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DESCRIPCION
Antigenos sulfoglucolipidicos, su procedimiento de preparacién y su uso contra la tuberculosis

[0001] La presente invencion se refiere a nuevos antigenos sulfoglucolipidicos, su procedimiento de
preparacion y dichos compuestos para su uso en el tratamiento o la profilaxis de la tuberculosis.

[0002] Se estima que, cada afio, la tuberculosis es la causa de tres millones de muertes. El agente causante
de esta enfermedad es una bacteria, Mycobacterium tuberculosis, que infecta a una de cada tres personas en todo
el mundo. Se transmite a través del aire por los estornudos o la tos de las personas infectadas. La bacteria puede
estar presente en estado inactivo en personas infectadas que nunca padeceran la enfermedad. Sin embargo, en
ciertas condiciones, como por la edad o la depresién del sistema inmunitario, la bacteria puede volverse activa y
causar la aparicion de la tuberculosis.

[0003] Parece ser que la envoltura micobacteriana es responsable de una parte significativa de la virulencia
de las bacterias del género Mycobacterium. De hecho, hasta el 40 % del peso seco de las micobacterias esta
constituido por lipidos. Entre estos lipidos, algunos parecen restringirse a Mycobacterium tuberculosis como, por
ejemplo, sulfoglucolipidos (Vergne I. y Daffe M. Frontiers in Bioscience (1998) 3: 865-876). Esta familia de
glucolipidos se caracteriza por un sulfato sustituyente en la posiciéon 2’ de una unidad de trehalosa (es decir, a-D-
glucopiranosil-(1-1")-a-D-glucopiranoésido) (A).

[0004] Los miembros de la familia difieren entre si en el nimero, la posicién y el tipo de acidos grasos
sustituidos en las unidades de trehalosa. Los acidos grasos sustituyentes comprenden principalmente acido
palmitico, acido estearico, acido ftioceranoico y acido hidroxiftioceranoico. Los dos ultimos acidos grasos son
caracteristicos de los sulfoglucolipidos. El sulfoglucolipido mas abundante es SL-1 (Goren y col. Biochemistry (1976)
15: 2728-2735) (B).
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[0005] Se ha demostrado que SL-lI es capaz de inhibir la actividad antimicrobiana de los macréfagos y

bloquear los efectos de varios agentes inflamatorios como LPS, IFN-y o TNF-a en los macréfagos (Vergne |. y Daffe
M. Frontiers in Bioscience (1998) 3: 865-876).

[0006] En la actualidad, hay dos formas de combatir la tuberculosis: el tratamiento con antibidticos y la
vacunacion.
[0007] La vacuna usada para la profilaxis de la tuberculosis consta de una bacteria viva atenuada de la

especie Mycobacterium bovis. Se la denomina BCG, bacilo de Calmette y Guerin, por los dos cientificos que la
concibieron en primer lugar, al comienzo del siglo XX. Ademas del problema de ser una vacuna viva, lo que descarta
su uso en pacientes inmunodeprimidos, su proteccién contra la tuberculosis es controvertida. Asi, la eficacia
protectora del BCG en adultos varia del 0 % al 80 %, segun diversos estudios y, ademas, no protege contra la
tuberculosis pulmonar, la forma mas prevaleciente de la enfermedad en adultos.

[0008] Adicionalmente, se han encontrado cepas de M. tuberculosis resistentes a los antibidticos en mas de
35 paises.
[0009] Por lo tanto, un objetivo de la presente invencién es proporcionar una forma mas eficaz de tratar y/o

prevenir la tuberculosis.

[0010] Wallace y col., O. Chemical Society, 3, 1994, 329-330 describen antigenos lipidicos de 2,3-di-O-
ariltrehalosa acilados con una cadena de hidrocarburo insaturado y un grupo palmitato.

[0011] Otros glucolipidos inmunégenos extraidos de Mycobacterium tuberculosis se describen en el
documento WO 2004/092192. Sin embargo, estos productos naturales pueden obtenerse en cantidad limitada;
ademas, se obtienen de una cepa patégena y su preparacion puede ser peligrosa y requiere instalaciones de
seguridad especificas.

[0012] Por lo tanto, es muy deseable proporcionar otros glucolipidos inmundgenos sintéticos nuevos que
puedan obtenerse a escala industrial y en condiciones factibles.

[0013] La invencién proporciona principalmente nuevos antigenos sulfoglucolipidicos sintéticos, para los que
se ha demostrado la estimulacion de los linfocitos T restringidos a CD1 in vitro.

[0014] La invencion se refiere a un compuesto de la formula general (1):

3
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en el que:

R? es SOsH 0 SO3/M*y R¥ es H, 0 R es Hy R® es SO3H 0 SO3/M*;
M* es el cation de un metal, como Na*, K*;
R?y R3, idénticos o diferentes, se eligen independientemente de entre:

a) grupos acilo graso de la férmula -C=0-(CH2)k-CHs, en los que k es un nimero entero de 14 a 50;
b)

enqueresl,;

| es un namero entero elegido de 0 a 10;
g es un numero entero elegido de 0 a 50;
siempre que | +q = 1;

T? es metilo;

cada T' es metilo;

en que al menos uno de R?y R3 es b);
y sus enantidmeros, diastereoisémeros, mezclas de los mismos y sales farmacéuticamente aceptables.

[0015] El atomo de carbono al que esta unido T' es asimétrico. Preferiblemente, dicho carbono presenta una
configuracion (S).

[0016] De acuerdo con otro aspecto preferido, R? es a) un grupo acilo graso y R® es (b-2) segln se define
anteriormente.
[0017] Los grupos acilo graso se derivan de grupos acido graso que esterifican los grupos hidroxilo en las

posiciones 2 o 3 de la unidad de trehalosa sulfatada en las posiciones 2’ 0 3.

[0018] Los grupos éacido graso son acidos carboxilicos alifaticos que pueden ser lineales o ramificados,

4
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saturados o insaturados, sin sustituir o sustituidos con grupos como hidroxilo o cetona.

[0019] Los grupos acilo graso comprenden principalmente grupos acilo graso lineales y saturados. Los
grupos acilo graso son de la formula -C=0-(CH2)k-CHs, en los que k es un nimero entero de 14 a 50.
5

[0020] Preferiblemente, los grupos acilo graso se eligen del grupo que consta de:

I
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3

en que mes 14 0 16 y n es un numero entero de 2 a 10.

15
[0021] Aun mas preferiblemente, los grupos acilo graso se seleccionan del grupo que comprende acilo
palmitico y acilo estearico.



[0022]
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También se describen compuestos de la formula |, en los que R? representa un grupo acilo graso,

preferiblemente un grupo acilo palmitico o un grupo acilo esteérico, y R® representa una cadena (b-2), es decir,
compuestos de la formula siguiente (I1):

5

en los que R% R3, 1, p, |, g, T2y T' se definen como anteriormente, o la correspondiente sal de los mismos, y sus
enantiomeros, diastereoisémeros, mezclas de los mismos y sales o ésteres farmacéuticamente aceptables.

10
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También se describen compuestos de la férmula ll, en los que:

=14yr=1,
=14yr=1,
=14yr=1,
=14yr=1,
=12yr=1;
=12yr=1;
=12yr=1;
=12yr=1;
=16yr=1,
=16yr=1,
=16yr=1,
=16yr=1,

enque pesde6a22yT?yT!son metilo.

[0024]

Mas especificamente, la invencidn se refiere a compuestos de las formulas siguientes:
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14

(1.10)

sus correspondientes sales, y sus enantiomeros, diastereoisémeros, mezclas de los mismos y sales o ésteres
farmacéuticamente aceptables.

[0025] Segun se usa en este documento, las “sales farmacéuticamente aceptables” se refieren a derivados
de los compuestos descritos en los que el compuesto parental se modifica para obtener sales acidas o basicas del
mismo. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales no tdxicas convencionales o las sales de amonio
cuaternario del compuesto parental formadas, por ejemplo, a partir de acidos inorganicos u organicos no téxicos. Por
ejemplo, tales sales no téxicas convencionales incluyen aquellas derivadas de acidos inorganicos como clorhidrico,
sulfarico, sulfamico, fosférico, nitrico y similares; y las sales preparadas a partir de acidos organicos como acético,
propionico, succinico, tartarico, citrico, glutamico, benzoico, salicilico, toluenosulfonico, oxalico y similares.

