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DESCRIPCION

Hidroxiéster de rapamicina, procedimiento para su preparaciéon y composiciones farmacéuticas que lo
contienen.

Fundamento de la invencion

Esta invencién se refiere al 42-éster de la rapamicina con el acido 2,3-bis(hidroximetil)propanoico y a
sales farmacéuticamente aceptables del mismo con actividad antitumoral.

La rapamicina es un antibiético triénico macrociclico producido por el Streptomyces hygroscopicus que
se hallé que tenia actividad antifingica, particularmente contra la Candida albicans, tanto in vitro como
in vivo [C. Vezina et al., J. Antibiot., 28, 721 (1975); S. N. Sehgal et al., J. Antibiot, 28, 727 (1975); H.
A. Baker et al., J. Antibiot., 31, 539 (1978); documento US-A-3.929.992; y documento US-A-3.993.749].

Se ha mostrado que la rapamicina sola (documento US-A-4.885.171) o en combinacién con el picibanil
(documento US-A-4.401.653) tiene actividad antitumoral. R. Martel et al. [Can. J. Physiol. Pharmacol.,
55, 48 (1977)] dieron a conocer que la rapamicina es eficaz en el modelo de encefalomielitis alérgica ex-
perimental, un modelo para la esclerosis miltiple; en el modelo de la artritis adyuvante, un modelo para
la artritis reumatoide; y que inhibia eficazmente la formacion de anticuerpos del tipo IgE.

Los efectos inmunosupresores de la rapamicina se han dado a conocer en FASEB 3, 3411 (1989).
La ciclosporina A y el FK-506, otras moléculas macrociclicas, también han mostrado ser eficaces como
agentes inmunosupresores, por consiguiente, itiles en prevenir el rechazo de trasplantes [FASEB 3, 3411
(1989); FASEB 3, 5256 (1989); R. Y. Calne et al., Lancet, 1183 (1978); y documento US-A-5.100.899].

La rapamicina también ha manifestado ser 1til en prevenir o en tratar el lupus eritematoso sistémico
[documento US-A-5.078.999], la inflamacién pulmonar [documento US-A-5.080.899], la diabetes mellitus
dependiente de la insulina [Fifth Int. Conf. Inflamm. Res. Assoc., 121 (resumen), (1990)], la proliferacién
de las células de la musculatura lisa y el espesamiento de la tinica intima que siguen a una lesién vascular
(Morris, R. J., Heart Lung Transplant, 11 (parte 2): 197 (1992)], el linfoma leucemia T pleomdrfico del
adulto [documento EP-A-525.960] y la inflamacién ocular [documento EP-A- 532.862].

Los derivados mono- y di-acilados de la rapamicina (esterificados en las posiciones 28 y 43) han mos-
trado ser ttiles como agentes antifingicos (documento US-A- 4.316.885) y se han utilizado para hacer
profarmacos de aminoacilo de la rapamicina solubles en agua (documento US-A-4.650.803). Reciente-
mente, se ha cambiado la convencién de numeracién para la rapamicina; por consiguiente, de acuerdo
con la nomenclatura del Chemical Abstracts, los ésteres anteriormente descritos estarian en las posiciones
31y 42. Esteres de acidos 42-carboxilicos de la rapamicina, tutiles en el rechazo de trasplantes, se dan
a conocer en el documento WO-A-9205179. 42-Alcoxiésteres de la rapamicina, 1tiles en el rechazo de
trasplantes, se dan a conocer en el documento US-A-5.233.036. La preparacién del 42-hemisuccinato de
rapamicina por la hidrolisis, mediada por lipasas, de los ésteres metilico y bencilico del 42-hemisuccinato
de rapamicina se describe en Tetrahedron Letters, Vol. 35, No. 7, paginas 1019-1022, 1994.

Descripcion de la invenciéon

Esta invencién proporciona un derivado de rapamicina que es util como agente antitumoral y que
tiene la estructura:
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()
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Las sales farmacéuticamente aceptables son aquéllas derivadas de cationes inorgdnicos tales como el
sodio, el potasio, y anadlogos; y de bases orgédnicas tales como mono-, di- y tri-alquilaminas de 1-6 4tomos
de carbono por grupo alquilo, y mono-, di- y tri-hidroxialquilaminas de 1-6 atomos de carbono por grupo
alquilo.

