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DESCRIPCION
Derivados de trisacaridos y su uso como adyuvantes
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a nuevos derivados de trisacaridos y a su uso como adyuvantes, derivados de
trisacaridos que comprenden un nucleo de trisacarido sustituido, cuyo nucleo de trisacarido esta completamente
sustituido con grupos éster de acidos grasos, y opcionalmente uno o mas grupos anionicos, la invencion se refiere
ademas a un método para preparar estos derivados de trisacaridos, a trisacaridos obtenibles por este método, y al
uso del adyuvante en una vacuna.

Antecedentes de la invencion

Los anticuerpos son sustancias contenidas en la sangre y otros liquidos del cuerpo, asi como en los tejidos, y que se
unen al antigeno para hacerlo inocuo. Los anticuerpos constituyen uno de los mecanismos naturales de defensa del
cuerpo. Son muy especificos y matan, se unen o hacen inocuo al antigeno que provoco su formacion.

El antigeno en contacto con el sistema inmunitario activa de este modo una compleja serie de interacciones
celulares para eliminar el antigeno y/o restablecer el equilibrio anterior.

Dos de las propiedades caracteristicas de los antigenos son su inmunogenia, es decir, su capacidad para provocar
una respuesta inmunitaria in vivo (incluida la formaciéon de anticuerpos especificos) y su antigenia, es decir, su
capacidad para ser selectivamente reconocidos por los anticuerpos cuyos origenes son los antigenos.

Se sabe cémo estimular la respuesta inmunitaria deliberadamente administrando de un antigeno especifico por
medio de una vacuna. El procedimiento permite la retencién de un estado de respuesta inmunitaria en el organismo
que permite una respuesta mas rapida y mas eficaz del organismo durante el contacto posterior con el antigeno.

Sin embargo, algunos antigenos tienen solo una débil inmunogenia y provocan una respuesta inmunitaria
insuficiente para producir una proteccion eficaz para el organismo. Esta inmunogenia puede mejorarse
significativamente si un antigeno se administra junto con un adyuvante.

Los adyuvantes son sustancias que mejoran la respuesta inmunitaria a los antigenos, pero no son necesariamente
inmunogenos. Los adyuvantes pueden actuar reteniendo el antigeno localmente cerca del punto de administracion
para producir un efecto de depdsito que facilita una liberacion lenta y mantenida de antigeno a las células del
sistema inmunitario. Los adyuvantes también pueden atraer células del sistema inmunitario a un depdsito de
antigeno y estimular dichas células para provocar respuestas inmunitarias.

Se han utilizado adyuvantes durante muchos afios para mejorar la respuesta inmunitaria del anfitriéon a, por ejemplo,
vacunas. Adyuvantes intrinsecos son normalmente los componentes de las bacterias destruidas o atenuadas
utilizadas como vacunas. Adyuvantes extrinsecos son inmunomoduladores que generalmente estan unidos de forma
no covalente a antigenos y se formulan para potenciar la respuesta inmunitaria del anfitrion.

El hidroxido de aluminio y el fosfato de aluminio (denominados en conjunto alumbre) se usan rutinariamente como
adyuvantes en vacunas humanas y veterinarias. La eficacia del alumbre en el aumento de las respuestas de
anticuerpos a las vacunas antidiftérica y antitetanica esta bien demostrada y, mas recientemente, una vacuna
HBsAQg se ha utilizado alumbre como adyuvante.

Una amplia gama de adyuvantes extrinsecos puede provocar respuestas inmunitarias a antigenos. Estos incluyen
saponinas complejadas con antigenos de proteinas de la membrana (complejos inmunoestimulantes), polimeros
plurénicos con aceite mineral, micobacterias muertas en aceite mineral, adyuvante completo de Freund, productos
bacterianos, como dipéptido muramilo (MDP).

Se han investigado adyuvantes definidos quimicamente, tales como monofosforil-lipido A, conjugados de fosfolipidos
(véase Goodman-Snitkoff et al., J. Immunol., 147:410-415 (1991) ya que tiene encapsulacion de la proteina con un
proteoliposoma (véase Miller et al. J. Exp. Med. 176:1739-1744 (1992)).

Los polimeros sintéticos también se han evaluado como adyuvantes. Estos incluyen los homopolimeros vy
copolimeros de acido lactico y glicdlico, que se han usado para producir microesferas que encapsulan antigenos
(véase Eldridge et al., Mol. Immuol. 28:287-294 (1993)).

Los copolimeros de bloque no iénicos son otro adyuvante sintético que se evalla. Los efectos adyuvantes también
se han investigado para copolimeros de bajo peso molecular en emulsiones en aceite (véase Hunter ef al., The
Theory and Pratical Application of Adjuvants (Ed. Stewart-Tull, D.E.S.) John Wiley and Sons, NY, pags. 51-94
(1995)) y para copolimeros de alto peso molecular en formulaciones acuosas (Todd et al., Vaccine 15:564-570
(1997)).

Las caracteristicas deseables de los adyuvantes ideales son la falta de toxicidad y la capacidad de estimular una
respuesta inmunitaria duradera. Uno de los adyuvantes mas frecuentemente utilizados en seres humanos es el
alumbre. Otros coadyuvantes, tal como Saponina, Quil A y el adyuvante de agua en aceite, de Freund con bacilos
tuberculosos muertos (completo de Freund) o sin bacilos (incompleto de Freund), han tenido un uso limitado en
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humanos debido a sus efectos téxicos; y se han expresado preocupaciones con respecto a los efectos indeseables
en los animales.

Resumiendo, se han descrito muchas formulaciones de adyuvantes, pero la mayoria nunca se han aceptado para
vacunas de rutina, y pocas han sido aprobadas para su uso en la especie humana. Esto se debe principalmente a su
toxicidad. Por ejemplo, los aceites minerales usados como adyuvantes en determinadas vacunas para animales no
se degradan facilmente y persisten en el punto de inyeccion, lo que provoca granulomas inaceptables; y, en general,
formulaciones adyuvantes, tales como emulsiones de aceite de compuestos minerales, liposomas y microesferas
poliméricas biodegradables provocan reacciones locales debido a la formacién de depdsitos en el punto de
inyeccion.

Los ejemplos de adyuvantes actualmente aprobados en vacunas humanas incluyen alumbre, MF59 (emulsién de
aceite en agua), MPL (un glucolipido), VLR, virosomas de gripe inmunopotenciadores redisueltos (IRIV) y vacuna
contra el colera (véase Reed et al. Trends in Immunology 30:23-32 (2008).

