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DESCRIPCION

Dioxanos derivados del reagrupamiento de carbohidratos y C-glicdsidos, su procedimiento de obtencién y sus
usos.

La presente invencion se refiere a compuestos con niicleo de dioxano derivados de carbohidratos y C-glucésidos,
su procedimiento de obtencidn, el uso de dichos compuestos como citotéxicos y antiproliferativos y el uso para la
fabricacién de un medicamento para el tratamiento del céncer.

Estado de la técnica anterior

El desarrollo de procesos dominé y secuenciales es un campo de gran interés en Quimica Sostenible (o Quimica
Verde). Estos procesos disminuyen el tiempo de sintesis, al realizarse varias reacciones de forma consecutiva, sin
necesidad de afiadir sustratos distintos a los de partida ni de extraer los productos intermedios de la reaccién, con
lo que se ahorran materiales y se reducen los residuos a tratar. La aplicacidn de estos procesos a la preparacion de
productos de alto valor afiadido a partir de sustratos relativamente baratos tiene especial interés.

Se conocen procesos domind y secuenciales que acoplan reacciones radicalarias a reacciones idnicas, y que tienen
lugar en condiciones suaves, compatibles con la mayor parte de los grupos funcionales (A. Boto, D. Herndndez, R.
Hernandez, E. Alvarez, J. Org. Chem. 2007, 72,9523-9532 y A. Boto, D. Herndndez, R. Hernandez, E. Suérez, J. Org.
Chem. 2003, 68, 5310-5319). Estos procesos son Utiles para la escisién de O-radicales anoméricos de carbohidratos o
bien O-radicales primarios.

En cuanto a métodos alternativos para formar dioxanos con alta funcionalizacién, se ha descrito la proteccién de
azucares con 1,2-diacetales (S. V. Ley, A. Polara, J. Org. Chem. 2007, 72, 5943-5959). Sin embargo, este método no
supone la transformacion directa del anillo del azicar en su andlogo de dioxano, sino la creacién de un anillo adicional.
Por otra parte, dicho método s6lo describe la formacién de dioxanos para proteger grupos del azicar mientras se
efectdan distintas transformaciones sintéticas, al final de las cuales, el dioxano es destruido.

Descripcion de la invencién
La presente invencidn proporciona una serie de andlogos de carbohidratos y C-glicésidos y su método de obtencién
mediante un proceso quimico domind, es decir, un proceso en el que se producen varias reacciones consecutivas, sin

cambiar las condiciones de reaccion y sin necesidad de aislar los productos intermedios.

En un primer aspecto, la presente invencién describe un compuesto de férmula (I):

Férmula (1)

donde
R, se selecciona entre hidrégeno, alquilo, acilo, arilo o heteroarilo.
R, se selecciona entre hidrégeno, alquilo, arilo.
Rj; se selecciona entre hidrégeno, alquilo, arilo
R, se selecciona entre hidrégeno, alquilo, arilo, alcoxi, aciloxi, amino o amido; o

R, y Rs no existen y se forma un grupo éter entre el carbono en posicién 6 y el oxigeno unido al carbono en
posicién 3.

R; se selecciona entre hidrégeno, alquilo o acilo.



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2350674 Al

R¢ se selecciona entre alquilo, arilo o alcoxi

R; se selecciona entre alcoxi, alquilo, arilo, -CH,-COR; o heterociclo.

Rs se selecciona entre alquilo o arilo

y sus isémeros, sales y solvatos.

El término “alquilo” se refiere, en la presente invencién, a cadenas alifaticas, lineales o ramificadas, saturadas
o insaturadas, que tienen preferiblemente de 1 a 18 dtomos de carbono, y mds preferiblemente de 1 a 8 dtomos de
carbono. Por ejemplo, pero sin limitarse a, metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, terc-butilo, sec-butilo, n-pentilo,
n-hexilo, n-heptilo etc. Los grupos alquilo pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales
como halégeno, hidroxilo, amino o dcido carboxilico.

El término “acilo” se refiere, en la presente invencion, a un derivado de 4cido carboxilico por eliminacién de un
grupo hidroxilo. Los derivados de 4cido carboxilico tienen como férmula general R*-CO-, donde R* es un grupo
alquilo con las acepciones anteriores y preferiblemente se refiere a grupos alquilo (C;-C,), lineal o ramificado. Como
por ejemplo, pero sin limitarse a propionilo, butanoilo, hexanoilo, pivaloilo, octanoilo o miristoilo.

El término “arilo” se refiere, en la presente invencion, a anillos aromaticos sencillos o multiples, que tienen de
entre 5 a 18 eslabones en los que se ha eliminado un protén del anillo. Los grupos arilo son por ejemplo, pero sin
limitarse a, fenilo, naftilo, difenilo, indenilo, fenantrilo, o antracilo, y preferiblemente el grupo arilo tiene de 5 a 10
atomos de carbono. Los radicales arilo pueden estar opcionalmente sustituidos por uno o mds sustituyentes tales como
alquilo (C,-C), halégeno, hidroxilo o acido carboxilico.

