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RESUMEN DE LA INVENCION - B

dee e

Nuevos derivados de 1,2~ y 1 '3- (dl-o-n—alquil)g¢xcerol

¥y sus sales de adicidn de datdoe farmacéuticamente aespta—

-.4)

bles que son Utiles como estimulantes no especiflcos ds 1s

inmunidad mediada celularmente.

'GOMPENDIO DE LA INVENCION

Esta invencidn_se refiere a nuevos derivados del?;é— y
1,3-{di-0-n-aglquil)glicerocl, que soh dtiles como es{ihdian—
tes no gspecificos de la inmunidad mediada celularmente en
los animzles de sangre Qaliehté. En espeéial, se ha-héliado

que estos nuevos compuestos y los compuestos similares son

dtiles para estimular la actividad antitumoral, especialmen

te ouando-se utilizan en combinacibn con la terapia cito-
reductora convencional.’Eétos compuéstos también son dtiles
como coadyuvantes de vacunasg, es ‘decir, son dtiles en combi
neeifn con sustanclas inmunoléglcas conogidas para inducir
o aumentar la respuesta inmunogén;ca de estas dltimas.

Es sabido que las vacunas biolégicas como Corynebacte-

rium parvum y BCG, una cepa.viablg de nggggétegigm boﬁis,

y el levamigol sintético son dtiles comolinmunoéstimulantes
del sistema retieulo~endoteliél g épn capaces de aumentar

la resistencia de los aniﬁales de séngre oaliente a los tu-
nores. 81n embargo, el uso de estos agentes ha 51do limita
do por su toxicidad hepétlco—renal, formac16n de granulonas,

neutropenia y efectos terapéuticos 1ncon81stentes. En con-



10

15

20

25

secuencia, se ha mantenido el interés en poner a punto inmu-
noestimulantes no biolégicos, sistémicamente activos. Ademds
interesa poner a punto compuestos dtiles como coadyuvantes
de vacunas, con objeto de inducir o aumentar los efectos de

las veacunas convencionales. Pueéden encontrarse descripcienes

- de la estimulacidén de la inmunidad mediada celularmente y de

la actividad antitumoral en las siguientes referencias: Her-
berman, Adv. Cancer Res., 19, 207 (1971), Jordan y Merigan,
Ann. Rev. Pharmacol., 15, 157 (1975), Levy y Wheelock, Adv.
Cancer Res., 20, 131 (1972) y Sinkovics, Post Graduate Medi-
cine, 59, 110 (1976).
La patente estadounidense n? 2,738.351 describe los com

puestos de férmula general:

R1-X-?Hz

H=Z2~Alq-B

R,~Y~CH,
donde R, y B, pueden ser alquilo, arilo sustitufdo o no sus
titufdo o aralquilo; X, Y y Z pueden ser oxigéno, azufre o
sulfoniloj Alg es alquileno lineal o ramificado de 1 a 6 dto
mos de carbono y B puede ser di{alquil inferior)amino, pipe-
ridinoe, morfolino, pirrelidino, (alquil inferior)pirrolidi-
no, N'=glquilpiperazino o pipecolino, como agentes anestési-
cos locales. Ademéds, en la descripeidn de las vias de sin-
tesis alternativas de la citada patente, se mencionan com=—

puestos intermedios de la férmula anterior donde B es gmino

- 3 -
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o (alquil inferior)amino. Sin embargo, niriguno de lcs com-
puestos espeoi{ficamente enumerados en la deseripcidn_de la
citada patente contiene un grupo R, 6 R, alquiio may?r de
n-pentilo. Ademds, en'minguno de estos compuestos R, y R, son
ambos alquilo y X e Y son ambos ox{geno. ”
Los compuestos insecticidas y acaricidas de férmula
By =0
$H—(GH2)Q~A
Bz¥0Hé
donde 81 N 22 pueden ger, entre otros, alquiltio inferior;
qes O 8 5 y A puede ger, entre otros, {-piperidino o di-
(alquil inferior)amino, estdn descritos en la patente ja-
ponesa JT-6042-177.
Bn la solicitud de patente estadounidense copendiente
némero de perie 825.535, presentada el 18 de Agosto de 1977
por les mismos solicitantes, se describen, entre otros, com-

puestos de £46rmulas:

, OH

™ CH NHR
CH-0-CHy 2

Rzo—CH
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0

R2-0-
CH,HNR
CH2"‘O"'CH2
h
R1-O-TH2
RZ-O-CH
| CHoNH,

Ph

donde R es hidrégeno o alquilo de 1 a 6 dtomos de carbono

¥ Ry ¥ B, son cada uno de ellos n-alquilo de 12 a 20 dtomos

de carbone. Se indica que estos compuestos son dtiles como

agentes antiviricos.

Bsta invencidn se refiere & nuevos compuestos seleccio-

nadog entre los de férmulas:

R20-0H2 R20~CH2
I IT

donde R1 N RZ son cada une de elles n-—alquilo de 8 a 11 dto

mos de carbono y X estd seleccienado entre
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donde R es hidrégeno o alquile de 1 a 6 4tomos de carbono,
y sus sales de adiocién de doidos farmacéuticamente acepta~
bles.

Un grupo de compuestos de interds es aquél donde X
es 4-aminometil-4-fenilpiperidino, Entre estos, los compues
tos preferidos son aquéllos donde Ry v By tienen el mismo
nimero de 4tomos de carbone, especialmente aquéllos donde
R.l ¥ 32 son ambos n-decilo. Los compuestos mAs preferidos
de este grupo son los de férmula I.

También son de interés los compuestos donde X es (1-hi
droxi-2-alquilaminoetil)benciloxi. Son-éspecialmente prefe-

ridos los compuestos donde R, VR, tienen el mismo ndmero

de &tomos de carbono, especialmente aquellos donde Ry ¥ By

son smbos n-decilo. El grupo R es preferiblemente n-alquile
inferior de 1 a 3 4tomos de carbono, especialmente etilo.
Los més preferidos son los compuestos de férmula I.