Un grupo de adyuvantes conocidos en la técnica son los denominados sulfolipopolisacaridos, es decir, polisacaridos
que contienen tanto ésteres de acidos grasos como ésteres de sulfato (Hilgers et al., Immunology 60, pags. 141-146,
1986). Se ha descrito un método para preparar estos compuestos en las es de patente internacional W096/20222 y
WO 96/20008. Estos métodos para preparar sulfolipopolisacaridos dan como resultado la formacién de diferentes
derivados de sulfolipopolisacaridos que varian en el nimero de ésteres de acidos grasos presentes por molécula de
polisacarido, el niumero de ésteres de sulfato presentes por molécula de polisacarido, el numero de grupos hidroxilo
por molécula de polisacarido y en la distribucion de ésteres de acidos grasos, de ésteres de sulfato y de grupos
hidroxilo sobre la molécula de polisacarido. Esto significa que durante la preparacion de estos sulfolipopolisacaridos
se obtiene una mezcla de muchos sulfolipopolisacaridos diferentes. En consecuencia, el rendimiento del
sulfolipopolisacarido deseado es relativamente bajo o el adyuvante necesita ser utilizado como una mezcla dificil de
caracterizar que causa problemas de regulacion.

En la patente europea EP 1233969 se reivindica una composicion adyuvante cuyo adyuvante comprende
sulfolipodisacaridos. También se describe un método para preparar estos sulfolipodisacaridos. En una de las
realizaciones, los sulfolipodisacaridos preparados estan completamente sustituidos con ésteres de acidos grasos o
grupos éster de sulfato. Sin embargo, como se describira ademas a continuacion, cuando estos sulfolipodisacaridos
se utilizan como adyuvantes en animales, se producen efectos secundarios no deseados tales como la aparicion de
un aumento medio de la temperatura corporal (incluso fiebre) y una irritacion local (hinchazén del tejido).

La patente europea EP 1104767 A1 describe mono- y disacaridos que contienen grupos tanto de éster de acido
graso como de éster de sulfato utiles entre otros como adyuvantes para vacunas.

Descripcion detallada de la invencién

En vista de lo anterior, un objeto de la presente invencién es proporcionar compuestos que son relativamente faciles
y baratos de preparar, poseen buenas propiedades adyuvantes y provocan un minimo de efectos secundarios
indeseados cuando se usan en clinica. Otro objeto de la presente invencion es proporcionar compuestos que se
pueden usar en una composicioén adyuvante, por ejemplo en combinacién con una vacuna, compuestos que tienen
unas excelentes caracteristicas de seguridad y efectos secundarios.

Un primer y segundo aspecto de la presente invencion se refiere a derivados de trisacaridos y a su uso como
adyuvante. Los derivados de trisacaridos segun la presente invencion comprenden un nucleo de trisacarido
sustituido, nucleo de trisacarido que esta completamente sustituido con grupos éster de acido graso, y
opcionalmente uno 0 mas grupos anionicos.

Los derivados de trisacaridos segun la presente invencion son muy adecuados para usar como adyuvantes para
vacunas. Tienen unas caracteristicas de efectos secundarios que son sorprendentemente mucho mejores que las
caracteristicas de efectos secundarios de otros adyuvantes a base de derivados de polisacaridos, tales como, por
ejemplo, adyuvantes a base de disacaridos. Los animales que se han vacunado con una composicion de antigeno y
una composicién adyuvante que comprende derivados de trisacaridos segun la invencion muestran un aumento
menor en la temperatura corporal media en comparacién con, por ejemplo, los derivados de disacaridos de la
patente europea EP 1233969. También la aparicion de reacciones locales (hinchazon tisular) alrededor el area de
inyeccion es menor cuando se usa un adyuvante que comprende los derivados de trisacaridos segun la invencion.

El término antigeno tal como se usa en la presente memoria se refiere a cualquier componente o material que
provoca una reaccion inmunolégica en el cuerpo humano o animal, tal como un virus, una bacteria, un micoplasma,
un parasito o una célula tumoral, una subunidad de un microorganismo, tal como una proteina, polisacarido, péptido,
glucoproteina, conjugado polisacarido-proteina, conjugado péptido-proteina.

El antigeno puede consistir, por ejemplo, en uno o0 mas organismos vivos, organismos inactivados o las
denominadas subunidades (estas ultimas, por ejemplo, se preparan por sintesis, o por procedimientos de ingenieria
genética, o se aislan de los organismos). El término antigeno se refiere ademas a cualquier componente que pueda
provocar una reaccion inmunitaria en el cuerpo humano o animal.

El nucleo de trisacarido de los derivados de la presente invencion procede preferiblemente de rafinosa, melecitosa,
maltotriosa, nigerotriosa, maltotriulosa o cestosa. Se prefiere particularmente que el nicleo de trisacarido proceda de
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rafinosa, melecitosa o maltotriosa, mas preferiblemente de rafinosa o maltotriosa. Estos trisacaridos tienen en su
forma normal, es decir, insustituida once grupos OH que estan disponibles para reacciones tales como, por ejemplo,
esterificacion con acidos grasos. Sin embargo, también es posible que uno o mas, preferiblemente uno, de los
grupos OH haya reaccionado con un grupo anionico, de modo que, por ejemplo, se obtenga un grupo éster sulfato o
éster fosfato, preferiblemente se obtiene un grupo éster sulfato.

En una realizacion preferida de la presente invencion, los derivados de trisacaridos segun la invencidon no
comprenden grupos anionicos sino solo grupos de acidos grasos, preferiblemente grupos de acidos grasos
idénticos.

Segun ofra realizacion preferida, los derivados de trisacaridos segun la invencién comprenden uno o dos grupos
anionicos con diez o nueve grupos de acidos grasos, respectivamente, por nucleo de trisacarido sustituido.
Preferiblemente, los grupos de acidos grasos son idénticos.

La expresion grupo aniénico como se emplea en la presente memoria se refiere a un resto cargado negativamente
(es decir, cargado negativamente a pH neutro o al pH del entorno en el que se aplica el derivado). Dicho grupo
anionico puede ser, por ejemplo, un sulfato, un sulfonato o un fosfato. Los grupos anioénicos preferidos incluyen
grupos éster de sulfato o grupos éster de fosfato. Ejemplos de dichos grupos son -O-SO2-ONa u -O-SO,-ONHj, -O-
SO2-OTEA (es decir, sulfato de trietilamonio).

En una realizacion preferida de la presente invencion, el grupo éster de acido graso que esta unido por enlace
covalente al nucleo de trisacarido sustituido es un éster de un acido graso lineal, ramificado, saturado o insaturado
con una longitud de cadena de 4 a 20 atomos de carbono, preferiblemente de 6 a 18, mas preferiblemente 8 a 16
atomos de carbono, aun mas preferiblemente de 10 a 14 y sumamente preferido 12 atomos de carbono.

Aunqgue esta dentro del alcance de la presente invencién que el nucleo de trisacarido sustituido esté sustituido con
mas de un tipo de éster de acido graso, se prefiere usar solo un tipo, es decir, que todos los ésteres de acido graso
sean idénticos.