El término alquilo de 1-6 4tomos de carbono incluye cadenas carbonadas tanto rectas como ramifica-
das:

El compuesto de esta invencién se puede preparar por acilacién de la rapamicina utilizando el co-
rrespondiente dihidroxidcido o acido dialcoxicarboxilico, protegido, previamente activado, seguido por
la eliminacién de los grupos protectores del alcohol. En el estado de la técnica se conocen varios
procedimientos para la activacion del carboxilato, pero los métodos preferidos utilizan carbodiimidas,
anhidridos mixtos o cloruros de acido. Por ejemplo, el acido carboxilico correspondiente se puede ac-
tivar como un anhidrido mixto, con un grupo acilante tal como el cloruro de 2,4,6-triclorobenzoilo. El
tratamiento de la rapamicina con el anhidrido mixto bajo condiciones ligeramente bésicas proporciona
el compuesto deseado. Alternativamente, la reaccién de acilacién se puede conseguir con clorhidrato de
1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida y dimetilaminopiridina. Las mezclas de ésteres en posiciones
42 y 31,42 se pueden separar por cromatografia.

De acuerdo con lo expuesto, la invencién proporciona un procedimiento para preparar el 42-éster de
la rapamicina con el dcido 2,2-bis(hidroximetil)propanoico, de la férmula I anterior, que comprende:

acilar la rapamicina con un agente acilante que es un derivado reactivo de un acido de férmula:
HO-COC(CH;3)R!R? (I1)
en la que:

R! y R? son cada uno de ellos -CH,OR;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 191 704 T3

o R! y R? se pueden tomar juntos para formar 5-(2,2-di(alquilo C;_g))[1,3]dioxanilo o 5-(2-espiro(ciclo-
alquilo C3_g)) [1,3]dioxanilo;

R es tri(alquilo C;_g)sililo, tri(alquilo C;y_g)sililetilo, trifenilmetilo, bencilo, alcoximetilo de 2-7 dtomos
de carbono, tri(alquilo Cy_g)sililetoximetilo, cloroetilo o tetrahidropiranilo;

y después de la reaccién eliminar cualquier grupo protector presente.

La reaccién se puede llevar a cabo en presencia de un reactivo de acoplamiento, tal como un reactivo
de acoplamiento del tipo carbodiimida adecuadamente sustituida. El compuesto anteriormente mencio-
nado de esta invencién también se puede preparar por acilacién utilizando derivados reactivos del dcido
de férmula II tales como un anhidrido, un anhidrido mixto, o un haluro de 4cido como el cloruro.

La actividad inmunosupresora para el compuesto de esta invencién se evalué en un procedimiento de
ensayo farmacoldgico estdndar in vitro para medir la inhibicién de la proliferacién de linfocitos (LAF) y
en dos procedimientos de ensayo farmacolégico estandar in vivo. El procedimiento de ensayo del injerto
de un trozo de piel, que mide la actividad inmunosupresora del compuesto ensayado asi como la capaci-
dad del compuesto ensayado para inhibir o tratar el rechazo de trasplantes. El procedimiento de ensayo
farmacologico estandar de la artritis adyuvante, que mide la capacidad del compuesto ensayado para
inhibir la inflamacién mediada inmunolégicamente. El procedimiento de ensayo de la artritis adyuvante
es un procedimiento de ensayo farmacolégico estandar para la artritis reumatoide. Los procesos para
estos procedimientos de ensayo farmacolégico estandar se aportan més adelante.

