos de reacción que no sean propicios para la estabilidad de la proteína. En segundo 
lugar, se requieren concentraciones de reactantes (de exceso de polímero) que pueden ser inalcanzables o no 20
económicas. Sin embargo, a pesar de la ineficacia de esta reacción, se ha observado que da lugar a subproductos 
no intencionales durante las reacciones de conjugación destinadas a producir conjugados con proteína a través de 
un aldehído introducido en el extremo no reductor (opuesto) del polímero. El potencial de tales subproductos es 
evidente en estudios publicados de catalasa, insulina y asparaginasa [Fernandes and Gregoriadis; 1996, 1997, 
2001; Jain et. al., 2003], donde el hemicetal de la forma natural (químicamente no modificada) del polímero da lugar 25
a conjugados de proteínas con un bajo nivel de eficiencia (menos del 5% de las proteínas se derivan, véanse más 
adelante en los ejemplos de referencia, y tabla 1) durante la aminación reductora.

La reactividad del extremo reductor del ácido colomínico, aunque débil hacia las dianas proteicas, es suficiente para 
ser problemático en la fabricación de conjugados químicamente definidos del tipo que probablemente prefieren las 
autoridades reguladoras para el uso terapéutico en el hombre y los animales. A diferencia del polímero de ácido 30
colomínico natural, que es débilmente monofuncional, la forma oxidada de peryodato de PSA (que tiene un aldehído 
en un extremo y un hemicetal en el otro) inevitablemente da lugar a una complejidad de productos que complica 
seriamente la tarea de producir una conjugado molecularmente definido y farmacéuticamente aceptable (Fig. 2). La 
figura 2a es un diagrama esquemático que muestra la formación de subproductos durante la polisialilación 
(procedimiento original). La figura 2b es un diagrama esquemático más detallado que muestra la formación de 35
subproductos durante la polisialilación (procedimiento original), específicamente

i) dímero asimétrico;

ii) polímero lineal;

iii) polímero ramificado; y

iv) diversas estructuras más complejas.40

A primera vista, parecería una cuestión simple para purificar el producto de reacción deseado de los diversos 
productos no intencionados descritos en la figura 2, sin embargo, esto no es en absoluto sencillo, ya que las 
características fisicoquímicas de algunas de las formas pretendidas (carga de tamaño, etc.) son notablemente 
similares, de hecho, casi idénticas, a las de la forma prevista del producto. Esto frustraría los intentos de purificar las 
especies deseadas de la mezcla de reacción mediante técnicas tales como la cromatografía de intercambio iónico y 45
la cromatografía de permeación de gel (que se separan en función de la carga y el tamaño respectivamente), y 
también frustraría muchos otros procedimientos de purificación. Ahora, por lo tanto, hemos resuelto los problemas 
desarrollando un nuevo procedimiento para la conjugación de polisacáridos que tienen grupos de ácido siálico en el 
terminal reductor a las proteínas, por lo que la débil reactividad del extremo reductor se puede aprovechar para 
lograr un efecto beneficioso, y que evita la complejidad del producto descrito en la figura 2(b) usando el 50
procedimiento establecido (Fig. 1) de la aminación reductora de proteínas con ácido colomínico natural oxidado con 
peryodato.

Jennings and Lugowski, en el documento US 4,356,170, describen la derivatización de polisacáridos bacterianos a 
proteínas a través de una unidad terminal reductora activa que implica una etapa de reducción preliminar, luego una 
etapa de oxidación. Sugieren la complejidad del producto descrita en la figura 2 (b) usando el procedimiento 55
establecido (Fig. 1) de aminación reductora de proteínas con ácido colomínico natural oxidado con peryodato.
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Jennings and Lugowski, en el documento US 4,356,170, describen la derivatización de polisacáridos bacterianos a 
proteínas a través de una unidad terminal reductora activa que implica una etapa de reducción preliminar, luego una 
etapa de oxidación. Sugieren este enfoque donde la unidad terminal reductora es N-acetil manosamina, glucosa, 
glucosamina, ramnosa y ribosa.

En el documento EP-A-0454898, un grupo amino de una proteína está unido a un grupo aldehído producido 5
reduciendo y oxidando parcialmente la unidad estructural de azúcar terminal reductor de un glicosaminoglicano. Los 
glicosaminoglicanos tratados de esta manera incluyen ácido hialurónico, sulfato de condroitina, heparina, sulfato de 
heparano y sulfato de dermatán. Ninguno de estos compuestos tiene una unidad de ácido siálico en el terminal 
reductor.

En la invención se proporciona un nuevo procedimiento de producción de un derivativo de aldehído de un 10
compuesto de ácido siálico en el que un material de partida que tiene una unidad de ácido siálico en su terminal 
reductor y una unidad de sacárido terminal en el extremo no reductor que tiene un grupo diol vecinal está sujeto a 
etapas secuenciales de

a) oxidación selectiva preliminar para oxidar el diol vecinal a un aldehído

b) reducción para abrir reductivamente el anillo de la unidad de ácido siálico terminal reductor, por lo que se 15
forma un grupo diol vecinal y en el que el grupo aldehído formado en la etapa a) también se reduce para 
formar un grupo hidroxilo que no es parte de un grupo diol vecinal; y

c) oxidación selectiva para oxidar el grupo diol vecinal formado en la etapa b) para formar un grupo aldehído.

El material de partida es preferiblemente un di-, oligo- o poli-sacárido, aunque la invención puede tener utilidad para 
otros materiales de partida.20

El material de partida usado en el procedimiento de la invención debe tener preferiblemente la unidad de ácido 
siálico en el extremo terminal reductor unida a la unidad adyacente a través de su átomo de carbono ocho. En la 
etapa c) el grupo 6, 7-diol se oxida para formar un aldehído en el átomo de carbono 7.

En una realización alternativa, donde la unidad de ácido siálico en el extremo terminal reductor se une a la unidad 
adyacente a través del átomo de carbono 9, en la etapa b) se forma un grupo 7, 8 diol y se oxida para formar un 25
aldehído en el átomo de carbono 8.

Según una realización particular de la invención, el material de partida tiene un ácido siálico terminal en el extremo 
terminal no reductor y en la etapa a) la etapa de oxidación selectiva oxida la unidad de ácido siálico terminal no 
reductor en el grupo diol vecinal 7, 8 para formar un 7-aldehído; y la etapa de reducción b) reduce el grupo 7-
aldehído al alcohol correspondiente. Este aspecto de la invención proporciona derivativos de ácido siálico que tienen 30
un terminal no reductor pasivado, que permite la activación del terminal reductor para una reacción posterior. La 
etapa de oxidación de activación c) con etapas posteriores opcionales de convertir el grupo aldehído en otro grupo, 
tal como la aminación para formar una amina.

Preferiblemente, esta realización de la invención es parte de un procedimiento en el que se requiere que el material 
de partida se conjugue posteriormente a otra molécula a través de esa unidad. En dicho procedimiento, la unidad 35
terminal reductora se activa mediante una reacción que de lo contrario habría activado una proporción de las 
unidades terminales no reductoras de ácido siálico si no fuera por el procedimiento de pasivación (etapas a) y b)). 
Dicha reacción es la oxidación selectiva de la unidad estructural diol vecinal en la etapa c).

En la invención, el material de partida polisacárido preferido puede comprender unidades distintas al ácido siálico en 
la molécula. Por ejemplo, las unidades de ácido siálico pueden alternarse con otras unidades de sacáridos. 40
Preferiblemente, sin embargo, el polisacárido consiste sustancialmente solo en unidades de ácido siálico. 
Preferiblemente estos se unen 2 → 8 y/o 2 → 9.

Preferiblemente, el material de partida de polisacárido tiene al menos 2, más preferiblemente al menos 5, más 
preferiblemente al menos 10, por ejemplo al menos 50, unidades de sacárido. Por ejemplo, un polisacárido puede 
comprender al menos 5 unidades de ácido siálico.45

El ácido polisiálico se puede derivar de cualquier fuente, preferiblemente una fuente natural tal como una fuente 
bacteriana, por ejemplo, K1 o K92 de E. coli, meningococos del grupo B, o incluso leche de vaca o N-CAM, el 
polímero de ácido siálico puede ser un polímero heteropolimérico tal como el grupo 135 o el grupo V de N. 
meningitidis. El ácido polisiálico puede estar en forma de una sal o el ácido libre. Puede estar en forma hidrolizada, 
de manera que el peso molecular se haya reducido luego después de la recuperación de una fuente bacteriana. El 50
ácido polisiálico puede ser un material que tiene una amplia distribución de pesos moleculares, tales como que tiene 
una polidispersidad de más de 1,3, por ejemplo, tanto como 2 o más. Preferiblemente, la polidispersidad del peso 
molecular es inferior a 1,2, por ejemplo, tan baja como 1,01.
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Una población de ácidos polisiálicos que tienen una amplia distribución de pesos moleculares se puede fraccionar 
en fracciones con polidispersidades inferiores, es decir, en fracciones con pesos moleculares medios diferentes. El 
fraccionamiento es preferiblemente cromatografía de intercambio aniónico, usando para la elución una solución 
reguladora básica apropiada. Se ha encontrado un medio de intercambio aniónico apropiado i) un medio de 
preparación tal como un material de intercambio iónico fuerte basado en agarosa activada, que tiene grupos 5
colgantes de iones de amonio cuaternario (es decir, una base fuerte). La solución reguladora de elución no es 
reactiva y es preferiblemente volátil, por lo que el producto deseado se puede recuperar de la base en cada fracción 
por evaporación. Ejemplos apropiados son aminas, tales como trietanolamina. La recuperación puede ser por 
liofilización, por ejemplo. El procedimiento de fraccionamiento es apropiado para un material de partida de ácido 
polisiálico, así como para los derivativos. De este modo, la técnica se puede aplicar antes o después de las etapas 10
esenciales del procedimiento de esta invención.