[0026] Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencidon pueden sintetizarse a partir del
compuesto parental que contiene una fraccion béasica o acida por procedimientos quimicos convencionales.
Generalmente, tales sales pueden prepararse por reaccién de las formas de acido o base libre de estos compuestos
con una cantidad estequiométrica de la base o el acido apropiados en agua, en un disolvente organico o en una
mezcla de ambos. Generalmente, se prefieren medios no acuosos como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o
acetonitrilo. En la publicacién Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17.2 edicién, Mack Publishing Company,
Easton, PA, EE. UU., 1985, p. 1418, se encuentran listas de las sales adecuadas.

[0027] De acuerdo con otra realizacion, la invencion se refiere a una composicion que comprende al menos
dos compuestos diferentes de la férmula | segun se define anteriormente.

[0028] La invencién también se refiere a una composicién farmacéutica que comprende al menos un
compuesto segun se define anteriormente, o una composicién segun se define anteriormente, en asociacién con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0029] Un vehiculo farmacéuticamente aceptable comprende en particular liposomas.

[0030] La composicion puede comprender también adyuvantes de vacunas. Los adyuvantes de vacunas para
uso en individuos humanos o animales son bien conocidos por los expertos en la técnica y, por ejemplo, una lista de
tales sales puede encontrarse en la publicacion “A compendium of vaccine adjuvants and excipients" 2.2 edicion, de
Vogel y col. Algunos adyuvantes de vacunas especiales comprenden principalmente sales de aluminio o M59, por
ejemplo.

[0031] La invencion se refiere en particular a una composicién farmacéutica segun se define anteriormente,
caracterizada porgue se presenta en una forma destinada a la administracién por via oral o inyectable.

[0032] Mas en particular, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica segiun se define
anteriormente, caracterizada porque comprende uno o0 mas productos adicionales para el tratamiento o la profilaxis
de la tuberculosis, como BCG o proteinas micobacterianas.

[0033] BCG significa bacilo de Calmette y Guerin y las diferentes cepas de BCG usadas actualmente para
vacunacion se describen principalmente en la publicacion de Behr M. A. y col., Science (1999) 284: 1520-1523.
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[0034] La expresion “proteinas micobacterianas” se refiere a proteinas, o fragmentos de las mismas, que
estan codificadas por el genoma de bacterias del género Mycobacterium y principalmente por el genoma de
Mycobacterium tuberculosis, en que dichas proteinas pueden ser ventajosamente recombinantes. De acuerdo con
una realizacion preferida, dichas proteinas micobacterianas son antigenos de M. tuberculosis.

[0035] Otros productos Utiles para el tratamiento o la profilaxis de la tuberculosis comprenden principalmente
inmunomoduladores, como citocinas, fragmentos de ADN que codifican antigenos de M. tuberculosis, mutantes
delecionados de M. tuberculosis vivos, como mutantes en los que se han delecionado los genes de virulencia, o
BCG recombinantes vivos, como BCG que expresan antigenos de M. tuberculosis.

[0036] Segun se usa en este documento, la tuberculosis se refiere a la enfermedad causada en humanos por
la bacteria Mycobacterium tuberculosis, pero también a la enfermedad correspondiente en animales.
[0037] De acuerdo con otra realizacion, la invencion se refiere a productos que comprenden:

- al menos un compuesto segun se define anteriormente,
-y al menos otro producto (til para el tratamiento o la profilaxis de la tuberculosis, como BCG o proteinas
micobacterianas,

como una preparacién combinada para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento o la profilaxis de la
tuberculosis.

[0038] Se describe el uso de al menos un compuesto segln se define anteriormente, o de una composicion
mencionada anteriormente, para la preparacion de un medicamento, principalmente una vacuna, destinada al
tratamiento o la profilaxis de la tuberculosis.

[0039] Opcionalmente, la vacuna puede comprender un adyuvante de vacunas segun se describe
anteriormente.

[0040] La invencion se refiere al uso de al menos un compuesto segin se define anteriormente, o de una
composicion segln se define anteriormente, como activador de la reaccién inmunitaria in vitro y, mas en particular,
como activador de la reaccion inflamatoria.

[0041] Con “activador de la reaccion inmunitaria” se indica un compuesto que tiene la capacidad de activar
componentes o0 procesos de la reaccién inmunitaria, in vitro o in vivo, en particular células del sistema inmunitario,
como linfocitos T, linfocitos B, células presentadoras de antigenos (APC), como células dendriticas o macréfagos,
monocitos o granulocitos.

[0042] Con “activador de la reaccion inflamatoria” se indica un compuesto que tiene la capacidad de activar
componentes o procesos de la reaccion inflamatoria, in vitro o in vivo, como la diapedesis, la permeabilizacion
capilar, la activacion de macréfagos o la aparicién de fiebre, por ejemplo.

[0043] La invencion también se refiere al uso de al menos un compuesto segun se define anteriormente, o de
una composicion segun se define anteriormente, para inducir in vitro la activacion de linfocitos T, principalmente de
linfocitos T restringidos a CD1. La activacion puede continuar in vitro.

[0044] La activacion de los linfocitos T puede evaluarse por distintos procedimientos, como la medicién de la
multiplicaciéon celular o la produccién de citocinas como IFN-y (interferén y), IL-2 (interleucina 2), IL-4 (interleucina 4)
o TNF-a (factor de necrosis tumoral a), por ejemplo.

[0045] Los linfocitos T restringidos a CD1 son linfocitos T que son activados por antigenos presentados por
moléculas de CD1.

[0046] La invencion también se refiere al uso de al menos un compuesto segun se define anteriormente, o de
una composicién segun se define anteriormente, para inducir la produccion de IFN-y, TNF-q, IL-4 o granulisina.

[0047] Esta induccion de la produccion puede llevarse a cabo in vitro o in vivo. La produccion de IFN-y, TNF-
a, IL-4 o granulisina puede medirse, por ejemplo, mediante inmunoensayos, como ELISA (ensayo de
inmunoadsorcidn enzimatica) o EIA (ensayo inmunoenzimatico).

[0048] También se describe el uso de al menos un compuesto segun se define anteriormente, o de una
composicion segun se define anteriormente, para la preparacion de una composicion para el diagnéstico de la
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infeccion por Mycobacterium tuberculosis.

[0049] El diagnéstico de la tuberculosis puede resultar dificil, ya que la prueba actual (tuberculina o prueba
denominada “PPD") no puede diferenciar los individuos PPD* que han recibido BCG de aquellos pacientes PPD*
realmente infectados con tuberculosis latente.

[0050] Por lo tanto, es muy deseable proporcionar una prueba especifica para la infeccién por Mycobacterium
tuberculosis.

[0051] Esto se ha hecho posible ahora con los compuestos de la invencion.
[0052] Los compuestos de la invencién son muy especificos para la especie Mycobacterium tuberculosis.
Pueden usarse para discriminar los individuos PPD* entre aquellos vacunados con BCG y aquellos realmente

infectados con tuberculosis.

[0053] De acuerdo con otro aspecto, la presente invencién proporciona por tanto un procedimiento in vitro
para diagnosticar la infecciéon por Mycobacterium tuberculosis que comprende las etapas siguientes:

- proporcionar una muestra bioldgica de un individuo PPD*;

- poner en contacto dicha muestra con un compuesto de la férmula (I) segun se define anteriormente;

- evaluar la activacion de los linfocitos T; y

- comparar la activacién de los linfocitos T después y antes de la administracién del compuesto.

[0054] Aquellos individuos en los que los linfocitos T se hayan activado, por ejemplo, en los que aumente la
liberacion de IFN-y después de la administracion de un compuesto de la invencién, estan infectados con
Mycobacterium tuberculosis.

[0055] La presente invencién también proporciona un kit para el diagnéstico de la tuberculosis que
comprende:

- un compuesto de la férmula (I) segun se define anteriormente;
- células dendriticas;
- medios para detectar la activacion de los linfocitos T, por ejemplo, la liberacion de IFN-y.

[0056] En general, la activacién por sulfoglucolipidos de los linfocitos T se detecta midiendo el IFN-y liberado
al sobrenadante 48 horas después de la estimulacion con células dendriticas y sulfoglucolipidos, con el uso de
cualquier kit de deteccién del INF-y humano mediante ELISA (por ejemplo, adquirido de BD Pharmingen).

[0057] La presente invencion también se refiere al uso de los compuestos (I) de la invencién para evaluar in
vitro la eficacia de las vacunas preparadas con Mycobacterium tuberculosis recombinante. Se han desarrollado
vacunas que usan bacterias vivas recombinantes obtenidas a partir de Mycobacterium tuberculosis o Mycobacterium
bovis BCG que, por ejemplo, pueden sobreexpresar una proteina. Es muy deseable evaluar si tales vacunas son
eficaces y protegen al paciente al que se le han administrado. La evaluacion se hace posible llevando a cabo el
procedimiento de diagndstico in vitro de la invencion.