Bsta invencién también comprende las composiciones far
macéuticas que contienen una cantidad efectiva inmunoestimu
lante de un compuesto de Férmulas I y II junto con un vehf{-

oculo farmacéuticamente aceptable.
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Otra caracteristica de esta invencidén es un método de
estimulacién de la inmunidad no especifica mediada celular-
nente en snimales de sangre caliente, que consiste en admi-
nistrer & dicho animel una cantidad efectiva inmunoestimulan

te de un compuesto seleccionado entre los de férmulas

?HQ-X ' | Ry o—cI:H2
R;0-~CH y (‘JH-X
B, 0~CH, R, 0-CH,

III ‘ v

donde Ry ¥y R4 son ambos n-alguilo de 8 a 20 4tomos de car-

beno y X estd seleccionade entre o
H

Ph |
..1<:>< ¥  =0-CH O NHR
CH,NH,

donde R es hidrdégeno o alquilo de 1 a 6 étomos de carbono,
¥y sus sales de adicién de &cidos farmacéuticamente acepta-
bleg. BEs especialmente preferido un método donde el grupo X
en el compusste administrade es 4-aminometil-4-fenilpiperi-

dino, especialmente‘aquéllos donde R, y R, tienen el mismo

ndmero de 4tomos de carbone, en particular n-decilo y toua-

via mejor donde los compuestos son de férmula IITI.
Los nuevos compuestos de esta invencién son derivados

de 1,2-(di~-0-n-alquil)gliceroles o de 1,3-(di~0-n-alquil)-

-7 -
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gliceroles y se preparan fécilmente a partir de egtos com-

puegtos por métodos conocidos por los expertos en esté cam

po. El 1,2-(di-0-n-glquil)glicerol de partida puede spf pre
parado en la forma descrita por Kates y colaboradores;.Bio-
chemistry, 2, 304 (1963). Los 1,3-(di-O-n-alquil)glicercles
de partida pueden prepararse por el método de Damico y cola
boradores, J, Lipid Res., 8, 63 (1967).

VLos compuegtos de esta invenci6n donde el grupo X es
4~aminometil-4—~fenil~piperidino pueden ser preparados a par-
tir de estos 1,2- y 1,3-(di-O-n-alquil)gliceroles, por ejem
plo formando primero el derivado tosflico del material de
partida por reaccibn con cloruro de p-toluensulfonile y pi
ridina en un disolvente inerte s la reaccidén, como cloruro
de metileno, a una temperatura de aproximadamente -10% a
4o°c, preferiblemente alrededor de 10 a 2500‘ Después el de
rivado tosflico se hace reaccioﬁar con 4-ciano-4-fenil-pipe
ridina calentando la mezcla de las sustancias reaccionantes
& unos 75—250°G. Esto se hace preferiblemente sin adicidn
de diselvente pero, gi se desea, puede emplearse wn disol-
vente inerte a la reaccidn como la dimetilformamida. E1 ni-
trile resultante se reduce después a la amina deseada, por
ejemple empleando nfquel Raney e hidrégeno.

Los compuestos de esta invencibn donde el grupo X es
(1-hidroxi—z-alquiiamiﬁoetil)benciloxi pueden ser prepara-

dos por reaceibén de un 1,2- 8 1,3~(di-O-n-alquil)glicercl

- 8 -
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de partida para formar um derivgdo cianobencilico. Esto pue-
de hacerse por reaccibén con un haluro de cianecbencilo apro-
piado, como bromuro de cianobencile, en presencia de un hi-
druro metdlico alecalino, por ejemple hidrure sédico, en un
disolvente inerte a la reaccidn, generalmente un ter como
tetrahidrofurano, en atmésfera de nitrégeno y a una tempera-
tura comprendida aproximadamente entre 20° y 6500. El deriva
do cianobenc{lico se reduce al correspondiente derivadc for-
milbenc{lico con un hidruro de alquilaluminio, como hidruro
de diisobutilaluminio, en benceno y en atmbésfera de nitrdge-
no, & unog 15-35°C, Bl formilbencil-derivado resultante se
convierte después en el 1,2-spoxietilbencil-derivado por
reaccidn con un hidruro metélico alcalino suspendide en dime
tilsulféxido, en presencia de yodure de trimetilsulfonio, a
una temperaturs de -5° g 10% aproximadamente. Cuando el gru
po eg alquilo, el producto deseado se forma por reaccidn del
1,2~epoxietilbencil-derivado con una amina RNH,, a una tempe-
ratura de unos 75 & 135°C. Cuando R es hidrégeno, el epéxido
gse abre por reaccibén con azida sbdica en dioxano a la tempe-
ratura de reflujo, seguido de reduccidn a la amina deseada
por contacto con un agente reductor como hidruro de litio v
gluminio e hidruro de sodio y aluminio, en éter, a una tew-
peratura de 20 a 35% aproximadamente.

Ias sales de adi;idn de dcidos farmacéuticamente acep~

tables de las aminas formadas como ge ha descrito pueden ser
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preparadas por métodos convencienales, por ejemplo mezelando

la amina apropiade y el dcido en un disolvente inerte y recu

Aperéndo la sal por evaporacidén del disolvente o por precipi~

tacidén. Los hidrooloruros se preparan fécilmente haoiendo pa
sar eloruro de hidrégeno gaseoso a través de una solucibn de
la amina en un disclvente inerte. Los hidrocloruros y dihidro
cloruros obtenidos por este medio suelen contener algo de
agua de cristalizacibén o de agum ocluida. Este no constituye
un inconveniente en la presente invencién y estos compuestos
pueden ger formulaedog y administrados sin deshidratarlocs. La
memoria y laé reivindicaciones incluyen las formas hidratadas
y aphidras. Ias sales de &cidos farmacéuticamente aceptables
adecuados son las sales solubles en agua e insolubles en zagua
como hidroolerure, hidrobromure, fosfato, nitrato, sulfato,
acetato, hexafluorfogfato, citrato, gluconato, bénzoato, pro-

pionate, butirate, sulfosaslicilatoe, maleato, laurato, malato,

fumarato, succinato, oxalato, tartrato, amsonato (4,4'~diami

no-estilbing~2,2'-~disulfonate), pamoato (1,1'-metilen-bis-2-
hidroxi-3-naftoato), estearato, 3-hidroxi-2-naftoato, p-toluen
sulfonato, metanosulfenato, lactato y sales de guramin.

