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DESCRIPCION
Agente antitumoral
Campo de la técnica

La presente invencién se refiere a un farmaco que contiene un compuesto de azUcar-colestanol como principio
activo.

Técnica anterior

Un compuesto de azucar-colestanol, en el que GIcNAc-Gal-, GIcNAc-Gal-Glc-, Fuc-Gal-, Gal-Glc-, o Gal- se une a
colestanol que tiene un doble enlace carbono-carbono saturado en el anillo B del colesterol, exhibe una excelente
actividad antitumoral (véanse los Documentos de patente 1, 2y 3).

La mayoria de estos compuestos de azUcar-colestanol que consisten en al menos dos restos de cadena de azlcar
exhiben actividades antitumorales. No obstante, estos compuestos requieren un proceso complicado para la sintesis
y un coste de produccion mayor a medida que el nimero de restos de cadenas de azlcar aumenta. Al mismo
tiempo, hasta la fecha se ha notificado un compuesto de azucar-colestanol que tiene galactosa como un solo resto
de azucar, pero su actividad todavia sigue siendo insatisfactoria. Adicionalmente, estos compuestos de azucar-
colestanol comparten el mismo problema en cuanto a que generalmente son insolubles en agua.

Por tanto, ha habido una demanda creciente de un nuevo compuesto de azucar-colestanol que tenga un namero
pequefio de restos de cadena de azlcar corta, exhiba bastante actividad anticancerosa y sea excelente en cuanto a
su solubilidad.

Un compuesto de colestanol que tiene N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) como resto de cadena de azlcar es un
compuesto conocido (véase el Documento no patente 1), pero todavia no se ha realizado ningin informe sobre su
bioactividad.

[Documento de patente 1] JP-A-11 - 60592

[Documento de patente 2] JP-A-2000 - 191685

[Documento de Patente 3] WO 2005/007172 panfleto

[Documento no patente 1 ] Estudios sobre esteroides. Parte CXXXXV. Sintesis de colesterol y colestanoles
conjugados. (1979), 27 (8), 1926 - 31.

Divulgacion de la invencion
Problemas que ha de resolver la invencion

Un objeto de la invencién es proporcionar un compuesto de azlcar-colestanol que se puede sintetizar facilmente y
que exhibe una actividad antitumoral satisfactoria.

Medios para resolver los problemas

En un azlcar-colestanol, no se reconoce actividad antitumoral sobre su resto de cadena de azlcar o resto de
colestanol, de modo que la totalidad de la estructura del azlcar-colestanol es esencial para la expresion de
actividad antitumoral. Pero ha sido extremadamente dificil deducir el nimero o el tipo de restos de cadena de azucar
de la estructura correlacionada. En una circunstancia de este tipo, los presentes inventores han hallado que un
compuesto de colestanol representado por la férmula descrita mas adelante (1), que tiene GIcNAc como Unico resto
de azucar, exhibe una fuerte actividad inhibidota contra el crecimiento de las células cancerosas. Los presentes
inventores también han hallado que el compuesto de colestanol, cuando esta en forma de un complejo de inclusion
de ciclodextrina o una preparacion liposémica, puede superar el inconveniente atribuible a la insolubilidad y que este
compuesto es mucho mas eficaz con respecto a la actividad mencionada anteriormente.

De acuerdo con esto, la presente invencion proporciona:

1) Un compuesto de colestanol representado por la siguiente Formula (1):
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0 un complejo de inclusion con ciclodextrina que contiene el compuesto para uso como agente anticanceroso.

2) Una formulacion liposémica que contiene el compuesto de colestanol.

3) Un complejo de inclusién de ciclodextrina que contiene el compuesto de colestanol.

4) Uso del compuesto de colestanol o un complejo de inclusidn con ciclodextrina que contiene el compuesto para
producir un agente anticanceroso.

También se describe un procedimiento para prevenir o tratar el cancer, caracterizado por que comprende la
administracion del compuesto de colestanol o un complejo de inclusion de ciclodextrina que contiene el compuesto.