El uso de acidos grasos es sumamente preferido, sin embargo, también esta contemplado por la presente invencion
que otros acidos carboxilicos, preferiblemente estrechamente relacionados con acidos grasos, puedan proporcionar
resultados favorables.

Preferiblemente, el éster de acido graso es el éster de acidos grasos saturados, acidos grasos monoinsaturados o
acidos grasos poliinsaturados, tales como acido butirico, acido caproico, acido caprilico, acido caprico, acido laurico,
acido miristico, acido palmitico, acido palmitoleico, acido estearico , acido ricinoleico, acido vacénico, acido
araquidico, acido gadoleico, acido araquidénico, acido oleico o acido linoleico. Mas preferiblemente acido laurico.

En una realizacion preferida, el nucleo de trisacarido sustituido procede de rafinosa, melecitosa o maltotriosa y es el
derivado de trisacarido completamente sustituido con grupos éster de acidos grasos idénticos por trisacarido
sustituido, es decir, el nlcleo de trisacarido esta sustituido con once grupos éster de acidos grasos idénticos.

En otra realizacion preferida, el nucleo de trisacarido sustituido procede de rafinosa, melecitosa o maltotriosa y
comprende uno o dos grupos anionicos, tales como un grupo éster sulfato o éster fosfato, y diez o nueve,
respectivamente, grupos éster de acidos grasos idénticos por trisacarido sustituido. Mas preferiblemente, el éster de
acido graso es el éster de acido laurico.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a un método para preparar un derivado de trisacarido que
comprende las etapas siguientes:

i) proporcionar un trisacarido y disolverlo en un disolvente; y ii) esterificar todos los grupos OH del trisacarido con un
acido graso, o una fuente del mismo, reaccionando opcionalmente al menos uno de los grupos OH del trisacarido
con un agente anionico.

Debido al hecho de que todos los grupos OH se hacen reaccionar con grupos aniénicos y/o acidos grasos, se estan
formando pocas impurezas. Esto significa que es posible obtener, sin dilatadas etapas de purificacion, una forma
pura farmacéuticamente aceptable de un derivado de trisacarido contemplado. Si se usa solo un tipo de acido graso,
tal como acido laurico, se necesita incluso menos purificaciéon para obtener el derivado de trisacarido deseado en
una forma pura farmacéuticamente aceptable. Otra ventaja del método de la presente invencién es que los
derivados de trisacaridos deseados se obtienen facilmente en cantidades relativamente grandes, lo que hace que el
método sea econdmicamente atractivo.

En una realizacién preferida de la presente invencién, los derivados de trisacaridos preparados no comprenden
grupos aniénicos sino solo grupos de acidos grasos, preferiblemente grupos de acidos grasos idénticos, es decir,
todos los grupos OH han reaccionado con un acido graso o una fuente del mismo.

Segun otra realizacion preferida, los derivados de trisacaridos preparados comprenden uno o dos grupos anionicos
con diez o nueve grupos de acidos grasos, respectivamente, por nicleo de trisacarido sustituido. Preferiblemente,
los grupos de acidos grasos son idénticos.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2654 156 T3

Los trisacaridos usados en el método mencionado anteriormente son preferiblemente rafinosa, melecitosa,
maltotriosa, nigerotriosa, maltotriulosa o cestosa. Mas preferiblemente, se usan rafinosa, melecitosa o maltotriosa,
mas preferiblemente maltotriosa o rafinosa.

El significado de acidos grasos como se usa en el método mencionado anteriormente se refiere a cualquier fuente
de acidos grasos, incluidas las sales de acidos grasos, haluros de acidos grasos, ésteres de acidos grasos y
derivados. Preferiblemente, los acidos grasos utilizados en el método reivindicado son acidos grasos lineales,
ramificados, saturados o insaturados con una longitud de cadena de entre 4 a 20 atomos de carbono,
preferiblemente entre 6 y 18, mas preferiblemente entre 8 y 16 atomos de carbono, ain mas preferiblemente 10 a 14
atomos de carbono, sumamente preferidos de 12 atomos de carbono.

Preferiblemente, los acidos grasos utilizados son acidos grasos saturados, acidos grasos monoinsaturados o acidos
grasos poliinsaturados, como acido butirico, acido caproico, acido caprilico, acido caprico, acido laurico, acido
miristico, acido palmitico, acido palmitoleico, acido estearico, acido ricinoleico, acido vaccénico, acido araquidico,
acido gadoleico, acido araquidonico, acido oleico o acido linoleico. Mas preferiblemente acido laurico.

Como se ha mencionado anteriormente, en una realizacion preferida de la presente invencion, al menos uno de los
grupos OH se hace reaccionar con un reactivo anionico. Preferiblemente, el agente anidnico usado es un agente
sulfatante o fosfatante tal como SO3; gaseoso , HCISO3;, SOg.piridina, SOs-2-metilpiridina, SO3-2,6-dimetilpiridina,
SO;-dimetilformamida, SOs-trimetilamida, SOs-trietilamina, SOs-dimetilanalina, SO3-N-etilmorfolina, SOs-dietilalanina,
SOs-dioxano y sus combinaciones. Aun mas preferiblemente, el agente sulfonante es SOs.piridina o SOs.trietilamina.

El agente sulfatante mas preferido es SOs.piridina. Se prefiere ademas que la reaccion de al menos uno de los
grupos OH del trisacarido con un agente sulfatante se lleve a cabo antes de la esterificacion del trisacarido con un
acido graso. La ventaja de realizar primero la reaccién con un agente sulfatante es que el agente sulfatante
reacciona primero con los denominados grupos OH primarios antes de reaccionar con otros grupos OH, reduciendo
asi el nimero de isémeros formados.

En una realizacion preferida, la relacion trisacarido : agente anionico : equivalentes de acido graso es 1 : 0-3 : 8-11,
preferiblemente 1 : 0-1 : 10-11. Dentro de estos intervalos reivindicados, se obtiene eficientemente la sustitucion
completa de los grupos OH del trisacarido con ésteres de acidos grasos y opcionalmente el grupo anioénico, tal como
un éster de sulfato.

Preferiblemente, el disolvente utilizado para llevar a cabo la reaccién es una mezcla de piridina y dimetilformamida.

En una etapa adicional del presente método, los derivados de trisacaridos se someten a una etapa adicional de
mezcla con un excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable, de forma que se obtiene una composicion
adyuvante.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere a composiciones adyuvantes que comprenden derivados de
trisacaridos segun la invencion, o una mezcla de los mismos. Cuando dichos derivados de trisacaridos se formulan
en una composicion adyuvante, se mezclan preferiblemente con excipientes o diluyentes farmacéuticamente
aceptables. Preferiblemente, la composicion adyuvante se formula como una emulsion de aceite en agua. Los
aceites adecuados para ser usados son, entre otros, aceites animales, aceites vegetales y aceites minerales, tales
como aceite de pescado, vitamina E, escualano, escualeno. Preferiblemente, se usa escualano, preferiblemente en
combinacién con polisorbato.