Los compuestos representados por las férmulas IIT y IV,
es decir, los nuevos compuestos de esta invencidén de férmulas
Iy II y sus homblogos 6?eres alquflicos superiores, descri-
tos en la solicitud de patente estadounidense copendiente nd-

mero de serie 825.535, presentada el 18 de Agosfo de 1977, han

- 10 -
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resultado dtiles como agentes para la estimulacién no especi-
fica de la inmunided mediada celularmente en los animeles de
sangre caliente y, en especial, son dtiles en la estimulacidn
del sistema retfculo-endotelial. Los compuestos antes descri-
tos pueden ser adminigtrados a un animal de sangre caliente
por diversas vias convencienales, especialmente por via intra
venosa ¢ intraperitoneal, siendoe adecuadas unas dosis de apro
ximadamente 0,5 a 5 mg/kg de peso corporal del sujeto en ‘tra-
tamiente cuande ls administracidn se realiza por estos méto-
dos. Sin embargo, el médice determinard la dosis particul#r
mfés adecuada para cada paciente individual, que dependerd del
sujeto en tratamiento y del compuesto particular empleado. En
general, inicialmente se administrarédn dosis pequefias que pue
den ser aumentadas gradualmente para determinar la dosis ép-
tima para el paciente determinade. La competencia inmune del
paciente generalmente serd controlada despuéds de la adminis-
tracidn, utilizando las téonicas convencionales empleadas en
este campo, por ejemplo los ensayos de aqtivacidn de monoci-
tos y de activacién de macrdéfagos descritos méde adelante, Ti-
picamente, se observard una activacién m4xima alrededor de

24 a 48 horas despuds de la adminigtraciém inicial y, si no
ge administran nuevasg dogis, esta activacién disminuird hasta
el nivel inicial en el transcurso del siguiente periodo de
24 a 48 horas. Asi, la administracién de una segunda dosis

aproximadamente 24 & 72 horas después de la administracién
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injcial mantendrd el nivel deseado de competencia inmune. En
general, se administrarédn de 2 a 4 dosis de esta manera y se
determinaréd la respuesta del paciente al tratamiento. Después
pueden ser administradas otras dosis si es necesario, 2omo se
ha indicade antes. R

Los compuestos pueden utilizarse en preparados farma=-
céuticos que contienen el compuesto o una sal farmacéut;cameg
te aceptable del mismo en combinacidn con un vehfculo o dilu-
yente farmacéuticamente aceptable., UA tipo especialmente pre
ferido de vehfculo farmacéutico para este fin es una grasa
egtéril o una emulsién de 1fpidos. BEste dltimo tipo de veh{-
cule ha resultado especimlmente eficaz para la administracién
parenteral e intravenosa, aumentando el Indice terapdutico
hasta un valor de 15 a 25 aproximadamente, mientras que en las
formulaciones oon Tween 80-glicerol-agua se observa unos fn
dicesn tefapéuticos igualésa 3 aproximadamente en ensayos pre-'
liminares con ratones y ratas con losg éteres alquflicos infe
riores de esta invencién, por ejemple con la 4~aminometil-
1-[2,3-di-n-pctiloxi)~n-propil |-4-fenilpiperidina. Estas ven
tajas han sido también citadas para otres compuestos utiliza
dos con estos vehfcules en emulsién grasa:'véase, por ejem—
ple, Fortner y dolaboradores, American Journal of Hespital
Pharmacy, 32, 502 (1975) y Jeppssen j colaboradores, Primera
Conferencia Internacio;al sobre Tecnologia Farmacéutica, Fa-

cultaéd de Farmacia, Paris-Sur, Junie 1977. Un ejemplo de un

- 12 -
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veh{oule especialmente adecuade es el Intralipid (Cutter. La-
boratories, Berkely, California), una emulsién de grasa al
10 % a base de aceite de -soja. Sin embargo; otros vehfculos
gimilares ser{sn adecuados y pueden ser preparados £4231men—
te por les expertos en este campo.

Los compuestos de férmulas III y IV también son dtiles
como ceadyuvantes de vacunas y pueden ser utilizados para
los mismos fines y administrados por los mismos métodos que
los coadyuvantes actualmente conocidos; véase, por ejemplo,
"Inmunological Adjuvants", World Health Organization Techni-
cal Report Series, n? 595. Por ejemple, los compuestos de es
ta invencién son Utiles con vacunas como las de la gripe,
glegopeda y difteria, aunque sin limitarse solo a éstas. El
compuesto puede ser incorporade a la dosis de vacuna en una
proporeidn de 1 a 20 mg por dosis de vaocuna, preferiblemente
en un vehfculo farmacéduticamente aceptable, tal come una
emulsién de grasa o lipide o glicerel. La dosis de vacuna-
coadyuvante se adminigtra después al sujete de forma conven—
ciensl para la vacuna determinada, generalmente como dosis
dnica sdministirada subcutdnea e intramuscularmente. Alterna-
tivamente, el coadyuvante puede ser administrade independien-
temente de la vacuna y bien simulténeamente o, preferiblemen
te, alrededor de 8 a 24 horas antes de la administracién de
la vacuna.