El término “heteroarilo” se refiere, en la presente invencidn, a un radical arilo como definido anteriormente pero
donde el anillo presenta al menos un heterodtomo (oxigeno, nitrégeno, azufre), como por ejemplo, pero sin limitarse
a, furilo, tiazolilo, y radicales derivados de la pirimidina y purina.

El término “alcoxi” se refiere, en la presente invencién, a un grupo alquilo unido a un dtomo de oxigeno, es decir,
RO-, en donde R es un grupo alquilo como definido anteriormente.

El término “aciloxi” se refiere, en la presente invencidn, a un grupo acilo [RC(O)] unido a un dtomo de oxigeno,
es decir, RC(O)O-, en donde R es un grupo alquilo o arilo como definido anteriormente.

El término “amino” se refiere, en la presente invencién a un radical de férmula -NH,, -NHR o -NRR’, opcional-
mente cuaternizado, donde R y R’ son radicales alquilo como definido anteriormente.

El término “amido” se refiere, en la presente invencion a un radical de férmula R-C(O)-NHR’, donde R y R’ son
radicales alquilo como definido anteriormente.

En una realizacién preferida, en el compuesto de férmula (I) R; es metilo.

En una realizacién preferida, en el compuesto de férmula (I) R, es hidrégeno.

En una realizacion preferida, en el compuesto de férmula (I) R; es hidrégeno.

En una realizacidén preferida, en el compuesto de férmula (I) R, es acetoxi o alcoxi. Preferiblemente R, es acetoxi.
En una realizacién preferida, en el compuesto de férmula (I) Ry y Rs no existen y se forma un grupo éter entre

el carbono en posicioén 6 y el oxigeno unido al carbono en posicién 3, dando lugar a un compuesto con la siguiente
férmula general:

Rs O

donde R;, R,, R;, R4 y R; tienen un significado como descrito anteriormente.

3
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En una realizacién preferida, en el compuesto de férmula (I) R¢ es O-metilo.
En una realizacién preferida, en el compuesto de férmula (I) R; es O-metilo.
En una realizacién preferida, en el compuesto de férmula (I) R; es -CH,-COR; y Ry es fenilo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un procedimiento de obtencién de un compuesto de férmula
(D) segtin descrito anteriormente que comprende una reaccidon de escision radicalaria regioselectiva del enlace C,-
C; con otra de oxidacidn, seguida por una delacién intramolecular que genera un anillo de dioxano, y finalmente la
introduccion de grupos acilo o alcoxilo, bien de forma inter 6 intramolecular.

Este proceso permite la conversién de aziicares o de glicdsidos faciles de obtener en diacetales mono o biciclicos
con un nicleo de dioxano, mediante un reagrupamiento en que el anillo de furanosa del carbohidrato se escinde y
el grupo carbonilo resultante da lugar a una ciclacién intramolecular que genera un anillo de dioxano. Dado que
el procedimiento de la presente invencién es un proceso quimico domind, no hay necesidad de aislar los productos
intermedios.

Los procesos dominé presentan una importante ventaja respecto a los convencionales: al realizarse varias reaccio-
nes de forma consecutiva y no tener que purificarse los productos intermedios, hay un importante ahorro de materiales
para la reaccion y la purificacién, de tiempo de sintesis y también disminuyen los residuos a tratar. Por eso, estos
procesos son de interés para las compaififas quimicas y farmacéuticas.

El procedimiento descrito en la presente invencidn tiene otras importantes ventajas:

1) Se pueden obtener productos de alto valor afiadido (posibles firmacos) a partir de derivados de azicares
muy féciles de obtener.

2) Se utilizan reactivos poco toxicos (otros procesos de escision radicalaria utilizan reactivos metdlicos muy
téxicos, como el tetraacetato de plomo).

3) Las condiciones de reaccién son muy suaves, y compatibles con sustratos relativamente labiles y con
muchos grupos funcionales.

4) El proceso es simple. Transcurre a temperatura ambiente, no es necesario usar reactores con sistemas de
enfriado o calefaccion, lo que abarata la sintesis.

5) Los reactivos se destruyen en la extraccion acuosa. El yodo da yoduros, el diacetoxiyodobenceno da yo-
dosilbenceno, un subproducto relativamente poco toxico, facil de tratar.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de férmula (I) segtin descrito anteriormente para
su uso como medicamento.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de férmula (I) seglin descrito anteriormente
como citotéxico o antiproliferativo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto de férmula (I) segiin descrito anteriormente
para la fabricacién de un medicamento destinado al tratamiento del céncer.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de
férmula (I) segiin descrito anteriormente y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica segtin descrita ante-
riormente que ademds comprende otro principio activo.

