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Derivados azufrados de N-acetilhexosaminas y su uso como inhibidores

de la division de células tumorales.

La presente invencion se refiere a tioglicésidos, glicosilsulfoxidos vy
glicosilsulfonas derivados de N-acetilhexosaminas, a su procedimiento de

obtencion y a su uso como inhibidores de la division de células tumorales.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

El glioblastoma multiforme es el tumor cerebral primario mas frecuente en
adultos y al mismo tiempo es el mas mortal. En Estados Unidos, soélo la mitad
de los pacientes que reciben el tratamiento estandar sobreviven un afio
después del diagnéstico. Menos de uno de cada diez sobrevive mas de cinco
afios. Suele presentarse en personas mayores de cuarenta afios, con un
maximo de incidencia entre los 50 y 55 afios y es mas frecuente entre los
varones. En adultos, hay unos 17000 nuevos casos de tumores cerebrales
cada afno (ademas, otros tipos de cancer pueden generar metastasis en el
cerebro) lo que supone unas 14000 muertes. El tumor cerebral es la primera

causa de muerte por cancer en nifios y menores de 20 afios.

El tratamiento depende de la localizacion y del grado del tumor; se aplica
cirugia cuando el tumor es accesible y no hay peligro de dafiar estructuras
vitales. La radioterapia se utiliza para detener el crecimiento del tumor o para
hacer que disminuya su tamafio y la quimioterapia destruye las células
tumorales que quedan después de la cirugia y la radiacion. La quimioterapia
mas habitual (BCNU, CCNU) no parece tener un efecto significativo, aunque en
algunas ocasiones se ha conseguido prolongar algunos meses la

supervivencia.

Los ganglidésidos son un tipo de dglicolipidos formados por un residuo del
esfingolipido ceramida y una cadena de oligosacarido. Los gangliosidos tienen

como caracteristica estructural la presencia de uno o varios residuos de acido



10

20

25

WO 2011/110723 PCT/ES2011/070169

sialico en la cadena de oligosacarido. Es conocido que cambios dramaticos en
fa composicion de determinados ganglidsidos y su metabolismo estan
asociados con la transformacidén oncogénica. Asi, existen diversos estudios que
sugieren que los gangliésidos asociados a tumores juegan un papel importante
en su desarrollo y se ha observado que la reduccion del contenido de
gangliésidos reduce la capacidad de las células para formar tumores (Birkle et
al., Biochemie 2003, 85, 455-463). La patente espafiola 200000982 describe un
procedimiento de obtencion de glicosidos derivados del monosacarido N-acetil-
D-glucosamina y la investigacion sobre su actividad inhibitoria y citotoxica en

gliomas.

Teniendo en cuenta la gravedad de este tipo de tumores y la escasa efectividad
de los tratamientos, el desarrollo de nuevas moléculas capaces de detener la
proliferacion de gliomas es de gran interés para el tratamiento de esta

enfermedad.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion describe una serie de tioglicosidos y sus derivados
oxidados sulfoxido y sulfona, que confieren mayor solubilidad en medios
acuosos, y su uso como antitumorales frente a lineas celulares de glioma vy
adenocarcinoma de pulmdn. Los nuevos tioderivados son resistentes a la
hidrolisis catalizada por enzimas N-acetilhexosaminidasas y reducen el

contenido de ganglidsidos en células tumorales.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a un compuesto de

formula (1)
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OR;

R,0 X—Ry

R30 NH

Formula (1)

donde

X se selecciona entre S, S(O) 0 S(O)

R1, R2 vy R3 se seleccionan independientemente entre H o acilo C4-Cs,
R4 es un alquilo C4s-Cp4 0 un alquenilo Cg-Co4

o cualquiera de sus isdmeros, sales o solvatos.

El término “acilo” se refiere, en la presente invencién, a radicales de acidos
carboxilicos lineales o ramificados, que tienen de 1 a 6 atomos de carbono, y

que se unen al resto de la molécula mediante un enlace ester.

El término “alquenilo” se refiere a radicales de cadenas hidrocarbonadas de 1 a
25 atomos de carbono, preferiblemente de 8 a 24, que contienen uno o mas
enlaces carbono-carbono dobles, por ejemplo, vinilo, 1-propenilo, alilo,
isoprenilo, 2-butenilo, 1,3-butadienilo etc. Los radicales alquenilos pueden estar
opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes tales como halo,
hidroxilo, alcoxilo, carboxilo, ciano, carbonilo, acilo, alcoxicarbonilo, amino,

nitro, mercapto y alquiltio.

Los compuestos de la presente invencion representados por la formula (1)

pueden incluir isdmeros, dependiendo de la presencia de enlaces multiples (por
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ejemplo, Z, E), incluyendo isomeros opticos o enantidmeros, dependiendo de la
presencia de centros quirales. Los isdbmeros, enantibmeros o0
diastereoisdmeros individuales y las mezclas de los mismos caen dentro del
alcance de la presente invencion, es decir, el término isdmero también se
refiere a cualquier mezcla de isdbmeros, como diasteredmeros, racémicos, etc.,
incluso a sus isémeros Opticamente activos o las mezclas en distintas
proporciones de los mismos. Los enantibmeros o diastereoisdmeros
individuales, asi como sus mezclas, pueden separarse mediante técnicas

convencionales.