El procedimiento de la proliferacién de timocitos inducida por comitégenos (LAF) se utilizé como una
medida in vitro de los efectos inmunosupresores del compuesto. Brevemente, células del timo de ratones
BALB/c normales se cultivan durante 72 horas con PHA e IL-1 y se pulsan con timidina tritiada durante
las ultimas seis horas. Las células se cultivan con y sin varias concentraciones de rapamicina, ciclosporina
A o el compuesto de ensayo. Las células se cosechan y se determina la radiactividad incorporada. La
inhibicién de la proliferaciéon de linfocitos se evalia en forma de cambio porcentual en los recuentos
por minuto con respecto a los controles no tratados con el farmaco. Para cada compuesto evaluado,
también se evalud la rapamicina con propésitos de comparacién. Se obtuvo una Clsg para el compuesto
de ensayo asi como para la rapamicina. Cuando se evalué como base de comparacién para los compuestos
representativos de esta invencién, la rapamicina tenia una Clsg que iba de 0,6 a 1,5 nM. Los resultados
obtenidos se proporcionan como una Clsg y como la inhibicién porcentual de la proliferacion de linfocitos
T a 0,1 uM. Los resultados obtenidos para el compuesto de esta invencién también se expresaron como
una razon comparativa con la rapamicina. Una razén positiva indica actividad inmunosupresora. Una
razén mayor que 1 indica que el compuesto de ensayo inhibia la proliferacién de timocitos en mayor grado
que la rapamicina. El cdlculo de la razén se muestra a continuacién.

CI5q de la rapamicina

Cl5p del compuesto de ensayo

El compuesto de esta invencion también se evalué en un procedimiento de ensayo in vivo disenado
para determinar el tiempo de supervivencia de un injerto de un trozo de piel de donantes BALB/c macho
trasplantado a receptores C3H(H-2K) macho. El método estd adaptado de Billingham R. E. y Medawar
P. B., J. Exp. Biol., 28: 385-402, (1951). En resumen, un injerto de un trozo de piel del donante se
injertd sobre el lomo del receptor a modo de aloinjerto, y se utilizé un injerto isogénico como control en
la misma regién. Los receptores se trataron con concentraciones variables de los compuestos de ensayo
ya sea por via intraperitoneal ya sea por via oral. La rapamicina se utilizé como control del ensayo. Los
receptores no tratados sirven como control del rechazo. El injerto se monitorizé a diario y se registraron
las observaciones hasta que el injerto se volvié seco y formé una costra ennegrecida. Este fue conside-
rado como el dia de rechazo. El tiempo de supervivencia medio del injerto (nimero de dias + D.E.) del
grupo de tratamiento con el fArmaco se comparé con el del grupo control. La tabla siguiente muestra los
resultados que se obtuvieron. Los resultados se expresan en forma de tiempo de supervivencia medio en
dias. Los injertos de un trozo de piel no tratados (control) normalmente se rechazan en 6-7 dias. Los
compuestos se ensayaron utilizando una dosis de 4 mg/kg.

El procedimiento de ensayo farmacolégico estandar de la artritis adyuvante mide la capacidad de
los compuestos de ensayo para prevenir la inflamaciéon mediada inmunolégicamente e inhibir o tratar la
artritis reumatoide. A continuacién se describe brevemente el procedimiento de ensayo utilizado. Un
grupo de ratas (Wistar Lewis ingénitas macho) se pretratan con el compuesto a ensayar (1 hora antes
del antigeno) y luego se inyectan con adyuvante completo de Freud (FCA) en la pata trasera derecha
para inducir la artritis. Las ratas se tratan luego por via oral siguiendo una pauta de administracion de
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lunes, miércoles y viernes desde el dia 0 hasta dia 14, por un total de 7 dosis. Ambas patas traseras se
miden los dias 16, 23, y 30. Se determina la diferencia en el volumen de la pata (ml) entre el dia 16 y
el dia 0, y se obtiene un cambio porcentual con respecto al control. La inflamacién de la pata trasera
izquierda (la pata no inyectada) es causada por la inflamacién mediada por los linfocitos T y viene con-
signada en la tabla anterior (% de cambio con respecto al control). Por otra parte, la inflamacién de la
pata trasera derecha es causada por una inflamacién no especifica. Los compuestos se ensayaron a una
dosis de 5 mg/kg. Los resultados se expresan como el cambio porcentual observado el dia 16 en la pata
no inyectada con respecto al control; cuanto més negativo sea el cambio porcentual, tanto mas potente
serd, el compuesto. La rapamicina proporcioné un cambio de entre -70 % y -90 % frente al control, lo que
indicaba que las ratas tratadas con rapamicina tenfan entre el 70 y el 90 % menos de inflamacién inducida
inmunolégicamente que las ratas control.

Los resultados obtenidos en estos procedimientos de ensayo farmacoldgico estandar se aportan después
del procedimiento para preparar el compuesto especifico que se ensayo.