Como se emplea aqui, el término “principio activo”, significa cualquier componente que potencialmente propor-
cione una actividad farmacolégica u otro efecto diferente en el diagndstico, cura, mitigacion, tratamiento, o prevencién
de una enfermedad, o que afecta a la estructura o funcién del cuerpo del hombre u otros animales. El término incluye
aquellos componentes que promueven un cambio quimico en la elaboracién del formaco y estdn presentes en el mismo
de una forma modificada prevista que proporciona la actividad especifica o el efecto.

Los compuestos y composiciones de esta invencion pueden ser empleados solos o junto con otros fadrmacos para
proporcionar una terapia combinada Los otros farmacos pueden formar parte de la misma composicion, o ser pro-
porcionados como una composicion separada, para su administracién al mismo tiempo o en un momento diferente.
Los farmacos a ser combinados con los compuestos de la presente invencién pueden ser firmacos aprobados para el
tratamiento de alguna de las enfermedades, o ser de nuevo desarrollo.
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A lo largo de la descripcidn y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcion y en parte de la practica de la invencién.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras
Fig. 1. Experimentos NOESY para los productos 6-9 (se observa una interaccion débil en 8).

Fig. 2. Representacion ORTEP del compuesto 8 con elipsoides de desplazamiento térmico dibujadas al nivel de
probabilidad del 50%.

Fig. 3. Imégenes de los cultivos control (no tratados con los compuestos) de la linea HT22 tras 4 horas y de los
cultivos control de MCF7 a las 5 h de comenzar los ensayos.

Fig. 4. Imagenes de los cultivos de la linea HT22 tras 4 horas de exposicion a los compuestos y dosis indicadas. Se
observa una clara induccién de muerte celular a las concentraciones de 1y 5 uM.

Fig. 5. Imé4genes de los cultivos de la linea MCF7 tras 5 horas de exposicion a los compuestos y dosis indicadas.
Se observa una clara induccién de muerte celular (apoptosis) a las concentraciones de 1 y 5 uM.

Fig. 6. Muestra el porcentaje de muerte celular provocada por los distintos compuestos y cuantificada mediante
tincién con azul de tripano en la linea neuronal HT22. Los resultados fueron normalizados frente a la mortalidad
provocada por el vehiculo (V, DMSO al 0,01%). Se efectuaron 3 ensayos por grupo experimental.

Fig. 7. Muestra el porcentaje de muerte celular provocada por los distintos compuestos y cuantificada mediante
tincién con azul de tripano en la linea celular MCF7. Los resultados fueron normalizados frente a la mortalidad
provocada por el vehiculo (V, DMSO al 0,01%). Se efectuaron 3 ensayos por grupo experimental.

Figura 8. Muestra el porcentaje de inhibicién de la proliferacion de las neuronas en presencia de los compuestos
ciclicos indicados frente a la proliferacién observada en presencia del vehiculo (V, DMSO al 0,01%). Se efectuaron 3
ensayos por cada grupo experimental.

Figura 9. Porcentaje de inhibicion de la proliferacién de las células cancerosas en presencia del producto 8 frente
a la proliferacion observada en presencia del vehiculo (V, DMSO al 0,01%). Se efectuaron 3 ensayos por cada grupo
experimental.

Ejemplos

A continuacién se ilustrard la invencién mediante unos ensayos realizados por los inventores, que pone de mani-
fiesto la especificidad y efectividad de los compuestos de férmula (I) y de su procedimiento de obtencién.
1. Ejemplos de sintesis quimica

Los carbohidratos usados como sustratos fueron preparados a partir de D-galactopiranosa comercial 1 (Esquema 1).
Se realiz6 una sililaciéon con TBSCI, seguida de una metilacion con NaH y Mel, formandose la galactofuranosa 2. Este

intermedio sintético fue desililado, dando lugar al diol 3. El grupo hidroxilo primario fue protegido por acetilacion,
generando el compuesto 4, asi como el compuesto diacetilado 5.
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Esquema 1

Preparacion de sustratos derivados de la galactofuranosa

OH 1) TBSCI, imidazol,
O._OH DMF, 26 °C, 6 h Meo, N o OMe
o
, ; ; ; !
HO 34 OH 30 min; luego Mel TBSOTBSO BMe
1 51% para los dos pasos 2
TBAF, THF,
26 °C, 94%
MeO_ o H
-—
AcO .,
© RO OMe Py, 26°C,5h HO ",
77% HO OMe
17% 3