Se cree que esta es la primera vez que se aplica cromatografía de intercambio iónico para fraccionar un polisacárido 
iónico con pesos moleculares por encima de aproximadamente 5 kDa, especialmente ácido polisiálico de tales MW 
en base al peso molecular. En realizaciones preferidas de la invención, el procedimiento incluye la etapa de 
fraccionar una población de polisacárido ionizable con un MW superior a 5 kDa usando cromatografía de intercambio 15
iónico usando en la solución reguladora de elución una base o ácido que es preferiblemente volátil. Como el 
polisacárido tiene grupos ácido carboxílico y el intercambio iónico es un intercambio aniónico. Preferiblemente, la 
solución reguladora de elución contiene una amina, más preferiblemente trietanolamina. Más preferiblemente, los 
polisacáridos se recuperan de las fracciones por liofilización. Este procedimiento se puede aplicar para el 
fraccionamiento de CA que tienen otras unidades estructurales reactivas (maleimida o yodoacetato, etc.) y otros 20
polímeros cargados naturales (por ejemplo, sulfato de dextrano) y sintéticos (por ejemplo, ácido poliglutámico; 
polilisina en este último caso mediante cromatografía de intercambio catiónico). Se cree que también es la primera 
vez que se usa el IEC para separar polisacáridos iónicos en combinación con técnicas de precipitación y/o 
procedimientos de ultrafiltración. El procedimiento IEC debe eliminar los subproductos de producción que 
permanecen en los PSA y CA disponibles comercialmente, tales como las endotoxinas.25

En las etapas de oxidación a) y c) la oxidación selectiva se debe llevar a cabo preferiblemente en condiciones de tal 
manera que no haya una escisión de la cadena media del esqueleto de un material de partida (polimérico) de 
cadena larga, que no tiene sustancialmente ninguna reducción de peso molecular. Se pueden usar enzimas que 
sean capaces de llevar a cabo esta etapa. Más convenientemente la oxidación es una oxidación química. La 
reacción se puede llevar a cabo con reactivos inmovilizados tales como perrenuteno a base de polímero. El 30
procedimiento más directo se lleva a cabo con reactivos disueltos. El oxidante es adecuadamente perrutenato, o, 
preferiblemente, peryodato. La oxidación se puede llevar a cabo con peryodato en una concentración en el intervalo 
de 1 mM a 1 M, a un pH en el intervalo de 3 a 10, una temperatura en el intervalo de 0 a 60 °C, durante un tiempo en 
el intervalo de 1 minuto a 48 horas.

En el procedimiento, la etapa b) es una etapa en la que se reduce la unidad de ácido siálico en el extremo reductor. 35
Por lo general, la unidad en el extremo reductor del material de partida tiene la forma de un anillo de cetal y la 
reducción en la etapa a) abre el anillo y reduce la cetona a un alcohol. El grupo hidroxilo en el átomo de carbono 6 
es, de este modo, parte de una unidad estructural de diol vecinal.

Las condiciones de reducción apropiadas para la etapa b pueden usar hidrógeno con catalizadores o, 
preferiblemente, hidruros, tales como borohidruros. Estos se pueden inmovilizar, tal como el borohidruro soportado 40
por Amberlite (marca registrada). Preferiblemente, se usan hidruros de metales alcalinos tales como el borohidruro 
de sodio como agente reductor, en una concentración en el intervalo de 1 M a 0,1M, un pH en el intervalo de 6,5 a 
10, una temperatura en el intervalo de 0 a 60 °C y un período en el intervalo de 1 min a 48 horas. Las condiciones de 
reacción se seleccionan de modo que los grupos carboxilo colgantes en el material de partida no se reduzcan. 
Cuando se ha llevado a cabo una etapa preliminar de oxidación, el grupo aldehído generado se reduce a un grupo 45
alcohol que no forma parte de un grupo diol vecinal. Otros agentes reductores apropiados son el cianoborohidruro en 
condiciones ácidas, por ejemplo cianoborohidruro soportado en polímero o cianoborohidruro de metal alcalino, ácido 
L-ascórbico, metabisulfito de sodio, L-selectride, triacetoxiborohidruro, etc.

Entre la etapa de oxidación a) y la etapa de reducción b) y entre la etapa b) y la etapa de oxidación c), el intermedio 
respectivo se debe aislar de los agentes oxidantes y reductores, respectivamente, antes de ser sometido a la etapa 50
subsiguiente. Cuando las etapas se llevan a cabo en la fase de solución, el aislamiento se puede realizar mediante 
técnicas convencionales, tales como gastar el exceso de agente oxidante usando etilenglicol, diálisis del polisacárido 
y ultrafiltración para concentrar la solución acuosa. La mezcla de productos de la etapa de reducción se puede 
separar nuevamente mediante diálisis y ultrafiltración. Puede ser posible idear reacciones llevadas a cabo con 
reactivos oxidantes y reductores inmovilizados, lo que hace que el aislamiento del producto sea sencillo.55

La etapa de oxidación selectiva, etapa c) se lleva a cabo adecuadamente en condiciones similares a la etapa de 
oxidación preliminar tal como se describió anteriormente. Asimismo, el agente de oxidación se debe agotar antes de 
la recuperación del producto usando etilenglicol. El producto se recupera posteriormente por medios apropiados, 
tales como diálisis y ultrafiltración.
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El procedimiento del procedimiento de la invención que implica una oxidación, luego reducción, luego etapa de 
oxidación produce un producto activado que tiene una única unidad estructural de aldehído reactivo derivado del 
terminal reductor.

Los grupos aldehído son apropiados para conjugarse con sustratos que contienen grupos amina o compuestos de 
hidrazina. Los procedimientos en los que el producto activado de la etapa de oxidación c) se conjuga posteriormente 5
con el compuesto de sustrato forman un aspecto adicional de la invención. Preferiblemente, la reacción de 
conjugación es como se describe en nuestras publicaciones anteriores mencionadas anteriormente, que implica la 
conjugación con una amina para formar una base de Schiff, preferiblemente seguida de reducción para formar una 
unidad estructural de amina secundaria. El procedimiento es de particular valor para derivar proteínas, de las cuales 
el grupo amina es adecuadamente el grupo amina épsilon de un grupo lisina o el grupo amino N-terminal. El 10
procedimiento es de particular valor para la derivatización de agentes terapéuticamente activos proteínas o péptidos, 
como citoquinas, hormonas de crecimiento, enzimas, hormonas, anticuerpos o fragmentos. Alternativamente, el 
procedimiento se puede usar para derivar sistemas de administración de fármacos, tales como liposomas, por 
ejemplo haciendo reaccionar el aldehído con un grupo amina de un componente formador de liposomas. Otros 
sistemas de administración de medicamentos se describen en nuestro caso anterior US-A-5846951. Otros 15
materiales que se pueden derivar incluyen virus, microbios, células, incluyendo células animales y polímeros 
sintéticos.

Alternativamente, el sustrato puede tener un grupo hidrazina, en cuyo caso el producto es una hidrazona. Esta se 
puede reducir si se desea, para una estabilidad adicional, a una hidrazida de alquilo.

En otra realización preferida, a la etapa de oxidación c) le sigue la reacción del o cada grupo aldehído con un 20
compuesto enlazante, que comprende un grupo amina o un grupo hidrazida y otro grupo funcional apropiado para la 
derivatización selectiva de proteínas u otros compuestos terapéuticamente activos o sistemas de administración de 
fármacos. Dicho enlazante puede, por ejemplo, comprender un compuesto que tiene un sustituyente de grupo 
funcional para la reacción específica con grupos sulfhidrilo y un grupo orgánico dibásico que se une al grupo amina o 
hidrazida y al grupo funcional. La reacción de una unidad estructural de aldehído con el grupo amino o hidrazida 25
forma un conjugado reactivo apropiado para unirse a un sustrato que tiene un grupo tiol (sulfhidrilo). Tales 
conjugados tienen un valor particular para la derivatización selectiva y dirigida al sitio de proteínas y péptidos.

La derivatización de proteínas y sistemas de administración de fármacos puede dar como resultado una vida media 
aumentada, estabilidad mejorada, inmunogenicidad reducida y/o control de solubilidad y, por consiguiente, 
biodisponibilidad y propiedades farmacocinéticas, o puede mejorar los activos de solubilidad o viscosidad de 30
soluciones que contienen el activo derivativo.

Según la invención, también se proporciona un nuevo compuesto que es un derivativo aldehído de un di-, oligo- o 
polisacárido que comprende unidades estructurales de ácido siálico, en el que la unidad terminal en el extremo 
reductor es un grupo OR en el que R se selecciona de

35

-CH2-CHO,
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-CH2CH2NHR1, CH2CH=N-NHR1 y CH2CH2NHNHR1 en las que R1 es H, alquilo C1-24, aril alcanoilo C2-6, o un 
polipéptido o una proteína unida a través del terminal N o del grupo amina de la cadena lateral de un residuo de 
lisina, un sistema de administración de fármacos o es un grupo orgánico que tiene un sustituyente funcional 
adaptado para la reacción con un grupo sulfhidrilo y la unidad estructural terminal en el extremo no reductor se 
pasiva.5

El nuevo compuesto puede comprender unidades de sacárido de cadena media entre las dos unidades terminales. 
Las unidades de la cadena media pueden consistir solo en unidades de ácido siálico o, alternativamente, pueden 
comprender otras unidades de sacáridos además de las unidades terminales que se derivan de unidades de ácido 
siálico. El compuesto puede formarse en general como se describe anteriormente en proporción con el 
procedimiento de la invención.10

El nuevo compuesto puede ser un sustrato polisialilado, que comprende al menos un grupo de ácido polisiálico 
(polisacárido) conjugado en cada molécula de sustrato, la conjugación que incluye un enlace secundario de amina, 
hidrazona o alquil hidrazida a través del terminal reductor del ácido polisiálico, y está sustancialmente libre de 
reticulación a través de un extremo no reductor del grupo de ácido polisiálico a otra molécula de sustrato. El sustrato 
puede ser, por ejemplo, un compuesto biológicamente activo, por ejemplo un compuesto farmacéuticamente activo, 15
especialmente un péptido o proteína terapéutica, o un sistema de administración de fármacos. Tales activos son en 
general como se describe anteriormente.