Efectos de lainvencién

El compuesto de colestanol usado en la presente invencion exhibe excelentes efectos antitumorales y se puede
sintetizar facilmente en comparacién con el caso de un compuesto de azlcar-colestanol convencional. Por tanto, el
compuesto de colestanol es util como farmaco para prevenir o tratar el cancer. Un complejo de inclusién de
ciclodextrina o formulacion liposémica que contiene el compuesto de colestanol exhibe una solubilidad excelente y
es considerablemente eficaz en cuanto a que el compuesto exhibe actividad anticancerosa.

Mejor modo para llevar a cabo la invencién

El compuesto de colestanol usado en la presente invencion, que es un compuesto conocido (véase el Documento no
patente 1), se puede producir mediante, por ejemplo, el procedimiento siguiente.
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Especificamente, el compuesto de colestanol usado en la presente invencién se puede producir a partir de 4-
metoxifenil-3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-3-D-glucopiranésido mediante cuatro etapas (véase el Ejemplo de
Produccién descrito méas adelante).

El resto de cadena de azucar del compuesto de colestanol es, preferentemente, GIcNAcB-. Por tanto, el compuesto
de colestanol usado en la presente invencio es, preferentemente, 5-a-colestan-33-il-2-acetamido-2-desoxi-f-D-
glucopiranésido (1a).

El compuesto de colestanol usado en la presente invencidn se puede incluir facilmente en un compuesto de
ciclodextrina o in derivado del mismo para formar un complejo. La ciclodextrina no esta necesariamente adaptada a
todos los compuestos insolubles, ya que, de forma concebible, la formacién de un complejo de inclusion de
ciclodextrina se ve afectada por el tamafio de una molécula invitada que se va a incluir, la interaccion de van der
Waals entre la molécula invitada y la ciclodextrina o los puentes de hidrégeno entre la molécula invitada y los grupos
hidroxilo de la ciclodextrina. No obstante, la ciclodextrina puede formar un buen complejo de inclusién con el
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compuesto de colestanol usado en la presente invencion.

Ejemplos de la ciclodextrina empleada para formar el complejo de inclusion de ciclodextrina de la presente invencion
incluyen complejos de ciclodextrina tal como a-ciclodextrina, B-ciclodextrina y y-ciclodextrina; y derivados de
ciclodextrina tales como metil-B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, monoacetil-B-ciclodextrina y 2-
hidroxipropil-y-ciclodextrina. De estos, se prefiere la 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina para obtener una mejor
solubilidad.

El complejo de inclusién de ciclodextrina se puede preparar mediante, por ejemplo, el procedimiento siguiente. una
solucion acuosa adecuada (p. ej, de 20 a 40%) de un compuesto de ciclodextrina o un derivado de la misa y el
compuesto de colestanol usado en la presente invencion se afiade a la solucién acuosa, seguida de agitacion de la
mezcla resultante.

No se impone ninguna limitacién concreta sobre la cantidad del compuesto de colestanol a afiadir, de modo que el
compuesto de colestanol puede formar un complejo de inclusién con ciclodextrina. Generalmente, la cantidad es de
1 a 50% en masa, preferentemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 30% en masa.

El complejo de inclusion con ciclodextrina formado de este modo es facilmente soluble en agua vy, por tanto, exhibe
sus efectos con eficacia in vivo. El complejo de inclusion con ciclodextrina también es ventajoso en cuanto a que se
puede evaluar con fiabilidad en un sistema de ensayo in vitro.

Una formulacion liposémica preparada a partir del compuesto de colestanol usado en la presente invencion se
puede liberar con eficacia en un sitio en el que se van a mostrar los efectos del compuesto. La formulacién
liposémica también se puede evaluar con fiabilidad en un sistema de ensayo in vitro.