Aunque es posible usar solo un tipo de derivado de trisacarido, también esta dentro del alcance de la invencién usar
en la composicién adyuvante una mezcla de diferentes derivados de trisacaridos segun la invenciéon. En una
realizacion preferida, se usa una mezcla de derivados de trisacaridos segun la invencién con un grupo anioénico, tal
como un grupo éster de sulfato, y los mismos derivados de trisacaridos sin un grupo aniénico, p. €j., sulfo-lipo-
rafinosa y lipo-rafinosa. Ain mas preferiblemente, los ésteres de acidos grasos de los derivados de trisacaridos
usados en dicha mezcla son los mismos, tales como, por ejemplo, el éster del acido laurico.

Un quinto aspecto de la presente invencion se refiere a una vacuna que comprende la composicion adyuvante o
derivado de trisacarido como se menciond anteriormente.

Tanto la composiciéon adyuvante, como la composicion de antigeno o la vacuna se administran preferiblemente por
via parenteral. Los medios adecuados para administracion parenteral incluyen administracion intramuscular,
subcutanea, subdérmica e intradérmica. Los dispositivos adecuados para administracién parenteral incluyen
inyectores de aguja (incluidas microagujas) y sistemas de administracion transdérmica.

La formulaciéon parenteral puede ser preparada facilmente por algun experto en la materia segin métodos
normalizados. Preferiblemente, la formulacion parenteral se prepara como una emulsion de aceite en agua.

La preparacion de formulaciones parenterales en condiciones estériles, por ejemplo, por filtracion, puede hacerse
facilmente empleando técnicas farmacéuticas convencionales bien conocidas por los expertos en la técnica.

La vacuna o la composicion adyuvante segun la invencion se puede administrar a seres humanos y a muchos
animales elegidos como objetivo diferentes, tales como, por ejemplo, cerdos, ganado vacuno, aves de corral, perros,
gatos, caballos y similares.
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Un sexto aspecto de la presente invencion se refiere a un equipo que comprende la composicion adyuvante
mencionada anteriormente y una composicion de antigeno.

Puede ser deseable administrar una combinacién de la composicion adyuvante y la composicion de antigeno o
vacuna por separado. En tal caso, la composicion adyuvante y la composicion de antigeno pueden combinarse
convenientemente en forma de un equipo. Dicho equipo podria ser, por ejemplo, un sistema de dos viales o una
jeringa de doble camara.

La invencion se describira ahora ademas mediante los siguientes ejemplos no restrictivos.
Ejemplos

Preparacion de derivados de trisacaridos segun la invencion

Ejemplo 1: Sintesis general de sulfo-lipo-trisacaridos segun la invencion

Un trisacarido se seca en un horno de vacio para eliminar el agua cristalina. El trisacarido (5 g) se disuelve
posteriormente, en una corriente de nitrégeno, en 30 ml de DMF y 14 ml de piridina en un matraz de fondo redondo
de tres bocas de 100 ml, equipado con un condensador de reflujo. Se afiaden 1,05 equivalentes de piridina.SO3 en
agitacion vigorosa. Después de 1 hora, el matraz se enfria en agua con hielo y con agitaciéon vigorosa se agrega
gota a gota cloruro de lauroilo para evitar el calentamiento de la mezcla de reaccion. Después de 15 minutos, el
bafio con hielo se calienta lentamente a 40°C. El avance de la reaccién se controla por HPLC. Una vez completada
la reaccion, la mezcla se concentra al vacio en un evaporador rotativo (calentado hasta 60°C). El producto en bruto
se recoge en 300 ml de heptano y 150 ml de salmuera. La capa organica se separa en un embudo de decantacion
de 500 ml, se seca sobre sulfato de sodio y se filtra. La solucion en heptano se concentra al vacio. El aceite obtenido
se disuelve en 200 ml de heptano y se agrega gota a gota trietilamina (2,37 ml). La solucién obtenida se filtra y se
concentra al vacio. El aceite se disuelve de nuevo en 100 ml de heptano, se filtra y la solucidn se concentra al vacio.

Ejemplo 2: Sintesis de sulfo-lipo-maltotriosa (S1L10-Ma) via piridina.SO3

El producto del titulo se sintetizd siguiendo el método general descrito en el ejemplo 1 con los siguientes detalles: se
sec6 maltotriosa (5,1 g, 10 mmol) en una estufa de vacio a <10 mbar durante 19 horas a 40°C y 48 horas a 70°C.,
rendimiento 4,9 g. La maltotriosa seca se disolvio en 30 ml de DMF y 14 ml de piridina y se sulfaté con 1,6 g (1,05
eq) de piridina.SO3, se puso en suspension en 2 ml de DMF. Después de 1 hora, el sulfo-trisacarido se esterifico en
un bafio de hielo con 11 equivalentes (25,5 ml) de cloruro de lauroilo. La mezcla se calent6 lentamente a 40°C y se
hizo reaccionar durante 3 horas. Las etapas de reaccion se siguieron por HPLC-ELSD. El producto se aislé después
de extraccion e intercambio de trietilamina. Rendimiento del jarabe espeso marrén amarillento: 15,5 g + 55 g
(segunda recogida en el matraz de evaporacion después de calentar a 50°C). Cromatograma HPLC-ELSD: véase la
fig. 1A.

Ejemplo 3: Sintesis alternativa de sulfo-lipo-maltotriosa (S1L10-Ma) via piridina.SO3

El producto del titulo se sintetizd siguiendo el método general descrito en el ejemplo 1 con los siguientes detalles: se
sec6 maltotriosa (5,0 g, 10 mmol) en una estufa de vacio a <10 mbar durante 20 horas a 40°C y 90 horas a 70°C.,
rendimiento 4,9 g. La maltotriosa seca se disolvio en 30 ml de DMF y se afiadieron 1,6 g (1,05 eq) de piridina.SO3 en
forma de una suspensiéon en 14 ml de piridina. Después de 1 hora, el sulfo-trisacarido se esterificé en un bafo de
hielo con 11 equivalentes (25,2 ml) de cloruro de lauroilo y se calenté lentamente a 40°C. Se tomaron muestras para
el analisis HPLC-ELSD en puntos de tiempo regulares en el proceso. La reaccion con cloruro de lauroilo se dejé
durante la noche a temperatura ambiente. El tratamiento se realizé6 como se describe en el ejemplo 1. Rendimiento
del jarabe marrén amarillento espeso: 24,7 g. Cromatograma HPLC-ELSD: véase la fig.1B.