[0058] La presente invencién también se refiere a ligandos especificos para los compuestos de la formula (X).
[0059] Segun se pretende en este documento, un “ligando especifico” se refiere a cualquier compuesto que
puede prepararse o inducirse para unirse especificamente a un compuesto de acuerdo con la invencion.

[0060] Los ligandos especificos abarcan principalmente anticuerpos y aptameros.

[0061] El término “anticuerpos” se refiere a anticuerpos completos, en particular a anticuerpos monoclonales,

pero también a fragmentos de anticuerpos que retienen la capacidad de unirse especificamente a los compuestos de
la invencién, como los fragmentos Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv o scFv.

[0062] La preparacion de anticuerpos es bien conocida por los expertos en la técnica. Normalmente, se
administra una preparacién de un compuesto de acuerdo con la invencion a un animal, como un ratén, una rata, un
conejo 0 una cabra por vias diversas, como la via intramuscular, intravascular o intraperitoneal. Con el fin de
aumentar la produccion de anticuerpos, puede llevarse a cabo una administracion adicional después de la primera
administracion. Después, los anticuerpos se obtienen de la sangre extraida a los animales o de derivados
sanguineos como suero o plasma y opcionalmente se purifican, por ejemplo, mediante cromatografia de afinidad.
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Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse principalmente segun describen Koller y Milstein (1975) Nature
256: 495-499.

[0063] Los “aptameros” pueden ser del tipo péptido o del tipo nucleico (por ejemplo, desoxirribonucleico o
ribonucleico). Los aptdmeros nucleicos pueden prepararse principalmente mediante el procedimiento bien conocido
SELEX o segun describen Ellington y Szostak (1990) Nature 346: 818-22. Los aptameros peptidicos pueden
obtenerse segun describen Cohen y col. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 142723-7.

[0064] La formula general (X) incluye la férmula (1), segin se describe en el documento WO 2004/092192, asi
como compuestos de las férmulas () y (1) de la presente invencidn. Preferiblemente, los compuestos de la férmula
(X) son aquellos de las formulas (1) y (1) y sus realizaciones preferidas segun se describen anteriormente.

[0065] De acuerdo con otro objetivo mas, la presente invencion también se refiere al procedimiento de
preparacion de un compuesto de la formula (I) segin se define anteriormente.
[0066] Los compuestos y el procedimiento de la presente invencion pueden prepararse de formas diversas

bien conocidas por los expertos en la técnica. Los compuestos pueden sintetizarse, por ejemplo, mediante la
aplicacién o adaptacion de los procedimientos descritos mas adelante o variaciones de los mismos, segun aprecien
los expertos en la técnica. Las modificaciones y sustituciones apropiadas resultan obvias y son bien conocidas o
pueden ser obtenidas facilmente de la bibliografia cientifica por los expertos en la técnica.

[0067] En particular, tales procedimientos pueden encontrarse en la publicacion de R. C. Larock,
Comprehensive Organic Transformations, VCH publishers, 1989.

[0068] Los reactivos y materiales de partida estan disponibles comercialmente o pueden ser sintetizados
facilmente mediante técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica.

[0069] En las reacciones descritas a continuacién puede ser necesario proteger grupos funcionales reactivos,
por ejemplo, grupos hidroxi, amino, imino, tio o carboxi, cuando estos se desean en el producto final, para evitar su
participacion no deseada en las reacciones. Pueden usarse grupos protectores convencionales de acuerdo con las
practicas estandar, como ejemplos, véanse las publicaciones de T. W. Green y P. G. M. Wuts en Protective Groups
in Organic Chemistry, John Wiley and Sons, 1991; y J. F. W. McOmie en Protective Groups in Organic Chemistry,
Plenum Press, 1973.

[0070] Normalmente, las reacciones se llevan a cabo en un disolvente adecuado. Pueden usarse diversos
disolventes, siempre que no tengan un efecto adverso sobre la reaccion o los agentes participantes. Algunos
ejemplos de disolventes adecuados incluyen: hidrocarburos, que pueden ser hidrocarburos aromaticos, alifaticos o
cicloalifaticos, como hexano, ciclohexano, benceno, tolueno y xileno; amidas, especialmente amidas de &cidos
grasos, como dimetilformamida; y éteres, como éter dietilico y tetrahidrofurano.

[0071] Las reacciones pueden tener lugar en un amplio intervalo de temperaturas. En general, encontramos
conveniente llevar a cabo la reaccion a una temperatura de desde aproximadamente 0 °C hasta aproximadamente
150 °C (mas preferiblemente desde aproximadamente la temperatura ambiente hasta aproximadamente 100 °C). El
tiempo requerido para la reaccién también puede variar ampliamente, dependiendo de numerosos factores,
principalmente la temperatura de la reaccion y la naturaleza de los reactivos. Sin embargo, siempre que la reaccién
se realice en las condiciones preferidas resumidas anteriormente, normalmente sera suficiente un periodo de desde
aproximadamente 3 horas hasta aproximadamente 20 horas.

[0072] El compuesto asi preparado puede recuperarse de la mezcla de reaccién por medios convencionales.
Por ejemplo, los compuestos pueden recuperarse eliminando el disolvente por destilacion de la mezcla de reaccion
0, si es necesario, después de eliminar por destilacion el disolvente de la mezcla de reaccion, mediante el vertido del
residuo en agua, seguido de la extracciéon con un disolvente organico inmiscible con agua y la eliminaciéon por
destilacion del disolvente del extracto. Adicionalmente, si se desea, el producto puede purificarse posteriormente por
diversas técnicas bien conocidas, como recristalizacion, reprecipitacion o las diversas técnicas cromatograficas,
principalmente cromatografia en columna o cromatografia preparativa en capa fina.

[0073] De acuerdo con otro objetivo mas, la presente invencidon proporciona un procedimiento para la
preparacion de un compuesto de la formula (I) segun se define anteriormente que comprende las etapas de:

- sulfonacion; y
- acilacion con los correspondientes compuestos de las formulas (IV) y (IV'):
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R2X (v)
R3Y %)

5 en que R?y R3 se definen como en la férmula (1) y X e Y representan independientemente un atomo halégeno o un
grupo OH, de un compuesto de la férmula (l11):

P50

PO Q
HO
OH

O-P5
HO O-p4
OH

10 en el que cada uno de P#, P5, P*y P¥, idénticos o diferentes, representa H o un grupo protector de OH, o P*y P5 y/o
P#y P% forman conjuntamente un grupo ciclico protector de OH.

[0074] Pueden requerirse una o dos reacciones de sulfonacién y acilacion.
15 [0075] Las etapas de sulfonacién y acilacion pueden llevarse a cabo en cualquier orden, sucesivamente o
alternativamente.
[0076] Pueden requerirse una o mas etapas de proteccion y/o desproteccién antes y/o después de las etapas
de acilacion y/o sulfonacion, segln sea apropiado.
20
[0077] Tales grupos de proteccion incluyen acetales o cetales, como
OYO O7<O
Fenilo |
25 o0 grupos protectores bidentados como
g 9
(iPn),Si_Si(iPr),
O
[0078] El procedimiento de la invencion comprende la etapa posterior de la hidrolizacién de dichos grupos

30 protectores. Esta reaccién se lleva a cabo normalmente en condiciones acidas.

[0079] Generalmente, dicha reacciéon de sulfonacion se lleva a cabo con cualquier reactivo de sulfonacion
adecuado, como el complejo piridina-triéxido de azufre o el complejo trimetilamina-triéxido de azufre.

35 [0080] Las dos acilaciones requeridas pueden llevarse a cabo en una o dos etapas. La etapa o etapas de
acilacién se realizan normalmente con agentes de acoplamiento como DMAP y/o DCC.

[0081] El procedimiento de la invencién puede comprender también la etapa final de aislamiento del

14
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Un procedimiento representativo de la invencion se ilustra en el esquema siguiente:

[e) (8]

P\ O R
o o
HO i - Ho
—_—

DMT HO
o o o)
WOH WOA/ A\
° oH o O -Ph o o\ _Ph
HO HO R2O
OH OH oH
1 2 3
l TIPSCI,
Ph/VO Q Ph/vo Q Ph/VO Q
OHo (@] O
Ho 2 o RoH P o
- (iPr),Si L0 - (iPr),Si Ve
o —Si(iPr) o o—"Si(iPr) o)
o 0P Wok/% Wobph
R2O R2O R2O
OR® OR® OH
6 5 4
l [SO,; piridina]
HO Q
P\ 0 3 HOF o
Or'o =g}
RO &
Q = OH
oC&/Ph W’H
2
R?O < eSO OR®
OR®

Z:R?=S0; ;R¥=H
7.:R?=H;R¥=S0;
7" :R?=R¥=SO;

[0083]

10 separan por cromatografia.