La actividad inmunoestimulante y antitumoral de ios

-13 -
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coﬁpuesﬁos aquf descritos puede ser determinada por enssyos
farmacolégicos. Bntre los ensayos adecuados se encuentrah
losg utilizados para la determinaciém de 1a activacién péfi—
toneal de macréfagos, determinaci6n‘de rechazo del tumoé,(mg
delo sarcoms 180J), determinacidn de la hipersensibilidad cu
ténea retardada y determinaciém de la activacién periférica
de monocitos. Bstos ensayos estdn descritos e ilustrados con
més detalle més adelante, junte con los resultados obtenidos

para los compuestos de esta invencién. También se describsn

"los ensayos adecuados para la evaluacibn de la actividad

coadyuvanie de vacunas.

Este inveneibn es ilustrada mediante los siguientes
ejemplos. Sin embarge, debe entenderse que la invencidn ne
se limita a los detalles especificos de estos ejemplos, To-—
das las temperaturas se dan en grados centigrados.

EJEMPLO 1

4-=Giane~1-{2,3-(di-n-deciloxi)-n-propil) ~4-fenil-piperidina

Se combinan y calientan a 180°C, durante 20 minutos,

20 g (0,0189 moles) de 1,2=—di-0«{n-decil)-3-0~(p~tosil) gli~
cerol, preparado a partir de clorure de 1,2-di-0-(n-decil)-
glicerel, y 4,5 g (0,024 moles) de 4-ciano-4-fenilpiperidi-
na. Se afiaden 50 ml de agua y 100 ml de &ter al producte en
frigdo. La capa etérea se aisla y se lava dos veces con

100 ml cada vez de unﬁﬂéolucidn saturada de bicarbenate sé-

dice, una vez con 100 ml de 4cido clorhidrico 1 N, dos veces

- 14 -
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con 100 ml de agua, una vez con 100 ml de selucibn saturada
de bicarbenato sédice y una vez con 100 ml de agua. Después
la soluocién etérea se seca sobre sulfato magnémice, se tra-
ta con carbén active, se filtre y se ooncentra a un acéite
(10 &)« El aceite se absorbe en gel de sflice que después se
lavg tres veces econ 200 ml de hexane, tres veces con 200 ml
de tolueno, tres veces con 200 ml de cloroformo y tres veces
con 200 ml de acetato de etile. El acetato de etile 'se boh—
centra para dar el oompueste ciane pure: aceite; IR (neto)
2220 om™ 1.

EJEMPLO 2
4-Aminometil-1-[2, 3-(di-n-deciloxi)-n-propil} ~4—Ffenil—-pipe-

ridina
Se disuelven 1,2 g (0,0022 moles) del nitrile formsdo

en el Ejemple 1 en 50 ml de etanocl y después la selucién se
satura de amoniaco gmseeso. Se realiza después ia hidrogenga-
cidén de esta mezcla & una presién de 50 pei ( 3,5 kg/cma) du=
rante 3 heras, emplearde 0,7 g de niquel Raney como cataliza-
dor. Cuande la reduccibn es completa, se filtra la mezcla y
el filtrade se concentra a presidén reducida hasta dar un
aceite (1,1 g). Este §ltimo se orogatografia en gel de sfli-
¢e y se sluye con bencene/etanel, se convierte en el hidro-
clorure y se recristaliza en acetato de etile para dar 0,32 g

(rendimiente: 24 %) del hidroclorure pure, p.f. 138—140°C.

'

-15 -
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Andlisis para CygHg,N,0,.2H01,3/4 H,01

Calculade ¢ C, 66,593 H, 10,78; N, 4,44

Encontrade: C, 66,463 H; 10,563 N, 4,43.
EJEMPLO 3

4-Giano-1e[éL;-(di—nrhexadeciloxi)—n—propii]—4—fenil~pibe;

. Se prepara 1,2-di-0-(n-hexadecil)-3-0-(p~tosil)glicercl
por reaccidn de 1,2-di-0-(n-hexadecil)glicerol con clorure
de p-toluensulfonilo, Ia purificacién se realiza por re-
cristalizacién en acetato de etilo (p.f. 53-55°C, IR (0HoLy)
1360 y 1180 om™ ). |

Una mezcla de 6,96 g (10 milimoles) de 1,2-di-O-(n-hexa-
decil)=3~0-(p~tosil)glicerol, 2,23 g (10 milimoles) de hi-

droclerure de 4-ciano-4-fenilpiperidina, 2 ml de trietilami-

ne y 40 ml de N,N-dimetilfermemida se agita durante 16 horas
a 95—100°G. Después la mezcla de reacci6ﬁ se enfria, se di-
luye con 200 ml de &gue y se extrae tres vecés_con 150 ml de
scetato de etilo. Los extractos combinados de acetato de eti-
le se secan sobre sulfate magnésice, se filtran ¥ evaporan a
vacfo hasta formar un aceite (6 g), que se purifica por ero-
matografia en columna (eluyende con benceno/acetato de etile)

(aceite, IR (CHULy) 2220 on™ '),

- 16 -
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EJEMPLO 4

Dihidroclorure de 46 4-aminometil~1-{2,3-(di-n-hexadecil-
oXi)—n-propil)-4~fenil piperidina

Une solw ién de 2,5 g (3,6 milimoles) de 4-ciano-1-{2,3-

(di—n—hexadeciloxi)-n—propii]—4—fenilpiperidina en 100 ml de
éter se trata con 6,4 g (10,5 milimoles) de hidrure de litio
¥y aluminie y la mezola resultante se agita durante 4 horas
& la temperatura ambiente. La mezcla de reaccifén se traia:
oon precaucidn con 100 ml de agua y se extrae tres veces con
100 ml de ter. Los extractos etéreos combinados se secan-so-
bre sulfato magnésice, se filtran y evaporan a vacifo para dar
un aceite que se purifioca por cromatograffa en gel de s{lice
(elucién con benceno/stanel) y despubds se disuelve en cloro-
formo. La golucién ss trata con cloruro de hidrdgeno gaseoso
y después se evapora a vacfo para dar un sélido que se recris-
taliza en acetato de etile para obtener 1,1 g de un sblido
que contiene alrededor de 3/4 moles de H,0 por mol del pro-
ducto ocitado (rendimiento: 40 %), p.f. 132-134%C.