4 R=H
5 R=Ac 60%

Cuando el compuesto 5 (Esquema 2) fue tratado con (diacetoxiyodo)benceno (DIB) y yodo en diclorometano, bajo
irradiacion con luz visible, se obtuvieron dos productos, resultado de un proceso secuencial de escisién-oxidacion-
ciclacion. A estos productos se les asignaron las estructuras 6 y 7. Por otra parte, cuando el sustrato dihidroxilado 4
fue sometido a las mismas condiciones de reaccion, se aislaron dos productos de fragmentacién-oxidacion-ciclacién

Esquema 2

Dioxanos procedentes del reagrupamiento de carbohidratos, mediante procesos de escision-oxidacion-ciclacion

MeQ,
o gef
AcO” 0" YOMe
H
MeO(_1,0N.n0Me  Phi(OAC) I, 6 (44%)
CHZCIZ, hV, ta
AcO % — 1 MeQ
5
AcO o “"OMe
7 (31%)

MeQO
?i fo
OMe
H
MeQ, Oy .wOMe  PhI(OAG), I, 8(41%
/ CH,Cl, hv, ta
Ho HO OMe 73% MeQ,
° \\OMe
: Qi]
— “"OMe

9 (32%)
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La estereoquimica de los compuestos 6-9 fue determinada de acuerdo a las constantes experimentales de 'H NMR
(Tabla 1) y de experimentos NOESY (Figura 1). Ademds, el andlisis de Rayos X del producto 8 (Figura 2) confirmé
la estructura y la configuracién propuestas.

TABLA 1

Constantes de acoplamiento experimentales de la RMN 'H

J (Hz) Producto 6 Producto 7 Producto 8 Producto 9

Ji2 4.3 1.6 3.7 1.4
Ja4 7.0 8.3 3.7 3.5
Jas 3.0 3.0 2.1 1.5

Estos resultados pueden explicarse de acuerdo al mecanismo mostrado en el Esquema 3. Asi, la escision radicalaria
de los sustratos 4 o 5 gener6 un C-radical 10, que evolucioné por oxidacién a un i6n oxicarbenio 11. El oxigeno del
grupo carbonilo sobre C-3 actué como nucledfilo, y el i6n resultante fue atrapado bien por iones acetato procedentes
del DIB (ruta [a]) o por el grupo hidroxilo sobre C-6 (ruta [b]). La ruta [a] generd los compuestos 6 y 7, mientras que
la ruta [b] dio lugar a los productos biciclicos 8 y 9. Debe destacarse que en la escision del sustrato dihidroxilado 4,
la fragmentacidon del O-radical secundario (que generd los compuestos 8 y 9) es mucho mds rapida que la escision del
radical primario (no se detectaron productos de ruptura del enlace Cs-Cs).

Esquema 3

Mecanismos posibles para el reagrupamiento de carbohidratos, mediante procesos de escision-oxidacion-ciclacion

H Escision
Meoj_yoj +wOMe rad,calarla )j/ WOMe
RO “, PhI(OAc) j\
Ho' ome Ohvc RO OMe
23
4 R=H 10 R=HO6Ac
5 R=Me
/Oxidacio’n
H
Me(}—“ioro'v'e
ROT_ANS Some
[b] +
Al
AcO
11 R=HO6Ac
R=Ac R=H
[a] [b]
MeO, H MeQ
j:OMe 2i j:OMe
AcO 0~ OMe 0~ OMe
6 29y 7 (2R (2S)y 9 (2R)
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Ademads, la formacién de los derivados (25) y (2R) en proporcién 1:1 implica que la rotacién alrededor del enlace
C,-C, de los intermedios 10 6 11 es también rdpida.

Finalmente, la adicién de iones acetato al C-3 (ruta [a]) tuvo lugar por la cara opuesta a la cadena alquilica en C-
4, dando lugar a los productos 3,4-trans 6 y 7. Por el contrario, cuando el grupo hidroxilo sobre C-6 actuaba como
nucledfilo (ruta [b]), se formaban los productos 3,4-cis 8 y 9.

Los productos 6-9 son andlogos de azucares de tipo piranosa. Con el fin de determinar si este proceso era ttil
para preparar andlogos de C-glicdsidos, la 2-alquil galactofuranosa 14 (Esquema 4) se obtuvo a partir del diacetato
5 por alquilacién de la posicién anomérica (dando lugar a la fenona 12), seguida por hidrélisis de los grupos acetato
(generando el alcohol 13). El sustrato 13 se traté con DIB y yodo y se irradié con luz visible. El proceso de escision-
reagrupamiento gener6 con buen rendimiento el andlogo de C-glicésido 14, cuya configuracién fue asignada como
(1R,2S) (Tabla 2).