Ejemplo 4 : Sintesis de sulfo-lipo-rafinosa (S1L10-Ra) via piridina.SO3

El producto del titulo se sintetiz6 como se describe en el ejemplo 1 con los siguientes detalles: se seco rafinosa
pentahidratada (5,0 g, 10 mmol) en una estufa de vacio a <10 mbar durante 24 horas a 30°C y 90 horas a 60°C.,
rendimiento 4,3 g. La rafinosa seca se disolviéo en 30 ml de DMF y 14 ml de piridina. Se afiadio piridina.SO3 (1,6 g,
1,05 eq) de una vez. Después de 1 hora, el sulfo-trisacarido se esterificé en un bafio de hielo con 12 equivalentes
(23,5 ml) de cloruro de lauroilo y se calent6 lentamente a 40°C. Después de 4 horas, la mezcla se concentro al
vacio, se extrajo y se traté con TEA como se describe en el ejemplo 1. Rendimiento del jarabe amarillo-marrén
espeso: 18,0 g. Cromatograma HPLC-ELSD: véase la fig. 2.

Ejemplo 5: Sintesis de lipo-maltotriosa (L11-Ma)

El producto del titulo se sintetizd siguiendo el método general descrito en el ejemplo 1 con los siguientes detalles: Se
secO maltotriosa hidratada (0,50 g) en una estufa de vacio. El trisacarido seco (0,49 g, 0,97 mmol) se disolvié en
piridina (1,4 ml) y DMF (3 ml), se enfrié en un bafio de hielo y se hizo reaccionar con cloruro de lauroilo (3,36 ml, 15
eq) durante 1 hora a 0°C., seguido de 16 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se convirtié en un
gel, después de la adicién de 3 ml de heptanos y la exposicion a ultrasonidos el producto se disolvié. La adicion de
heptano se repiti6 dos veces. La fase organica (75 ml) se lavé con agua y se formd un sistema de tres capas.
Solamente se aisl6 la capa organica, se sec6 sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentré para producir un jarabe
espeso de color amarillo parduzco: 1,39 g. Cromatograma HPLC-ELSD: véase la fig. 3A.
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Ejemplo 6: Sintesis de lipo-rafinosa (L11-Ra)

El pentahidrato de rafinosa (0,50 g) se sec6 en una estufa de vacio. La rafinosa seca (0,41 g, 0,86 mmol) en piridina
(1,4 ml) y DMF (3 ml) se enfrié en un bafio de hielo y se hizo reaccionar con cloruro de lauroilo (2,97 ml, 15 eq)
durante 1 hora a 0°C, seguido de 18 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluyé con heptano
(50 ml) y se lavé con agua (25 ml). La fase organica se seco sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentré para dar
un jarabe espeso amarillo parduzco: 2,33 g. cromatograma HPLC-ELSD: véase la fig. 3B.

Efecto de los adyuvantes que comprenden los derivados de trisacaridos segun la invencion sobre valores de anti-
GnRH, concentraciones de testosterona en suero y aparicion de efectos adversos.

Se han llevado a cabo experimentos en animales para evaluar la eficacia y los posibles efectos adversos asociados
con el empleo de los trisacaridos segun la invencion como adyuvante. En este estudio en ratas, se probaron tres
adyuvantes a base de sulfo-lipo-trisacaridos: sulfo-lipo-maltotriosa (un grupo éster de sulfato y diez grupos de éster
lauroilico, S1L10-Ma), preparados segun el ejemplo 3; sulfo-lipo-rafinosa (un grupo éster de sulfato y diez grupos de
éster lauroilico, S1L10-Ra), preparados segun el ejemplo 4; y lipo-rafinosa (rafinosa completamente sustituida con
grupos éster lauroilico, L11-Ra), preparada segun el ejemplo 6. Los adyuvantes que comprenden sulfo-lipo-
maltotriosa también comprendian lipo-maltotriosa (completamente sustituida con grupos éster lauroilico, L11-
Ma). Los adyuvantes que comprenden sulfo-lipo-rafinosa también comprendian lipo-rafinosa (completamente
sustituida con grupos éster lauroilico, L11-Ra).

Los adyuvantes a base de sulfo-lipo se probaron en diferentes dosis que variaban de 0,008 a 8 mg por dosis. Los
adyuvantes se probaron en combinacion con un conjugado de GnRH-KLH con 0,7 ug de GnRH conjugada por dosis.
La capacidad adyuvante de los adyuvantes se comparé con el adyuvante de referencia positiva, sulfo-lipo-sacarosa
(disacarido con un grupo éster sulfato y siete grupos éster de acido lauroilico, S1L7-Su) y con un adyuvante de
referencia negativa que consistia en una emulsién de escualano en agua sin compuesto sacarido y un grupo que
solo recibié PBS.

La eficacia se determind mediante los valores de anticuerpos y los efectos bioldgicos de los anticuerpos inducidos
sobre concentraciones de testosterona. Con el fin de determinar los efectos adversos de la inmunizacién con los
adyuvantes, se realizaron observaciones clinicas diarias y se determinaron la temperatura corporal las reacciones en
el punto de inyeccion.

Preparacion de emulsiones adyuvantes

e Sacaridos: Sulfo-lipo-maltotriosa (S1L10-Ma)
Sulfo-lipo-rafinosa (S1L10-Ra)
Lipo-rafinosa (L11-Ra)
e Escualano (A & E Connock)
e Polisorbato-80 (Fagron)
e PBS estéril con pH 7,4 (Mediabereiding ASG, Lelystad)
e Agua MilliQ
e Unidad de filtro impulsado por jeringa Millex 0,22 ym PES, 33 mm, 4.5 cm? (Millipore)
e  Microfluidizador M-110S equipado con tipo de camara de interaccién: F20Y

e Sistema Analizador de Microtrac Nanotrac NPA-253

Los adyuvantes experimentales se prepararon de la manera siguiente.
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Tabla 1. Composicion de las emulsiones para los diferentes SLS