La formulacién liposémica contiene, preferentemente, el compuesto de colestanol, un componente de membrana y
una amina alifatica o aromatica.

La cantidad del compuesto de colestanol contenido en la formulacion liposémica es de 0,3 a 2,0 moles,
preferentemente de 0,8 al,5 mol, en base a 1 mol del componente de la membrana,

Ejemplos del componente de la membrana incluyen fosfolipidos. Los fosfolipidos que se usan preferentemente
incluyen fosfolipidos de origen natural y sintéticos, tales como fosfatidiolcolina,, fosfatidiinetanolamina,
fosfatidilserina, fosfatidilinositol y acido fosfatidico, mezclas de estos fosfolipidos y fosfolipidos procesados de origen
natural, tales como lecitina acuosa. Mas preferentemente, se usa 1a-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), que es un
compuesto de fosfatidilcolina.

La amina alifatica o aromatica generalmente se afiade para cargar positivamente la superficie de una membrana
lipidica. Ejemplos de la amina a afiadir incluyen aminas alifaticas tales como estearilamina y oleilamina, y aminas
arométicas tales como fluorenetilamina. En particular, se usa preferentemente, estearilamina.

La cantidad de la amina contenida en la formulacion liposémica es de 0,04 a 0,15 mol, preferentemente de 0,1 a
0,15 mol, en base a 1 mol del componente de la membrana (fosfolipidos),

En caso necesario, la formulacion liposémica puede contener, ademas de los componentes mencionados
anteriormente, un estabilizante de la estructura de la membrana, tal como colesterol, un acido graso o diacetilfosfato.

La solucién acuosa usada para dispersar el componente de la membrana es, preferentemente, agua, solucién
salina, un tampdn, una solucién acuosa de un azlcar o una mezcla de los mismos. El tampén que se va a usar es,
preferentemente, un tampdén organica o inorganica que tiene una accidon tampon den las proximidades de la
concentracion de iones de hidrégeno de fluidos corporales. Por ejemplo, se puede usar un tampon fosfato.

No reimpone ninguna limitacidon concreta al procedimiento para preparar la formulacion liposémica y la formulacién
se puede preparar mediante un procedimiento habitual empleado. Por ejemplo, la formulacién liposémica se puede
preparar mediante el método descrito en los documentos JP-A-57 - 82310, JP-A-60 - 12127, JP-A-60 - 58915, JP-A-
1 -117824, JP-A-1 - 167218, JP-A-4 - 29925, o JP-A-9 - 87168, el método descrito en Methods of Biochemical
Analysis (1988) 33, p 337, o el método descrito en "Liposome" (Nankodo).

Después, se describird un procedimiento para preparar una formulacién liposémica del compuesto de colestanol
usado en la presente invencion.

En primer lugar se afiaden un disolvente organico y agua y se mezclan con el compuesto de colestanol, cualquiera
de los componentes de membrana mencionados en lo que antecede y una amina alifatica o aromatica, y, después,
el disolvente organico se elimina completamente por medio de un evaporador rotatorio o un aparato similar, seguido
de la eliminacion de agua.
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Las proporciones de mezclado entre el componente de membrana, la alquilamina y el compuesto de colestanol
pueden ser, por ejemplo, 52: 8 : 20 (por mol). No obstante, siempre que las proporciones de mezclado no se desvien
significativamente de estas no se produciran problemas concretos. Cuando la proporcion de mezclado del
compuesto de colestanol es baja se puede afiadir, si es necesario, un estabilizante de la estructura de la membrana,
tal como colesterol. No obstante, cuando la proporcion de mezclado del compuesto de colestanol es alta, la adicion
de dicho estabilizante de la estructura de la membrana no es necesaria.