Andlisis elemental:

Celculade t C, 70,603 H, 11,533 N, 3,50

Bneontrade: ¢, 70,743 H, 11,343 N, 3,40,

- EJEMPLO 5
Siguiende el procedimiente de los Ejemplos 1 a 4, se pre

paran log siguientes compuestos:
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' CH,NH.
CH,~CH=CH,,—N e
e

034 OR3

Caloulado Encontrade

RysB, P-£.°0  Pérmula moleoular

C,gHyy 40-42 0 0N, « HOL4 H, 0 g 73,53 ¢ 73,77
16733 4778 0%% K H 11,94  H 11,77
N 3,64 N 3,85
C,gHam 115-117 O+ HocOnN, +2HCL ¢ 71,95 C 71,67
18737 517967272 H 11,60  H 11,49
| | N 3,29 N 3,38
¢ 140-142 ¢ On N, «2HCL ¢ 69,46 ¢ 69,45
14729 430" H11,25  H 11,00
N 3,75 N 3,45
c 176~178(4) ¢ OoN,.2HOL.AH,0 C 65,24 ¢ 65,27
8547 (d) 034856051, # H 10,42 H 9,90
’ N 4—,90 N 4-195
R30-C‘}H2
Lo - CHyNH,
2 N
| Ph

Calculade  Encontrade
33,34 p.£.% Férmula molecular % %

Gqotpqg 190-192  CygH,N,0,.2H01.3/4HL C 66,58 ¢, 66,70

H 10,78 H 10,20
N 4,43 N 4.27

De forma gimilar, pueden prepararse otros compuestos de

 esta invencién a partir de los 1,2- & 1,3-(di-n-O-alquil)gli~

ceroles apropiades, a través del tosil-derivado.,
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BJENMPLO 6

2=Di=O=~(n-hexadecil)~3~0~(3~cianobencil)glicerol

Se agregan 1,056 g de una digpersién de hidrure sédico
al 50 % en aceite mineral (0,022 moles) a una soluoién‘da
1,2~di-0-n~hexadecil-glicerol en 150 ml de tetrahidrofuranc
y se agita durante 20 minutos bajo nitrégene. Se agregan a .
la mezola 4,0 g (0,020 moles)&e bromure de m—cianobencilo y
se deja reaccienar a la temperatura ambiente durante la no-
che. Después sme agregan con precaucién 200 ml de agus y la
mezcla aouoéa se extrae tres veces con 150 ml de acetato de
etilo. Los extractos se secan sobre sulfato magnésico, se
filtran y cencentran a presidn reducida para dar 12 g de un
aceite que se cromatograffa en gel de sflice (elucién con

bencene/hexano 8:2), obteniéndose 8,0 g de 1,2-di-0~(n~hexa~

. de0il)=-3=0~(3~cianobencil) glicerol pure: aceite, IR (CH013)

2230 em~ 1.

EJEMPT.O_7
132=Di=0~(n=haxadecil)=3~0~(3-fermilbencil) glicerol
Se hacen reaccienar 5,0 g (7,6 milimoles) de 1,2-di-0-

(n=hexadeoil)-3~0-(3-ciancbencil) glicerol con 1,17 g (8,2 mi-
limoles) de hidrure de di-isebutilaluminie en 25 ml de ben-
cene, en atmbésfera de nitrégene y a la tempefatura ambiente,
durante 16 horas. La mezc;a de reaccidn se trata con 4,22 ml
de metanel y 2,5 ml de‘;gua Y se agita durante 30 minutes

hasta que se ha deseompueste el hidruro que no haya reaccio-
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nade. Se filtra la mezcla, se extrae ftres veces con 25 ml de
benceno ¥y los extractos bencénices combinados se secanl%on
sulfato sédice, se filtran y se concentran a presién Feduci-
da. El aceite resultante se purifica bor cromatOgrafia:;n
gel de sflice, y de eluye con benceno para dar 1,2—di-0;(n—
hexadecil)=3-0~(3~-formilbencil)glicerol puro (rendimientos
40 %): ageite, . IR (cHOL,) 1700 en™ 15 RMN (¢De14) 8 10,1
(sy 1, ATOHO). e
" EJEMPLO 8

1,2-di=0~(p-hexadeoil)=3-0-{3-(1,2-epoxietil)benoill glicerol

Se suspenden 3,23 g de una dispersién de hidrure sédico

al 57 % en aceite mineral (0,067 moles) en 117 ml de dimetil-
sulféxide y se calienta a T70-75°C en atmésfera de nitrégeno
durante unos 45 minutos, hasta que cesa el desprendimiente

de hidrégenc. Se agregan 88 ml de tetrahidrofurano y la mez-
cla se enfria a 0-5"C. Se afiaden poco a poco 13,67-g (0,067
moles) de yoduro de trimetilsulfonio, seguido de la rdpida
adioién de 7,0 g (0,0106 moles) de 1,2~-di-0-(n-hexadecil)~3-
0-(3-formilbenoil)glicerol en 58 ml de tetrahidrofuranc. La
mezola se agita despuds a la temperatura ambiente durante