TABLA 2

Constantes experimentales y tedricas de RMN 'H para los posibles isémeros

J(Hz) Producto14 (1R,2R) (1R, 2S) (1S,2R) (1S,2S)

Ji2 7.5 1.5 7.3 1.0 3.1

Ja4 2.8 3.0 2.6 3.4 2.8

Jas 0.0 1.1 1.2 1.1 1.2
Esquema 4

Formacion de andlogos de C-glicosidos

MeO 1O .ome

AcO OMe
5

TMSOTY, CH,Cl,, 0 °C

Meo Y o “\\\n/Ph

RO OMe

15% ‘ PhC(OTMS)=CH,,

12 R = Ac \ KOH, MeOH:H,0 9:1
13 R=H 94%

71%1 PhI(OAC), I, hv. CHxCls
MeQ, :
S I—‘|‘\\\1 Ph
=Y, jz\

3 o)
07370" Yom
14

1)

Hay que destacar la formacién del producto 14, puesto que no se produjeron reacciones secundarias indeseadas
(como la abstraccién del 1-H). Por tanto, esta metodologia puede resultar ttil para preparar andlogos de C-glicésidos.

8
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Procedimiento general para el proceso de escision-oxidacion-ciclacion

A una solucién del carbohidrato de partida (0.1 mmol) en diclorometano seco (2 mL) se le afiadié yodo (25 mg,
0.1 mmol) y DIB (39 mg, 0.12 mmol). La mezcla de reaccién resultante se agit6 a 2 h a 26°C, bajo irradiacion con luz
visible (usando ldmparas de filamento de tungsteno de 80 W compradas en ferreterias). Luego se verti6 la mezcla sobre
una solucion acuosa al 10% de tiosulfato sédico, y se extrajo con diclorometano. La fase orgdnica se secé sobre sulfato
sddico, se filtr6 y el disolvente se eliminé a vacio. El residuo resultante se purificé por cromatografia en columna de
silica gel (eluyentes: mezclas de hexano/acetato de etilo).

El compuesto 6 es un producto de consistencia gomosa (44%). RMN 'H (500 MHz, CDCl;): § = 2.09 (s, 3H), 2.12
(s, 3H), 3.45 (s, 3H), 3.46 (s, 3H), 3.51 (s, 3H), 3.52 (ddd, J = 2.9, 5.8, 5.9 Hz, 1H, 5-H), 3.73 (dd, J = 3.0, 7.0 Hz,
1H, 4-H), 4.28 (d, J/ = 5.9 Hz, 2H, 6-H,), 4.40 (d, /= 4.3 Hz, 1H, 1-H), 4.51 (d, J=4.3 Hz, 1H, 2-H), 6.11 (d, J=7.0
Hz, 1H, 3-H) ppm. RMN *C (125.7 MHz, CDCl,): 6§ = 20.8 (CHj;, Ac), 20.9 (CH;, Ac), 56.3 (CH;, OMe), 56.6 (CHs,
OMe), 59.4 (CH;, OMe), 62.4 (CH,, 6-C), 72.9 (CH, 4-C), 76.5 (CH, 5-C), 88.0 (CH, 3-C), 99.6 (CH, 2-C), 100.6
(CH, 1-C), 169.1 (C, CO), 170.7 (C, CO) ppm. EMAR (IE): calcd para C,H,,03 [M*-OMe] 291.1080; observado
291.1102.

El compuesto 7 es un producto de consistencia gomosa (31%). RMN 'H (500 MHz, CDCl,): 6 = 2.09 (s, 3H), 2.13
(s, 3H), 3.43 (s, 3H), 3.54 (s, 3H), 3.56 (m, 1H, 5-H), 3.57 (s, 3H), 3.74 (dd, J = 3.0, 8.4 Hz, 1H, 4-H), 4.27 (dd, J =
6.0, 11.5 Hz, 1H, 6-H,), 4.31 (dd, J = 6.0, 11.5 Hz, 1H, 6-H,), 4.57 (d, /= 1.7 Hz, 1H, 1-H), 4.62 (d, J = 1.6 Hz, 1H,
2-H), 6.16 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 3-H) ppm. RMN "*C (125.7 MHz, CDCl): 6 = 20.9 (2 x CHj, Ac), 55.7 (CH;, OMe),
57.1 (CH;, OMe), 59.1 (CH;, OMe), 62.2 (CH,, 6-C), 75.5 (CH, 4-C), 76.3 (CH, 5-C), 84.7 (CH, 3-C), 97.3 (CH,
2-C), 99.0 (CH, 1-C), 168.7 (C, CO), 170.7 (C, CO) ppm. EMAR (IE): caled para C;;H,,03 [M*-OMe] 291.1080;
observado 291.1081.