[0084]

[0085]

§ZR2'=SOS';R3'=H
8 R¥=H;R¥ =50,
8_"ZR2'=R3'=SOG'

El compuesto bisulfonado en las posiciones 2' y 3’ (7”") puede obtenerse usando un exceso del
reactivo de sulfonacion. El compuesto sulfonado en la posicion 3’ (7’) se obtiene como subproducto de la reaccion
de sulfonacién; normalmente, la selectividad de la reaccion de sulfonacion es de 5/1. Los compuestos 7, 7'y 7" se

Normalmente, el compuesto de la férmula (V) esta disponible comercialmente.

Preferiblemente, cuando R® representa la cadena b) segln se define anteriormente, los compuestos

15 de la féormula (1V’) pueden prepararse mediante la aplicacion o adaptacion del esquema ilustrativo siguiente:
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: OEt
PCC R _H Ph'a"J\I( H,

R_-OH , \n/ o R 2 OFt R OFt
o)
A 5 c O B ©
HO -
= - 1) (COCI),
: H+ : 2) H,NX
R\/\H/OH R\/\H/NHX i R NHX 2 R OH
G O E O 0 g O
H -
H,NX =
. H.N" V“Ph
reduccion 2% CH,OH
Phi PJﬁ(OEt
H PCC z &
: : o OEt
R\/\/OH —_— R\/‘\n/H
@)
A - o

en el que

R representa la correspondiente cadena de hidrocarburo lineal o ramificada insaturada, opcionalmente sustituida, de
5 manera que

corresponde a X. Mas precisamente, a partir de A, disponible comercialmente, se llevan a cabo las etapas hasta G,

10 que entonces comprende un grupo metilo adicional con la estereoquimica requerida (S). Después, G se reduce
hasta A’, lo que conduce al deseado B’, y después a C’' que a su vez se saponifica para dar lugar al compuesto
deseado de la férmula (1V’).

[0086] En particular, el compuesto de la formula R3Y (1V’) con la formula siguiente (IV’-a):
15
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(IV'-a)

se obtiene a partir del compuesto correspondiente de la férmula (V'):

por una reaccion de Wittig, con el uso de un compuesto de la férmula (VI), y una saponificacion posterior:

T2
_ OEt
Phi P
O
(V).
[0087] El procedimiento anterior para la preparacion de compuestos de la féormula (V') es especialmente

ventajoso porque conduce a compuestos con la estereoquimica deseada.

[0088] El procedimiento puede llevarse a cabo mediante la aplicacion o adaptacion de las condiciones
experimentales y/o productos de partida dados en los ejemplos.

BREVE DESCRIPCION DEL DIBUJO

Figura 1 y figura 2

[0089] Las figuras 1 y 2 representan la cantidad de IFN-y (en pg/ml, eje vertical) producida por el clon de
linfocitos T Z4B27 en respuesta a la estimulacién (eje horizontal) por los compuestos de la invencién y compuestos
comparativos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Sintesis de los compuestos de la invencién

A. Sintesis de sulfolipidos

[0090]
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HO O Ph/vo O Ph/Yo O
HOHo, OHo O"Ho
HO DMT HO Re-Cl HO
— o

@] » (o]
WOH Wc&/ WC&/
OH O Ph o] Ph
(@] (@] O
HO HO R2O
OH OH
2

OH
3

1 3

J TIPSCI,

PN O 5 P \0 . P\ O o
gt o o
Ho ° o REOH o~ o
o) 7 -~ 7

/
- (iP),SiQ (iP),Siy

8 o—SiiPr} N o—SiiP§ 5
25 NC oQPh e N D A e NS AL

OR® OR® OH
6 5 4
J [SO,; piridina]
Q
P\ 0 R e
Op'o RO )
, RO
RO pt
o —_— OH
Q OH
o oQ P RO\
R?O OR®
OR
7:R?=S0,;R¥=H 8:R?=50,;R¥=H
7' :R?=H;R¥=80; 8 :R?=H;R¥=80;
7" R?=R¥=S0; 8" :R¥=R%=S0,
1. Bencilidenacion de a,a-trehalosa
[0091] Se deshidratd dihidrato de a,a-trehalosa (1 eq.) por ebullicion a reflujo en etanol absoluto (0,4 M)

durante 30 min. El residuo seco 1 se suspendid después en N,N-dimetilformamida seca (DMF, 0,4 M) y se le afadio
a,0-dimetoxitolueno (DMT, 2 eq.), junto con acido 10-canforsulfénico (CSA, 0,05 eq.). La mezcla se calenté (60 °C)
durante 1 h en un rotavapor con ligero vacio para eliminar el metanol. A continuacion se afiadié mas DMT (0,25 eq.)
y CSA (0,01 eq.) y la mezcla se introdujo de nuevo en el rotavapor. Al final de la reaccién se evaporé la DMF. La
mezcla se agitdé durante la noche en una disolucién acuosa de hidrogenocarbonato de sodio (al 5 %) para dar el
diacetal cristalino 2. El producto se recristaliz6 por disolucion en etanol hirviendo, adicion de agua caliente y
enfriamiento lento. Finalmente, los cristales blancos de 2 se filtraron, se lavaron con agua y éter de petréleo y se
secaron (84 %).

2. Acilacién de la posicién 2

[0092] Una suspension del diacetal 2 (1 eq.), 4-dimetilaminopiridina (DMAP, 1 eq.) y cloruro de acilo (1,3 eq.)
en piridina seca (0,6 M) se hirvid a reflujo durante 25 horas. Se obtuvo el producto monoacilado 3 con un
rendimiento del 45 %.

3. Sililacién de las posiciones 2’y 3’

[0093] A una disolucion helada de 3 (1 eq.) en piridina (0,1 M) se le afiadié 1,3-dicloro-1,1,3,3-
tetraisopropildisiloxano (1,2 eq.). Después de agitar durante 2 dias a temperatura ambiente, la mezcla se vertié
sobre agua helada y el producto se extrajo con acetato de etilo. La purificacion mediante cromatografia rapida dio el
producto 4 como un jarabe con un rendimiento del 58 %.

4, Acilacién de la posicion 3

[0094] El compuesto 4 (1,5 eg.) se traté durante 15 min bajo la accién de microondas con el acido R®OH
(obtenido de la parte B) (1 eq.), DMAP (1 eq.) y DCC (1,5 eq.) en tolueno seco (0,1 M del &cido). Al final, el
disolvente se evapor6 y el producto diacilado 5 se purifico por cromatografia rapida. El rendimiento de la reaccién
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depende en gran medida de la estructura del acido usado (25-60 %).

5. Dessililacion

[0095] El compuesto 5 (1 eq.) se calenté a 40 °C con una disoluciéon de BusNF/THF (1 M, acidificada con
acido trifluoroacético para alcanzar un pH = 6, 40 eq.) durante 24 h. Se obtuvo el producto cristalino 6 con un
rendimiento del 90 %.

6. Sulfatacion

[0096] A una disolucién de 6 (1 eq.) en piridina (0,06 M) se le afiadié una disoluciéon del complejo piridina-
trioxido de azufre en DMF (0,5 M, 3 eq.) y la mezcla se agité a temperatura ambiente. Después de 2 dias, la mezcla
se evaporoé y el residuo se sometié a cromatografia en gel de silice para dar 7 (62 %), su isémero con sulfato en la
posicion 3' 7’ y el compuesto disulfatado en las posiciones 2'y 3' 7.

7. Hidrdlisis de los acetales

[0097] El derivado dibencilidénico 7, 7' 0 7” se tratdé con una disolucion de cloroformo/metanol/H2SO4 al 1,7
% (60/40/8) durante 2 dias a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se neutralizé con una disolucién de
NaHCO:s. Esta desproteccion produjo cuantitativamente el correspondiente sulfoglucolipido diacilado 8, 8’ 0 8”.