El nuevo compuesto puede tener la fórmula general I

en la que R se selecciona de20

-CH2-CHO,

-CH2CH2NHR1, CH2CH=N-NHR1 y CH2CH2NHNHR1 en las que R1 es H, alquilo C1-24, aril alcanoilo C2-6, o un 
polipéptido o una proteína unida a través del terminal N o el grupo -amina de un residuo de lisina, un sistema de 25
administración de fármacos o es un grupo orgánico que tiene un sustituyente funcional adaptado para la reacción 
con un grupo sulfhidrilo; R3 es H y R4 es OH 
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n es 0 o más; y 

GlyO es un grupo glicosilo.

en la que R es un grupo

el compuesto de la fórmula general I es el polisacárido que es un derivativo de ácido polisiálico que tiene un grupo 5
aldehído en la unidad terminal reductora.

en la que R es un grupo

CH2CH=N-NHR1 o CH2CH2NHNHR1 el compuesto es un conjugado formado por reacción del derivativo
aldehído del ácido polisiálico con una hidrazida R1NHNH2. Una hidrazida es preferiblemente una acil 10
hidrazida (R1 tiene un grupo carbonilo terminal).

en la que R es un grupo

o CH2CH2NHR1, el compuesto es un conjugado formado al hacer reaccionar el derivativo aldehído del ácido 
polisiálico con un grupo de amina primaria que contiene el compuesto R1NH2.15

R1 puede ser el residuo de un péptido o proteína terapéutica, por ejemplo, un anticuerpo o fragmento, una enzima u 
otro compuesto biológicamente activo como se describió anteriormente. El grupo R1 puede comprender una unidad 
estructural de enlazante del compuesto activo al ácido polisiálico.

Alternativamente, R1 puede ser el residuo de un reactivo enlazante, por ejemplo, para formar un ácido polisiálico 
derivativo apropiado para conjugar con grupos distintos de grupos aminas o hidrazidas en compuestos activos. 20
Ejemplos son reactivos enlazantes de fórmula.

que es un compuesto N-maleimido, en el que R2 es un grupo orgánico dibásico, por ejemplo, un arileno oligo (alcoxi) 
alcano o, preferiblemente, un grupo alcanodiilo, por ejemplo un grupo alcano C2-12 diilo.

Los grupos glicosilo comprenden preferiblemente unidades de ácido siálico y, más preferiblemente, consisten solo 25
en tales unidades, 2-8 y/o 2-9 unidas, por ejemplo, alternando 2-8/2-9, entre sí.

La invención proporciona además composiciones que comprenden los nuevos compuestos y un diluyente, así como 
composiciones farmacéuticas que comprenden nuevos compuestos en los que R1 tiene actividad biológica, y un 
excipiente farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar por vía oral, 
intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, subcutánea, intranasal, intradérmica, tópica o intratraqueal.30
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El nuevo procedimiento es de particular valor para la creación de un ácido polisiálico monofuncional (PSA). Se basa 
en una comprensión del equilibrio tautomérico del anillo del extremo reductor de los PSA, por ejemplo el ácido 
colomínico (CA) que se describe en la figura 3. El residuo del ácido siálico del extremo reductor del PSA forma 
espontáneamente una cetona del anillo abierto mediante tautomerización (Fig. 3). En el equilibrio dinámico entre el 
anillo y las estructuras lineales del residuo del ácido siálico del extremo reductor, la unidad estructural de cetona está 5
presente solo en una subpoblación de moléculas de PSA en cualquier momento. Sin embargo, como se mencionó 
anteriormente, en este documento se destaca que la reactividad del hemicetal del extremo reductor es insuficiente 
para ser de utilidad práctica para la unión de PSA a proteínas, por lo que los procedimientos descritos anteriormente 
no emplean este sitio en el polímero para la unión a proteínas u otros fármacos. De este modo, como se ilustra en la 
figura 3, en solución, el residuo de ácido siálico terminal en el extremo reductor del ácido polisiálico existe en un 10
equilibrio tautomérico. La forma de anillo abierto, aunque en baja abundancia en el equilibrio, es débilmente reactiva 
con los grupos de proteína amina, y puede dar lugar a aductos covalentes con proteínas en presencia de 
cianoborohidruro de sodio.

En la realización preferida de la invención, para lograr productos mejor definidos de conjugación de proteínas con 
PSA, ahora se ha creado una forma químicamente modificada de ácido polisiálico que es monofuncional. La nueva 15
forma implica modificaciones químicas en ambos extremos de la molécula de ácido polisiálico natural. A diferencia 
de la forma original de la reacción (Fig. 1), en la que el polímero se conjuga predominantemente en la orientación 2 a 
8, con el “extremo reductor” más externo, la nueva forma del polímero se adhiere exclusivamente en la orientación 
opuesta.

La nueva forma monofuncional preferida del ácido polisiálico u otro derivativo aldehído de polisacárido es más 20
propicia para la síntesis y fabricación de un producto farmacéuticamente aceptable, ya que evita la complejidad 
considerable que de otro modo se crea inadvertidamente mediante el uso de formas poliméricas con extremos 
reductores no modificados (Fig. 2). La producción de la nueva forma del polímero (Fig. 4) implica una oxidación 
selectiva, preferiblemente por peryodato como en nuestras divulgaciones anteriores, para introducir una función 
aldehído en el extremo no reductor. Sin embargo, a diferencia de la técnica anterior ilustrada en la figura 1, esta 25
unidad estructural de aldehído se destruye luego por reducción, por ejemplo con borohidruro.  En el otro extremo del 
polímero, la etapa de reducción de borohidruro también bloquea simultáneamente la abertura de la estructura de 
anillo del extremo reductor, reduciendo el hemicetal. Esta reducción simultánea de la cetona a una unidad estructural 
de hidroxilo introduce una nueva funcionalidad diol que ahora es susceptible de oxidación selectiva en la segunda 
etapa de oxidación. Cuando el polímero natural ha sido oxidado (sucesivamente) con peryodato, reducido con 30
borohidruro y oxidado por segunda vez con peryodato, se crea una nueva forma de polímero, que es 
verdaderamente monofuncional, con un solo grupo reactivo (un aldehído) solo en el extremo reductor (Fig. 3).

La reactividad de la proteína (por aminación reductora) de los diversos intermedios descritos en el procedimiento de 
"doble oxidación" de la figura 4 se describe en la tabla 2. En particular, estos datos demuestran que el intermedio 
"CAOR" (ácido colomínico - un ácido polisiálico - oxidado/reducido), creado por la reducción de borohidruro del 35
polímero oxidado de peryodato, es inerte hacia las dianas proteicas, lo que demuestra que tanto sus unidades 
estructurales de aldehído como hemicetal han sido destruidos por la reducción de borohidruro. En un segundo ciclo 
de oxidación con peryodato del intermedio CAOR 'inerte a proteínas', se crea un nuevo derivativo de ácido polisiálico 
(CAORO) que es nuevamente reactivo hacia las proteínas (Tabla 2) y, además, es de carácter verdaderamente 
monofuncional, con un solo grupo aldehído en el 'extremo reductor' del polímero, y que no es reactivo hacia las 40
proteínas en su otro extremo.  El PSA monofuncional puede dar lugar solo a la unión de una sola orientación a las 
proteínas, con el extremo no reductor más externo, y es incapaz de reticular inadvertidamente las proteínas (Fig. 5). 
Este nuevo esquema de reacción (Fig. 4), conocido como el procedimiento de "doble oxidación" evita con elegancia 
la necesidad de purificar el producto deseado de los diversos productos no deseados (descritos en la figura 2), que 
se evitan completamente en este nuevo esquema de reacción. 45

La siguiente es una breve descripción de los dibujos.

La figura 1a es un esquema de reacción que muestra la activación de la técnica anterior de la unidad terminal 
de ácido siálico no reductor;

La figura 1b es un esquema de reacción que muestra la aminación reductora de la técnica anterior de la 
unidad estructural de aldehído del producto del esquema de reacción 1a usando una unidad estructural de 50
proteína-amina;

La figura 2a es un diagrama esquemático que muestra las reacciones secundarias potenciales que tienen 
lugar en la reacción de la figura 1b que implican al terminal reductor;

La figura 2b representa esquemáticamente los subproductos potenciales de las reacciones secundarias de la 
figura 2a;55

La figura 3 es un esquema de reacción que muestra el tautomerismo entre las formas cetal y de anillo cerrado 
de la unidad de ácido siálico terminal reductor de un PSA;
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La figura 4a es un esquema de reacción que muestra las reacciones de oxidación de oxidación-reducción 
preferidas de PSA;

La figura 4b proporciona las condiciones apropiadas para las etapas del esquema de la figura 4 y explica las 
abreviaturas usadas para los materiales de partida, productos intermedios y productos finales;

La figura 5 es un diagrama esquemático similar a la figura 2b pero muestra los productos de la reacción de la 5
figura 4;

La figura 6 muestra los resultados del análisis GPC de los productos del ejemplo 1;

La figura 7 muestra los resultados de SDS-PAGE del ejemplo 2;

La figura 8 muestra la farmacocinética de la vida media en circulación de los conjugados probados in vivo en 
ratones en el ejemplo 3;10

La figura 9 muestra los resultados del ejemplo 6.

La invención se ilustra adicionalmente en los ejemplos que se acompañan.