No se impone ninguna limitacién concreta sobre el disolvente organico que se a usar, siempre que sea un disolvente
organico volatil que sea insoluble en agua. Ejemplos del disolvente organico que se pueden usar incluyen
cloroformo, clorometano, benceno y hexano. Considerando la solubilidad, adecuadamente se puede afiadir un
disolvente organico que tenga una polaridad relativamente alta (p. €j., etanol o metanol) a dicho disolvente insoluble
en agua y se puede usar la mezcla de disolvente organico preparada de este modo. No se impone ninguna
limitacion concreta sobre las proporciones de mezclado de la mezcla de disolventes organicos y agua, siempre que
se obtenga una mezcla uniforme de disolventes.

En el caso en el que se afiade agua para la preparacion de la formulacion liposdmica, la eliminacién de agua
generalmente se lleva a cabo mediante liofilizacion. Sin embargo, la eliminacion de agua no necesariamente se
realiza mediante liofilizacion y se puede efectuar mediante desecacion en un desecador de presion reducida.
Después de la eliminacion de agua, se afiade la solucion acuosa mencionada anteriormente para la dispersion,
seguido de agitacién por medio de, por ejemplo, un mezclador de tipo vortex, para formar de este modo la
formulacion liposémica.

Los liposomas que tienen un tamafio de particula uniforme se pueden preparar mediante, por ejemplo, tratamiento
ultrasonico, tratamiento por extrusién por medio de un filtro de membrana poroso, tratamiento por medio de un
emulsionante de inyeccion a presion alta o una combinacion de dichos tratamientos. Las particulas de liposoma mas
pequefias se pueden preparar mediante, por ejemplo, tratamiento ultrasonico durante un periodo de tiempo
prolongado. El tamafio de particula de los liposomas es, preferentemente, de 40 nm a 300 nm.

El compuesto de colestanol usado en la presente invencion se puede usar en forma, ademas de la formulacién
liposémica mencionada anteriormente, de diversos estabilizantes y la forma del estabilizante varia en respuesta a
una forma de dosificacién que se va a usar.

Como se describe méas adelante en los ejemplos, el compuesto de colestanol usado en la presente invencion, un
complejo de inclusion de ciclodextrina que contiene el compuesto de colestanol y una formulacion liposémica que
contiene el compuesto de colestanol (en lo sucesivo en la presente invencion se pueden denominar de forma
conjunta “el compuesto de colestanol etc.”) exhiben un efecto inhibidor de la proliferacion celular mas fuerte en
comparacion con el caso de un compuesto de colestanol que tiene un resto de cadena de azlcar formado por
GIcNAc-Gal- o Gal-. Por tanto, una formulacion que contiene como principio activo el compuesto de colestanol es (til
como farmaco para prevenir o tratar el cancer.

La forma de dosificacion del agente anticanceroso usado en la presente invencion se puede determinar
adecuadamente en consideracion del lugar de tratamiento o el propdsito terapéutico. Siempre que no se use un
aditivo que impida la estabilidad de la forma de la formulacion liposémica, el agente anticanceroso puede estar en
cualquier forma de dosificacion de, por ejemplo, un producto peroral, una inyeccién, un supositorio, una pomada, y
un parche, cada uno de los cuales se puede producir mediante un método de formulaciéon convencional conocido por
los expertos en la técnica.

Un producto sélido peroral (p. €j., un comprimido, un comprimido recubierto, un granulo, un polvo o una capsula) se
puede preparar afiadiendo al compuesto de colestanol etc. un excipiente y, si es necesario, un aditivo tal como un
aglutinante, un agente disgregante, un lubricante, un agente colorante, un agente aromatizante o un desodorante,
seguido por el procesamiento habitual. El aditivo que se va a usar puede ser un aditivo que se use habitualmente en
la técnica. Ejemplos del excipiente incluyen lactosa, sacarosa, cloruro sddico, glucosa, almidén, carbonato calcico,
caolin, celulosa microcristalina y acido silicico. Ejemplos del aglutinante incluyen agua, etanol, propanol, jarabe
simple, glucosa liquida, almidon liquido, gelatina liquida, carboximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa,
hidroxipropilalmidén, metilcelulosa, etilcelulosa, goma laca, fosfato calcico y polivinilpirrolidona. Ejemplos del agente
disgregante incluyen almidén seco, alginato sodico, agar en polvo, hidrégenocarbonato sédico, carbonato calcico,
laurilsulfato sddico, estearato de monoglicérido y lactosa. Ejemplos del lubricante incluyen talco purificado, sales de
acido estearico, borax y polietilenglicol. Ejemplos del agente aromatizante incluyen sacarosa, pieles de naranja,
acido citrico y acido tartérico.