16 horas, se vierie en 200 ml de agua y se extrae tres ve-
ces con’180-ml de éter, Los extractos eféreos combinades se
lavan des veces c¢on 100 ml de - agus ¥y una vez con 100 ml de
una solueién saturada Ee cloruro sédico, se secan sobre sul~

fato magnésico, se filtrah y cencentran & presién reducida
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para dar 7,0 g (rendimiento: 98 %) de un aceite amarille pé-
lido que resulta por oromatografia en capa fina suficiente-
mente pure para la pogsterioxr readci6n, desorita en el Bjem—
ple 9.
EJRMPLO g
droglorure 1,2-di-0={n~-hexadecil)- -0-[ ={1-hidroxi-2-
ter-bitilamineetil)benoil] glicerol |
En una bemba de aceroc se introducen 30 ml de tar-butii—
amine y 2,0 g (2,97 milimoles) de 1,2-di-O-(n-hexadecil )~3-
0-[3-(1,2~epoxietil)bencil] glicerol y se calienta a 100°C du
rante 9 horas. Después de enfriar la mezcla de reaccidn, se
gepara la ter-butilamina a-pfesién reducida y el aceite re-
sultante se purifica por cromatografia én gel de silice, elu-
yendo con benceno/etancl, Las fraceiones deseadas se saturan
de doide clorhfdrice gaseoso, se concentran a presidén reduci-
da y se recristalizan en acetato de etile para dar 630 mg
(27 %) de 1,2-3i-0-(n~hexadecil)~3=0-[3-(1~hidroxi~2-ter-
butilaminoetil)bencii]glicerolzAp.f. 49-51%0; BMN (CD013)6
1,47[8, 9, ~C(cHy),]. | '
EJEMPLO 10

Hidrooleruro de 1,3-di-O-(n-decil)=2-0-[3~(1-hidroxi-2-etil~

aminestil)bencil) glicerel

En una bomha de acero se introducen 30 ml de etilamina
¥ 2,018 g (4,13 milimoles) de 1,3-di-O-(n-decil)-2~0-[3-(1,2-
epoxieﬁil)benoii]glicerol v se calienta a 80—90°C durante
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16 horas a 140 psi (9,8 kg/cm?). Después de enfriar, la. mez-
cla de reaecién se saca de la bomba lavande con éter y_ el pro
dugto se aisla separande el disolvente y el exceso de’étil-

aming a presiém reducida. Después el aceite résultanto'(2,4 g)

- 8e disuelve en éter, se lava con solucibn acuosa de hidrézide

aménico al 2 %, agua y selucibn acuosa saturada de cloruro s

dico, se seca y se concentra para obtener un aceite amarille

(1,8 g). El producte se purifica por cromatograffa en gel de

gflice (eluyendo con tolueno/etanol 2:1) y se convierte en
el hidrooloruro'(0,794 gy 33 %) p.f. 55-57°C; RN (oDCl4)
0,87 (s, 6H, -GH3), 1,3 (s, 32H, protones alifédticos), 1,45
(¢, J = 7 Hz, 3H,-NHCH3), 3,15 (q, § =7 Hz, 2H, -NHOH,CH,),
3,45-3,58 [m, 11H, (~CH,OCH,),CHOR, CHOHCH,NH-], 4,65 (s,
2H, AT-0H,0-), 5,17-5,50 (m, 1H, Ar-CHOH-) ¥ 7,33 (s, 4H,
Ar-H).
EJEMPLO 11
Siguiendo los métodes de los Ejemplos 6 a 10, se pre-

paran log siguientes compuegtosg:

CH_NHR

%16t33°

o .
c, H : 2 .
1633 (lm ) 0
‘l’ﬁz : .

atem
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Posicién de

R =00;gHy;  p.£f.°C  Férmula melecular
CH(CH,), 2,3  53-55 Cy7Hg g0 NoHCL . 3/4Hp 0
Caleulade: C, 72,173 H, 11,795 Ny 1479
Bnoontrade:C, 72,11; H, 11,555 Ny 1,92
C(CHy) 4 1,3 43-45  0,gHy,0,N,HO1.H,0
Caleculado :C, 71,99; H, 11,825 Ny 1,75
Encontrado:C, 72,063 H, 11,433 No 7,71
Croflp5=0-CH OH |
CH- B OHNHR
- /
0y pHp5=0~CH,
R p.£.°%C Pérmula molecular
CH(CH;),  meeite OygHy30,N.HOLL1/2H,0
Oaleuladeo ¢+ €, 70,39; H, 10,213 N, 2,10
Bneontradot ¢, 70,36; H, 10,773 N, 2,22
O, OH, 64~65 CygHy40,NeHCL

Caloulado ¢ C, 71,043 H, 11,145 N, 2,18
Encontrades ¢, 71,043 H, 10,99; N, 2,08

De forma similar pueden prepararse otros compuestos de

esta invencién a partir de los epéxidos y aminas adecuados.

BJEMPLO 12

Modelo de sarcoma 180J pars determinar el rechazo de

tumeres

Unos grupos de seis ratones hembras CD-1 (20~25 g) re-

cibieron 106 células §-180J de 5 a 8 dfas de edad, por admi-

nistraciém intraperitoneal. Al dfa siguiente de la inocula-

cibn del tumer, los ratones recibieron 0,1 ml del compuesto
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de ensaye formulado en el vehfculo de emulsidn grasa Intra-
lipid (Cutter Laboratories) a la dosis deseada y despué% se
observaron hasta ls muerte o durante 40 dfas, segin lo;qﬁe

oceurriera primero, Loadresultados estén expresados coﬁé'por—

centaje de ﬁumento de la duracidn de vida (% ADV), definido

®

continugeidn: :
Supervivencia media de los ratones trata—

4 ADV = dos con la droga z 100

Supervivencia media de log ratoneg de con-
$rol no tratados

Los resultados obtenides en el ensayo anterior fueron
los siguientes:

TABLA I
RB-o-cl:H2
R4~O-CH

| GH,,NH
CH,, N < 22
Ph

% ADV/dosis (mg/kg)

By,R, 0,25 1 4 16
n-GgH, 13 109 154 (1) 192 (4)
0=, ooy 127 139 (1) 110 108
n-Cy 4Hpg 129 (1) 116 133 109
10y gHy 5 110 105 104 127
n~C; gHyn 19 158 (2) 98 109