Ejemplos

Materiales

Se obtuvieron carbonato de amonio, etilenglicol, polietilenglicol (8kDa), cianoborohidruro de sodio (> 98% de 15
pureza), meta-peryodato de sodio y marcadores de peso molecular de Sigma Chemical Laboratory, Reino Unido. El 
ácido colomínico usado, los ácidos polisiálicos K1 de E. coli unidos a (2 → 8) lineales (promedio de 22,7 kDa, alta 
polidispersidad 1,34, 39kDa p.d. 1,4; 11kDa, p.d. 1,27) fue de Camida, Irlanda, yoduro radiactivo (Na125I) fue 
comprado de Amersham, Reino Unido. Otros materiales incluyeron 2,4 dinitrofenil hidrazina (Aldrich Chemical 
Company, Reino Unido), tubos de diálisis (límites de corte de 3,5kDa y 10kDa; Medicell International Limited, Reino 20
Unido), Sepharose SP HiTrap, columnas PD-10 (Pharmacia, Reino Unido), geles de tris-glicina poliacrilamida (4-
20% y 16%), dodecilsulfato de sodio tris-glicina y solución reguladora de carga (Novex, Reino Unido). El agua 
desionizada se obtuvo de una unidad de purificación de agua Elgastat Opción 4 (Elga Limited, Reino Unido). Todos 
los reactivos usados fueron de grado analítico. Se usó un lector de placas (Dynex Technologies, Reino Unido) para 
las determinaciones espectrofotométricas en ensayos de proteína o CA. Se adquirieron ratones criados en CD 1 (8-9 25
semanas; 29-35 g de peso corporal) de Charles River (Reino Unido) y se aclimataron durante al menos una semana 
antes de su uso.

Procedimientos

Determinación de proteínas y ácidos colomínicos.

La estimación cuantitativa de ácidos polisiálicos (como ácido siálico) con el reactivo de resorcinol se llevó a cabo 30
mediante el procedimiento de resorcinol [Svennerholm, 1957] como se describe en otro lugar [Gregoriadis et al., 
1993; Fernandes and Gregoriadis, 1996, 1997]. La Fab (proteína) se midió mediante el procedimiento colorimétrico 
BCA.

Ejemplo de referencia 1

Los conjugados de proteína de PSA covalente generados por la aminación reductora con cianoborohidruro de sodio 35
usando la forma natural de ácido polisiálico (ácido colomínico, CA) de E. coli, a través de su extremo reductor 
débilmente reactivo. CA = ácido colomínico; CAO = ácido colomínico oxidado como en Fernandes and Gregoriadis, 
1996; Jain, et al., 2003. Se usó cianoborohidruro de sodio (NaCNBH3) a una concentración de 4 mg ml-1.

Los resultados se muestran en la tabla 1. Las proporciones molares en la columna 1 son la proporción de CA(O) 
inicial a proteína. (n = 3, ± desviación estándar).40

Tabla 1

Preparación Grado de modificación con proporción molar (CA:proteína)

Catalasa+CAO+NaCNBH3 (10:1) 0,77±0,16

Catalasa+CAO+NaCNBH3 50:1) 2,59±0,08

Catalasa+CA+NaCNBH3 (50:1) 0,55±0,05

Catalasa+CA (50:1) 0,65±0,04
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Insulina+CAO+NaCNBH3 (25:1) 1,60±0,14

Insulina +CAO+NaCNBH3 (50:1) 1,65±0,14

Insulina +CAO+NaCNBH3 (100:1) 1,74±0,12

Insulina +CA+NaCNBH3 (25:1) 0,20±0,02

Insulina +CA+NaCNBH3 (50:1) 0,21±0,04

Insulina +CA+NaCNBH3 (100:1) 0,24±0,06

Ejemplo 1 - Preparación de ácido polisiálico monofuncional:

1a Activación del ácido colomínico

La solución de metaperyodato de sodio 0,1 M recién preparada (NaIO4) se mezcló con CA (100 mg de CA/ml de 
NaIO4) a 20 °C y la mezcla de reacción se agitó magnéticamente durante 15 minutos en la oscuridad. Luego, se 5
añadió un volumen doble de etilenglicol a la mezcla de reacción para gastar el exceso de NaIO4 y la mezcla se dejó 
agitar a 20 °C, durante 30 minutos más. El ácido colomínico oxidado se dializó (tubo de diálisis cortado con un peso 
molecular de 3,5 kDa) extensivamente (24 h) contra una solución reguladora de carbonato de amonio al 0,01% (pH 
7,4) a 4 °C. Se usó la ultrafiltración (por encima del peso molecular de corte 3,5 kDa) para concentrar la solución de 
CAO del tubo de diálisis. Después de concentrar hasta el volumen requerido, el filtrado se liofilizó y se almacenó a -10
40 °C hasta su uso posterior.

1b Reducción del ácido colomínico

El ácido colomínico oxidado (CAO; 22,7 kDa) se redujo en presencia de borohidruro de sodio. El borohidruro de 
sodio 0,15 mM recién preparado (NaBH4; en NaOH 0,1 M diluido a pH 8-8,5 diluyendo con una solución diluida de 
H2SO4) se mezcló con CAO (100 mg CA/ml) a 20 °C y la mezcla de reacción se agitó hasta 2 h. en la oscuridad. El 15
pH se redujo a 7 al completar la reacción. El ácido colomínico oxidado/reducido (CAOR) se dializó (tubo de diálisis 
cortado de peso molecular de 3,5 kDa) contra una solución reguladora de carbonato de amonio al 0,01%, pH (7) a 4 
°C. Se usó ultracentrifugación para concentrar la solución de CAOR del tubo de diálisis. El filtrado se liofilizó y se 
almacenó a 4 °C hasta que se requirió más. La determinación de cualquier contenido de aldehído se determinó 
como se describe en "determinación de la oxidación del CA".20

1c Reoxidación de CA

Después de la confirmación de que no había contenido de aldehído, el ácido colomínico oxidado/reducido (CAOR) 
se oxidó nuevamente como se informó bajo la activación del ácido colomínico, excepto que el CAOR se incubó con 
solución de peryodato durante un tiempo más prolongado (hasta 1 h). El grado de oxidación en el producto CAORO 
se midió también en polvo liofilizado obtenido en esta etapa.25

1d Determinación del estado de oxidación de CA y derivativos.

La estimación cualitativa del grado de oxidación del ácido colomínico se realizó con 2,4 dinitrofenilhidrazina (2,4-
DNPH), que produce 2,4 dinitrofenil-hidrazonas poco solubles en la interacción con compuestos carbonílicos. (CA) 
no oxidado, (CAO) oxidado, (CAOR) reducido y (CAORO) reoxidados (5 mg cada uno), se añaden al reactivo 2,4-
DNPH (1,0 ml), las soluciones se agitaron y luego se dejaron reposar a 37 °C hasta que se observó un precipitado 30
cristalino [Shriner et. al., 1980]. El grado (cuantitativo) de la oxidación de CA se midió con un procedimiento [Park 
and Johnson, 1949] basado en la reducción de iones ferricianuro en solución alcalina a ferrocianuro férrico (azul 
persa), que luego se mide a 630 nm. En este caso, la glucosa se usó como estándar.

1e cromatografía de permeación de gel

Se disolvieron muestras de ácido colomínico (CA, CAO, CAOR y CAORO) en NaNO3 (0,2M), CH3CN (10%; 5mg/ml) 35
y se sometieron a cromatografía en más de 2x columnas de GMPWXL con detección por índice de refracción 
(sistema GPC: bomba de solvente VE1121 GPC, detector VE3580 RI y compilación con el software Trisec 3 
(Viscotek Europe Ltd) Las muestras (5 mg/ml) se filtraron sobre una membrana de nylon de 0,45 m y se procesaron 
a 0,7 cm/min con NaNO3 0,2 M y CH3CN (10%) como la fase móvil.

Resultados40

El ácido colomínico (CA), un ácido polisiálico, es un homopolímero lineal unido en alfa-2,8 de los residuos de ácido 
N-acetilneuramínico (Neu5Ac) (Fig. 1a). Sin embargo, el peryodato es un poderoso agente oxidante y, aunque es 
selectivo [Fleury and Lange, 1932] para los carbohidratos que contienen grupos hidroxilo en los átomos de carbono 
adyacentes, puede causar una escisión dependiente del tiempo de los residuos internos de Neu5Ac. Por lo tanto, en 
el presente trabajo, la exposición de los ácidos colomínicos a la oxidación se limitó a 15-60 min. Utilizando peryodato 45

E04768074
15-07-2019ES 2 735 809 T3

 



12

de 100 mM a temperatura ambiente [Lifely et. al., 1981]. Además, cuando el peryodato se descompone al exponerse 
a la luz para producir especies más reactivas [Dyer, 1956], las mezclas de reacción se mantuvieron en la oscuridad. 
La integridad de los residuos de Neu5Ac unidos a alfa-2,8 internos después del tratamiento con peryodoto y 
borohidruro se analizó mediante cromatografía de permeación de gel y los cromatógrafos obtenidos para los 
materiales (CAO) oxidado, (CAOR) oxidado reducido, (CAORO) doble oxidado se compararon con el de CA nativo. 5
Se encontró (Fig. 6) que la oxidación (15 minutos) (CAO) (6b), la reducción (CAOR) (6c), la oxidación doble (1 hora) 
(CAORO) (6d) y el CA nativo (6a) exhiben unos perfiles de elución casi idénticos, sin evidencia de que las etapas 
sucesivas de oxidación y reducción den lugar a una fragmentación significativa de la cadena del polímero. Los picos 
pequeños son indicativos de sales de solución reguladora.