En una realizacion preferida, Ry a Ryson H.

En otra realizacion preferida, X es S.

En otra realizacion preferida, X es S(O).

En ofra realizacion preferida, X es S(O)s.

En otra realizacion preferida, R4 es un alquenilo C16-Cyz. En una realizacion ain

mas preferida, R4 s un grupo octadec-9-enilo (oleilo).

En un segundo aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion
farmacéutica que comprende un compuesto de formula (I) segun descrito

anteriormente.

En una realizacién preferida, dicha composicion comprende otro principio

activo.

Algunos ejemplos de las composiciones farmacéuticas son soélidos (tabletas,
pildoras, capsulas, sélido granulado, etc.) o liquidos (disoluciones,
suspensiones o emulsiones) preparados para la administracion oral, nasal,

tépica o parenteral.
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En una realizacion preferida de la presente invencion, las composiciones
farmacéuticas son adecuadas para la administracion oral, en forma sélida o
tiquida. Las posibles formas para la administracion oral son tabletas, capsulas,
siropes o soluciones y pueden contener excipientes convencionales conocidos
en el ambito farmacéutico, como agentes agregantes (p.e. sirope, acacia,
gelatina, sorbitol, tragacanto o polivinil pirrolidona), rellenos (p.e. lactosa,
azucar, almidon de maiz, fosfato de calcio, sorbitol o glicina), disgregantes (p.e.
almidén, polivinil pirrolidona o celulosa microcristalina) o un surfactante

farmacéuticamente aceptable como el lauril sulfato de sodio.

Las composiciones para administracion oral pueden ser preparadas por
métodos los convencionales de Farmacia Galénica, como mezcla y dispersion.
Las tabletas se pueden recubrir siguiendo métodos conocidos en la industria

farmacéutica.

Las composiciones farmacéuticas se pueden adaptar para la administracion
parenteral, como soluciones estériles, suspensiones, o liofilizados de los
productos de la invencién, empleando la dosis adecuada. Se pueden emplear

excipientes adecuados, como agentes tamponadores del pH o surfactantes.

Las formulaciones anteriormente mencionadas pueden ser preparadas usando
meétodos convencionales, como los descritos en las Farmacopeas de diferentes

paises y en otros textos de referencia.

La administracion de los compuestos o composiciones de la presente invencién
puede ser realizada mediante cualquier método adecuado, como la infusion
infravenosa vy las vias oral, infraperitoneal o intravenosa. La administracion oral
es la preferida por la conveniencia de los pacientes y por el caracter cronico de

las enfermedades a tratar.

La cantidad administrada de un compuesto de la presente invencidn dependera

de la relativa eficacia del compuesto elegido, la severidad de la enfermedad a
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tratar y el peso del paciente. Sin embargo, los compuestos de esta invencion
seran administrados una o mas veces al dia, por ejemplo 1, 2, 3 6 4 veces
diarias, con una dosis total entre 0.1 y 1000 mg/Kg/dia. Es importante tener en
cuenta que puede ser necesario introducir variaciones en la dosis, dependiendo
de la edad y de la condicion del paciente, asi como modificaciones en la via de

administracion.

Los compuestos y composiciones de la presente invencidn pueden ser
empleados junto con otros medicamentos en terapias combinadas. Los otros
farmacos pueden formar parte de la misma composicidén o de otra composicion

diferente, para su administracion al mismo tiempo o en tiempos diferentes.

En un tercer aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto

de formula (1) para la fabricacion de un medicamento.

En un cuarto aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un compuesto
de formula (1) para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de
tumores. En una realizacion preferida, el tumor se selecciona entre cerebral,
melanoma, linfoma, adenocarcinoma de pulmén o de dGtero. entre cerebral o

adenocarcinoma de pulmén.

Se han realizado experimentos in vivo, utilizando ratones inmunodeprimidos
(ratones desnudos) como animales de experimentacion portadores de un
tumor. Los animales (n=6 por cada tratamiento) fueron tratados con el
compuesto 6a a dos dosis diferentes (1 y 10 mg/Kg/dia) mediante inyeccidon
subcutanea durante un periodo de catorce dias. Con fines comparativos, otro
grupo de animales fue tratado con el glicdsido 9 (véase Figura 2), analogo al
compuesto 6 a pero que presenta un atomo de oxigeno en lugar del atomo de
azufre. El analisis del volumen tumoral muestra que el compuesto 6a es capaz
de reducir el volumen tumoral respecto al control de un modo dosis

dependiente. Sin embargo el glicésido 9 no produce una reduccién aparente
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del volumen tumoral respecto del control, lo cual demuestra la necesidad de
tener derivados azufrados estables a la hidrodlisis catalizada por enzimas
glicosidasas, como es el caso de 6 a, para que presenten eficacia en el

tratamiento de tumores.
En un quinto aspecto la presente invencion se refiere al uso de un compuesto

de férmula (1) como reactivo en ensayos bioldgicos.

En un sexto aspecto, la presente invencidn se refiere a un procedimiento de
obtencidon de un compuesto de férmula () que comprende las siguientes
etapas:

a. Reaccion de un compuesto de formula (i)

OH

HO OH

HO NH

Formula (i)

con un cloruro de formula Ci-Rs donde Rses un acilo C4-Cs.

b. Reaccion del compuesto obtenido en la etapa anterior con
fiourea.

c. Reaccion del compuesto obtenido en la etapa anterior con un
compuesto de formula (lil)
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n—0

o]

Formula (Ilt)

donde Rg es un alquilo C45-C24 0 un alquenilo Cg-Cos.