Grupo Sacarido Cantidad SLS |Escualano (g) | Tween-80 (g) | MilliQ (g) PBS-wit (g)
(9)
1 Sulfo-lipo-maltotriosa 1,0018 4,0010 1,0019 0,2507 18,7495
(S1L10-Ma-8)
2 Sulfo-lipo-maltotriosa 0,2497 4,0051 1,0017 1,0007 18,7515
(S1L10-Ma-2)
3 Sulfo-lipo-maltotriosa 0,1007 4,0025 1,0030 1,1525 18,7524
(S1L10-Ma-0,8)
4 Sulfo-lipo-maltotriosa 0,0101 4,0040 1,0010 1,2439 18,7525
(S1L10-Ma-0,08)
5 Sulfo-lipo-maltotriosa 0,00225 9,0018 1,0006 1,2706 18,75
(S1L10-Ma-0,008)
6 Sulfo-lipo-rafinosa 1,0029 4,0004 1,0009 0,2528 18,7495
(S1L10-Ra-8)
7 Sulfo-lipo-rafinosa 0,2503 4,0007 1,0008 1,0015 18,7514
(S1L10-Ra-2)
8 Sulfo-lipo-rafinosa 0,1004 4,0015 1,0020 1,1496 18,7526
(S1L10-Ra-0,8)
9 Sulfo-lipo-rafinosa 0,0106 4,0003 1,0008 1,2386 18,7529
(S1L10-Ra-0,08)
10 Sulfo-lipo-rafinosa 0,00154 6,1587 1,0045 1,2526 18,76
(S1L10-Ra-0,008)
11 Ninguna 0,0000 3,9995 1,0011 1,2527 18,74
12 Lipo-rafinosa (L11-Ra-8) 1,0006 4,0067 1,0037 0,2502 18,76

Nota: para los grupos 5y 10, el sacarido se disolvid en escualano. De estas soluciones, se usaron 4,0056 g (5) y
4,0006 g (10) para la preparacion de emulsion adicional. El contenido en SLS en la emulsion final fue de 1 mg/25 ml.

Los componentes de la fase oleosa (sacarido, escualano, polisorbato-80 y agua MilliQ, cantidades indicadas en la
tabla 1) se pesaron en un tubo Falcon de 50 ml. Los componentes se mezclaron usando un agitador y se calentaron
en un bafo de agua a 50°C hasta que se disolvio el sacarido. La fase de aceite caliente se afiadié a la fase acuosa
(PBS) y las dos fases se mezclaron mediante agitacion y ultra-turrax a 24.000 min” durante aproximadamente 30
segundos con intervalos. Posteriormente, la emulsiéon se formé mediante tratamiento con Microfluidizer. La presion
de operacion se ajusté a 500 kPa (5 bar) y cada mezcla se pasé tres veces por enfriamiento de la camara de
interaccion en un bafio de hielo. Cada emulsion se sometio a filtracion estéril manual. El tamafio de particula de la
emulsion se midié usando un medidor de particulas Nanotrac.

Las vacunas 1-13 se formularon afadiendo un volumen igual de adyuvante (que comprende los compuestos
sacaridos que se muestran en la tabla 2) a la fase acuosa (que contiene 0,7 ug de GnRH conjugada). La vacuna 14
consiste en PBS solamente. Se prepararon las siguientes vacunas:

Tabla 2. Disefio experimental

Grupo Compuesto sacarido Dosis adyuvante
1 sulfo-lipo-maltotriosa (S1L10-Ma-8) 8 mg
2 sulfo-lipo-maltotriosa (S1L10-Ma-2) 2mg
3 sulfo-lipo-maltotriosa (S1L10-Ma-0,8) 0,8 mg
4 sulfo-lipo-maltotriosa (S1L10-Ma-0,08) 0,08 mg
5 sulfo-lipo-maltotriosa (S1L10-Ma-0,008) 0,008 mg
6 sulfo-lipo-rafinosa (S1L10-Ra-8) 8 mg
7 sulfo-lipo-rafinosa (S1L10-Ra-2) 2mg
8 sulfo-lipo-rafinosa (S1L10-Ra-0,8) 0,8 mg
9 sulfo-lipo-rafinosa (S1L10-Ra-0,08) 0,08 mg
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Grupo Compuesto sacarido Dosis adyuvante
10  sulfo-lipo-rafinosa (S1L10-Ra-0,008) 0,008 mg
11 sin sacarido (NS) 0
12 lipo-rafinosa (L11-Ra) 8 mg
13  sulfo-lipo-sacarosa (S1L7-Su-8) 8 mg

14  Referencia PBS (sin antigeno, sin adyuvante) 0

Animales e inmunizacién

Se alojaron ratas macho Wistar, de 10 semanas de edad, con 3 ratas por jaula. Las ratas tenian acceso a discrecion
a comida y agua. Las ratas se inmunizaron los dias 0, 14 y 28, segun el disefio experimental (tabla 2) con 400 pl de
vacuna que comprendia 200 yl de fase acuosa y 200 pl de adyuvante. Se inyectaron dos inyecciones
intramusculares (100 yl cada una) en el muslo interno izquierdo y derecho y se inyectaron 2x100 ul por via
subcutanea en la region del cuello. Cada grupo consta de 5 ratas.

Se recogieron muestras de sangre para suero de todos los animales antes de las inmunizaciones y en el dia 41 y 56.
Eficacia de las vacunas
Ensayos

Se determinaron por ELISA los anticuerpos especificos de GnRH. Las placas (96 pocillos) se recubrieron
previamente con 0,2% de glutaraldehido en tampoén fosfato (pH 5) durante 3 horas a temperatura ambiente, se
lavaron con tampén de fosfato 0,1 M (pH 8) y se recubrieron con 100 ul por pocillo de una solucién que contenia 10
pg de GnRH (Pepscan Presto, Lelystad, Holanda) por ml de tampén fosfato (pH 8) y se incubaron durante 3 horas a
37°C. Las placas recubiertas se lavaron con Tween-80 al 0,05%. Las muestras de suero se diluyeron (1/10) en PEM
(1% de Tween-80 con 4% de suero de caballo).Esta dilucion se diluyd ademas en la placa de 96 pocillos (100 pl por
pocillo, 8 etapas) y se incubd 1 hora a 37°C. Después de lavar con Tween-80 al 0,05%, 100 ul de antisuero de cabra
anti-rata conjugado con peroxidasa en PEM se agreg6 a los pocillos. Las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C
y se lavaron 12 veces con Tween-80 al 0,05%. Posteriormente, 150 pl de una solucién de sustrato que contiene 2,2-
azino-bis-(acido 3-benzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS) mas H,O- se afiadieron a los pocillos de las placas. Las placas
se incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente y se midié la absorbancia a 405 nm. El valor del anticuerpo
se expresd como 10 log del factor de dilucion que proporciona una densidad 6ptica de 4 veces el fondo (aprox. 100).

Las concentraciones séricas de testosterona se midieron usando un EIA de testosterona disponible en el mercado
(Beckman Coulter, Woerden, Holanda) segun las instrucciones del fabricante.

Valores de anticuerpos GnRH

Los valores de anticuerpos contra GnRH de los grupos tratados con sulfo-lipo-maltotriosa (S1L10-Ma) y sulfo-lipo-
rafinosa (S1L10-Ra) se representan en las figuras 4A y 4B. Ambos sulfo-lipo-trisacaridos produjeron valores de
anticuerpos dependientes de la dosis contra GnRH. Los valores de anticuerpos fueron sustancialmente mayores
para ratas tratadas con 0,08-8 mg de sulfo-lipo-trisacarido que en ratas tratadas con adyuvante sin sacarido (NS,
grupo 11), lo que demuestra la contribucion significativa del sulfo-lipo-trisacarido a la respuesta inmunitaria.