La medición cuantitativa del estado de oxidación de CA se realizó mediante la reducción del ion ferricianuro en una 10
solución alcalina a ferrocianuro (azul de Prusia) [Park and Johnson, 1949] usando glucosa como estándar [los 
resultados se muestran en la tabla 2]. La tabla 2 muestra que se encontró que el ácido colomínico oxidado tiene una 
cantidad de agente reductor más que estequiométrica (> 100%), es decir, 112% en moles de contenido aparente de 
aldehído que comprende el poder reductor combinado del hemicetal del extremo reductor y el aldehído introducido 
(en el otro extremo). No se observó reactividad en CAOR, lo que demuestra que la neutralización tanto del aldehído 15
como del hemicetal de CAO se había logrado con éxito mediante la reducción de borohidruro. Después del segundo 
ciclo de oxidación del peryodato, el contenido de aldehído del polímero se restableció al 95% en CAORO (dentro de 
un error experimental del 10%), lo que demuestra la introducción exitosa de una nueva unidad estructural de 
aldehído en el extremo reductor.

Los resultados del ensayo cuantitativo de los intermedios de ácido colomínico en el procedimiento de doble 20
oxidación usando ferricianuro (Tabla 2) fueron consistentes con los resultados de las pruebas cualitativas realizadas 
con 2,4 dinitrofenilhidrazina que dio un precipitado de color amarillo tenue con el CA nativo, y color naranja intenso 
con las formas del polímero que contienen aldehído, lo que resulta en un precipitado de color naranja intenso 
después de diez minutos de reacción a temperatura ambiente.

Tabla 225

Especies de CA Grado de 
oxidación

ácido colomínico (CA) 16,1 ± 0,63

ácido colomínico-oxidado (CAO) 112,03 ± 4,97

ácido colomínico-reducido (CAOR) 0; No detectable

ácido colomínico-oxidado-reducido-oxidado 
(CAORO)

95,47 ± 7,11

Tabla 2: Grado de oxidación de diversos compuestos intermedios de ácido colomínico en el esquema de reacción de 
doble oxidación usando glucosa como estándar (100%, 1 mol de aldehído por mol de glucosa; n = 3 ± s.d).

Ejemplo 2 - Preparación de conjugados de Fab-ácido colomínico

Fab se disolvió en PBS 0,15 M (pH 7,4) y se unió covalentemente a diferentes ácidos colomínicos (CA, CAO, CAOR 30
y CAORO) mediante aminación reductora en presencia de cianoborohidruro de sodio (NaCNBH3). El ácido 
colomínico de cada etapa de la síntesis (material de partida y productos de cada uno de los ejemplos 1a a c) junto 
con Fab en una proporción molar CA:Fab (100:1) se hicieron reaccionar en PBS 0,15 M (pH 7,4; 2 ml) que contenía 
cianoborohidruro de sodio (4 mg/ml) en recipientes sellados con agitación magnética a 35±2 °C en un horno. Las 
mezclas se sometieron luego a precipitación con sulfato de amonio ((NH4)2SO4) añadiendo la sal lentamente 35
mientras se agita continuamente, para lograr una saturación del 70% p/v. Las muestras, agitadas durante 1 h a 4 °C, 
se centrifugaron durante 15 min (5000xg) y las pellas que contenían Fab polisialilada se suspendieron en una 
solución saturada de (NH4)2SO4 y se centrifugaron nuevamente durante 15 min (5000xg). Los precipitados 
recuperados se redisolvieron en 1 ml de solución reguladora de fosfato de Na 0,15 M complementado con NaCl al 
0,9% (pH 7,4; PBS) y se dializaron extensamente (24 h) a 4 °C frente al mismo PBS. Los dializados se ensayaron 40
luego para determinar el contenido de ácido siálico y Fab, y el rendimiento de conjugación se expresó en términos 
de proporción molar CA:Fab. Los controles incluyeron someter la proteína nativa al procedimiento de conjugación en 
presencia de CA no oxidado o en ausencia de CA, en las condiciones descritas. La agitación se mantuvo al mínimo 
para evitar la desnaturalización concomitante de la proteína. La Fab polisialilada se caracterizó además por 
cromatografía de exclusión por tamaño, cromatografía de intercambio iónico y SDS-PAGE.45
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Se sometieron muestras de cero (control) y 48 h (0,5 ml) de las mezclas de reacción a cromatografía de intercambio 
iónico (IEC) en una columna de intercambio catiónico Sepharose SP (1 ml; velocidad de flujo 1 ml/min; solución 
reguladora de fosfato de sodio unión/lavado 50 mM, pH 4,0; solución reguladora de elución, solución reguladora de 
fosfato de sodio 50 mM, pH 4,0 que contiene cloruro de sodio 1 M). Las columnas se lavaron, se eluyeron y las 
fracciones de los eluentes se analizaron para determinar el contenido de CA y proteína (Fab). Las columnas PD-10 5
se usaron para desalar muestras antes de aplicar a la columna.

2c Electroforesis en gel SDS-poliacrilamida 

Se empleó SDS-PAGE (MiniGel, Unidad de gel vertical, modelo VGT 1, modelo de fuente de alimentación Consort 
E132; VWR, Reino Unido) para detectar cambios en el tamaño molecular de Fab tras la polisialilación. SDS-PAGE 
de Fab y sus conjugados (con CA, CAO, CAOR y CAORO) de muestras de 0 (control) y 48 h de las mezclas de 10
reacción, así como un control de procedimiento (CA no oxidado), se llevó a cabo usando un 4-20% de gel de 
poliacrilamida. Las muestras se calibraron frente a una amplia gama de marcadores de peso molecular.

En experimentos previos [Jain et. al., 2003; Gregoriadis, 2001] con otras proteínas, se encontró que el rendimiento 
óptimo de la conjugación molar de CA: Fab (derivado de IgG de oveja) requería una temperatura de 35±2 °C en 
solución reguladora PBS 0,15 M a pH 6-9 durante 48 h. La especie de imina (base de Schiff) formada en estas 15
condiciones entre el polímero aldehído y la proteína se redujo con éxito con NaCNBH3 para formar una amina 
secundaria estable [Fernandes and Gregoriadis, 1996; 1997]. La exposición de la proteína al CA natural oxidado con 
peryodato genera un aducto de la proteína de CA base de Schiff metaestable (según se informa para la 
polisialilación de la catalasa) [Fernandes and Gregoriadis, 1996]. Del mismo modo, en la reacción de formas 
oxidadas de CA con Fab, se crea primero un aducto de base de Schiff metaestable, mediante incubación del 20
polímero oxidado con Fab durante 48 h a 37 °C, que luego se consolidó mediante reducción selectiva (aminación 
reductora) con NaCNBH3 (lo que reduce la estructura de la imina de la base de Schiff, pero no la unidad estructural 
de aldehído del polímero). Con el fin de caracterizar la reactividad de la proteína de los diversos intermedios de CA 
del 'procedimiento de doble oxidación' Fab se sometió a una aminación reductora en presencia de CA natural (CA), 
CA oxidado (CAO), CA oxidado-reducida (CAOR) y CA 'Doble oxido' (CAORO). Para estos estudios se usó un PSA 25
de 22,7 kDa, con una proporción molar CA: Fab de (100:1). Después de 48 h de incubación en presencia de 
NaCNBH3, se aislaron conjugados de Fab de las mezclas de reacción por precipitación con sulfato de amonio (como 
se describe en los "Ejemplos") y los resultados se expresaron en términos de proporciones molares de CA:Fab en 
los conjugados resultantes (Tabla 3 ).

Tabla 3: Síntesis de compuestos de Fab (proteína) ácido colomínico.30

Especies de CA probadas Proporción de conjugación molar (CA:Fab) 
alcanzada

ácido colomínico (CA) 0,21:1 (débilmente reactivo)

ácido colomínico-oxidado (CAO) 2,81:1 (altamente reactivo)

ácido colomínico-oxidado-reducido (CAOR) no detectable (reactividad destruida)

ácido colomínico-oxidado-reducido-oxidado 
(CAORO)

2,50:1 (alta reactividad recuperada)

Es evidente a partir de la tabla 3 que cuando se usó CA natural no oxidado (en presencia de cianoborohidruro), se 
observó un nivel significativo pero bajo de conjugación (que resultó en una proporción molar de 0,21: 1, CA: Fab) a 
través de la reacción con el grupo hemiacetal de CA en su extremo reductor.

La formación de los conjugados de CA-Fab se confirmó adicionalmente por la coprecipitación de las dos unidades 35
estructurales tras la adición de (NH4)2SO4 (el CA como tal no precipita en presencia de la sal). La evidencia de 
conjugación también se confirmó mediante cromatografía de intercambio iónico (IEC, no se muestra) y electroforesis
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE; Fig. 7).

Para la cromatografía de intercambio iónico, la Fab polisialilada obtenida por precipitación de (NH4) 2SO4 se 
redisolvió en una solución reguladora de fosfato de sodio (50 mM, pH 4,0) y se sometió a IEC usando una columna 40
Sepharose SP HiTrap (intercambio catiónico). En contraste con los resultados que indican una resolución completa 
de CA (en el lavado) y Fab (en fracciones eluidas), tanto el CA como la Fab de las muestras de reacción de 48 h co-
eluyeron en las fracciones de lavado, lo que demuestra la presencia de conjugado CA-Fab.

La figura 7 describe el análisis de los conjugados Fab de anticuerpo descritos anteriormente. Estos datos confirman 
que las distribuciones de peso molecular de los dos conjugados son muy similares (como se esperaba, ya que los 45
subproductos obtenidos del CA bifuncional asimétricamente constituyen solo un pequeño porcentaje de la población 
total de moléculas). También es evidente a partir de la figura 7 que si los conjugados Fab se prepararon a partir de 
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CA bifuncional asimétricamente (es decir, CA natural oxidado con peryodato) o a partir de PSA monofuncional, que 
fueron creados conjugados de una amplia distribución de pesos moleculares, elevados del peso molecular del 
control Fab no derivado. Esto es consistente con la polidispersidad conocida del polímero natural informado en 
nuestros trabajos anteriores publicados. La figura 7 también confirma que la aminación reductora con CA 
monofuncional da lugar a un conjugado Fab con un rendimiento comparable al del procedimiento anterior basado en 5
el CA natural oxidado con peryodato (descrito en la figura 1). También es evidente a partir de la figura 7 que en cada 
muestra de conjugado solo quedaban cantidades traza de Fab sin derivar. Las cantidades de trazas de Fab restante 
se eliminaron de estos conjugados mediante cromatografía de intercambio iónico antes de los estudios in vivo 
(Ejemplo 3 a continuación).