En una realizacion preferida, ademas se realiza una etapa de oxidacion.

A lo largo de la descripcion 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 invencion se desprenderan en parte de la descripcion y
en parte de la practica de la invencion. 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. Cantidad de lactosilceramida (LacCer; barras negras) y ganglidsidos
GM3 (barras blancas) y GM2 (barras de rayas) presente en extractos de
células A549 tratadas con los tioglicosidos 6a y 6B a concentracion 15 uM
durante 48 h, relativa al control (células A549 no tratadas).

Fig. 2. Curvas de crecimiento del tumor en los ratones tratados (n=6 por grupo)
con la solucién control (PBS + 5 mg/ml de albumina bovina de suero libre de
acidos grasos + 5% de DMSO), con el compuesto 9 a la dosis de 10 mg/Kg/dia,
y con el compuesto 6 q a las dosis de 1y 10 mg/Kg/dia.

EJEMPLOS
A continuacién se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por
los inventores, que pone de manifiesto la especificidad y efectividad de los

compuestos de la presente invencion.
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Procedimiento general de preparacion de los compuestos de férmula (1)

Se han preparado tioglicosidos, glicosilsulfoxidos y glicosilsulfonas de férmula

general (I) a partir del siguiente monosacarido N-acetil-D-glucosamina:

OH

H O it X—R

HO NH

X=38, 8(0), S(O),

donde el resto R es una cadena hidrocarbonada, con o sin insaturaciones,
lineal o ramificada, preferentemente con un resto de oleilo. La configuracién del

carbono anomérico C-1 en el residuo de glucosamina puede ser alfa (a) o beta

(B).

La preparacion de los compuestos de formula general (I) comienza por la
reaccion de N-acetil-glucosamina con cloruro de acetilo para dar lugar al
cloruro correspondiente. Mediante la reaccion de este cloruro con tiourea en
acetona a reflujo se obtiene el intermedio clorhidrato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-
D-glucosamina isotiouronio. La alquilacion de este compuesto con un mesilato
de cadena hidrocarbonada, sintetizados previamente por tratamiento del
alcohol correspondiente con cloruro de mesilo, da lugar a los tioglicésidos como
mezcla de andomeros. Los andmeros se fraccionan por cromatografia en
columna de gel de silice obteniéndose separados el andmero alfa a y el beta §,

los cuales son sometidos a una desacetilacion para obtener los tioglicésidos
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objeto de la presente invencion. La oxidacion de modo controlado de estos
tioglicdsidos con peroxido de hidrogeno catalizada por tetracloruro de zirconio

da lugar a los glicosilsulféxidos y glicosilsulfonas objeto de esta invencion.

Preparacion del clorhidrato de 2.3.4,6-tetra-O-acetil-B8-D-glucosamina

isotiouronio (3)

Una mezcla del siguiente compuesto 1:

HOuuu.
HO
Com8uesto 1
Ac
AcOum-
AcO

Compuesto 2

(6,25 g, 0,028 mol) y cloruro de acetilo (18,0 mi, 0,253 mol) bajo atmdésfera de
argon se agitd a temperatura ambiente durante 24 h. Tras diluir con CH,Cl; (40
mL) la fase organica se lavo con HO fria (20 mL x 2) y con una disolucidén
saturada de NaHCOs. La fase organica se secd sobre Na;SO, y el volumen de
disolvente se redujo por evaporacion a presion reducida a 25 mL. A esta
disolucion se afiadieron 75 mL de Et,O y se dejo cristalizar a temperatura
ambiente durante 12 h, para dar lugar al siguiente compuesto 2 como un sélido
blanco (6,8g, 66%):
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Una disolucién de tiourea (0,44 g, 5,84 mmol) y de este compuesto (2 g, 5,32
mmol) en acetona anhidra (28 mL) se calent6 a reflujo (56 °C) bajo atmosfera
de argon durante 30 min. El compuesto 3:

G

foonassin 3
precipitd durante la reaccion como un sélido blanco. La mezcla de reaccion se
enfrid a 0 °C y se eliminé el sobrenadante. Se lavo con acetona a 0 °C y se
recristalizd de acetona-metanol y se obtuvo dicho compuesto 3 como un sélido
blanco (1.55 g, 65%).

Compuesto 3: (400 MHz, D,0O, COSY): & 1.99 (s, 3H, NAc), 2.07, 2.09, 2.12 (3
s, 9H, OAc), 4.19 (ddd, 1H, J=10.1, J= 3.9, J= 1.8 Hz, H-5), 4.27 (dd, 1H, J =
12.5, J = 1.7 Hz, H-6a), 4.33 {t, 1H, J = 10.4 Hz, H-2), 4.39 (dd, 1H, J= 128, J
= 4.4 Hz, H-6b), 5.17 (dd, 1H, J=9.9, J = 9.7 Hz, H-4), 5.35 (dd, 1H, J=9.9, J
= 9.7 Hz, H-3), 545 (d, 1H, J = 10.7 Hz, H-1). *C RMN (100 MHz, D0,
HSQC): & 20.1, 20.2, 20.3, 22.0 (NAc), 51.9 (C2), 62.1 (CB), 68.1 (C4), 73.1
(C3), 75.9 (C5), 82.2 (C1), 167.9 (SC(NHy)), 172.8, 173.1, 173.7, 174.8.
Analisis calculado para CsH24CIN3OsS (%): C, 40.77; H, 5.47; N, 9.51; S, 7.26;
Cl, 8.02. Encontrado (%): C, 40.55; H, 5.36; N, 9.43; S, 7.08; Cl, 7.97.