Los resultados del ensaye anterior obtenidos con los
andlogos (1-hidroxi-2-alquilamino-etil)benciloxi de esta in

vencién, formulados en Tween §0-glicerol-agua, estdn indica
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?H OH
2 NHR
%6t QH%'O
Z zcﬁ
C16H33 2

dog en la Tabla II.
TABLA II

% ADV/dosis (mg/kg)

R Posioibn del =00, gH 4 5 15 __ﬂso
CH(CH;), 2,3 174(1) 135 147(1)
C(CHy)3 243 166(2) 181(4) 182(4)
0(CHy) 4 1,3 159(1) 171(3) 157(2)

(Los ndmeros entre paréntesis en las Tablas I y II son el ni

mere de supervivientes al cabo de 40 dfas).

EJEMPLO 13
Determinacién de la activacidn peritoneal de macréfagos

Unos ratones fueron inyectados intraperitonealmente con
goluoidn salina o con el compuesto de ensayo. Los macréfagos
se recogieron 72 horas més tarde por inyeceién intraperito-
neal de 3 ml de medio de suero de ternera fetal al 8 % - 92%
RPYT 1640 (Grand Island Biolegical Co., N.Y.) (164092 FCSB)
méds 5 wnidades/ml de heparina, manteniéndose la temperatura
de todos los mediom a 37'0: ge mantuve 1 a 2 minutos, se
abrié y todo el 1lfquide peritoneal se extrajo con una pipeta
siliconizada estéril a un tubo de plédstico de 50 ml manteni-

do en hielo. Se contaron los macréfagos utilizando un Hemo~
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citémetro y ée ajustaron a una concentracién de 1,5 x 10§/ml
con 1640q, FOSg. Después las células se colocaron en‘ﬁigéas |
de mfiltiples pocillos, a razén de 1,5 X 108 células por po-

cille y se incubaron durante 1 a 2 horas a 37°C en atmdafera
al 5 % de didxido de carbeno. Se desprecif el 1iquido'sobre—
nadante y las células se lavaron una vez con el medio, adhi-

riéndose los macréfagos al fondo de los pocillos. Después se

agregaron o8lulas L 1210 (recogidas de ascites de ratones

DBA aproximadamente 5 dfas despuds de la inoculacidén) en
164092 FOSg, 1 ml de 1 x 10° célulag/ml a cada pocillo, y se
incubé a 37%C durante 24 & 30 horas en atmbsfera al 5 % de
didxido de carbone. Después las células se pulsaron con
34-rar (1,0 Ci/ml; Amersham/Searles) durante 6 horas a 37°C
y 61 1lfquido sobrenadante se retiré utilizande un cosecha-
dor de células: filtre Reeve-Angel y se iavé cince veces con
golucién salina. Los discos del filtre se dejaron secar y se
colocaron en vﬂ;gles de centelleo con un flufdo de centellso
LSC (5,0 g PPO y 0,2 g POPOP/litro de toluene; Yorkiown Re-
search). EL recuento se realizé durante 2 minutos utilizande
un contkdor Beckman LS—ZSO; Los résultados obfenidos por este

procedimiento fueron les giguientes:

TABLA III
R3-0-CH2

4 i 272
CH2 N
Ph
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Dogis % de inhibiciém de la sintesis

RyB, (mg/kg) de ADN

n-C, o,y 1,25 - 76

n-Cyopy 0,625 94

n-Cygyy 0,313 56

an14Hé9 25 90

EJEMFLO 14
Determinmoidn de la activacidn de monocitos periféricos de
' la gangre

Unas ratas se inyectaron intravenosamente con el ecm-
puesto a ensayar ¢ con selucidn salina en el caso de los ani
males de sontrel. Los monocitos se recogieron 72 horas mds

tarde pasande 2 ml de sangre & un tubo EDTA y diluyendo con

2 ml de solucidn saline. Bsta dilucidn se cubrié después cui

dadosamente con 3 ml de LSM (Medio de Separacién de Linfoei-
tos - Bionetios) y se centrifugé a 800 rpm durante 40 minu-
tos & la temperatura amblente. Se empled una pipeta para re-
coger la capa central turbia que contenfa los monocitos y
linfocites. Estas células se lavaron dos veces con selucién
salina equilibrada de Hanks, se resuspendieron en 16405, FOSg,
se depositaron sobre placas de mdltiples pocillos y se incu-
baron a 37%C en dibxido de carbono &l 5 % durante hora y me-
dia. Después las células se lavaren fuertemente con el medie
para separar las células no adheridas. De nuevo se agregé

el medio a los moenocitos restantes y se agregaron chlulas
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L 1210 en una relacibn Efector:blance de 15:1, Siguiendo el
procedimiente desorito en ol Ejemple 13, 1as cédlulas se pul-
saren ocon 3H-Tdr y se céntaron con un contador de centéxleo.

Utilizande este procedimiente, se observé que 1,25 mg/
kg de 4-aminometil-1-[2, 3-di—n—deciloxi)-n-—propil__\-4-fei1ii-—
piperidina producfa unz inhibicién del 80 % en la sintesis
de ADN. ' , .