Un producto liquido peroral (p. €j., una solucidn peroral, un jarabe o un elixir) se puede preparar afiadiendo al
compuesto de colestanol etc. un agente aromatizante, un tampoén, un estabilizante, un desodorante o similares,
seguido por el procesamiento habitual. El agente aromatizante que se va a usar para esta preparacion puede ser
cualquiera de los mencionados anteriormente. Ejemplos de los tampones incluyen citrato sédico. Ejemplos del
estabilizante incluyen tragacanto, goma arabiga y gelatina.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2459767 T3

Una inyeccién (p. €j., una inyeccién subcutanea, una inyeccion intramuscular o una inyeccion intravenosa) se puede
preparar afladiendo al compuesto de colestanol etc. un agente de ajuste del pH, un tampdn, un estabilizante, un
agente isotonizante, un agente anestésico local o similares, seguido por el procesamiento habitual. Ejemplos del
agente de ajuste del pH y el tampdn usados para esta preparacion incluyen citrato sédico, acetato sodico y fosfato
sédico. Ejemplos del estabilizante incluyen pirosulfito s6dico, EDTA, acido tioglicolico y acido tiolactico. Ejemplos del
agente anestésico local incluyen procaina clorhidrato y lidocaina clorhidrato. Ejemplos del agente isotonizante
incluyen cloruro sédico y glucosa.

Un supositorio se puede preparar afiadiendo al compuesto de colestanol etc. un vehiculo para la preparacion de
farmacos conocido en la técnica, tal como polietilenglicol, lanolina, manteca de cacao o triglicérido de acidos grasos
Yy, en caso necesario, un tensioactivo tal como Tween (marca registrada), seguido del procesamiento habitual.

Una pomada se prepara mezclando mediante una técnica habitual el compuesto de colestanol etc. con, en caso
necesario, un aditivo usado generalmente, tal como una base, un estabilizante, un humectante o un conservante.
Ejemplos de la base incluyen parafina liquida, vaselina blanca, cera de abeja blanca, alcohol octildodecilico y
parafina. Ejemplos del conservante incluyen metil-p-hidroxibenzoato, etil-p-hidroxibenzoato y propil-p-
hidroxibenzoato.

Un parche se puede preparar aplicando en un soporte de uso habitual la pomada mencionada anteriormente y una
crema, un gel, una pasta o similares. Ejemplos de soportes adecuados incluyen telas tejidas y no tejidas fabricadas
con algododn, fibra discontinua y fibra quimica, y peliculas y ldminas de espuma formadas por cloruro de vinilo
blando, polietileno y poliuretano.

La dosis del compuesto de colestanol etc. varia en funcién de los sintomas, el peso corporal, la edad, el sexo etc. de
un paciente que lo necesite. La dosis diaria del compuesto de colestanol etc. para un adulto tipicamente es de
aproximadamente 0,01 a aproximadamente 200 mg/kg, preferentemente de 0,1 a 50 mg/kg, como se reduce para el
compuesto de colestanol (1). Preferentemente, la dosis diaria se administra una vez al dia o de forma dividida (de 2
a 4 veces al dia).