La figura 4C muestra claramente que los valores de anticuerpos contra GnRH de ratas que recibieron 8 mg de
compuestos sacaridos segun la invencion, es decir, S1L10-Ma-8, S1L10-Ra-8 y L11-Ra-8 fueron sustancialmente
mayores que en ratas tratadas con emulsiéon de escualano solamente (NS), enfatizando fuerte poder adyuvante de
los trisacaridos tanto S1L10 como L11.

Testosterona sérica

La inmunizaciéon con el conjugado GnRH-KLH emulsionado con el adyuvante que comprende los sulfo-lipo-
trisacaridos segun la invencion, es decir, S1L10-Ma y S1L10-Ra, produjo una disminucion drastica de los
concentraciones séricas de testosterona a partir de 0,08 mg de sulfo-lipo-trisacarido en adelante (figura 5A-B),
mientras que los efectos de la dosis mas baja de sulfo-lipo-trisacarido (0,008 mg) sobre la testosterona sérica fueron
similares a la emulsién de aceite en agua sin compuesto de sacarido. La inmunizacién con el trisacarido lipidado
(L11-Ra-8) también produjo la disminucion de los niveles de testosterona (figura 5C)

Efectos adversos
Aumento de la temperatura corporal media

Se realizaron observaciones clinicas al menos una vez al dia en todos los animales. Se determind la temperatura
corporal media (MBT) en todos los animales antes y después de cada inmunizacién por temperatura rectal. La
temperatura corporal media por grupo (MBT) se representa respecto a los niveles de preinmunizacion en la figura 6.

A las 3 horas después de cada vacunacion, se observo un ligero aumento en MBT en ratas tratadas con sulfo-lipo-
trisacaridos solo a dosis de 8 y 2 mg, mientras que no se observaron efectos en MBT a 0,8, 0,08 y 0,008 mg. Al dia
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siguiente, 21 horas después de la vacunacion, sin embargo, MBT se volvié a reducir a valores casi normales (figuras
6A y 6B). Por el contrario, la inmunizacién con el compuesto disacarido (S1L7-Su-8) que provocé un aumento
ligeramente mayor de MBT que los compuestos trisacaridos 3 horas después de la vacunacion, no mostré una
disminucién en MBT un dia después de la inmunizacion, MBT todavia aumenté 21 horas después de la vacunacion
(figura 6C). El trisacarido lipidado (L11-Ra-8) no produjo ningin aumento en MBT. En la figura 6 por lo tanto, esta
claro que las vacunas que comprenden los compuestos segun la invencion (trisacaridos S1L10) como adyuvantes
produjeron sorprendentemente efectos de temperatura significativamente mas cortos en comparacion con los
derivados de disacaridos conocidos en la técnica anterior, mientras que el trisacarido lipidado (trisacarido L11) en
similitud con la emulsién de aceite en agua sin un compuesto de sacarido (NS) no produjo ningun efecto de
temperatura en absoluto.

Reacciones en el punto de inyeccion

Antes de la vacunacion, se evaluaron la presencia de anomalias o reacciones locales existentes len os puntos de
inyeccion. Si faltaban dichas anomalias o reacciones locales, el animal se inyectaba en ese punto. Después de cada
inmunizacion, se inspeccionaron los puntos de inyeccion para determinar la hinchazén del tejido. Se midié el tamafio
de los puntos de inyeccion subcutanea (diametro en mm). Dado que las reacciones del punto de inyeccion
intramuscular en la pata trasera son dificiles de determinar, solo se determiné la presencia de puntos de inyeccion
intramuscular (hinchazon tisular) y se expreso en valores arbitrarios (presente = 10 mm, no presente = 0 mm). Se
agregaron por rata puntuaciones de las reacciones en los puntos de inyeccion para los cuatro puntos de inyeccion
en cada inspeccion, se calcularon los promedios por grupo. Los resultados se presentan en la figura 7.

Después de la inmunizacion, se observaron reacciones menores en el punto de inyeccion dependientes de la dosis
en ratas tratadas con sulfo-lipo-trisacaridos, principalmente en ratas tratadas con 8 y/o 2 mg (figuras 7A y 7B). El
tamafio de las reacciones en el punto de inyeccion disminuyé gradualmente el tercer dia después de la inmunizacion
y casi no se detectaron el dia 5 después de la inmunizacidon posterior. Las reacciones en el punto de inyeccion
causadas por la inmunizacion con sulfo-lipo-disacarido (S1L7-Su-8) presentaban un patron completamente diferente:
las reacciones en los puntos de las inyecciones aumentaron de tamario hasta el 4° dia y fueron mas de 4 veces
mayores que con los sulfo-lipo-trisacaridos (véase la figura 7C), ademas, en la inspeccion final 5 dias después de la
inmunizacion, todavia estaban presentes reacciones significativas en el punto de inyeccion.

El trisacarido lipidado (L11-Ra-8) no provocé ningun efecto adverso en el punto de la inyeccion. Indudablemente, el
sulfo-lipo-disacarido que comprende formulaciones de vacuna provocé mas reacciones en el punto de inyecciéon que
las vacunas que comprenden sulfo-lipo-trisacaridos segun la invencion.

Figuras

Figura 1 A-B: Cromatograma HPLC-ELSD de sulfo-lipo-maltotriosa, sintetizada por la via piridina.SO3
Figura 2: Cromatograma HPLC-ELSD de sulfo-lipo-rafinosa, sintetizada por la via piridina.SO3
Figura 3 A-B: Cromatograma HPLC-ELSD de lipo-maltotriosa y lipo-rafinosa

Figura 4 A-C: Valor (medio) de anticuerpos contra GnRH de ratas inmunizadas con diversas formulaciones de

vacunas
Figura 5 A-C: Concentraciones séricas de testosterona de ratas inmunizadas con diversas formulaciones de vacunas
Figura 6: Temperatura corporal media de ratas inmunizadas con diversas formulaciones de vacunas

Figura 7: Reaccion en el punto de inyeccion de ratas inmunizadas con diversas formulaciones de vacunas
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un derivado de trisacarido que comprende un nucleo de trisacarido sustituido, cuyo nucleo de trisacarido
esta completamente sustituido con grupos éster de acido graso, y opcionalmente uno o0 mas grupos aniénicos como
adyuvante.

2. Uso segun la reivindicacion 1, en donde el nucleo de trisacarido sustituido procede de rafinosa, melecitosa,
maltotriosa, nigerotriosa, maltotriulosa o cestosa, preferiblemente rafinosa, melecitosa o maltotriosa, mas
preferiblemente rafinosa o maltotriosa.