Preparacion de (Z2)-octadec-9-enil metanosulfonato (4, MsO-oleilo)

Se disolvio alcohol oleico (4ml, 10,8mmol) en CH,Cl, anhidro (108ml) y se
afiadié EtsN (4,5ml, x3). A continuacion se afiadié cloruro de mesilo (2,3mi, x3)

y se agitd a temperatura ambiente durante 23 horas. Transcurrido ese tiempo
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se purificd por cromatografia en gel de silice (hexano-AcOEt, 3:1) y se obtuvo
un liquido amarillo (3,13 g, 83,91%).

Compuesto 4: "H RMN (300 MHz, CDCls): 8 5.3-5.2 (m, 2H, -CH=CH-), 4.19 {,
2H, J = 6.6 Hz, CH3S0,0-CH,-), 3.0 (s, 3H, CHsS0,0-), 2.0-1.9 (m, 4H, -
CH,CH=CHCH,-), 1.9-1.6 (m, 2H, CH3S0,0-CHx-CH.-), 1.3-1.1 (m, 22H,
CH3S0,0-CHy-CHx-CH2(CH,)-CH2CH=CHCH(CHsCHs), 0.85 (t, 3H, J = 6.6
Hz, CH3S020-(CH2)7-CH,CH=CH(CH2;CHz). *C RMN (75 MHz, CDCls): &
130.2 (-CH=CH-), 129.9 (-CH=CH-), 70.5 (CHsS0,0-CH,-), 37.5 (CHsSO,0-
CH,-), 32.8, 32.1, 30.0, 29.9, 29.7, 29.5, 29.3, 29.3, 29.3, 29.2, 27.4, 27 .4, 25.6,
22.9y21.2 (-CHz-), 14.4 (-CH-CHs).

Preparacién de oleil 2-acetamido-3.4.6-1ri-O-acetil-2-desoxi-1-tio-a-D-

glucopirandsido 5a v de oleil 2-acetamido-3.4,6-iri-O-acetil-2-desoxi-1-tio-a-D-

glucopiranoésido 58.

Se disolvid 3 (2,9 g, 6,5 mmol) en DMF anhidra (9 mL) y se afadi6é EtsN (2,7
mL). A continuacion se afnadio 4 (2,3 g, 6,5 mmol) vy la mezcla se calenté a 60
°C durante 8 h. Se concentrd a vacio para eliminar el disolvente y la mezcla se
purifico por cromatografia en columna de gel de silice (hexano-AcOEt 5:1-52:1)
para obtener 5a (0,9 g 23%) y 58 (0,6 g, 15%).

Producto 5a: [o]p = +112.4° (C 0.5, MeOH). '"H RMN (400 MHz, CDCls, COSY):
0 5.71 (d, 1H, J = 8.7 Hz, NH), 5.39 (d, 1H, J = 5.4 Hz, H-1qa), 5.4-5.3 (m, 1H, H-
3), 5.1-5.0 (m, 2H, ~CH=CH-), 4.5-4.4 (m, 1H, H-5), 4.4-4.3 (m, 2H, H-6a, H-2),
4240 (m, 2H, H-4, H-6b), 2.6-2.5 (m, 2H, SCH,-), 2.1-1.9 (m, 16H, OAc,
NHAc, ~CH,CH=CHCH>-), 1.7-1.4 (m, 2H, -SCH.CHy-), 1.4-1.2 (m, 22H,
SCH,CH2(CHays CH,CH=CHCH,(CH:)sCHs), 0.88 (t, 3H, J = 5.7 Hz, -CH2CHa).
C RMN (75 MHz, CDsOD): & 171.6, 170.7, 169.8, 169.3 (CO), 130.0, 129.7
(CH=CH), 84.6 (C1), 71.4, 68.3, 68.1, 62.8, 52.3 (C5, C4, C3, C6, C2), 36.5,
32.5,31.9, 31.5,29.7, 28.8, 27.2, 23.2, 22.7, 20.7, 14.6 (NAc, OAc, -CHz-), 14.1
(-CH.CH3). MS (ES) m/z (calcd 613.85). 614.5 (M +1). Anal. calcd. para
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CsoHssNOsS (%): C, 62.61; H, 9.03; N, 2.28; S, 5.22. Encontrado: C, 62.48; H,
8.95; N, 2.51; S, 5.36.