El producto 8 se aislé como un sélido cristalino (41%). P.f. 72-73°C (cristalizado a partir de acetato de etilo/n-
hexano). RMN 'H (500 MHz, CDCl,): ¢ = 3.40 (s, 3H), 3.50 (s, 3H), 3.53 (s, 3H), 3.93 (dd, J = 1.7, 9.9 Hz, 1H, 6-
H,), 4.04 (ddd, J=1.9,1.9,4.9 Hz, 1H, 5-H), 4.10 (dd, J = 2.1, 3.6 Hz, 1H, 4-H), 4.24 (d, J = 3.7 Hz, 1H, 1-H), 4.29
(dd, J = 4.9, 9.9 Hz, 1H, 6-H,), 4.58 (d, J = 3.7 Hz, 1H, 2-H), 5.39 (d, J = 3.7 Hz, 1H, 3-H) ppm. *C NMR (125.7
MHz, CDCl,): § =56.0 (CH;, OMe), 56.5 (CH;, OMe), 57.1 (CH;, OMe), 70.9 (CH,, 6-C), 77.7 (CH, 4-C), 83.9 (CH,
5-C), 95.3 (CH, 3-C), 97.9 (CH, 2-C), 98.2 (CH, 1-C) ppm. EMAR (IE): calcd para CsH;;05 [M*-OMe] 189.0763;
observado 189.0753.

Andlisis de Rayos X del producto 8: CoH,40Og, Mr = 220.22, Cristal acicular incoloro (0.50 x 0.21 x 0.06 mm?)

cristalizado a partir de acetato de etilo/n-hexano; monoclinico, grupo espacial C2 (no. 5), a = 14.892(8) 10\, b =4.395
Q) A, c=16.651(9) A, V=1063.6(9) A®, Z=4, peaca = 1.375 gcm 3, F(000) = 472, 1 =0.116 mm™". 3841 reflexiones
medidas, de las cuales 1251 fueron unicas (R;,, = 0.0866). La unidad asimétrica de la estructura estd formada por
una molécula de 8. Debido a un elevado su en el pardmetro Flack, los pares Friedel fueron promediados al refinar
(comando MERG 4). La configuracién absoluta de los nuevos centros quirales ha sido asignada considerando otros
centros quirales de 1a molécula, que no se vieron afectados por el proceso, y cuya configuracion absoluta se conocia. Se
obtuvieron 139 pardmetros refinados, con R, = 0.0588, para reflexiones con I > 20(I), wR, = 0.1351 (datos completos),
GOF = 1.019. Densidad electrénica residual mdx/min: +0.263/-0.262 e. A™.

El compuesto 9 es un producto de consistencia gomosa (32%). RMN 'H (500 MHz, CDCl;): 6 = 3.39 (s, 3H), 3.54
(s, 3H), 3.56 (s, 3H), 3.83 (d, /= 9.6 Hz, 1H, 6-H,), 4.00 (dd, /= 1.0, 3.9 Hz, 1H, 5-H), 4.21 (dd, J = 1.4, 3.1 Hz, 1H,
4-H), 4.35 (dd, J=4.0,9.6 Hz, 1H, 6-H,), 4.48 (d, /= 1.3 Hz, 1H, 1-H), 4.52 (d, /= 1.4 Hz, 1H, 2-H), 5.27 (d, /= 3.5
Hz, 1H, 3-H) ppm. RMN *C (125.7 MHz, CDCl,): 6 = 55.9 (CH;, OMe), 56.8 (CH;, OMe), 57.1 (CH;, OMe), 70.1
(CH,, 6-C), 77.0 (CH, 4-C), 84.4 (CH, 5-C), 94.6 (CH, 2-C), 96.6 (2 x CH, 1-C + 3-C) ppm. EMAR (IE): calcd para
CgH 305 [M*-OMe] 189.0763; observado 189.0770.

El compuesto 14 es un producto de consistencia gomosa (71%). RMN 'H (500 MHz, CDCl;): 6§ =3.22(d,J=7.5
Hz, 1’-H,), 3.23 (d, J = 4.5 Hz, 1’-H,), 3.33 (s, 3H), 3.49 (s, 3H), 3.73 (d, J = 4.1 Hz, 1H, 5-H), 3.84 (d, / = 9.8 Hz,
1H, 6-H,), 3.96 (ddd, J =4.5, 7.4, 7.5 Hz, 1H, 1-H), 4.08 (d, J = 2.8 Hz, 1H, 4-H), 4.26 (dd, J = 4.2, 9.7 Hz, 6-H,),
4.70 (d, J =7.5 Hz, 1H, 2-H), 5.47 (d, J = 2.8 Hz, 1H, 3-H), 7.47 (dd, J = 7.6, 7.9 Hz, 2H, Ph), 7.58 (dd, J = 7.4, 7.4
Hz, 1H, Ph), 7.95 (d, J = 7.39 Hz, 2H, Ph) ppm. RMN 'H (500 MHz, CsDy): 6 = 2.76 (s, 3H), 2.95 (d, J=4.5 Hz, 1’-
H,),2.96 (d,J=7.5 Hz, 1’-H,), 3.26 (s, 3H), 3.44 (d, J =4.6 Hz, 1H, 5-H), 3.75 (d, /= 9.6 Hz, 1H, 6-H,), 3.80 (d, J =
2.7 Hz, 4-H), 4.14 (dd, J = 4.3, 9.6 Hz, 6-H,), 4.20 (ddd, / =4.4,7.4,7.6 Hz, 1H, 1-H), 4.78 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 2-H),
5.58 (d,J=2.7Hz, 1H, 3-H), 7.01 (dd, J=7.3, 7.8 Hz, 2H, Ph), 7.09 (dd, /= 7.4, 7.4 Hz, 1H, Ph), 7.79 (d, J=7.1 Hz,
2H, Ph) ppm. RMN "C (125.7 MHz, CDCl;): § = 40.3 (CH,, 1’-C), 56.3 (CH3, OMe), 57.1 (CH;, OMe), 71.0 (CH,,
6-C), 72.0 (CH, 1-C), 76.2 (CH, 4-C), 83.9 (CH, 5-C), 98.0 (CH, 2-C), 98.8 (CH, 3-C), 128.2 (2 x CH, Ph), 128.6 (2 x
CH, Ph), 133.3 (CH, Ph), 137.0 (C, Ph), 196.5 (C, CO) ppm. EMAR (IE): calcd para C,sH,,05 [M*-OMe] 277.1076;
observado 277.1053.
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2. Ensayos bioldgicos de los dioxanos 6-9 y 14
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Metodologia
Condiciones de cultivo celular y tratamientos