La presente invencion se describir4 a continuacion con detalle mediante Ejemplos.
Ejemplos

Ejemplo de produccion 1 Produccion de GIcNAc-colestanol

(1) Produccion de etil-3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-1-tio-3-D-glucopirandsido

En una atmésfera de argén, una solucion de 4-metoxifenil-3,4,6-tri-O-acetil-2-desoxi-2-ftalimido-B-D-glucopiranésido
(2 9, 4,19 mmol) y etanotiol (0,40 ml, 5,45 mmol) en cloruro de metileno seco (30 ml) se enfrid en hielo y, gota a
gota, a la soluciéon se afiadié trifluoruro de boro-éter dietilico (3,19 ml, 25,14 mmol) seguido de agitacion a
temperatura ambiente durante la noche. A la mezcla de reaccion resultante se afiadié una solucién saturada acuosa
de hidrégenocarbonato sédico con enfriamiento con hielo y la capa organica resultante se sec6 sobre sulfato sédico.
El disolvente se eliminé mediante evaporacion a presion reducida y el residuo se recristalizd en hexano-acetato de
etilo, dando de este modo 1,62 g del compuesto del titulo.

Forma: polvo blanco;

RMN de *H (CDCls) &: 1,22 (3H, t, J = 7,3 Hz), 1,86 (3H, s), 2,04 (3H, s), 2,11 (3H, s), 2,61 - 2,76 (2H, m), 3,90 (1H,
ddd, J = 2,4 Hz, 4,9 Hz, 10,3 Hz), 4,18 (1H, dd, J = 2,2 Hz, 12,4 Hz), 4,31 (1H, dd, J = 2,2 Hz, 12,4 Hz), 4,39 (1H, dd,
J = 10,3 Hz, 10,3 Hz), 5,18 (1H, dd, J = 9,2 Hz, 10,3 Hz), 5,49 (1H, d, J = 10,3 Hz), 5,83 (1H, dd, J = 9,2 Hz, 10,3
Hz), 7,74 (2H, dd, J = 2,4 Hz, 5,4 Hz), 7,86 (2H, dd, J = 2,4 Hz, 5,4 Hz).

(2) Produccién de 5-a-colestan-3B-il-2-desoxi-2-ftalimido-3,4,6-tri-O-acetil-B-D-glucopiranésido (compuesto (3))

En una atmésfera de argdn, a una mezcla del compuesto (2) obtenida en (1) anterior (400 mg, 0,834 mmol), 5-a-
colestan-3B-ol (389 mg, 1,0 mmol) y tamices moleculares activados de (1,88 g) se afiadi6é cloruro de etileno seco
(4,6 ml), seguido de agitacion a temperatura ambiente durante una hora. Después, a la mezcla resultante se afiadié
trifluorometanosulfonato de metilo (0,28 ml, 2,48 mmol), seguido de agitacién durante la noche. A la mezcla de
reaccion resultante se afiadié trietilamina (1 ml), seguido por agitacién durante 30 minutos. Después, la mezcla
resultante se sometié a filtracion en celite y el filtrado se lavo con cloruro de metileno. El disolvente se elimino
mediante evaporacién de una mezcla del filtrado y el liquido de lavado, y el residuo se purificé por cromatografia de
columna en gel de silice (hexano: acetato de etilo = 3 : 1 (en volumen), lo mismo se aplicara en lo sucesivo en el
presente documento), para dar 510 mg del compuesto del titulo.

Forma: polvo blanco;
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RMN de *H (CDCls) &: 0,51 - 2,10 (55H, m), 3,48 - 3,56 (1H, m), 3,85 (1H, ddd, J = 2,4 Hz, 4,9 Hz, 10,3 Hz), 4,15
(1H, dd, J = 2,2 Hz, 12,2 Hz), 4,26 - 4,34 (3H, m), 5,15 (1H, dd, J = 8,9 Hz, 10,0 Hz), 5,46 (1H, d, J = 8,4 Hz), 5,77
(1H, dd, J = 8,9 Hz, 10,8 Hz), 7,74 (2H, dd, J = 2,4 Hz, 5,4 Hz), 7,86 (2H, dd, J = 2,4 Hz, 5,4 Hz)