Producto 58: [alp = -13.1° (C 1.5, MeOH). 'H RMN (400 MHz, CDCls): & 5.46
(d, 1H, J = 9.3Hz, NH), 5.4-5.3 (m, 2H, -CH=CH-), 5.2 5.0 (m, 2H, H-3, H-4),
457 (d, 1H, J = 10.5 Hz, H1B), 4.24 (dd, 1H, J = 4.9, J =12.3 Hz, H-6a), 4.2-4.0
(m, 2H, , H-6b), 4.1-4.0 (m, 1H, H-2), 3.7-3.6 (m, 1H, H-5), 2.7-2.6 (m, 2H,
SCH»-), 2.0-1.9 (m, 16H, OAc. NHAc, -CH,CH=CHCH,-), 1.7-1.5 (m, 2H,
SCH.CH»-), 1.4-1.2 (m, 22 H, SCH,CH,(CHzsCH,CH=CHCH(CH,)sCH3), 0.88
(t, 3H, J = 6.3 Hz, SCHy(CH2;CH=CH(CH);CH3). *C RMN (100 MHz,
CD,0D): 5 171.1, 170.7, 170.0, 169.3 (CO), 130.0, 129.8 (-CH=CH-), 84.6 (C1),
76.7 (C5), 75.9 (C3), 73.8 (C4), 68.3 (C6), 62.30 (C2), 53,3 (SCH.-), 32.6, 31.9,
30.1, 29.7, 29.6, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.2, 29.1, 28.9, 27.2, 27.1, 23.3, 22.7,
20.8, 20.7, 20.6 (NAc, OAc, -CHy-), 14.1 (-CH,CHa)

MS (ES) m/z (calcd 613.85): 614.5 (M +1).

Preparacion de oleil 2-acetamido-2-desoxi-1-tio-a-D-glucopiranésido 6a.

Se traté 5a con una disolucion de MeONa en MeOH 0,1M con agitacién
durante una hora a temperatura ambiente. La mezcla se neutralizd con
Amberlita 120-IR y se concentré. Se purificé por cromatografia en columna de
gel de silice (AcEt-MeOH) 10:1. Se obtuvo 0,47 g del anémero 6a (73%).

[odo = +132.0° (C 1.0, MeOH). *H RMN (400MHz, CD30D): 5: 5.45 (d, 1H, J =
5.4 Hz, H-1), 5.4-5.3 (m, 2H, -CH=CH-) 4.00 (dd, 1H, J= 5.4, J = 11.1 Hz, H-2),
4.0-3.9 (m, 1H, H-5), 3.81 (dd, 1H, J = 2.0, J = 12.0 Hz, H6a), 3.70 (dd, 1H, J =
5.4, J = 12.0 Hz, H-6b), 3.60 (1, 1H, J = 9.0 Hz, H-3), 3.3 (t, 1H, J = 9.3 Hz, H-
4), 2.6-2.5 (m, 2H, SCHy-), 2.1-2.0 (m, 4H, -CHyCH=CHCH,-), 2.0 (s, 3H,
NHAc), 1615 (m, 2H,  SCHCH.-), 1.3-1.2 (m, 22H,
SCH;CH(CHo)sCH2CH=CHCH2(CH)sCHs), 0.9 (t, 3H, J = 6.6 Hz
S(CH,)sCH=CH(CH.);CH3) "°C RMN (75 MHz, CDsOD): & 173.6 (CO), 130.9
(CH=CH), 130.8 (CH=CH), 85.1 (C-1), 74.2 (C-5), 72.7, 72.6 (C-3, C-4), 62. 6
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(C-6), 55.9 (C-2), 33.6 (S-CH»), 33.1, 31.6, 30.9, 30.8, 30.6, 30.6, 30.5, 30.3,
29.9, 28.2, 28.1 (SCHy(CH,);CH=CH(CH2)sCH2CH3), 23.8 (CH.CH3), 22.6
(COCH3), 14.9 ((CH»);CH3). MS (ES) m/z (calcd 487.5): 488.5 (M +1). Anal.
calcd. para CysHaoNOsS (%): C, 64.03; H, 10.13; N, 2.87; S, 6.57. Encontrado:
C,63.99; H, 9.99; N, 3.13; S, 6.54.

Preparacion de oleil 2-acetamido-2-desoxi-1-tio-B-D-glucopiranésido 6.

Siguiendo el mismo procedimiento que para la preparacion de 6a, a partir de
58 se obtuvo 6@ (0,21 g, 54%).

[olo = -18.3° (C 1.1, MeOH). 'H RMN (300 MHz, CDsOD): & 5.4-5.3 (m, 2H, -
CH=CH-), 4.47 (d, 1H, J = 10.3 Hz, H-1), 3.86 (dd, 1H, J = 2.2, J = 12.0 Hz, H-
Ba), 3.73 (t, 1H, J =10.1 Hz, H-2), 3.67 (dd, 1H, J = 5.7, J = 12.0 Hz, H-6b), 3.43
(t, 1H, J = 9.7 Hz, H-3), 3.3-3.2 (m, 2H, H-4, H-5), 2.7-2.6 (m, 2H, SCH,-), 2.1-
2.0 (m, 4H, -CH,CH=CHCH,-), 2.00 (s, 3H, NHAc), 1.6-1.5 (m, 2H, SCH.CH-),
1.4-1.2 (m, 22H, SCH,CH,(CH2)sCH2CH=CHCH,(CH,)sCHs), 0.90 (¢, 3H, J =
6.6 Hz, S(CH2)sCH=CH(CH>);CHs). ®RMN (100 MHz, CDs0OD): & 173.5 (CO),
130.9 (CH=CH), 130.8 (CH=CH), 85.7 (C-1), 82.1 (C-5), 77.4 (C-3), 71.9 (C-4),
62.9 (C-6), 56.3 (C-2), 33.6, 33.1, 30.9, 30.8, 30.8, 30.6, 30.5, 30.3, 30.2, 30.0,
28.2, 28.1, (SCH2(CH2);CH=CH(CH,)sCH2CHs), 23.8 (CH,CHs), 23.0 (COCHs),
14.5 ((CH,);CHs). MS (ES) m/z (calcd 487.3341): 488.3415 (M +1).