EJEMPLO 15
Enggyo 8e la oapacidad coadyuvante de vacumas y de inhibicidn
’  ‘de 1a Memaglutinaoidn

El virus de le gripa‘interacciona con los glébulos ro-
jos‘do 1s sangre produciende su aglutinénidn. Si en.una mueg
tra de suero hay anticuerpos anti4virus, se evitan las in-
terﬁcciones virus-glébulos rojos que conducen a la aglutina-
cién. Asf, la ausencia de aglutinacidén de los glébulos rojos
de 1a sangre indica la.preeencia de anticuerpos anti-virus y
la determinacién del t{tulo de hemaglutinacibn, como se des-
cribe mds adelante, censtituye una medids del nivel de anti-
cuerpos. | '

Los compuestos a ensayar al nivel de dosis deseado se
formulan diselviéndelos en 0,3 ml de etanol, seguido de 1la
adicidén de 0,1 ml de Tween 80 y la mezcla resultante se agre-
g8 & 4;6 ml de Intralipid (Cutter Laboratories). También se
preparan los correspondieﬁtes vehfculos sin el compuesto de

ensaye. Se mezcla el virus de la gripe Pluogen (Parke-Davis
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and Co.) con cada vehfcule para obtener 250 CCA de antfgeno
por cada 0,5 ml de volumen de inyeccién. Un grupe de nobayas
hembra Hartley (Camm Laboratories) se inyecta intramuscular-
mente con 0,5 ml del vehfculo que contiene el Fluogen y al
compuesto s ensayar. Un grupo de cobayas de control se inyec-
ta con el vehfcule que contiene Fluogen pero ningin compuesto
a ensayar. Treinta dfas después de la sensibilizacién prima-
ria, los animales se atacan con una nueva inyecciénAintramug
cular del ant{geno homéloge con el que han sido imnmunizados
inicialments. Los animales se sangran por puncidn intrecac-
diaca varias veces después de la sensibilizacién primaria. Se
separa el guero utlilizande un tube separador de suere inte-
grado CORVAC (Corning Glass Works) y se congerva a —20° has
ta que ge valora por el ensayo de hemaglutinacién, como sigwe,
Los sueros a ensayar, tratados con yodato potdsico
0,011 M para separai los factores sédicos no especificos que
inhiben la aglutinacibn, se dispensan en dilucienes seriadaa
al doble en volimenes de 0,025 ml en pocillos de microvalora-
cién (Linbro Scientific Company, New Haven, Conn., tipo
IS-MRC—QS) conteniende 0,025 ml de solucién salina figiolbgi-
ca tamponads con fosfato 0,01 M (en adelante denominada PBE),
PH 7,2. La suspensiln de virus a enséyar, que contiene cuatre
unidades de HA por 0,025 ml de PB3, se agrega a cada pocillo:
se incluyen controlea“ae éélulas (PBS solamente) y de gnti-
gene (PBS y antfgeno del virus). Después de incubar las pla-
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cas a le temperatura ambienté durante 30 minutos, se agie-
gan a cade poeille 0,05 ml de eritrécitos de pollo lavados
con solucién salina al 0,5 % (Flow Laboratories, Rockville,

Md.). La incubacién se prosigue hasta que el control Ae ims

-¢élulas indica que la sedimentacidén es normal. Se incluyen

sueros tratados con peryodatos de cobayas normales para de-
terminar el nivel de inhibicién de aglutinacién no especffi-
ca residnal en log sueros experimentales tratados con yoda-
to potdsico, EL t{tulo de inhibicidén de la hemaglutinacién
se define como la mAxima dilucidn de suero que inhibe comple-
tamente la hemaglutinacibn, corregide teniende en cuenta la
inhibieidn ne especffica.

Los resuitados obtenidos en los ensayos de.la.4-amino-'

metil-1-[2,3-(di-n-deciloxi)-n~propil]-4~fenilpiperidina se

encuentran en la Tabla IV. EL t{tule de hemaglutinacién mds

alto observado después de volver a atacar a los animales a
los que 88 ha administrade el compuesto a ensayar indioca la

actividad coadyuvante del compuesto,
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TABLA IV

T{tulo de hemaglutinacién

Ant{geno ad

minigtrades piat 15 30%% 44 65
0 0 40 40
0 0 160 30
0 0 40 10
Pluogen 10 0 80 16
10 0 80 an
10 0 160 160
10 10 80 1280
10 10 640 2560
10 40 640 1280
Fl ogen y 4~aminometil O 10 640 1280
- 2,3=(di~-n-deciloxi)-
n—propil —4-fenilpiperi 0 20 640 160
dina (5 mg) ,
10 10 10 20
0 10 40 10
10 10 10 10
10 0 10 10
0 0 - -

X Dias degpuds de la sensibilizacién primaria.

e Atacado de nuevo 30 dfas despuds de la sensibilizacién

primarla.

Los resultados arteriores son log observados para ca—

da animal en los grupOS respectivos.

- 31 =



10

15

20 .

25

. et - . e

L3 Ve

*

N

- <

REIVINDICACIONES

l18.- Un procedimiento para la preparacién de nuevos
derivados de 1,2 y 1,3~(di-O-n-alquil) glicerilo de féz-

mula:

Ph

HENH2

donde R, es un grupo de férmula:
R, 0 N R, O~CH,
R ,0-CH,— 2 " B0

donde R, y R, son cada uno de ellos n-2lquilo de 8 a 11
dtomos de carbono y sus sales de adicién de dcidos far-
macéuticamente aceptables; cuyo procedimiento consiste
en: '
a) someter a reaccién de reduccidn un compuesto de f£ér-
mula:

Ph

Ro -
CH

b) si se desea convertir el compuesto obtenido en una

sal de adicién de &cidos farmacéuticamente aceptables.
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- 28.- Un procedimiento segﬁh la Reivindicacién 1,

donde el agente reductorvéé_niéuel‘Raney e hidrégano.

38.- Un procediﬁién?é'segﬁh la Reivindicacién 2,
donde Rl ¥ RQ son ambos npdécilo.

4a,- Se réivindica.por dltimo como objeto sobre
el que ha de reéaer la patente de invencién que se soli-
cita por: UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE NUEVOS
DERIVADOS DE 1,2y 1,% (di-0-n-alquil) GLICERILO.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva, que consta de treinta y

tres paginas mecanogrefiadas.

Madrid, 14 de mayo de 1.979
BERNARDO UNGRIA

p'p‘ B
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