Ejemplo 3 - Estudios in vivo10

Las muestras de fragmentos de IgG Fab de oveja o conjugados con CAO o CAORO se marcaron radiactivamente 
con I125 de la siguiente manera: se retiró el 10% en volumen de cada una de estas muestras (∼100 l) y se 
colocaron en tubos de IODO-gen nuevos. Se añadió una muestra de 20 l de PBS que contenía 200 mCi de 125I 
(como NaI) a la proteína o conjugado y los tubos se taparon y se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 10 
min. Los contenidos de los tubos se transfirieron luego a filtros centrífugos de 500 l (límite 3,5 kDa m.w.) y las 15
muestras se centrifugaron a 6.500 rpm en una microcentrífuga. El eluyente se descartó y el volumen en el retenido 
(por encima de la membrana) se completó hasta 500 l. Este procedimiento se repitió 5 veces más, después de lo 
cual se evaluó la radioactividad anterior (proteína) e inferior (yodo libre) de la membrana para una muestra de 5 l 
usando un contador Packard Cobra Gamma. Si los recuentos debidos a I125 libre eran inferiores al 5% de los de la 
fracción conjugada, no se llevó a cabo ninguna purificación adicional. Si el I125 libre era > 5%, el ciclo de purificación 20
se repetía y las muestras se reevaluaban.

A los ratones CD1 (29-35 g de peso corporal) se les administró 40 g (100 l de volumen en PBS) de proteína por 
ratón (∼ 1.6 mg/kg) por vía i.v. (vena de la cola) como inyección única y luego se tomaron muestras de 50 l de 
sangre (usando capilares graduados con heparina) a intervalos de tiempo de una vena de la cola diferente y se 
añaden a 500 l de PBS. El último sangrado registrado fue un sangrado total para permitir suficientes recuentos. Las 25
muestras se centrifugaron luego a 3000 rpm durante 10 minutos y se registró el sobrenadante y se colocaron en 
tubos contadores gamma. Las muestras se contaron junto con muestras representativas de la proteína inyectada en 
un contador gamma automático Packard Cobra II. Los recuentos registrados se expresaron como un porcentaje de 
la dosis original inyectada.

Muestras de conjugados de Fab radioyodados y Fab de CAO y CAORO, e inyectados por vía intravenosa en ratones 30
para monitorear la vida media en la circulación sanguínea: La figura 8 muestra la farmacocinética de los conjugados 
de Fab Vs Fabs-ácido colomínico preparados por el procedimiento original (usando CAO) y por el nuevo 
procedimiento de doble oxidación (usando CAORO). Estos resultados demuestran que CAO-Fab y CAORO-Fab 
dieron lugar a tiempos de residencia marcados y significativamente más largos en la circulación, que en el caso de 
Fab no derivada, dando lugar a aumentos de 6,28 veces y 5,28 veces (respectivamente) en valores AUC en 35
comparación con Fab nativa

Ejemplo 4 - Síntesis de conjugado de maleimida

El CAORO sintetizado en el ejemplo 1c anterior se hizo reaccionar con 5 equivalentes molares de hidrazida de N-
[ácido -maleimidopropiónico] en acetato de sodio 0,1 M durante 2 horas a 37 °C. El producto hidrazona se precipitó 
en etanol, se resuspendió en acetato de sodio y se precipitó nuevamente en etanol, se redisolvió en agua y se 40
liofilizó. El producto es útil para la conjugación específica del sitio con los grupos tiol de las unidades estructurales de 
cisteína en proteínas y péptidos.

El derivado aldehído del ácido polisiálico monofuncional también podría hacerse reaccionar con un compuesto de 
enlace que tiene una unidad estructural de hidrazida y una unidad estructural de N-maleimida para formar una 
hidrazona estable que tiene una funcionalidad maleimida activa útil para reaccionar con un grupo tiol.45

Ejemplo 5 - Síntesis de conjugados de insulina-ácido colomínico

Para la preparación de conjugados de rh-insulina se usó ácido polisiálico activado (ácido colomínico oxidado (CAO)) 
y ácido polisiálico monofuncional (ácido colomínico oxidado- reducido-oxidado (CAORO)) preparado en el ejemplo 1.

Preparación de conjugados de insulina-ácido colomínico.

La insulina se disolvió en un volumen mínimo de HCl 15 mM seguido de dilución con PBS 0,15 M (pH 7,4) y se unió 50
covalentemente a diferentes ácidos colomínicos (CA, CAO y CAORO monofuncional). El ácido colomínico (22,7 
kDa) junto con insulina (2 mg) en una proporción molar CA: insulina (25:1) se hicieron reaccionar durante 48 h en 
PBS 0,15 M (pH 7,4; 2 ml) que contenían cianoborohidruro de sodio (4 mg/ml) en recipientes sellados con agitación 
magnética a 35±2 °C en una incubadora. Las mezclas se sometieron luego a precipitación con sulfato de amonio 
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((NH4)2SO4) añadiendo la sal lentamente mientras se agita continuamente, para lograr una saturación del 70% p/v. 
Las muestras se agitaron durante 1 hora a 4 °C, luego se centrifugaron (5000xg) durante 15 minutos y las pellas se 
suspendieron en una solución saturada de (NH4)2SO4 y se centrifugaron nuevamente durante 15 minutos (5000xg). 
Los precipitados recuperados se redisolvieron en 1 ml de solución reguladora de fosfato de Na 0,15 M 
complementado con NaCl al 0,9% (pH 7,4; PBS) y se dializaron extensamente (24 h) a 4 °C frente al mismo PBS. 5
Luego, los dializados se analizaron para determinar el contenido de ácido siálico y proteína y el rendimiento de 
conjugación se expresó en términos de proporción molar CA: insulina (como en el ejemplo 1). Los controles 
incluyeron someter la proteína nativa al procedimiento de conjugación en presencia de CA no oxidado o en ausencia 
de CA, en las condiciones descritas. La agitación se mantuvo al mínimo para evitar la desnaturalización 
concomitante de la proteína. La insulina polisialilada se caracterizó además por cromatografía de intercambio iónico 10
y SDS-PAGE. Los resultados se expresan en términos de proporciones molares CA: insulina en los conjugados 
resultantes (Tabla 4). 

Tabla 4: Síntesis de compuestos de insulina (proteína) ácido colomínico

Especies de CA probadas Proporción de conjugación molar 
(CA:insulina) alcanzada

ácido colomínico (CA) 0,07:1 (débilmente reactivo)

ácido colomínico-oxidado (CAO) 1,60:1 (altamente reactivo)

ácido colomínico-oxidado-reducido-oxidado (CAORO) 
(monofuncional)

1,35:1 (alta reactividad recuperada)

Es evidente a partir de la tabla 4 que cuando se usó CA natural no oxidado (en presencia de cianoborohidruro), se 15
observó un nivel significativo pero bajo de conjugación (que resultó en una proporción molar de 0,07: 1, CA: insulina) 
a través de la reacción con el grupo hemiacetal de CA en su extremo reductor.

La formación de los conjugados de CA-insulina se confirmó adicionalmente mediante la coprecipitación de las dos 
unidades estructurales tras la adición de (NH4)2SO4 (el CA como tal no precipita en presencia de la sal). La evidencia 
de conjugación también se confirmó mediante cromatografía de intercambio iónico (IEC) y electroforesis en gel de 20
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Ejemplo 6 - Estudios in vivo

La insulina y las construcciones de insulina polisialilada del ejemplo 5 se probaron para determinar su capacidad 
para reducir el nivel de glucosa en sangre en ratones criados T/O hembra normales (22-24 gramos de peso 
corporal). Los animales se dividieron en grupos de cinco, se inyectaron por vía subcutánea (s.c.) con insulina (0,3 25
unidades por ratón en cloruro de sodio al 0,9% o con la misma equivalencia de proteínas de la insulina polisialilada) 
y se midieron los niveles de glucosa en muestras de sangre a intervalos de tiempo usando un kit de ensayo de 
glucosa (Accu-Chek Advantage, Roche, Reino Unido).

Resultados

La actividad farmacológica de las construcciones de insulina polisialilada se comparó con la de la insulina intacta en 30
ratones normales inyectados por vía subcutánea y sangrados a intervalos de tiempo. Los niveles de glucosa en 
sangre de los ratones para las 3 insulinas se muestran en la figura 9. Los puntos de datos muestran el promedio de 
5 muestras y las barras de error de los valores s.e.m. Los resultados en la figura 9 muestran claramente que las 
insulinas polisialiladas (preparadas por el procedimiento original (usando CAO) y por el nuevo procedimiento de 
oxidación doble (usando CAORO monofuncional)) ejercieron una reducción más prolongada de los niveles de 35
glucosa en sangre. De este modo, mientras que los niveles de glucosa alcanzaron valores nadir a las 0,75 horas 
para volver a los niveles normales dos horas después del tratamiento con insulina intacta, los niveles de glucosa en 
ratones tratados con el péptido polisialilado, aunque también los más bajos a 0,75 h, volvieron a los valores 
normales a las 6 horas. Estos resultados demuestran que el CAO-insulina y el CAORO-insulina dieron lugar a 
tiempos de residencia marcados y significativamente más largos en la circulación, que en el caso de insulina no 40
derivada, dando lugar a aumentos en el área por encima de la curva en comparación con la insulina nativa. 