Preparacion de oleil 2-acetamido-2-desoxi-1-sulfinil-o-D-glucopirandsido 7.

Se disolvid 6a (150 mg, 0,31 mmol) en metanol (3mL) y se tratdé con perdxido
de hidrégeno al 33% (2,2 mmol, x7) y ZrCl, (17,0 mg, 0,77 mmol} y la mezcla
se agito a temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla se concentro a vacio y
se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (AcOE{-MeOH 5:1)

para dar 7o, como un solido blanco (30,9 mg, 20%).
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[olo = +112.7° (C 1.5, MeOH). 'H RMN (400 MHz, CDsOD): 8 5.3 — 5.2 (m, 2H,
CH=CH), 4.81 (d, <1H, J = 5.4 Hz, H1), 4.77 (d, <1H, J = 5.9 Hz, H1), , 4.34
(dd, 1H, J = 10.8, 5.0 Hz, H2), 4.3.4.2 (m, 1H, H5), 3.95 (dd, 1H, J= 10.8, J= 8.5
Hz, H3), 3.82 (dd, 1H, J=12.2, J=2.1 Hz, H6a), 3.61 (dd, 1H, J=12.3, J=6.1 Hz,
H6b), 3.38 (dd, 1H, J=9.5, J=8.5 Hz, H4), 3.1-3.0 (m, 1H, SCH,), 2.9-2.8 (m,
1H, SCHy), 2.1-2.0 (m ,4H, CH,CH=CH=CH,), 1.98 (s, 3H, NHAc), 1.8-1.7 (m,
2H, SCH,CHy-), 1.5-1.3 (m, 22H, SCH,CHo(CH2)sCH.CH=CHCH,(CH,)sCHs),
0.90 (t, 3H, J = 6.8 Hz, -CH,CHj).

3C NMR (101 MHz, CD;OD): 8 174.1 (CO), 131.0 (CH=CH), 130.9 (CH=CH),
91.7, 80.7, 73.0, 72.0, 62.8, 54.8, 50.6 (C1, C2, C3, C4, C5, C6, SCH,-), 49.7,
49.5, 49.3, 49.1, 48.9, 48.7, 48.5, 33.2, 31.0, 30.7, 30.6, 30.5, 30.4, 29.9, 28.3,
23.9, 23.0, 22.8 (SCHx(CH.);CH=CH(CH,);CHs, COCHs), 14.6 (-CH,CH3). MS
(ES) miz (calcd 503.74): 504.74 (M +1), 526.32 (M+Na). Anal. calcd. para
CacH1oNOG6S (%): C, 61.99; H, 9.80; N, 2.78; S, 6.37. Encontrado: C, 59.83; H,
9.65; N, 2.77; S, 6.12.

Preparacion de oleil 2-acetamido-2-desoxi-1-sulfinil-3-D-glucopirandsido 78.

Siguiendo el mismo procedimiento que para la preparacion de 7a, a partir de 63
se obtuvo 7B (30 mg, 19 %). [a]p = -7.2° (C 1.5, MeOH). 'H RMN (400 MHz,
CD3;OD): 8 5.4 - 5.3 (m, 2H, CH=CH), 4.43 (d, <1H, J = 10.8 Hz, H1), 4.27 (d,
<1H, J = 10.5 Hz, H1), 3.98 (1, 1H, J = 10.3 Hz, H2), 3.90 (dd, 1H, J =124, J
=1.4 Hz, H6a), 3.8 — 3.7 (m, 1H, H6b), 3.7-3.6 (m, 2H, H3, H5), 3.5-3.4 (m, 1H,
H4), 3.3 - 3.1 (m, 1H, SOCH>-), 2.8 - 2.7 (m, 1H, SOCH»), 2.1 - 1.9 (m, 7H, -
CH,CH=CHCH,-, NHAc), 1.7 — 1.6 {(m, 2H, SCH»CH,-}), 1.5-1.2 (m, 22 H), 0.90
(t, 3H, J = 6.7 Hz, -CH,CHs). *C NMR (101 MHz, CD3;0D) & 130.9 (CH=CH),
130.8 (CH=CH), 88.8, 82.6, 78.0, 76.2, 70.8, 62.2, 52.4 (C1, C2, C3, C4, C5,
C6, SCH»-), 37.0, 33.6, 33.1, 30.8, 30.8, 30.6, 30.5, 30.4, 30.3, 30.3, 30.3, 29.9,
28.1, 24.0, 23.8, 22.9 (SCH(CHy);CH=CH(CHz)7CH3 COCH?3), 14.5 (-CH,CHa).
MS (ES) m/z (calcd 503.74): 526.32 (M+Na).

Preparacion de oleil 2-acetamido-2-desoxi-1-sulfonil-a-D-glucopiranosido 8a.
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Se disolvid 6a (100 mg, 0.20 mmol) en metanol (1 mL) y se tratdé con perdxido
de hidrogeno al 33% (2.05 mmol, x10) y ZrCls (11.3 mg, 0.51 mmol, x2.5) y la
mezcla se agitdé a temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla se concentr6 a
vacio y se purificé por cromatografia en columna de gel de silice (AcOEt-MeOH
10:1) para dar 8o como un sélido blanco (30.9 mg, 29%).