(3) Produccion de 5-a-colestan-3-il-2-acetamido-2-desoxi-3,4,6-tri-O-acetil-3-D-glucopiranésido (compuesto (4))

A una suspension del compuesto (3) obtenido en (2) anteriormente (510 mg, 0,633 mmol) en 1-butanol (5,0 ml) se
afiadio etilendiamina (5,0 ml) y la mezcla resultante se agitdé a 120 °C durante la noche. El disolvente se eliminé de la
mezcla de reaccién a través de evaporacion a presion reducida y el residuo se mezclo con piridina (5 ml), anhidrido
acético (5 ml) y 4-dimetilaminopiridina (cantidad catalitica), seguido de agitaciéon durante la noche. El disolvente se
elimin6 de la mezcla de reaccion mediante evaporaciéon a presion reducida y el residuo se disolvié en acetato de
etilo. La solucion resultante se lavé con una soluciéon 1M de acido clorhidrico acuoso, una solucidon acuosa saturada
de hidrégenocarbonato sddico y una solucién salina acuosa saturada y, después, la capa organica resultante se
sec6 sobre sulfato sédico. El disolvente se eliminé mediante evaporacion a presion reducida y el residuo se purificd
por cromatografia de columna en gel de silice (hexano: acetato de etilo =1 : 4), para dar 250 mg del compuesto del
titulo.

Forma: polvo blanco;

RMN de *H (CDCls) &: 0,55 - 2,07 (58H, m), 3,52 - 3,72 (3H, m), 4,10 (1H, dd, J = 2,2 Hz, 11,3 Hz), 4,26 (1H, dd, J =
2,2 Hz, 12,2 Hz), 4,86 (1H, d, J = 8,4 Hz), 5,03 (1H, dd, J = 9,7 Hz, 9,7 Hz), 5,35 - 5,43 (2H, m)

(4) Produccion de 5-a-colestan-3[3-il-2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucopirandsido (compuesto (1a))

A una solucion del compuesto (4) obtenido en (3) anteriormente (250 mg, 0,348 mmol) en una mezcla de metanol
(5,0 ml) y cloruro de metileno (5,0 ml) se afiadié una solucion de metanol metéxido sédico al 28% (0,07 ml, 0,363
mmol), seguido de agitacion a temperatura ambiente durante la noche. La mezcla de reaccion resultante se
neutraliz6 con Amberlyst 15 y, después, la mezcla de reaccion se sometio a filtracion. El disolvente se eliminé del
filtrado mediante evaporacion a presion reducida y el residuo se suspendié en metanol. Las materias insolubles
obtenidas mediante filtracion se lavaron con metanol y después se secaron, dando 159 mg del compuesto del titulo.

Forma: polvo blanco;

RMN de *H (DMSO-ds+D20) 8: 0,62 - 1,94 (49H, m), 2,99 - 3,05 (2H, m), 3,22 - 3,50 (4H, m), 3,66 (1H, d, J = 11,6
Hz), 4,40 (1H, d, J = 7,6 Hz), 7,64 (1H, d, J = 8,4 Hz).

Ejemplo 1 Produccion de formulacion liposémica y formacién de complejos de inclusién de ciclodextrina

Como material de partida de usé una solucion de 20 pumol/ml de cada uno de GlcNAc-colestanol (compuesto (1a)) y
colestanol (disuelto en cloroformo/metanol = 5/1 (v/v)).

(1) Preparacion de la formulacién liposdmica

1a-Dipalmitoilfosfatidilcolina, estearilamina y azlcar-colestanol se mezclaron en proporciones de 52/8/20 (por mol)
para alcanzar una cantidad total de 700 pl y, después, se afiadieron un disolvente organico (cloroformo/metanol =
2/1 (VIV)) (300 pl) y agua destilada (1 ml) y se mezclaron con la mezcla resultante. Después, el disolvente organico
se elimind completamente por medio de un evaporador rotatorio y el producto resultante se someti6 a liofilizacion
para eliminar de este modo completamente el agua. El producto liofilizado se disolvié en PBS (1 ml), seguido de
tratamiento ultrasoénico (15 W, 15 minutos), para formar de este modo liposomas que tengan un tamafio de particula
uniforme de aproximadamente 40 a aproximadamente 300 nm. Los liposomas formados de este modo se usaron en
el Ejemplo 2.