B. Sintesis de acidos

[0098]
PCC : ;\"/OEt
R _-OH , R\H/H P R\)\’roa i R\%(OEt
—_—
4 © co D ©
BH B
2 HO -
Z = 1) (COCI),
H- 2) H,NX
R\/\H/OH R NHX R\/H(NHX 2 R OH
G o E O o E°
H,NX = g
\''Ph
HN" ToH,0H
1. Oxidacién de alcohol
[0099] El alcohol A (1 eq.) se afadié a una suspension agitada rapidamente de clorocromato de piridinio (2

eq.) y acetato de sodio (5 eq.) en diclorometano seco (0,4 M de A) en atmdsfera de nitrébgeno a temperatura
ambiente. Después de agitar durante 1,5 h se afiadio éter dietilico y la mezcla se filtr6. El producto crudo B no se
purificé adicionalmente.

2. Reaccién de Wittig

[0100] A una disolucion de B (1 eq.) en diclorometano seco (0,6 M) se le afadi6 1-
carboetoxietilidentrifenilfosforano (1,2 eq.). A continuacion, la mezcla se agitdé durante la noche a temperatura
ambiente y dio lugar al éster C. El rendimiento de las dos etapas a partir de A fue del 87 %.

3. Hidrogenacién

[0101] El éster conjugado C (1 eq.) se sometié a hidrogenolisis en acetato de etilo (0,4 M) con el uso de
paladio al 10 % sobre carbdn como catalizador. Se obtuvo el éster saturado D con un rendimiento del 77 % como
una mezcla enantiomérica (diastereoisomérica) 1/1 en la posicién C-2.
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4. Saponificacion

[0102] El éster D (1 eq.) se calentd durante la noche a 110 °C en una disolucion de hidréxido de potasio (12
eg.) en agua/etanol 2/3 (0,2 M). Esta reaccion produjo cuantitativamente el correspondiente 4cido E como una
mezcla racémica (diastereoisomérica 1/1) en la posicién C-2.

4. Amidacién

[0103] El 4cido E (1 eq.) se calentd a reflujo con cloruro de oxalilo (10 eq.) durante 1 h. El exceso de reactivo
se elimind a presion reducida. Al cloruro de acilo crudo se le afiadié diclorometano seco (0,4 M) y DMAP (1,2 eq.)y a
continuacion (R)-2-fenilglicinol (1,1 eq.) y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante la noche.
Una cromatografia rapida permitio la separacién de los diastereoisémeros. El diastereoisémero 2S E fue el
compuesto menos polar y se aislé con el 36 % de rendimiento.

6. Hidrdlisis acida

[0104] La amida F (1 eq.) se calent6 a reflujo durante la noche en una disolucion de &cido sulftrico (3 N) en
una mezcla 1/1 de dioxano/agua (0,02 M) para liberar cuantitativamente el acido 2S G.

7. Reduccién

[0105] El 4cido G (1 eq.) se disolvié en una disolucién de BHs en THF (1 M, 1,7 eq.) y esta mezcla se agit6
durante la noche a temperatura ambiente. Se afiadié etanol, después acido acético acuoso al 80 % y la mezcla se
neutraliz6 con NaHCOs. El alcohol se obtuvo cuantitativamente en forma pura.

[0106] La secuencia de reaccion completa se repitié para la introduccion de otras ramificaciones metilicas en
la cadena de acido graso.

[0107] Los acidos insaturados se obtuvieron mediante la saponificacion segun se indica anteriormente de los
ésteres insaturados C.

[0108] Se obtuvieron los acidos siguientes:
0O
C,H -
2
16' 33 AN ' OH
4

P

Ca21 Hao O2

M = 324,5474 g/mol

Acido (2E)-2-metileicos-2-enoico

cristales blancos

RMN *H (250 MHz, CDCls)

[0109] 5 = 0,88 ppm (t, H-t, 3J = 6,5 Hz); & = 1-1,7 ppm (m, H alifatico); & = 1,84 ppm (d, H-2’, d, 4J2>.3 = 1,5
Hz); & = 2,19 ppm (c, H-4, 343 = 3J45 = 7 Hz); 8 = 6,9 ppm (tc, H-3, 3J3.4 =7 Hz y 4J3.2 = 1,5 Hz).
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O
3
C Haz XY oH
4' 2
Ca24 Hae O2

M = 366,628 g/mol

Acido (2E,4S)-2,4-dimetildocos-2-enaico

cristales blancos

RMN *H (250 MHz, CDCls)

[0110] 5 =0,87 ppm (t, H-t, 3J = 6,5 Hz); 8= 1,0 ppm (d, H-4’, 3J4.4 = 6,5 Hz); 8 = 1,1-1,6 ppm (m, H alifatico);
8 =1,84 ppm (d, H-2’, d, 4J2.3 = 1,5 Hz); 8 = 2,5 ppm (m, H-4); & = 6,65 ppm (dc, H-3, 3J3.4 = 10 Hz y 4J3.2 = 1,5 Hz).

PR
Co4 Hae O2
M = 366,628 g/mol

Acido (2E,4R)-2,4-dimetildocos-2-enoico

cristales blancos

RMN *H (250 MHz, CDCls)

[0111] 5= 0,88 ppm (t, H-t, 3] = 6,5 Hz); 8= 1,01 ppm (d, H-4’, 3J44 = 6,5 Hz); 6= 1,1-1,5 ppm (m, H
alifatico); & = 1,85 ppm (d, H-2', d, 4J2-3 = 1,5 Hz); 8 = 2,5 ppm (m, H-4); & = 6,65 ppm (dc, H-3, 3J34 = 10 Hz y 4J3.> =
1,5 Hz).
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027 H52 02
M = 408,7087 g/mol

Acido (2E.4S.65)-2.4,6-trimetiltetracos-2-enoico (&cido ftienoico)

cristales blancos
[0112] [a]D? = +13,8 (cloroformo)

RMN *H (250 MHz, CDCls)

[0113] 5=0,82 ppm (d, H-6’, 3Je6 = 6,5 Hz); d = 0,88 (t, H-t, 3J = 7 Hz); & = 0,99 ppm (d, H-4’, 3J4.4 = 6,5 HZ);
8 =1,05-1,4 ppm (m, H alifatico); & = 1,85 ppm (d, H-2', d, 4J2.3 = 1,5 Hz); 8 = 2,6 ppm (m, H-4); & = 6,66 ppm (d, H-
3,3J34 =10 Hz y 4J3.2 = 1,5 Hz).

RMN 3C (250 MHz, CDCls)

[0114] 0=12,1 ppm, C-6"; 8 = 14,1 ppm, C-t; & = 19-32 ppm, C alifatico; & = 37,6 ppm, C-2’; & = 44,4 ppm, C-
5; 8 =125 ppm, C-2; 6 = 151,2 ppm, C-3.

028 |_|54 02
M = 422,7356 g/mol

Acido (4S,6S,8S)-2,4,6,8-tetrametiltetracos-2-enoico

aceite incoloro
[0115] [a]D?® = +15 (cloroformo)

RMN *H (300 MHz, CDCls)

[0116] 5 = 0,83 ppm (d, H-8', 3Jgs = 6,3 Hz); d = 0,85 ppm (d, H-6", 3Js-6 = 6,3 Hz); & = 0,9 ppm (t, H-t, 3J =
6,6 Hz); = 1,01 ppm (d, H-4", 3J4.4 = 6,6 Hz); d = 1,1-1,5 ppm (m, H alifatico); d = 1,88 ppm (s, H-2'); 8 = 2,67 ppm
(m, H-4); 8= 6,69 ppm (d, H-3, 3J3.4 = 10,2 Hz).
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C11 Hzo O2
M = 184,2786 g/mol

Acido (4S,65)-2,4,6-trimetiloct-2-enoico

aceite incoloro
[0117] [a]D? = +53,2 (cloroformo)

RMN *H (250 MHz, CDCls)

[0118] d = 0,86 ppm (d, H-6’, 3Jes = 5,5 Hz); d = 0,88 ppm (t, H-8, 3Js.7 = 7 Hz); 6 = 1,03 ppm (d, H-4’, 3J4.4 =
6,6 Hz); 6 =1,1-1,5 ppm (m, H-5, H-6, H-7); 8 = 1,89 ppm (s, H-2’); 8 = 2,67 ppm (m, H-4); 8 = 6,7 ppm (d, H-3, 3J34
=10 Hz).

RMN 3C (300 MHz, CDCls)

[0119] 0=11,2 ppm, C-8; 6 =12,1 ppm, C-2’; 8= 19,0 ppm, C-6’; d = 20,4 ppm, C-4’; 6= 30,0 ppm, C-7; d =
31,1 ppm, C-4; 6 = 32,3 ppm, C-6; 6 = 44,1 ppm, C-5; 6 = 125,5 ppm, C-2; 6 = 151,1 ppm, C-3; 6 =174,1 ppm, C-1.