[alp = +74.4° (C 3, MeOH). 'H RMN (400 MHz, CD;OD): & 5.3-5.2 (m, 2H,
CH,CH=CH-CHy-), 5.2-5.1 (m, 1H, H-1), 4.2-4.1 (m, 2H, H-2, H-5), 4.1-4.0 (m,
1H, H-6a), 3.9-3.6 (m, 2H, H-6b, H4), 3.3-3.0 (m, 1H, H-3), 3.2-3.1 (m, 2H, -
SO,-CHy-), 2.0-1.8 (m, 7H, CH,CH=CH-CH,-, CH3CONH-), 1.7-1.6 (m, 2H, -
S0O,-CH2-CHo-CH»-), 1.2-1.0 (m, 20H, -CH,-), 0.88 (t, 3H, J = 6.8 Hz, -CH»-
CHs). ™C NMR (101 MHz, CDsOD) & 173.5 (CO), 130.3 (CH=CH), 129.7
(CH=CH), 86.3, 77.6, 70.6, 69.9, 61.6, 52.6, 51.2 (C1, C2, C3, C4, C5, C6,
SCHy-), 32.4, 31.9, 296, 29.6, 29.4, 29.3, 29.2, 201, 29.1, 29.0, 28.9, 28.4,
26.9, 26.9, 22.5, 21.3, 21.2 (SCHx(CH,);CH=CH(CH,);CH3, COCH3), 13.3 (-
CH.CHs). MS (ES) m/z (calcd 519.73). 520.33 (M +1). Anal. calcd. para
CasHigNO+S (%): C, 60.08; H, 9.50; N, 2.69; S, 6.17. Encontrado: C, 59.87; H,
9.44; N, 2.91; S, 6.40.

Actividad /n Vitro de los Compuestos

La inhibicion de la division celular por los compuestos sintetizados se comprobd
in vitro analizando la actividad mitocondrial mediante ensayo MTT en cultivos
de células de glioma de rata C6 y adenocarcinoma de pulméon humano A549.
Como ejemplo concreto, los valores de ICsy (concentracion de inhibidor que
produce el 50% de inhibicién) encontrados para los compuestos 6a, 68 y 8a en
cuatro experimentos independientes a diferentes concentraciones del
compuesto (cada una de ellas realizada por ftriplicado) se muestran en la tabla
1:

Tabla 1. Inhibicion de la division en células C6 y A549 (48 h). Los valores

promedio de ICsg (M) fueron:
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Linea celular | 6a | 8a | 65

C6 8 [12]3
A549 35 (41|30

Para realizar los ensayos MTT se sembraron las células A549 y C6 en placas
de 96 pocillos a una concentracion de 2,5x10° y 5x10* células/ml
respectivamente y se dejaron 24 horas a 37 °C con un 5% de CO, para que se
adhieran a la placa. Se retiré el medio y se adicionaron 100 pyl de medio fresco
junto con las distintas concentraciones de compuestos a probar. Se dejaron
incubar los productos durante 2 dias, a 37 °C con un 5% de CO,. Transcurrido
el tiempo de incubacion, se aspird el medio y se adicionaron 100 ul de medio
fresco con el sustrato bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazoilo
(MTT, 1ml de medio y 200 pl de MTT cuya concentracion inicial es de 5mg/mi
en PBS 10x). Se dejo la placa durante 3 horas en el incubador a 37 °C con un
5% de CO,. Transcurrido este tiempo se aspiré el medio y se adicionaron 100
ul de DMSO para disolver los cristales de formazan formado, y se determiné la
absorbancia a una longitud de onda de 590nm. El equipo utilizado fue

Spectramax Plus (Molecular Devices Corporation) para placas de 96 pocillos.

Efecto sobre la produccion de glicoesfingolipidos.

Los compuestos de la presente invencidn se han ensayado sobre la linea
celular de cancer de pulmoéon A549 (American Type Culture Collection), la cual
se mantiene en medio de HAM F12 suplementado con glutamina 2 mM, un
10% de suero de feto bovino y antibidtico (penicilina y estreptomicina), a 37 °C
en atmosfera de 5% CO2 /95% aire.

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos a una densidad de 2,5x10°
células/ml y despues de 24 h, el medio se elimind y se adicion medio nuevo (1

mililitro por pocillo), conteniendo los productos a una concentracion de 15
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micromolar. Después de 2 dias de incubacion, las células se lavaron con PBS y
se transfirieron a viales de vidrio, donde se prepararon los extractos lipidicos
siguiendo el procedimiento descrito (Merrill et al Methods, 2005, 36, 207). Los
analisis se levaron a cabo por cromatografia liquida de ultrarresolucion
acoplada a un detector de masas de tiempo de vuelo acelerado, que permite la
identificacion de los compuestos en base a su masa exacta, mediante
ionizacion en electrospray en modo positivo. Las condiciones cromatograficas y
analiticas fueron las descritas en Canals et al Bioorg. Med. Chem., 2009, 17,
235.