3. Uso segun la reivindicacion 1 o 2, en donde el nucleo de trisacarido sustituido comprende uno o dos grupos éster
de sulfato o éster de fosfato como grupos anionicos.

4. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el grupo aniénico es un éster de sulfato.

5. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde el grupo éster de acido graso es un éster de un acido
graso lineal, ramificado, saturado o insaturado con una longitud de cadena de 4 a 20 atomos de carbono,
preferiblemente de 6 a 18, mas preferiblemente de 8 a 16 atomos de carbono, aun mas preferiblemente 10 a 14
atomos de carbono, sumamente preferido de 12 atomos de carbono.

6. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el éster de acido graso es el éster de acido laurico,
acido miristico, acido palmitico, acido estearico o acido araquidico, preferiblemente acido laurico.

7. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde los grupos éster de acido graso del nucleo de
trisacarido sustituido son todos idénticos.

8. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el nucleo de trisacarido sustituido procede de
rafinosa, melecitosa o maltotriosa y en donde el derivado trisacarido esta completamente sustituido con grupos éster
de acidos grasos idénticos por trisacarido sustituido.

9. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde el nucleo de trisacarido sustituido procede de
rafinosa, melecitosa o maltotriosa y en donde el nucleo de trisacarido comprende un grupo éster de sulfato o éster
de fosfato y diez grupos éster de acidos grasos idénticos por trisacarido sustituido o dos grupos éster de sulfato o de
fosfato y nueve grupos éster de acido graso idénticos por trisacarido sustituido.

10. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde los grupos éster de acido graso son los ésteres del
acido laurico.

11. Composicién adyuvante que comprende un derivado de trisacarido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-10
0 o una de sus mezclas y un receptor y/o diluyente farmacéuticamente aceptable.

12. Composicién adyuvante segun la reivindicacion 11 formulada como una emulsién de aceite en agua.

13. Composicion adyuvante segun la reivindicacion 12, en donde la fase oleosa de la emulsidon comprende
escualano y/o polisorbato.

14. Formulacién de vacuna que comprende una composicion adyuvante segun las reivindicaciones 11-13.

15. Un equipo que comprende una composicion de antigeno y una composicion adyuvante segun las
reivindicaciones 11-13.

16. Composicion adyuvante segun las reivindicaciones 11-13, formulaciéon de vacuna segun la reivindicaciéon 14 o un
equipo segun la reivindicacion 15 para uso como medicamento.

17. Derivado de trisacarido que comprende un nucleo de trisacarido sustituido, cuyo nucleo de trisacarido esta
complemente sustituido con grupos éster de acido graso, y uno o mas grupos anioénicos, en donde el nucleo de
trisacarido sustituido procede de rafinosa, melecitosa o maltotriosa y en donde el nucleo de trisacarido comprende
un grupo éster de sulfato o éster de fosfato y diez grupos éster de acidos grasos idénticos por trisacarido sustituido o
dos grupos éster de sulfato o de fosfato y nueve grupos éster de acido graso idénticos por trisacarido sustituido, en
donde el grupo éster de acido graso es un éster de un acido graso lineal, ramificado, saturado o insaturado con una
longitud de cadena de 4 a 20 atomos de carbono.

18. Derivado de trisacarido segun la reivindicacion 17, en donde el éster de acido graso es el éster de acido laurico,
acido miristico, acido palmitico, acido estearico, o acido araquidico.

19. Derivado de trisacarido segun la reivindicacion 18, en donde los grupos éster de acido graso son los ésteres de
acido laurico.

20. Derivado de trisacarido segun las reivindicaciones 17-19 para su uso como medicamento.

21. Procedimiento para la preparacion de un derivado segun cualquiera de las reivindicaciones 17-19, que
comprende las etapas siguientes:

11
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a) proporcionar un trisacarido y disolverlo en un disolvente, en donde el trisacarido es rafinosa, melecitosa o
maltotriosa; y

b) esterificar todos los grupos OH del trisacarido, en donde al menos uno de los grupos OH del trisacarido
se hace reaccionar con un agente anionico, e donde el trisacarido se esterifica con un promedio de un éster
de sulfato o éster de fosfato y diez grupos éster de acido graso idénticos por trisacarido o con dos grupos
éster de sulfato o de fosfato y nueve grupos éster de acido graso idénticos por trisacarido, en donde el
acido graso es un acido graso lineal, ramificado, saturado o insaturado con una longitud de cadena de 4 a
20 atomos de carbono.
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Evolucidn del valor (medio) del anticuerpo cantra GnRH de ratas inmunizadas con conjugadc
GnRH-KLH en emulsion agua en aceite que contiene: A) sulfo-lipo-maltotriosa (S1L10-Ma),

B} Sulfo-lipo-rafinosa (81L10-Ra) y C) compuestos sacandos en dosisde 0y 8mg y
referencias PES sin conjugado GnRH-KLH. Las ratas se inmunizaron los dias 0, 14 y 28.

Valor del anticuerpo contra GnRH{10 log) Valor del anticuerpo contra GnRH (10 log) Valor del anticuerpo contra GnRH (10 log)
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Testosterona sérica (omol/ml) de ratas inmunizadas con conjugado GnRH-KLH en emulsian
aceite en agua que contiene: A) sulfo-lipo-maltotriosa (S1L10-Ma), B) sulfo-lipo-rafinosa
(81L10-Ra) y C) compuestos sacandos a dosis de 0y 8 mg y referencias PES sin conjugado
GnRH-KLH. Las ratas se imunizaron los dias 0, 14 y 28.
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Temperatura media corporal de ratas (valor medio de 5 ratas v 3 inmunizaciones) como cambio de
valores medidos justo antes de lainmunizacion (-2h). La temperatura corporal se midié 3 horas, 21
¥ 45 horas después de la inmunizacion.

Los graficos muestran MET de ratas inmunizadas con conjugado GnRH-KLH en emulsian aceite en
agua que contiene: A) sulfo-lipo-maltotriosa (S1L10-Ma), B) sulfo-lipo-rafinosa (S1L10-Ra) y C)
compuestos sacaridos en dosis de 0 y 8 mg y referencias PES sinconjugado GnRH-KLH.
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Reaccion en el punto de inyeccion fras la inmunizacion, tamafio acumulado de puntos de
inyeccion por rata en mm descrito en Materiales v métodos, promediado por grupo de
tratamiento y representado como media de 3 inmunizaciones posteriores (dias 0,14 y 28).
Reacciones en el punto de inyeccion de ratas inmunizadas con conjugado GnRH-KLH en

emulsion aceite en agua gue contiene: A) sulfo-lipo-maltotriosa (S1L10-Ma), B) sulfo-lipo-rafinosa
(S1L10-Ra) y C) compuestos sacandos en dosis de [ y & mg y referencias PBS sinconjugado GnRH-KLH.
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