La solución reguladora se cambió en agua desionizada por ultrafiltración repetida a 4 °C. Las muestras se analizaron 
para determinar el peso molecular promedio y otros parámetros mediante GPC (como se informó en el ejemplo 1e) y 
PAGE nativo (teñido con azul de Alcian).

45
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Las siguientes muestras se fraccionaron usando un sistema idéntico de lavado y gradiente en una escala menor 
(matriz de 1-5 ml; 0,2-3 gramos de ácido colomínico): 

Ácido colomínico (CA, 22,7kDa, pd 1,34; CA, 39 kDa, pd = 1,4), ácido colomínico-aldehído (CAO, 22,7 kDa, pd 1,34), 
ácido colomínico monofuncional (CAORO, 22,7kDa; pd 1,34), ácido colomínico amina (CA-NH2, 22,7kDa, pd 1,34), 
ácido colomínico maleimida (CAM, como en el ejemplo 4 y el m.w. de CA producido en todo el seguimiento).5

Las fracciones estrechas de CA producidas usando el procedimiento anterior se oxidaron con peryodato 10 mM y se 
analizaron mediante cromatografía de permeación de gel (GPC) y PAGE nativo para la alteración bruta del polímero.

Resultados

Tabla 4 Cromatografía de intercambio iónico de CA22,7: aumento de escala (matriz de 75 ml, 3 g de CA)

Soluciones reguladoras de elución (en solución 
reguladora de trietanolamina 20 mM + NaCl mM, pH 7,4)

M.W. Pd % Población

325 mM 12586 1,091 77,4%

350 mM 20884 1,037 3,2%

375 mM 25542 1,014 5,0%

400 mM 28408 1,024 4,4%

425 mM* 7,4%

450 mM 43760 1,032 2,3%

475 mM 42921 1,096 0,2%

* No hecho

10

El ácido colomínico y sus derivativos (22,7 kDa) se fraccionaron exitosamente en varias especies estrechas con una 
polidispersidad menor a 1,1 con m.w. promedios de hasta 46 kDa con diferentes% de poblaciones. Figuras 9 y 10; 
La tabla 4 muestra los resultados de la separación del material de 22,7 kDa en una escala de 5 ml. La figura 9 es el 
resultado de GPC y la figura 10 es una PAGE nativa.

Este procedimiento fue escalable de 1 ml a 900 ml de matriz con el perfil de fraccionamiento casi idéntico en cada 15
escala (no se muestran todos los resultados).

El fraccionamiento de un polímero más grande (CA, 39 kDa, pd 1,4) produjo especies de hasta 90 kDa. Este 
procedimiento se puede usar con éxito para el fraccionamiento de incluso lotes grandes de polímero. La figura 11 
muestra los resultados de PAGE nativa para las 3 muestras de CA suministradas y para las fracciones separadas 
por intercambio iónico analizadas como en la tabla 4. Los resultados de PAGE muestran que las fracciones de 20
intercambio iónico están dispersas por poco. Esto concuerda con los datos de GPC que se muestran en la figura 12 
que muestra los resultados para 3 de las fracciones separadas del CA de 22,7 kDa. Los volúmenes de retención se 
muestran en la tabla 5.

Tabla 5

Muestra MW Mn PD

1 18727 15016 1,25

2 27677 25095 1,10

3 40950 40279 1,02
25

El material de 22,7 kDa se separa en una escala mayor. Usando GPC se analizan las fracciones de intercambio 
iónico. Se recuperaron las siguientes fracciones que se muestran en la tabla 6 (véanse las figuras).

Todas las fracciones estrechas se oxidaron con éxito con peryodato 10 mM y se tomaron muestras de diferentes 
etapas del procedimiento de producción y se analizaron por GPC y la PAGE nativa no mostró cambios en el peso 
molecular y la polidispersidad. Los datos para algunas de las muestras se muestran en la figura 13.30
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Se usó precipitación de etanol diferencial para precipitar diferentes longitudes de cadena de ácido colomínico.

Resultados

La precipitación de etanol diferencial mostró que las CA más pequeñas requerían más etanol (EtOH). El polímero de 
22,7 kDa ancho p.d. se precipitó con 70% de EtOH dando un rendimiento > 80% del polímero del producto. Se 
requirió una concentración de 80% de EtOH para precipitar > 80% de un MW a 6,5kDa (pd <1,1). Este procedimiento 5
también elimina cualquier sal que contamine el producto.

2.4 Fraccionamiento del ácido colomínico por filtración.

Las muestras de 22,7 kDa se purificaron mediante ultrafiltración sobre membranas cortadas de diferente peso 
molecular (5, 10, 30, 50 y 100 kDa). En todos los casos, el retenido fue examinado por GPC y PAGE nativa.

Resultados10

Las muestras de 22,7 kDa se purificaron mediante ultrafiltración sobre membranas cortadas de diferente peso 
molecular mostraron que había una disminución en la polidispersidad del polímero y un cambio hacia un peso 
molecular más alto con un aumento en el corte de la membrana (Figura 14).

Los procedimientos combinados y la cromatografía de pares iónicos también pueden ser para el fraccionamiento de 
los polímeros.15

Ejemplo 5 - Síntesis de la hormona del crecimiento (GH) - conjugados de ácido colomínico (dispersos 
amplios y estrechos)

Se usó ácido colomínico oxidado (CAO; 22,7 kDa) y ácido colomínico-disperso estrecho-oxidado (NCAO; 27,7kDa 
pd = 1,09; 40,9 kDa. Pd = 1,02) preparado en el ejemplo de referencia 2.2 para la preparación de GH conjugados.

Preparación de conjugados de hormona de crecimiento-ácido colomínico.20

La hormona de crecimiento se disolvió en PBS 0,15 M (pH 7,4) y se unió covalentemente a diferentes ácidos 
colomínicos (CAO y NCAO). Se añadieron individualmente diferentes CA (22 kDa, CAO; 27,7 kDa & 40,9 kDa, NCA) 
a GH (2 mg) en una proporción molar de CA: GH (12,5:1), se añadió cianoborohidruro de sodio a una concentración 
final de 4 mg/ml. Las mezclas de reacción se sellaron y se agitaron magnéticamente durante 24 horas a 35±2 °C. 
Las mezclas se sometieron luego a precipitación con sulfato de amonio ((NH4)2SO4) añadiendo la sal lentamente 25
mientras se agitaba continuamente, para lograr una saturación del 70% p/v, se agitó durante 1 hora a 4 °C, luego se 
centrifugó (5000 xg) durante 15 minutos y las pellas se resuspendieron en una solución saturada de (NH4)2SO4 y se 
centrifugaron de nuevo durante 15 minutos (5000xg). Los precipitados recuperados se redisolvieron en 1 ml de PBS 
a pH 7,4 y se dializaron extensamente (24 h) a 4ºC contra la misma solución reguladora. Los controles incluyeron 
someter la proteína nativa al procedimiento de conjugación en presencia de CA no oxidado o en ausencia de CA. La 30
agitación se mantuvo al mínimo para evitar la desnaturalización concomitante de la proteína. La GH polisialilada se 
caracterizó por SDS-PAGE. La GH polisialilada se pasó a través de cromatografía de intercambio aniónico como se 
describe en el ejemplo de referencia 2 y las fracciones del producto se sometieron a SDS PAGE.

Resultados

Los resultados (Figura 15) muestran que en el pozo de control (con GH) la migración de la muestra es similar a la de 35
la GH nueva. En los carriles conjugados hay cambios en las bandas que por lo general indican un aumento en la 
masa indicativa de una GH polisialilada. El ancho de banda se redujo significativamente en el caso de conjugados 
con polímeros dispersos estrechos en comparación con conjugados con polímeros dispersos amplios. Además, los 
conjugados de GH (con un amplio polímero dispersado) se separaron en diferentes especies mediante 
cromatografía de intercambio aniónico (Figura 16).40

Ejemplo 6 - Síntesis de conjugados de insulina-ácido colomínico

Para la preparación de conjugados de rh-insulina se usó ácido polisiálico activado (ácido colomínico oxidado (CAO)) 
y ácido polisiálico monofuncional (ácido colomínico oxidado-reducido-oxidado (CAORO)) preparado en el ejemplo 1.

Preparación de conjugados de insulina-ácido colomínico.

La insulina se disolvió en un volumen mínimo de HCl 15 mM seguido de dilución con PBS 0,15 M (pH 7,4) y se unió 45
covalentemente a diferentes ácidos colomínicos (CA, CAO y CAORO monofuncional). El ácido colomínico (22 kDa) 
junto con la insulina (2 mg) en una proporción molar CA: insulina (25: 1) se hizo reaccionar durante 48 h en PBS 
0,15 M (pH 7,4; 2 ml) que contenía cianoborohidruro de sodio (4 mg/ml) en recipientes sellados con agitación 
magnética a 35±2 °C en una incubadora. Las mezclas se sometieron luego a precipitación con sulfato de amonio 
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((NH4)2SO4) añadiendo la sal lentamente mientras se agita continuamente, para lograr una saturación del 70% p/v. 
Las muestras se agitaron durante 1 h a 4 °C, luego se centrifugaron (5000xg) durante 15 minutos y las pellas se 
suspendieron en una solución saturada de (NH4)2SO4 y se centrifugaron nuevamente durante 15 minutos (5000xg). 
Los precipitados recuperados se redisolvieron en 1 ml de solución reguladora de fosfato de Na 0,15 M 
complementado con NaCl al 0,9% (pH 7,4; PBS) y se dializaron extensamente (24 h) a 4 °C frente al mismo PBS. 5
Luego, los dializados se analizaron para determinar el contenido de ácido siálico y proteína y el rendimiento de 
conjugación se expresó en términos de proporción molar CA: insulina (como en el ejemplo 1). Los controles 
incluyeron someter la proteína nativa al procedimiento de conjugación en presencia de CA no oxidado o en ausencia 
de CA, en las condiciones descritas. La agitación se mantuvo al mínimo para evitar la desnaturalización 
concomitante de la proteína. La insulina polisialilada se caracterizó además por cromatografía de intercambio iónico 10
y SDS-PAGE. Los resultados se expresan en términos de proporciones molares CA: insulina en los conjugados 
resultantes (Tabla 7).