Los resultados de estos procedimientos de ensayo farmacoldgico estandar ponen de manifiesto activi-
dad inmunosupresora tanto in vitro como in vivo para el compuesto de esta invencién. Los resultados
obtenidos en el procedimiento de ensayo LAF indican supresién de la proliferacién de linfocitos T, lo que
demuestra la actividad inmunosupresora de el compuesto de esta invencién. Una demostracién adicional
de la utilidad del compuesto de esta invencién como agente inmunosupresor se puso de manifiesto a través
de los resultados obtenidos en los procedimientos de ensayo farmacoldgico estandar del injerto de piel
y de la artritis adyuvante. Adicionalmente, los resultados obtenidos en el procedimiento de ensayo del
injerto de piel demuestran también la capacidad del compuesto de esta invencién para tratar o inhibir el
rechazo de trasplantes. Los resultados obtenidos en el procedimiento de ensayo farmacolégico estandar
de la artritis adyuvante demuestran, ademads, la capacidad del compuesto de esta invencién para tratar o
inhibir la artritis reumatoide.

Basandose en los resultados de estos procedimientos de ensayo farmacoldgico estandar, el compuesto es
atil en el tratamiento o inhibicién del rechazo de trasplantes tales como los aloinjertos de rinén, corazon,
higado, pulmén, médula ésea, pancreas (islotes de Langerhans), cérnea, intestino delgado y de piel, y los
injertos heterélogos de valvula de corazon; en el tratamiento o inhibicién del sindrome del injerto contra
el hospedador; en el tratamiento o inhibicién de enfermedades autoinmunitarias como el lupus, la artritis
reumatoide, la diabetes mellitus, la miastenia grave y la esclerosis multiple; y enfermedades que cursan
con inflamacién tales como la soriasis, la dermatitis, el eczema, la seborrea, la enfermedad inflamatoria
del intestino, la inflamacién pulmonar (incluidos el asma, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica,
el enfisema, el sindrome de padecimiento respiratorio agudo (enfermedad de la membrana hialina), la
bronquitis, y andlogos) y la uveitis del ojo.

Debido al perfil de actividad obtenido, también se considera que el compuesto de esta invencion tiene
actividades antitumorales y antifingicas, asi como actividades antiproliferativas. Por consiguiente, el
compuesto de esta invencién también es 1til en tratar tumores sélidos, el linfoma leucemia T pleomorfico
del adulto, infecciones fungicas y enfermedades vasculares hiperproliferativas tales como la reestenosis y
la aterosclerosis. Cuando se utiliza para la reestenosis, se prefiere que el compuesto de esta invencién se
utilice para tratar la reestenosis que tiene lugar tras un proceso de angioplastia. Cuando se utiliza para
este propdsito, el compuesto de esta invencion se puede administrar antes del proceso, durante el proceso,
después del proceso, o cualquier combinacién de los anteriores.

Cuando se administra para el tratamiento o inhibicién de los estados patoldogicos anteriores, el com-
puesto de esta invencién se puede administrar a un mamifero por las vias oral, parenteral, intranasal,
intrabronquial, transdérmica, tépica, intravaginal o rectal.

Se contempla que, cuando el compuesto de esta invencién se utiliza como agente inmunosupresor o
antiinflamatorio, se puede administrar junto con uno o mas agentes inmunorreguladores diferentes. Tales
agentes inmunorreguladores diferentes incluyen, pero no se limitan a, la azatioprina; corticoesteroides,
tales como la prednisona y la metilprednisolona; la ciclofosfamida; la rapamicina; la ciclosporina A; el
FK-506; el OKT-3; y el ATG. Combinando el compuesto de esta invencién con tales otros farmacos o
agentes para inducir inmunosupresién o tratar estados inflamatorios, se requieren cantidades menores de
cada uno de los agentes para alcanzar el efecto deseado. La base para tal terapia de combinacién fue
establecida por Stepkowski, cuyos resultados mostraron que la utilizacién de una combinacién de rapa-
micina y ciclosporina A a dosis subterapéuticas prolongaba significativamente el tiempo de supervivencia
de un aloinjerto de corazén. [Transplantation Proc., 23: 507 (1991)].
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El compuesto de esta invencion se puede formular sin mezcla o con un portador farmacéutico, y ad-
ministrar a un mamifero que lo precise. El portador farmacéutico puede ser sélido o liquido. Cuando
se formula por via oral, se ha hallado que un 0,01 % de Tween 80 en PHOSAL PG-50 (concentrado
de fosfolipidos con 1,2-propilenglicol, A. Nattermann & Cie. GmbH) proporciona una formulacién oral
aceptable.