(2) Preparacion de complejos de inclusion de ciclodextrina

Se prepard una solucion acuosa al 20% de hidroxipropil-B-ciclodextrina y a la solucién se afiadié GIcNAc-colestanol,
seguido de agitacion/mezclado para formar de este modo un complejo de inclusion de ciclodextrina con GIcNAc-
colestanol. La formacion de un buen complejo de inclusién se confirma observando que GIcNAc-colestanol (es decir,
un compuesto insoluble) se solubiliza mediante agitacion.

Ejemplo 2 Efecto inhibidor de la proliferacion celular de GIcNAc-colestanol

Se inocul6 una linea celular de cancer cultivada (HT-29 (humana)) en una placa de 96 pocillos (1 x 10* células/100
ui/pocillo) y, después, la formulacién liposémica que contiene el compuesto GIcNAc-colestanol o el complejo de
inclusion de ciclodextrina preparado en el Ejemplo 1 se afiadié a la placa de 96 pocillos, seguido de incubacién a
37°C durante tres dias. Después, se realiz6 el ensayo MTT y se determiné el nimero de células. El porcentaje de
proliferacion celular se obtuvo mediante el uso de la férmula descrita mas adelante. Los resultados se muestran en
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la tabla 1.
Como resultado, el complejo GlcNAc-colestanol exhibio un fuerte efecto inhibidor de la proliferacién celular.
(E1]

Porcentaje de inhibicién de la proliferacion celular (porcentaje CPI) (%)= (1-DO de las células tratadas/DO de las
células no tratadas) x 100

La DO de las células tratadas y la DO de las células no tratadas se midieron a 450 nm y 650 nm, respectivamente
(de acuerdo con el ensayo MTT).

[Tabla 1]
Efecto inhibidor de la proliferacion celular de azlcar-colestanol
AzUcar-colestanol® Forma CPI50 (uM)®
GlcNAcGalChol Formulacion liposémica 10,2
GlcNacChol Formulacion liposémica 10,4
GalChol Formulacion liposémica 12,7
Chol Formulacion liposémica 354,3
GIcNAcGalChol Complejo de inclusion con ciclodextrina 15,9
GlcNacChol Complejo de inclusion con ciclodextrina 8,8
GalChol Complejo de inclusién con ciclodextrina 37,4
Chol Complejo de inclusion con ciclodextrina > 1000
1) GIcNAcGalChol: GIcNAcB1, 3GalB-colestanol
GlcNacChol: GIcNAcB-colestanol
GalChol: GalB-colestanol
Chol: colestanol
2) Concentracion necesaria para alcanzar una CPI del 50%
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto de colestanol representado por la siguiente Férmula (1):
Hsc,\ H
ch CH,

CH CH;

(1)

(0} |
GlcNAc” :
5 H
un complejo de inclusion con ciclodextrina que contiene el compuesto para uso como agente anticanceroso.
2. Una formulacion liposémica que contiene un compuesto de colestanol como se describe en la reivindicacion 1.
10
3. Un complejo de inclusién de ciclodextrina que contiene un compuesto de colestanol como se describe en la
reivindicacion 1.

4. Un complejo de inclusion de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que la ciclodextrina es 2-hidroxipropil-B-
15 ciclodextrina.

5. Uso de un compuesto de colestanol representado por la siguiente Formula (1):
HsC. H
CH CHjy

o (1)
GlcNAC”

:--

20
0 un complejo de inclusion con ciclodextrina que contiene el compuesto para producir un agente anticanceroso.
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