[0120] Los compuestos de la invencion siguientes se prepararon aplicando los procedimientos anteriores.
Compuesto a:

[0121]
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Ca9 Hgo O16 S Na
M = 989,2911 g/mol

2-O-hexadecanoil-3-O-(2-metileicos-2-enoil)-2’-O-sulfo-a,a’-D-trehalosa

RMN *H (250 MHz, CDCls/MeOD 4/1)

[0122] 5 =10,89 ppm (t, 3H-t, 3H-t", 3J = 7 Hz); 8 = 1-1,6 ppm (m, H alifatico); & = 1,81 ppm (d, (CHa)«, 4J =1
Hz); 6 = 2,2 ppm (M, 2H-a, 2H-y"); & = 3,3-4,7 ppm (m, H-2', H-3', H-4, H-4’, H-5, H-5", H-6ax, H-6"ax, H-6eq, H-6'eq); O =
4,95 ppm (dd, H-2, 3J2.1 = 4 Hz y 3J2.3 = 10 Hz); 8 = 5,29 ppm (d, H-1, 3J1.2 = 4 Hz); 8 = 5,45 ppm (t, H-3, 3J3.4 = 3J32 =
10 Hz); 8 = 5,52 ppm (d, H-1', 3J1-2 = 4 Hz); 5 = 6,8 ppm (tc, H-B’, 2JB-y’ = 7,5 Hz, 4J= 1 Hz).

MALDI-Tof (modo negativo): M/Z = 965,75

Compuesto b:

[0123]
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Cs2 Hes O16 S Na
M =1031,3717 g/mol

3-0-(2,4S-dimetildocos-2-enoil)-2-0O-hexadecanoil-2’-O-sulfo-a,a’-D-trehalosa

RMN *H (250 MHz, CDCIs/MeOD 4/1)

[0124] 5 =0,9 ppm (t, 3H-t, 3H-t', 3J = 6,5 Hz); & = 0,99 ppm (d, (CHa3)y, 3J = 6,5 Hz); = 1,1-1,6 ppm (m, H
alifatico); & = 1,82 ppm (d, (CHas)«, 4J = 1 Hz); & = 2,22 ppm (t, 2H-a, 3] = 7 Hz); & = 2,46 ppm (m, H-y'); 5 = 3,4-4,4
ppm (m, H-2’, H-3', H-4, H-4', H-5, H-5’, H-6ax, H-6'ax, H-6eq, H-6"cq); & = 4,87 ppm (dd, H-2, 3J2.1 = 4 Hz y 8J2.3 = 10
Hz); 8 = 5,29 ppm (d, H-1, 3J12 = 4 Hz); & = 5,44 ppm (t, H-3, 3J3.4 = 3J3.2 = 10 Hz); = 5,51 ppm (d, H-1’, 3J1.2> = 4
Hz): & = 6,57 ppm (dc, H-B’, 3JB™-y’ = 10 Hz, 4J= 1 Hz).

MALDI-Tof (modo negativo): M/Z = 1.007,59

Compuesto c:

[0125]

25
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052 H95 O16 S Na
M =1031,3717 g/mol

3-0-(2,4S-dimetildocos-2-enoil)-2-O-hexadecanoil-2’-O-sulfo-a,a’-D-trehalosa

5 RMN 'H (250 MHz, CDCls/MeQOD 4/1)

[0126] 5= 0,89 ppm (t, 3H-t, 3H-t', 3J = 6,5 Hz); & = 0,99 ppm (d, (CHs)y, 3] = 6,5 Hz); 5= 1-1,6 ppm (m, H
alifatico); & = 1,82 ppm (d, (CHs)a, 4J = 1 Hz); & = 2,21 ppm (t, 2H-q, 3J = 7,5 Hz); & = 2,5 ppm (m, H-y"); & = 3,3-4,7
ppm (M, H-2', H-3', H-4, H-4', H-5, H-5', H-6ax, H-6"ax, H-6eq, H-6"g); & = 4,95 ppm (dd, H-2, 3J2-1 = 4 Hz y 3Jo-3 = 10

10 Hz); 8=5,29 ppm (d, H-1, 3J12 = 4 Hz); 8 = 5,45 ppm (t, H-3, 3J3.4 = 3J32 = 10 Hz); 8 = 5,52 ppm (d, H-1", 3J1> = 4
Hz): & = 6,57 ppm (dc, H-B’, 3JB™-y’ = 10 Hz, 4J= 1 Hz).

MALDI-Tof (modo negativo): M/Z = 1.007,49

15 Compuesto d:

[0127]
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Css Hio1 O16 S Na
M = 1073,4523 g/mol

2-O-hexadecanoil-2'-0O-sulfo-3-O-[(E)-(4S,6S)-2,4,6-trimetiltetracos-2-enoil]-a,a’-D-trehalosa

RMN *H (500 MHz, CDCls/MeOD 4/1)

[0128] 5 =0,86 ppm (d, (CH3)s, 3J = 6,5 Hz); d = 0,88 ppm (t, 3H-t, 3H-t’, 3] = 7 Hz); 5 = 0,97 ppm (d, (CHa)y,
3J = 6,5 Hz); 8 = 1-1,6 ppm (m, H alifatico); d = 1,82 ppm (d, (CHs)«, 4J = 1,5 Hz); 8 = 2,22 y 2,26 ppm (24, 2H-a, 3Ja
6= 8 Hz, 2] = 16 Hz); & = 2,62 ppm (M, H-y"); & = 3,5-3,8 ppm (M, H-4, H-4’, H-5', H-6, 2H-6"); & = 3,94 ppm (t, H- 3,
3J3.2 = 3Jz.4 = 10 Hz); & = 3,97 ppm (dd, H-6, 2J = 12 Hz, 3Jes = 3 Hz); & = 4,23 ppm (m, H-2’, H-5); & = 4,97 ppm
(dd, H-2, 3J2.1 = 3,6 Hz y 3J2.3 = 10 Hz); 8 = 5,25 ppm (d, H-1, 3J12 = 3,6 Hz); 8 = 5,43 ppm (t, H-3, 3J34 = 3J3.2 = 10
Hz); & = 5,46 ppm (d, H-1', 3J12 = 3,6 Hz); & = 6,54 ppm (dc, H-B’, 3Jp-y = 10 Hz, 4J = 1,5 Hz).

MALDI-Tof (modo negativo): M/Z = 1.049,47

Compuesto e:

[0129]
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Cse H10s O16 S Na
M = 1087,4792 g/mol

2'-O-sulfo-2-O-hexadecanoil-3-0-[(4S,6S,8S)-2.4,6,8-tetrametiltetracos-2-enoil]-a,a’-D-trehalosa

5 RMN 'H (250 MHz, CDCls/MeQOD 4/1)

[0130] 5= 0,89 ppm (t, 3H-t, 3H-t', 3J = 6,5 Hz); &= 0,82, 0,84 y 0,97 ppm (3d, (CHa)y, (CHa)s, (CH3)e); & = 1-
1,6 ppm (m, H alifatico); & = 1,84 ppm (d, (CH3)a, 4J = 1 Hz); = 2,24 (m, 2H-a); 3 = 2,6 ppm (M, H-y’); d = 3-4,5 ppm
(m, H-2", H-3", H-4, H-4’, H-5, H-5", 2H-6, 2H-6"); & = 4,96 ppm (dd, H-2, 3J2:1 = 4 Hz y 3J23 = 10 Hz); & = 5,27 ppm (d,

10 H-1, 3J12 = 4 Hz); 5= 5,43 ppm (t, H-3, 3J3.4 = 3J3.2 = 10 Hz); 8 = 5,48 ppm (d, H-1', 3J12 = 4 Hz); & = 6,54 ppm (dc,
H-B’, 3Jg-y = 10,2 Hz, 4J = 1 Hz).

MALDI-Tof (modo negativo): M/Z = 1.063,66

15 Compuesto f:

[0131]
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Cse H104 O13

M = 985,3430 g/mol

2-O-hexadecanoil-3-O-[(4S,6S,8S)-2,4,6,8-tetrametiltetracos-2-enoil]-a,a’-D-trehalosa

RMN *H (250 MHz, CDCls/MeOD 4/1)

[0132] 5=0,77 ppm (t, 3H-t, 3H-t', 3J = 6,5 Hz); = 0,7, 0,72 y 0,86 ppm (3d, (CHs)y, (CHa)s, (CHa)e); & = 1-
1,5 ppm (m, H alifatico); & = 1,73 ppm (d, (CH3)«, 4J = 1,5 Hz); 8 = 2,13 (m, 2H-a); 8 = 2,5 ppm (m, H-y’); & = 3,2-3,9
ppm (m, H-2', H-3", H-4, H-4’, H-5, H-5’, 2H-6, 2H-6"); & = 4,84 ppm (dd, H-2, 3J2.1 =4 Hz y 3J2.3 = 10 Hz); 8 = 5,0 ppm
(d, H-1, 3J12 = 4 Hz); 8 = 5,16 ppm (d, H-1’, 3J12 = 4 Hz); & = 5,36 ppm (t, H-3, 3J34 = 3J32 = 10 Hz); & = 6,43 ppm
(dc, H-B, 3Jg-y = 10,2 Hz, 4 = 1 Hz).