Un portador sélido puede incluir una o més sustancias que también pueden actuar como agentes aro-
matizantes, lubricantes, solubilizantes, agentes suspensionantes, cargas, deslizantes, adyuvantes de com-
presion, aglutinantes o agentes desintegradores de comprimidos; también puede ser un material de encap-
sular. En los polvos, el portador es un sélido finamente dividido que estd intimamente mezclado con el
principio activo finamente dividido. En los comprimidos, el principio activo se mezcla, en las proporciones
adecuadas, con un portador que tiene las propiedades de compresién necesarias y luego se compacta en
la forma y el tamafio deseados. Los polvos y los comprimidos contienen preferentemente hasta el 99 %
de principio activo. Por ejemplo, portadores sélidos adecuados incluyen el fosfato célcico, el estearato
magnésico, el talco, azicares, lactosa, dextrina, almidén, gelatina, celulosa, metilcelulosa, carboximetil-
celulosa sédica, polivinilpirrolidona, ceras de bajo punto de fusién y resinas intercambiadoras de iones.

Los portadores liquidos se utilizan en preparar soluciones, suspensiones, emulsiones, jarabes, elixires
y composiciones presurizadas. El principio activo se puede disolver o poner en suspensién en un portador
liquido farmacéuticamente aceptable tal como el agua, un disolvente organico, una mezcla de ambos, o
aceites o grasas farmacéuticamente aceptables. El portador liquido puede contener otros aditivos farma-
céuticos adecuados tales como solubilizantes, emulsionantes, tampones, conservantes, edulcorantes, agen-
tes aromatizantes, agentes suspensionantes, agentes espesantes, colorantes, reguladores de la viscosidad,
estabilizantes o reguladores de la presiéon osmética. Ejemplos adecuados de portadores liquidos para la
administracién oral y parenteral incluyen el agua (que contiene parcialmente aditivos como los anterior-
mente mencionados, por ejemplo derivados de celulosa, preferentemente una disolucién de carboximetil-
celulosa sédica), alcoholes (incluidos los alcoholes monohidroxilicos y los alcoholes polihidroxilicos como,
por ejemplo, los glicoles) y sus derivados, y aceites (por ejemplo, aceite de coco y aceite de cacahuete
fraccionados). Para la administracién parenteral, el portador puede ser también un éster aceitoso como
el oleato de etilo y el miristato de isopropilo. Los portadores liquidos estériles son tutiles en las com-
posiciones estériles en forma de liquido para la administracién parenteral. El portador liquido para las
composiciones presurizadas puede ser un hidrocarburo halogenado u otro propulsor farmacduticamente
aceptable.

Las composiciones farmacéuticas liquidas que son disoluciones o suspensiones estériles pueden utili-
zarse, por ejemplo, por inyeccién intramuscular, intraperitoneal o subcutanea. Las disoluciones estériles
también pueden administrarse por via intravenosa. El compuesto también se puede administrar por via
oral en forma de una composicién tanto liquida como sélida.

El compuesto de esta invencién se puede administrar por via rectal en forma de un supositorio con-
vencional. Para la administracién por inhalacién o insuflacién intranasal o intrabronquial, el compuesto
de esta invencién se puede formular a manera de disolucién acuosa o parcialmente acuosa que puede
utilizarse luego en forma de aerosol. El compuesto de esta invenciéon también se puede administrar por
via transdérmica utilizando un parche transdérmico que contiene el compuesto activo y un portador que
sea inerte frente al compuesto activo, no sea téxico para la piel, y que permita la cesiéon del agente para
la absorcién sistémica en el torrente circulatorio a través de la piel. El portador puede tomar cualquier
numero de formas tales como cremas y pomadas, pastas, geles y dispositivos oclusivos. Las cremas y
las pomadas pueden ser un liquido viscoso o emulsiones semisélidas del tipo aceite-en-agua o agua-en-
aceite. También pueden resultar adecuadas las pastas constituidas por polvos absorbentes dispersados en
petréleo, o petréleo hidréfilo, que contienen el principio activo. Cabe utilizar una variedad de dispositivos
oclusivos para ceder el principio activo al torrente circulatorio, tales como una membrana semipermeable
que cubre un depdsito que contiene el principio activo con o sin un portador, o una matriz que contiene
el principio activo. En la literatura se conocen otros dispositivos oclusivos.