Para estos ensayos se utilizaron dos lineas celulares estables de distintos origenes: la linea neuronal HT22 proce-
dente de hipocampo de ratén y la linea MCF7 procedente de cdncer de mama humano.

Ambas lineas celulares se cultivaron en medio de cultivo DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10% y
antibioticos, a 37°C con una atmésfera de CO, al 5%. Se utilizaron como soportes de crecimiento placas Petris de 35
mm. Cuando se encontraban aproximadamente a un 80% de confluencia, los cultivos se expusieron a los distintos com-
puestos del estudio durante 24 horas a 37°C, a concentraciones de 0.1, 1 y 5 uM. Los compuestos fueron previamente
diluidos en DMSO.

Ensayos de citotoxicidad y de proliferacion celular

Para los ensayos de citotoxicidad, transcurridas 24 horas de tratamiento con los compuestos se trataron con tripsina
las células, resuspendiéndolas en DMEM vy precediéndose a su recuento. Por una parte, se preservé una alicuota de
100 pl para el recuento total de las células presentes en cdmaras de Neubauer. Por otra parte, el resto del volumen
celular (aproximadamente 1 mi) se procesé para su tincién con azul de tripano, para visualizar las células susceptibles
de tincién (células no viables) frente a células intactas (células viables). Para ello se utiliz6 el cuantificador ViCell
(Beckman Coulter).

Resultados

Visualizacion de los cultivos tras la exposicion a los compuestos

Transcurridas 4-5 horas de tratamiento con los compuestos correspondientes, se procedid a la visualizacion de los
cultivos observdndose con la dosis de 5 uM de los compuestos de cadena abierta (6) y (7) un importante efecto citotd-

xico. (Se comparan los cultivos control de la Figura 3 con los cultivos de HT22 y MCF7 expuestos a los compuestos
-Figuras 4 y 5 respectivamente-).

10
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Cuantificacion de la toxicidad y proliferacion celular

En el caso de la linea HT22, se observé que los productos 6 y 7 provocaban una toxicidad de entre 55-75% a la
dosis de 1 uM, en comparacion con la toxicidad provocada por el vehiculo (DMSO al 0,01%, V en Figura 6). Este
efecto citotdxico se incrementé a mas del 90% en el caso de la concentracién de 5 uM.

En el caso de las células MCF7, se observaron resultados similares de alta toxicidad con los compuestos 6 y 7. En
estas células también se observé una alta toxicidad (>65%) con el compuesto ciclico 9 (Figura 7).

Por otra parte, es de destacar que ambos compuestos biciclicos (productos 8 y 9) provocaron una disminucién de la
proliferacién normal de la linea neuronal HT22 de aproximadamente el 50% (Figura 8). Estos resultados de inhibicién
parcial de proliferacién se corroboraron en las células de cancer de mama MCF7 con el compuesto 8 (Figura 9).

Conclusion
De los datos obtenidos, se puede deducir que los compuestos de cadena abierta 6 y 7 son altamente citotéxicos a
concentraciones de 1 y 5 M tanto en la linea neuronal HT22 como en la de cancer de mama MCF?7. En el caso de

los compuestos ciclicos, el producto 8 presenta efectos anti-proliferativos en ambos tipos celulares, mientras que el
compuesto ciclico 9 presenta efectos anti-proliferativos en HT22 y alta toxicidad en MCF7.