MALDI-Tof (modo positivo): M/Z = 1.007,61

Compuesto g:

[0133]
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Ces4 H110 O16 S Na
M =1199,6943 g/mol

2'-O-sulfo-2-O-tetracosanoil-3-0-[(4S,6S,8S)-2,4,6,8-tetrametiltetracos-2-enoil]-a,a’-D-trehalosa

5 RMN 'H (250 MHz, CDCls/MeQOD 4/1)

[0134] 6 =0,6-0,9 ppm (m, 3H-t, 3H-t’, (CHa)y, (CHas)s, (CH3)e); & = 1-1,5 ppm (m, H alifatico); & = 1,73 ppm

(d, (CH3)a, 43 = 1 Hz); 6= 2,1 (m, 2H-0); 3= 2,5 ppm (m, H-y’); 8 = 3,1-4,5 ppm (m, H-2’, H-3', H-4, H-4', H-5, H-5’,

2H-6, 2H-6"); & = 4,8 ppm (dd, H-2, 3J2.1 = 4 Hz y 3J2.3 = 10 Hz); 8 = 5,16 ppm (d, H-1, 3J1.2 = 4 Hz); 8 = 5,3 ppm (t, H-
10 3,3J3.4 = 3J32 = 10 Hz); 8= 5,46 ppm (d, H-1', 3J1-> = 4 Hz); & = 6,43 ppm (dc, H-B’, 33~y = 10,2 Hz, 4J = 1 Hz).

MALDI-Tof (modo negativo): M/Z = 1.175,57

Compuesto h:
15
[0135]

Cus Hsz O16 S Na
M = 975,2642 g/mol

20 2-O-octanoil-2’-O-sulfo--3-O-[(4S,6S,8S)-2,4,6,8-tetrametiltetracos-2-enoil]-a,a’-D-trehalosa
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RMN *H (250 MHz, CDCIs/MeOD 4/1)

[0136] 0= 0,65 ppm (d, (CHs)s, 3J = 7 Hz); 0,7 ppm (t, 3H-t, 3H-t', 3J = 7 Hz); 5= 0,8 ppm (d, (CH3)y, 31 =7
Hz); 5 =1,1-1,5 ppm (m, H alifatico); d = 1,7 ppm (s, (CH3)«); 8 = 2,1 (t, 2H-q, 3Jo-p = 7 Hz); 5= 2,5 ppm (M, H-y’); 8 =
3,1-4,5 ppm (M, H-2", H-3", H-4, H-4", H-5, H-5', 2H-6, 2H-6"); & = 4,8 ppm (dd, H-2, 3J21 = 4 Hz y 3J2:3 = 10 Hz); =
5,15 ppm (d, H-1, 3J12 = 4 Hz); 8 = 5,3 ppm (t, H-3, 3J34 = 3J3.2 = 10 Hz); = 5,4 ppm (d, H-1', 3Jr> = 4 Hz); = 6,4
ppm (d, H-B’, 3Jp-y = 10,2 Hz).

MALDI-Tof (modo negativo): M/Z = 951,43

Compuesto i:

[0137]

Cs1 Hs3 O16 S Na
M = 736,8072 g/mol

2-0O-octanoil-2’-O-sulfo--3-0-[(4S,6S)-2,4,6-trimetiloct-2-enail]-a,a’-D-trehalosa

RMN *H (600 MHz, criosonda, MeOD)

[0138] 5 = 0,86 ppm (d, (CHa)s, 3J = 6,6 Hz); 3 = 0,88 ppm (t, 3H-t', 3J = 7,2 Hz); 8 = 0,9 ppm (t, 3H-t,3) = 7,2
Hz); 8 = 0,99 ppm (d, (CHa)y, 3J = 7,2 Hz); 8 = 1,1-1,6 ppm (m, H alifatico); & = 1,85 ppm (d, (CHs)a, 4J = 1,5 Hz); 8 =
2,27y 2,3 ppm (2td, 2H-a, 3Jap = 7,2 Hz, 2J = 14,4 Hz); & = 2,66 ppm (M, H-y"); 8 = 3,41 ppm (t, H-4", 3Ja-3 = 3Ja-5 =
9,3 Hz); &= 3,66 ppm (dd, 1H-6', 3Je.5 = 5,7 y = 2J = 11,7 Hz); & = 3,68 ppm (t, H-4, 3Jas = 3Ja.3 = 10 Hz); & = 3,75
ppm (m, H-5', H-6, H-6"); & = 3,91 ppm (dd, H-6, 2J = 12 Hz, 3Je5 = 2,4 Hz); 8 = 3,92 ppm (t, H-3', 3J3.2 = 3J3.4 = 9,3
Hz); & = 4,19 ppm (dd, H-2", 3J2.1= 3,6 Hz, 3J2.3 = 9,3 Hz); & = 4,24 ppm (ddd, H-5, 3Js5.6 = 2,4 Hz, 3J5.6 = 4,2 Hz, 3J5.4
= 10 Hz); & = 4,98 ppm (dd, H-2, 3J2.1 = 3,6 Hz, 3J2.3 = 10 Hz); 8 = 5,27 ppm (d, H-1, 3J12 = 3,6 Hz); 5 = 5,50 ppm (d,
H-1', 3J12 = 3,6 Hz); 8 = 5,51 ppm (t, H-3, 3J3.4 = 3J32 = 10 Hz); & = 6,52 ppm (dc, H-p’, 3Jp-y = 10,2 Hz, 4J = 1,5 Hz).

RMN 13C (600 MHz, criosonda, MeOD)

[0139] 6 = 11,6 ppm, C-t; 8 = 12,8 ppm, (CH3)«; 8: 14,4 ppm, C-t; 8 = 19,5 ppm, (CHs)s; & = 20,8 ppm,
(CHa)y; 6 = 23,7 ppm, C-(t-1); 6 = 26,0 ppm, C-B; & = 30, 30,1, 32,8 ppm, C acido octanoico; 6 = 31,1 ppm, C-(t-1)’; d
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= 32,1 ppm, C-y’; & = 33,6, C-0’; 6 = 35,0 ppm, C-qa; & = 45,3 ppm, C-¢’; d = 61,8 ppm, C-6; & = 62,5 ppm, C-6; 6 =
69,9 ppm, C-4; 6 =71,6 ppm, C-4*;,6=72,0 ppm, C-2; 6 =72,8 ppm, C-3'; 6 =73,4,C-5; 5 =741 ppm, C-5,0=74,4
ppm, C-3; & = 78,4 ppm, C-2; 6 = 93,5 ppm, C-1; 6 = 94,3 ppm, C-1°; 8 = 127,2 ppm, C-a’; d = 150,2 ppm, C-f’; & =
169,3 ppm, (C=0)3; 6 = 174,3 ppm, (C=0).