Ademas, el compuesto de esta invencién se puede emplear en forma de solucién, crema o locién, por
formulacién con vehiculos farmacéuticamente aceptables que contienen el 0,1-5 por ciento, preferente-
mente el 2%, de compuesto activo, que se puede administrar a una zona afectada por hongos.

Los requisitos de dosificacién varian con las composiciones particulares empleadas, la via de admi-
nistracion, la gravedad de los sintomas presentados y el sujeto particular bajo tratamiento. Basandose
en los resultados obtenidos en los procedimientos de ensayo farmacolégico estdandar, las dosis diarias
proyectadas de compuesto activo serian de 0,1 ug/kg-100 mg/kg, preferentemente de 0,001-25 mg/kg, y
més preferentemente de 0,01-5 mg/kg. El tratamiento generalmente se comenzard con pequenas dosis,
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menores que la dosis éptima del compuesto. Después de esto, la dosis se aumenta hasta que se alcanza
el efecto éptimo en las circunstancias particulares; el médico tratante, basidndose en la experiencia con
el sujeto individual tratado, determinard las dosis precisas para la administracion oral, parenteral, nasal
o intrabronquial. Preferentemente, la composicién farmacéutica estd en forma de dosificacion unitaria,
por ejemplo en forma de comprimidos o capsulas. En tal forma, la composicion esta subdividida en dosis
unitarias que contienen cantidades apropiadas del principio activo; las formas de dosificacién unitaria
pueden ser composiciones acondicionadas, por ejemplo, polvos empaquetados, viales, ampollas, jeringas
prellenadas o sobres que contienen liquidos. Por ejemplo, la forma de dosificacién unitaria puede ser una
capsula o un comprimido por si mismos, o puede estar constituida por el nimero apropiado de cualquiera
de tales composiciones en forma envasada.

El Ejemplo 2 que se aporta a continuacion ilustra la preparacion y las actividades biolégicas del com-
puesto de esta invencién.

Ejemplo 1 (producto intermedio)
42—E’ster de la rapamicina con el dcido 2,2,5-trimetil[1,3]dioxano-5-carboxilico

A una disolucién del isopropilidencetal del dcido 2,2-bis(hidroximetil)propiénico (1,041 g, 5,98 mmol)
(preparado de acuerdo con el procedimiento de Bruice, J. Am. Chem. Soc., 89: 3568 (1967)) y trieti-
lamina (0,83 ml, 5,98 mmol), en 20 ml de THF anhidro a 0°C, bajo atmdsfera de nitrégeno, se agregd
cloruro de 2,4,6-triclorobenzoilo (0,93 ml, 5,98 mmol) y la suspensién blanca resultante se agité por es-
pacio de 5 horas a la temperatura ambiente. El precipitado se separé por filtracién al vacio, enjuagando
el matraz y la torta de filtracién con 10 ml méas de THF seco. El filtrado se concentré por evaporacién
rotatoria hasta dar un sélido blanco. El residuo se disolvié en 20 ml de benceno seco, y luego se agregd
rapamicina (5,47 g, 5,98 mmol) y DMAP (0,731 g, 5,98 mmol). Después de agitar toda la noche a la
temperatura ambiente, la mezcla se diluyé con EtOAc, se lavé con H2O y con NaCl saturado (acuoso),
se secd sobre MgSQy, se filtré y se evapor6 hasta dar un aceite de color amarillo. La cromatografia por
desorcién sibita (flash) (5x con 60 % EtOAc-hexano) dio el compuesto reseniado en el titulo (2,2 g, 34 %)
en forma de un sélido blanco.