11
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula (I):

Férmula (1)

donde

R, se selecciona entre hidrégeno, alquilo, acilo, arilo o heteroarilo
R, se selecciona entre hidrégeno, alquilo, arilo.
R; se selecciona entre hidrégeno, alquilo, arilo.

R, se selecciona entre hidrégeno, alquilo, arilo, alcoxi, aciloxi, amino o amido; o R, y Rs no existen y se forma un

grupo éter entre el carbono en posicién 6 y el oxigeno unido al carbono en posicién 3.

Rs se selecciona entre hidrégeno, alquilo o acilo.

R¢ se selecciona entre alquilo, arilo o alcoxi

R; se selecciona entre alcoxi, alquilo, arilo, -CH,-COR; o heterociclo.
Rs se selecciona entre alquilo o arilo

y sus isémeros, sales y solvatos.

2. Compuesto de férmula (I) segin la reivindicacién 1 donde es R, es metilo.

3. Compuesto de férmula (I) seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 donde R, y R; son hidrégeno.
4. Compuesto de férmula (I) segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde R, es acetoxi o alcoxi.
5. Compuesto de férmula (I) seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde R es acetilo.

6. Compuesto de férmula (I) donde R, y Rs no existen y se forma un grupo éter entre el carbono en posicién 6 y el

oxigeno unido al carbono en posicién 3, dando lugar a un compuesto con la siguiente férmula general:

R3 o}

donde Ry, R,, R;3, R¢ y R; tienen un significado como se describe en la reivindicacién 1.

12
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7. Compuesto de férmula (I) segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 donde R4 es O-metilo.

8. Compuesto de féormula (I) segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 donde R; es O-metilo.

9. Compuesto de férmula (I) segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 donde R; es -CH,-CORg y Rg es fenilo.

10. Procedimiento de obtencion de un compuesto de férmula (I) segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 que
comprende una reaccion de escision radicalaria regioselectiva del enlace C,-C; con otra de oxidacion, seguida por una
ciclacion intramolecular que genera un anillo de dioxano, y finalmente la introduccién de grupos acilo o alcoxilo, bien
de forma inter o intramolecular.

11. Compuesto de féormula (I) segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso como medicamento.

12. Uso de un compuesto de férmula (I) segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 como citotéxicos o antipro-
liferativos.

13. Uso de un compuesto de férmula (I) segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para la fabricacién de un
medicamento destinado al tratamiento del cancer.

14. Composicién farmacéutica que comprende un compuesto de féormula (I) segiin cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a 9 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

15. Composicién farmacéutica segun la reivindicacién 14 que ademas comprende otro principio activo.

13
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud:200930359

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicaciéon
D01 US 20030187027 Al (SCHREIBER STUART, L. y col.) 02.10.2003
D02 BOTO, A.y col. One-pot synthesis of acyclic nucleosides

from carbohidrate derivatives, by combination of
tandem and sequentical reactions. The Journal of
Organic Chemistry. 2007, Vol. 72, N° 25, paginas
9523-9532.

D03 BOTO, A.y col. Beta-Fragmentation of Primary Alkoxyl
Radicals versus Hydrogen Abstraction: Synthesis

of Polyols and alfa,omega-Differently Substituted

Cyclic Ethers from Carbohydrates. The Journal of
Organic Chemistry. 2003, Vol. 68, N° 13, paginas
5310-5319.

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente invencion se refiere a compuestos de formula general (I) con un nicleo de 1,4 dioxano, a su procedimiento de
obtencién a partir de azlicares o glicosidos y a su uso como citotdxicos y antiproliferativos o para la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento del cancer.

El procedimiento descrito comprende una reaccién de escision radicalaria regioselectiva del enlace C2-C3 con otra
oxidacion, seguida por una ciclacién intramolecular que genera un anillo de dioxano, y finalmente la introducciéon de grupos
acilo o alcoxilo. Este procedimiento es un proceso quimico domind, en el que se realizan varias reacciones de forma
consecutiva, no hay necesidad de purificar productos intermedios, ahorrando materiales para la reaccion y la purificacion,
tiempo de sintesis y también disminuyen los residuos a tratar.

El documento DO1 tiene por objeto compuestos con un nucleo de 1,3-dioxano y su uso en el tratamiento de enfermedades
como cancer e infecciones protozoarias.

Los documentos D02 y D03 se refieren a procesos domind y secuenciales que acoplan reacciones radicalarias a reacciones
iGnicas para la obtencién de nucledsidos aciclicos (D02) y polioles o eteres ciclicos (D03) a partir de carbohidratos.

No se ha encontrado divulgado en el estado de la técnica los compuestos de férmula general (I) definidos en la presente
solicitud. En consecuencia se considera que las reivindicaciones 1 a 15 tienen novedad e implican actividad inventiva (Art.
6.1y 8.1LP 11/1986).
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