Tabla 7: Síntesis de compuestos de insulina (proteína) ácido colomínico

Especies de CA probadas Proporción de conjugación molar (CA:insulina) 
alcanzada

ácido colomínico (CA) 0,07:1 (débilmente reactivo)

ácido colomínico-oxidado (CAO) 1,60:1 (altamente reactivo)

ácido colomínico-oxidado-reducido-oxidado (CAORO) 
(monofuncional)

1,35:1 (alta reactividad recuperada)

Es evidente a partir de la tabla 4 que cuando se usó CA natural no oxidado (en presencia de cianoborohidruro), se 15
observó un nivel significativo pero bajo de conjugación (que resultó en una proporción molar de 0,07:1, CA:insulina) 
a través de la reacción con el grupo hemiacetal de CA en su extremo reductor.

La formación de los conjugados de CA-insulina se confirmó adicionalmente mediante la coprecipitación de las dos 
unidades estructurales tras la adición de (NH4)2SO4 (el CA como tal no precipita en presencia de la sal). La evidencia 
de conjugación también se confirmó mediante cromatografía de intercambio iónico (IEC) y electroforesis en gel de 20
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Ejemplo 7 - Estudios in vivo

La insulina y las construcciones de insulina polisialilada del ejemplo 6 se probaron para determinar su capacidad 
para reducir el nivel de glucosa en sangre en ratones T/O criados hembra normales (22-24 gramos de peso 
corporal). Los animales se dividieron en grupos de cinco, se inyectaron por vía subcutánea (s.c.) con insulina (0,3 25
unidades por ratón en cloruro de sodio al 0,9% o con la misma equivalencia de proteínas de la insulina polisialilada) 
y se midieron los niveles de glucosa en muestras de sangre a intervalos de tiempo usando un kit de ensayo de 
glucosa (Accu-Chek Advantage, Roche, Reino Unido).

Resultados

La actividad farmacológica de las construcciones de insulina polisialilada se comparó con la de la insulina intacta en 30
ratones normales inyectados por vía subcutánea y sangrados a intervalos de tiempo. Los niveles de glucosa en 
sangre de los ratones para las 3 insulinas se muestran en la figura 17. Los puntos de datos muestran el promedio de 
5 muestras y las barras de error son los valores s.e.m. Los resultados en la figura 17 muestran claramente que las 
insulinas polisialiladas (preparadas por el procedimiento original (usando CAO) y por el nuevo procedimiento de 
oxidación doble (usando CAORO monofuncional)) ejercieron una reducción más prolongada de los niveles de 35
glucosa en sangre. De este modo, mientras que los niveles de glucosa alcanzaron valores nadir a las 0,75 horas 
para volver a los niveles normales dos horas después del tratamiento con insulina intacta, los niveles de glucosa en 
ratones tratados con el péptido polisialilado, aunque también los más bajos a 0,75 h, volvieron a los valores 
normales a las 6 horas. Estos resultados demuestran que el CAO-insulina y el CAORO-insulina dieron lugar a 
tiempos de residencia marcados y significativamente más largos en la circulación, que en el caso de insulina no 40
derivada, dando lugar a aumentos en el área por encima de la curva en comparación con la insulina nativa.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de producción de un derivativo aldehído de un ácido siálico en el que un material de partida que 
tiene una unidad de ácido siálico en el terminal reductor y una unidad de sacárido terminal en el extremo no reductor 
que tiene un grupo diol vecinal se somete a las etapas secuenciales de:

a) oxidación selectiva preliminar para oxidar el grupo diol vecinal a un aldehído5

b) reducción para abrir reductivamente el anillo en la unidad de ácido siálico terminal reductor, por lo que se 
forma un grupo diol vecinal, y en el que el aldehído formado en la etapa a) también se reduce para formar un 
grupo hidroxi que no es parte de un grupo diol vecinal; y

c) oxidación selectiva para oxidar el grupo diol vecinal formado en la etapa b) para formar un grupo aldehído.

2. Un procedimiento según la reivindicación 1, en el que la unidad de ácido siálico en el terminal reductor se une a la 10
unidad adyacente a través del átomo de carbono 8, por lo que en la etapa c) el grupo diol vecinal 6,7 se oxida para 
formar un aldehído en el átomo de carbono 7.

3. Un procedimiento según la reivindicación 1 o la reivindicación 2, en el que la unidad de sacárido en el extremo no 
reductor es una unidad de ácido siálico.

4. Un procedimiento según cualquier reivindicación precedente, en el que el material de partida es un di-, oligo- o 15
poli-sacárido.

5. Un procedimiento según la reivindicación 4, en el que el polisacárido es un ácido polisiálico que consiste 
sustancialmente solo en unidades de ácido siálico.

6. Un procedimiento según la reivindicación 5, en el que el polisacárido tiene al menos 10 unidades de ácido siálico 
en la molécula.20

7. Un procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6, en el que la etapa de oxidación preliminar se 
lleva a cabo en condiciones tales que sustancialmente no hay escisión de cadena media de la cadena de 
polisacárido.

8. Un procedimiento según la reivindicación 7, en el que la etapa de oxidación preliminar se lleva a cabo en solución 
acuosa en presencia de peryodato a una concentración en el intervalo de 1 mM a 1M, un pH en el intervalo de 3 a 25
10, una temperatura en el intervalo de 0 a 60 °C y un tiempo en el intervalo de 1 min a 48 horas.

9. Un procedimiento según cualquier reivindicación precedente, en el que la etapa b) se lleva a cabo en condiciones 
tales que los grupos carboxilo colgantes en el material de partida no se reducen.

10. Un procedimiento según la reivindicación 9, en el que la etapa b) se lleva a cabo en solución acuosa en 
presencia de borohidruro en una concentración en el intervalo de 1 M a 0,1 M, un pH en el intervalo de 6,5 a 10, 30
una temperatura en el intervalo de 0 a 60 °C y un período en el intervalo de 1 min a 48 h.

11. Un procedimiento según cualquier reivindicación precedente, en el que el derivativo aldehído se hace reaccionar 
con un sustrato que tiene un grupo de amina primaria o un grupo de hidrazida.

12. Un procedimiento según la reivindicación 11, en el que el producto se reduce.

13. Un procedimiento según la reivindicación 11 o la reivindicación 12, en el que el sustrato es un péptido o una 35
proteína.

14. Un procedimiento según la reivindicación 13, en el que el sustrato es un péptido terapéutico.

15. Un procedimiento según la reivindicación 11 o la reivindicación 12, en el que el sustrato es un compuesto que 
tiene un sustituyente de grupo funcional y un grupo orgánico dibásico que se une al grupo de amina o hidrazida y al
grupo funcional.40

16. Un procedimiento según la reivindicación 15, en el que el producto se hace reaccionar posteriormente con un 
compuesto que tiene un grupo tiol.

17. Un procedimiento según la reivindicación 16, en el que el compuesto que tiene un grupo tiol es una proteína.

18. Un procedimiento según la reivindicación 11 o la reivindicación 12, en el que el sustrato es un sistema de 
administración de fármacos, una célula, un virus o un polímero sintético.45
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19. Un compuesto que es un derivativo aldehído de un di-, oligo- o poli-sacárido que comprende al menos una 
unidad de ácido siálico, en el que la unidad terminal en el extremo reductor incluye una unidad estructural de 
aldehído o es un grupo OR, en el que R es seleccionado de

-CH2-CHO,5

-CH2CH2NHR1, CH2CH=N-NHR1 y CH2CH2NHNHR1 en las que R1 es H, alquilo C1-24, aril alcanoilo C2-6, o un 
polipéptido o una proteína unida a través del terminal N o el grupo -amina de un residuo de lisina, al sistema 
de administración de fármacos o es un grupo orgánico que tiene un sustituyente funcional adaptado para la 
reacción con un grupo sulfhidrilo y que tiene una unidad pasivada en el extremo no reductor, obtenible 10
mediante un procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18.

20. Un compuesto según la reivindicación 19, que tiene la fórmula general I

en la que R3 es H, R4 es OH, GlyO es un grupo glicosilo y n es 0 o más.

21. Un compuesto según la reivindicación 19 o la reivindicación 20, que es un polisacárido en el que 15
sustancialmente todas las unidades de sacárido son de ácido siálico, unidas 2-8, 2-9 o alternativamente 2-8/2-9, 
entre sí.

22. Un compuesto según la reivindicación 21, que tiene al menos 10 unidades de ácido siálico en la cadena de 
polisacárido.

23. Un compuesto según cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22, en el que R1 es una proteína o péptido o un 20
sistema de administración de fármacos.

24. Un compuesto según cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23 en el que R es
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25. Un compuesto según cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23 en el que R es

26. Un compuesto según la reivindicación 23 o la reivindicación 25, en el que R1 es un péptido o proteína
terapéutica.5

27. Un compuesto según la reivindicación 26, en el que el péptido o proteína terapéutica es un anticuerpo o 
fragmento.

28. Un compuesto según cualquiera de las reivindicaciones 19 a 22 en el que R1 es un grupo

en la que R2 es un grupo orgánico dibásico.10

29. Una composición que comprende un compuesto según cualquiera de las reivindicaciones 19 a 27 y un diluyente.

30. Una composición farmacéutica que comprende un compuesto según la reivindicación 23 o la reivindicación 26 y 
un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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