(-) FAB-MS m/z 1069,5 (M), 590,3 (fragmento sur), 477,2 (fragmento norte).

UH-RMN (400 MHz, DMSO-dg) &: 4,57 (m, 1H, C(42)H), 4,02 (d, 2H), 3,60 (d, 2H), 1,34 (s, 3H), 1,24
(s, 3H), 1,06 (s, 3H).

13C- RMN (100,6 MHz, DMSO-dg) 6: 173,2, 99,0, 65,0, 22,2,18,1.
Ejemplo 2
42-E’ster de la rapamicina con el dcido 2,2-bis(hidrozimetil)propidnico

Una disolucién del producto del Ejemplo 1 (2,8 g, 2,65 mmol) en 50 ml de THF y 25 ml de HCl
1IN se agit6 a la temperatura ambiente durante 4 horas. La mezcla se diluyé con agua y se extrajo tres
veces con EtOAc. Las fases orgdnicas combinadas se lavaron con una disolucién saturada de NaHCOg3 y
con una disolucién saturada de NaCl, se secaron sobre MgSQy, se filtraron y se evaporaron hasta dar un
sélido aceitoso de color amarillo. La purificacién por cromatografia por desorcién sibita (flash) (3x con
EtOAc) proporcioné el compuesto resefiado en el titulo (1,6 g, 59 %).

(-) FAB-MS m/z 1029,6 (M), 590,4 (fragmento sur), 437,3 (fragmento norte).
TH-RMN (400 MHz, DMSO-dg) d: 4,5 (m, 1H, C(42)H), 3,45 (s, 4H), 1,04 (s, 3H).
I3C-RMN (100,6 MHz, DMSO-dg) 6: 174,2, 63,7, 63,6, 49,9, 16,8.

Resultados obtenidos en los procedimientos de ensayo farmacolégico estandar:
Clsg en el ensayo LAF: 0,80 y 1,80 nM.

Razoén en el ensayo LAF: 1,00 y 0,44.

Tiempo de supervivencia del injerto de piel: 11,4 + 1,5y 12,0 £+ 1,1 dias.

Cambio porcentual en la artritis adyuvante frente al control: -88 %.
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REIVINDICACIONES

1. 42-Ester de la rapamicina con el dcido 2,2-bis(hidroximetil)propidnico, de estructura

H

O . OH

()
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Compuesto segin la reivindicacién 1 para la utilizaciéon como producto farmacéutico.

3. Utilizaciéon de un compuesto segun la reivindicacién 1 en la preparacién de un medicamento para
tratar un tumor en un mamifero.

4. Composicién farmacéutica que comprende un compuesto segin la reivindicacién 1, o una sal far-
macéuticamente aceptable del mismo, y un portador farmacéutico.

5. Procedimiento para preparar el 42-éster de la rapamicina con el dcido 2,2-bis(hidroximetil)propié-
nico, de estructura segun la reivindicacion 1, que comprende acilar la rapamicina con un agente acilante
que es un derivado reactivo de un acido de férmula II:

HO-COC(CH3)R'R? (II)

en la que R! y R? son cada uno de ellos CH;OR, o R! y R? se pueden tomar juntos para formar
5-(2,2-di(alquilo Cy_¢))[1,3]dioxanilo o 5-(2-espiro(cicloalquilo Cs_g)) [1,3]dioxanilo;
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R es tri(alquilo C;_g)sililo, tri(alquilo C;_g)sililetilo, trifenilmetilo, bencilo, alcoximetilo de 2-7
atomos de carbono, tri(alquilo C;_g)sililetoximetilo, cloroetilo o tetrahidropiranilo;

y después de la reaccién eliminar cualquier grupo protector presente.

NOTA INFORMATIVA: Conforme a la reserva del art. 167.2 del Convenio de Patentes Europeas (CPE)
y a la Disposicién Transitoria del RD 2424/1986, de 10 de octubre, relativo a la
aplicacién del Convenio de Patente Europea, las patentes europeas que designen a
Espafia y solicitadas antes del 7-10-1992, no producirdn ningun efecto en Espainia en
la medida en que confieran protecciéon a productos quimicos y farmacéuticos como
tales.

Esta informacién no prejuzga que la patente esté o no incluida en la mencionada
reserva.
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