MALDI-Tof (modo negativo): M/Z = 713,15

[0140] Asi como los compuestos siguientes:
10 Compuesto de referencia j:

[0141]

15
Compuesto k:

[0142]

20
Compuesto de referencia I:

[0143]
25
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Compuesto m:

5 [0144]

HO o
HO
HO
-0,50

Compuesto de referencia n:
10
[0145]

HO 0

HO
HO
-0,50
Na+ %
OH
O
Qg
AN O
O

15 Compuesto o:
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[0146]

Ejemplo 2: Ensayo ex vivo con sulfoglucolipidos de Mycobacterium tuberculosis

[0147] Para definir la inmunogenicidad de los antigenos sulfoglucolipidicos, se mide la liberacién de IFN-y
después de la estimulacion con los sulfoglucolipidos purificados. Se incuban 2 x 10° células PBMC por pocillo
durante 4 dias en presencia de GM-CSF (500 U/ml) e IL-4 (5 ng/ml). Durante este tiempo, se incuban linfocitos T
efectores autélogos en suero humano al 10 %. Los sulfoglucolipidos (10 pg/ml) se afiaden a las células
presentadoras de antigenos que expresan CD1 (APC CD1+) irradiadas. Finalmente, se afiaden las células efectoras
(2 x 10%pocillo) y la liberacion de IFN-y se mide mediante un ensayo ELISA en los sobrenadantes después de 18
horas. El ensayo ELISA para IFN-y se lleva a cabo en placas de inmunoadsorcion de 96 pocillos, que se recubren
con un anticuerpo de captura de IFN-y (2 pg/ml) durante la noche. Los sitios de union inespecifica se bloquean con
PBS con el 1 % de albumina de suero bovino. Los sobrenadantes se diluyen 1:1 y se afiaden en un volumen final de
100 pl. Las placas se incuban a temperatura ambiente durante 2 h y se someten a un lavado intensivo (3-4 veces).
Finalmente, se afiade un anticuerpo contra IFN-y biotinilado (2 pg/ml) durante 1 h. Para la deteccion del INF-y
inmunorreactivo, se afiade peroxidasa de rabano durante 30 min. Por Gltimo, se afiade un sustrato cromégeno (TMB,
Endogen, MA, EE. UU.). Después de una incubacién de 20 min, la reaccion se detiene mediante la adicion de acido
sulfdrico (2 %). La intensidad de la tincién se determina fotométricamente a una longitud de onda de 480 nm. Para
estimar la concentracion de citocina en los sobrenadantes, en todas las pruebas se incluye un estandar de INF-y de
concentracion conocida.

Ejemplo 3: Estudio in vivo

[0148] Se seleccionan donantes PPD* (positivos para la prueba de la tuberculina) y PPD- (negativos para la
prueba de la tuberculina), a los que se administra un compuesto de la invencion. La respuesta a los sulfoglucolipidos
se mide por evaluacion de la producciéon de INF-y mediante un ensayo ELISA (15 pg/ml) en cada paciente de cada
grupo. Se comparan las respuestas en cada grupo.

Ejemplo 4: Ensayo de presentacion de antigenos

[0149] Se midié la liberacion del IFN-y producido por el clon de linfocitos T Z4B27, preparado de acuerdo con
el procedimiento descrito en el documento WO 2004/092192, en respuesta a la estimulacion por los compuestos de
la invencion.

[0150] Las células APC CD1+ se preincubaron a una densidad de 5 x 10* células/pocillo durante 2 h a 37 °C
con el antigeno sometido a ultrasonidos (1-10 pl/ml) antes de la adicion de los linfocitos T (5 x 10%/pocilllo en
triplicado). Después de 36 h se midieron el TNF-a y el INF-y liberados mediante kits para ensayos ELISA de tipo
sandwich (Instrumentation Laboratory). Los datos se expresan como media en ng/ml o pg/ml + DE de tres
repeticiones. Todos los experimentos se repitieron al menos 2 veces.

[0151] Los resultados se ilustran en la figura 1 para el compuesto e (cpd €) de la invenciéon. Se demuestra
que los compuestos de la invencién muestran mejor actividad que los correspondientes compuestos no sulfatados
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(véase el compuesto f, “cpd ) y que los correspondientes compuestos saturados segun se describen en el
documento WO 2004/092192 en relacién al compuesto comparativo (véase “comp.”) de la féormula:

5
[0152] Otros resultados ilustrados en la figura 2 muestran la actividad de los compuestos b y ¢ (cpd b y cpd
d).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la formula general (1):
HO
HO Q
R3O
o0
o
OH
O
R20 OH

en el que:

R? es SOsH 0 SO3/M*y R¥ es H, 0 R es Hy R® es SO3H 0 SO3/M*;
10 M* es el cation de un metal, como Na*, K*;
R?y R3, idénticos o diferentes, se eligen independientemente de entre:

a) grupos acilo graso de la férmula -C=0-(CH2)k-CHs, en los que k es un nimero entero de 14 a 50;
b)
15

enqueresl,

| es un namero entero elegido de 0 a 10;
20 g es un nimero entero elegido de 0 a 50;

siempre que | +q = 1;

T? es metilo;

cada T' es metilo;

25 en que al menos uno de R?y R3 es b);
y sus enantidmeros, diastereoisémeros, mezclas de los mismos y sales farmacéuticamente aceptables.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en que los grupos acilo graso del grupo a) se eligen
30 del grupo consta de:
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—@+0Hf):CH3 (octanoilo)
_EAECHT):CHS (palmitoilo)
—(—CH_)_ (estearoilo)
—E—(—CH?)ECHS (araquidoilo)
_E+CH7);CH3 (docosanoilo)
_C—(—CH_)_ (tetracosanoilo)

i
—C—CH+CH—CH+CH+CH+CH e :
| N “dn 7 (hidroxiftioceranoilo)
CH, CH, OH

en que mes 14 0 16 y n es un nimero entero de 2 a 10,

I
—C—CH+CH—CH+CH+CH+CH . .
| . | a2 21,7 % (ftioceranoilo)
CH,

CH

3

en que mes 14 0 16 y n es un numero entero de 2 a 10.

3. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en que r es 1; | es
10 1, 2 o0 3; g es un nimero entero elegido de 10 a 20; y el &tomo de carbono al que esta unido T presenta una

configuracion (S).

4. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, elegido del grupo
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que consta de:
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(1.10)

sus correspondientes sales, y sus enantiomeros, diastereoisomeros, mezclas de los mismos y sales
farmacéuticamente aceptables.

5. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto segun se define en una
cualquiera de las reivindicaciones precedentes en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. Una composmlon farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 5 en una forma destinada a la
administracion por via oral o inyectable.

7. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 5 o 6, caracterizada porque
comprende uno o0 mas productos adicionales Utiles para el tratamiento o la profilaxis de la tuberculosis, como BCG o
proteinas micobacterianas.

8. Productos que comprenden:

- al menos un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

-y al menos un producto adicional util para el tratamiento o la profilaxis de la tuberculosis, como BCG o proteinas
micobacterianas,

como una preparacion combinada para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento o la profilaxis de la
tuberculosis.

9. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para uso en el tratamiento
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0 para uso en la profilaxis de la tuberculosis.

10. Uso de al menos un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 como
activador de la reaccion inmunitaria in vitro y, mas en particular, como activador de la reaccion inflamatoria.

11. Uso de al menos un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para
inducir in vitro la activacion de los linfocitos T.

12. Uso de al menos un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para
inducir in vitro la produccién de IFN-y, TNF-q, IL-4 o granulisina.

13. Un procedimiento in vitro para el diagnostico de la tuberculosis que comprende las etapas siguientes:

- proporcionar una muestra biolégica de un individuo positivo para PPD;

- poner en contacto dicha muestra con un compuesto de la formula (I) segin se define en una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4;
- evaluar la activacion de los linfocitos T; y
- comparar la activacion de los linfocitos T después y antes de la administracion del compuesto.

14. Un kit para el diagndstico de la tuberculosis que comprende:

- un compuesto de la férmula (I) segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4;

- células dendriticas; y

- medios para detectar la activacion de los linfocitos T.

15. Uso de un compuesto de la formula (1) segun se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4

para evaluar in vitro la eficacia de una vacuna preparada con Mycobacterium tuberculosis recombinante.

16. Un procedimiento para la preparacion de un compuesto de la formula (I) de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que comprende las etapas de:

- sulfonacion, y
- acilacion con los correspondientes compuestos de las formulas (IV) y (1V'):

R2X (v)
R3Y (v

en que R? y R3 se definen como en la formula (1) y X e Y representan independientemente un atomo halégeno o un
grupo OH,

de un compuesto de la férmula (111):

P50
PAQ Q
HO
OH
0
O-P5
o)
HO O-p*

OH
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en el que cada uno de P*, P° P*y P, idénticos o diferentes, representa H o un grupo protector de OH, o P*y P® y/o
P#y P% forman conjuntamente un grupo ciclico protector de OH; en que las reacciones de sulfonacion y acilacion se
llevan a cabo en cualquier orden, sucesivamente o alternativamente.

17. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 16 que comprende ademas etapas de proteccién y/o
desproteccion.
18. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 16 o 17 que comprende ademas la etapa de

aislamiento del compuesto obtenido.

19. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 16, 17 o 18, en que el compuesto de la férmula (IV’)
es de la formula (1V'-a):

T2 T2 T

(IV*-a)
y dicho compuesto de la férmula (IV’-a) se obtiene a partir del correspondiente compuesto de la férmula (V'):

O

por una reaccién de Wittig, con el uso de un compuesto de la formula (VI):

T2

| OFEt
Phi,P

(V1)

y una saponificacion posterior.
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