La cantidad de lactosilceramida (LacCer) y ganglidsidos GM3 y GM2 presente
en extractos de células A549 tratadas con los tioglicdsidos 6a y 65 se muestran

en la Fig. 1.

Ensavo de resistencia a la hidrblisis enzimatica.

Los compuestos de la presente invencion fueron resistentes a la hidrolisis
catalizada por enzimas N-acetilhexosaminidasas. Como ejemplo, el tioglicosido
68 (7.5 mM) en una mezcla 1:5 de metanol y tampon fosfato sodico (20 mM,
pH=6) se incubd en presencia de B-N-acetilglucosaminidasa de jack bean (0.6
unidades) a 37 °C. Tras 30 min de incubacion, el analisis por HPLC mostré que
el tioglicosido 6p permanece inalterado y no se observa productos de hidrdlisis
o metanolisis. Por el contrario, el correspondiente glicdsido de 6f (con un
atomo de oxigeno en lugar del atomo de azufre) bajo las mismas condiciones
dio lugar al cabo de 30 min a un 7% de productos de hidrdlisis y metanolisis.

El analisis por HPLC se realizd en fase reversa, utilizando una columna
Licrosorb RP18 (5 uM, 4.6 x 250 mm) y como fase movil una mezcla de agua-
metanol (95-5 (de 0 a 4 minutos)—0-100 (de 8 a 20 minutos)—95-5 (de 25 a 30
minutos)). La velocidad de flujo fue 1.0 mbL/min y la longitud de onda de
deteccion de los productos de hidrélisis (tiempo de retencién: 2.9 minutos) y

metanolisis (tiempo de retencion: 4.1 minutos) fue 205 nm.
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Actividad In vivo de los compuestos

La linea de glioma de rata C6 se crecié en medio DMEM con 10% de suero
bovino fetal en un incubador a temperatura constante de 37°C y 5% de CO2.
Las células de glioma se inyectaron subcutaneamente en uno de los flancos de
ratones inmunodeprimidos hembra Foxninu/nu a razon de 3 x 106 células en
100 pl de PBS. Una vez que los tumores adquirieron un tamafo aproximado de
225-250 cm2, se inici6é el tratamiento con los compuestos de los diferentes
grupos mediante inyecciones intratumorales diarias. Los animales se
segregaron en 4 grupos a razdn de 6 animales por grupo segun los
tratamientos: Grupo 1 o control al que se le inyectd la solucién control en las
que se disolvieron los compuestos (PBS + 5 mg/mi de albimina bovina de
suero libre de acidos grasos + 5% de DMSO); Grupo 2, animales tratados con
10 mg/ Kg de animal del compuesto 9; Grupo 3, animales tratados con 1 mg/Kg
de animal del compuesto 6 a y Grupo 4, animales tratados con 10 mg/Kg de
animal del compuesto 6 a. Los tratamientos se realizaron durante 2 semanas y
los animales se sacrificaron en el dia 15. Los animales se pesaron y los
tumores se midieron diariamente con un calimetro. La formula utilizada para
calcular el volumen tumoral (V) fue, V= m/6x(LxW2), donde L es la longitud y W

es la anchura del tumor.
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REIVINDICACIONES
1. Compuesto de formula (1)
OR{
¢
R0 X—Ry
R3O NH
0
Formula (1)

donde

X se selecciona entre S, S(O) y S(O)2

Ri, R2 y Rs3 se seleccionan independientemente entre H y acilo C1-Cs,
R4 es un alquilo C16-C24 0 un alquenilo Cg-Co4.

0 cualquiera de sus isdmeros, sales o solvatos.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1 donde Ry a R3son H.

3. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 donde X es S.

4. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 donde X es
S(O).

5. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2 donde X es
S(O)2.
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6. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 donde R4 es

un alquenilo C16-Cap.

7. Compuesto segun la reivindicacion donde R4 es un grupo octadec-9-

enilo.

8. Composicion farmacéutica que comprende un compuesto definido en

una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. Composicion segun la reivindicacion 8 que comprende ademas otro

principio activo.

10.Uso de un compuesto definido en una cualquiera de las reivindicaciones

1 a 7 para la fabricacion de un medicamento.

11.Uso de un compuesto definido en una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 7 para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de

tumores.

12.Uso segun la reivindicacion 11 donde el tumor se selecciona entre
cerebral, melanoma, linfoma, adenocarcinoma de pulmén o de utero.

entre cerebral o adenocarcinoma de pulmoén.

13.Un compuesto definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7

para su uso en el tratamiento de tumores.

14.Uso de un compuesto definido en una cualquiera de las reivindicaciones

1 a 7 como reactivo en ensayos bioldgicos.

15.Procedimiento de obtencion de un compuesto de formula (I) definido en
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 caracterizado porque

comprende las siguientes etapas:
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a. Reaccion de un compuesto de formula (II)
OH
O
HO OH
HO NH
(0]
Formula (11)
5 con un cloruro de formula Cl-Rs donde Rses un acilo C1-Ce.

b. reaccion del compuesto obtenido en la etapa anterior con tiourea.

c. reaccion del compuesto obtenido en la etapa anterior con un
compuesto de formula (l11)

n—0

O

10 Formula (I11)

donde Rs es un alquilo C1s-C24 0 un alquenilo Cg-Coa.

16.Procedimiento segun la reivindicacion 14 donde ademas se realiza una
etapa de oxidacion.
15
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